UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUCUMAN
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y TECNOLOGIA

DOCTORADO EN CIENCIAS EXACTAS E INGENIERIA

TESIS DE DOCTORADO

Desarrollo de estrategias para la produccion de bioetanol

utilizando hidrolizados de recursos lignocelulosicos

Ing. Adriana Paola Manfredi

Tesista

Ing. Nora I. Perotti Dra. Maria A. Martinez
Directora Directora Asociada

Agosto 2018



UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUCUMAN
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y TECNOLOGIA

DOCTORADO EN CIENCIAS EXACTAS E INGENIERIA

mw *
e /s

S

TESIS DE DOCTORADO

Desarrollo de estrategias para la produccion de
bioetanol utilizando hidrolizados de recursos

lignocelulosicos

Ing. Adriana Paola Manfredi
Agosto 2018






Memoria presentada por Adriana Paola Manfredi para optar al grado

académico de Doctor en Ciencias Exactas e Ingenieria por la Universidad

Nacional de Tucumdn, bajo la direccion de la Ing. Nora 1. Perotti y de la Dra.

Maria A. Martinez.

P

Ing. Nora L. Perotti

Directora

San Miguel de Tucumdn, agosto de 2018

_/‘.

Adriana Paola Manfredi

Dra. Maria A. Martinez

Directora Asociada



Trabajo de tesis realizado en

LABORATORIO DE BIOCONVERSIONES

PLANTA PILOTO DE PROCESOS INDUSTRIALES MICROBIOLOGICOS

PROIMI-CONICET

PROIMI

BIOTECNOLOGIA

. o
CONICET

LABORATORIO DL

BIOCONVERSIONLS






A mi madre, padre y hermanos



Agradecimientos
A Dios, por concederme vida y salud durante este camino recorrido.

A mi familia. Sin su apoyo, contencion y ensefianzas no hubiera llegado donde estoy hoy.
Sobre todo a mis padres, que siempre me inculcaron el valor de “nutrir” mi mente y mi
espiritu 'y de superarme dia a dia para ser una mejor persona, en lo personal y en lo
profesional.

A la Ing. Nora Perotti, por confiar en mi diandome la oportunidad de hacer esta tesis y
guiarme en este camino. Por recibirme en su grupo y proporcionarme los medios
necesarios para realizar esta tesis.

A Ale, por su confianza en mi como profesional y como persona, por su dedicacion
incondicional y compromiso con este trabajo. Gracias por haberme ensefiado todo lo que
estuvo a tu alcance y apoyarme en cada decision tomada. Gracias!!!

A mis comparieros del Lab 13, Pablo, Horacio, Johan, Enzo, Andrés, Johana y Claudia, por
estar siempre presentes en estos anios. Gracias por haberme ayudado con mi tesis y por los
momentos compartidos.

A Daniel Etchegorry, porque estuvo a mi lado tratando de solucionar lo que se presento, por
ensefiarme y tenerme paciencia.

A “los chicos de la Planta”, Martin, José y Victor. Por su buena predisposicion y apoyo.

A las Dras. Maria José Negro y Mercedes Ballesteros, por haberme dado la oportunidad de
hacer una estancia de investigacion en la Unidad de Biocarburantes. Agradezco a todo el
grupo de CIEMAT que hicieron grata mi estadia alli y muy fructifera en lo profesional y
personal: Ignacio Ballesteros, Paloma Manzanares, Felicia Sdez, José Miguel Oliva y José
Maria Martinez; Belinda, Miguel, Miguel ATI, Javi, José Manuel, Aleta, Luis, Pili, Alberto,
Isabel, Altagracia.

A mis queridos amigos y colegas, Pau y Dani, jpor el “aguante” de siempre!

A Cintia y Katia, por los consejos que me ayudaron a seguir adelante cuando necesitaba “un
empujon’”’.

A Lau, Julia, Turi y Andre. El dia a dia fue mucho mds ameno con su presencia.

A todo el personal de PROIMI, investigadores, CPA y becarios que, de un modo u otro,
contribuyeron a concretar este trabajo de tesis.

A Esteban y Adridn, por su compaiiia en este tiempo que hizo mds grata la ultima etapa de
esta tesis.

A CONICET, UNT y BECAR por el apoyo econdmico recibido, fundamental para el
desarrollo de esta tesis.



A mis amigos de toda la vida, Noe, Gaby, Cele, Chechu, Adri y Clau. Gracias por ser

incondicionales siempre, por haber festejado mis logros y acompariado en los momentos
dificiles.

A las personas que de alguna forma han participado para que el trabajo que se expone
en la presente Tesis Doctoral sea una realidad.






Indice

-




INDICE
RESUMEN

DIVULGACION

INTRODUCCION
1 Introduccién
2 Los biocombustibles
3 Etanol de segunda generacion
3.1. Las lignocelulosas: composicién y estructura
3.2. Pretratamientos de biomasas lignocelulésicas
3.2.1 Pretratamientos fisicos
3.2.1.1 Reduccién mecénica
3.2.1.2 Extrusién
3.2.2 Pretratamientos quimicos
3.2.2.1 Alcalinos
3.2.2.2 Acidos
3.2.2.3 Organosolv
3.2.2.4 Liquidos i6nicos (LI)
3.2.2.3 Oxidacién hiimeda
3.2.3 Pretratamientos fisico-quimicos
3.2.3.1 Explosién por vapor
3.2.3.2 Agua presurizada o “agua caliente”
3.2.3.3 Explosion por vapor con amoniaco
3.2.3.3 Explosién de CO,
3.2.4 Pretratamientos bioldgicos
3.2.5 Compuestos inhibidores derivados de los pretratamientos
3.3 Hidrdlisis enzimética
3.4 Configuraciones del proceso de produccién de etanol 2G

Referencias

OBJETIVOS
Justificacion de la tesis

Objetivo general

Indice

—_—

O© O YW OV 0 0 0 X N NN NN o W

— e e e e
AN B~ = O O

23
25



Indice

Objetivos especificos 25
Referencias 26
CAPITULO 1
1.1 Introduccién 27
1.2 Materiales y métodos 28
1.2.1 Muestras para el aislamiento de bacterias 28
1.2.2 Medios de cultivo 28
1.2.3 Enriquecimiento y aislamiento de bacterias degradadoras de celulosa 29
1.2.4 Ensayos de actividad enzimética y perfil zimografico 29
1.2.5 Aislamiento de ADN y amplificacion y andlisis del gen ribosomal 16S RNA 30
1.3 Resultados y discusién 31
1.3.1 Enriquecimiento y aislamiento de bacterias celuloliticas 31
1.3.2 Evaluacion de la actividad celulolitica extracelular 32
1.3.3 Distribucién taxonémica de los aislamientos bacterianos seleccionados 33
1.4 Conclusiones 39
Referencias 40
CAPITULO 2
2.1 Introduccién 43
2.2 Materiales y métodos 44
2.2.1 Microorganismo y seleccién de componentes del medio de cultivo 44
2.2.2 Efecto de CMC y mono y disacdridos en la produccién de endoglucanasas 45
2.2.3 Produccién enzimdtica en un reactor tanque agitado de 1 L en sistema por lote 45
2.2.4 Actividad endoglucanasa estandar y andlisis zimografico 45
2.2.5 Efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad y estabilidad endoglucanasa 46
2.2.6 Efecto de iones y otros aditivos sobre la actividad endoglucanasa 46
2.2.7 Andlisis estadistico 47
2.3 Resultados y discusion 47
2.3.1 Bacillus sp. ARO3: Afiliacién taxondmica y morfologia 47
2.3.2 Evaluacién de los componentes del medio de cultivo y curva de crecimiento 48
2.3.3 Efecto de CMC y mono y disacdridos en la produccién de endoglucanasas 51
2.3.4 Produccién enzimética en 1 L-RTA en operacion por lote 54

2.3.5 Efecto de la temperatura y el pH en la actividad endoglucanasa y su estabilidad 55



2.3.6 Efecto de iones y otros aditivos en la actividad carboximetil-celulasa
2.3.7 Andlisis de Nativo-PAGE y zimograma
2.4 Conclusiones

Referencias

CAPITULO 3
3.1 Introduccién
3.2 Materiales y métodos
3.2.1 Materias primas y pretratamiento
3.2.2 Disefio estadistico de experimentos
3.2.3 Caracterizacién de los pretratamientos
3.2.4 Produccién y cuantificacién de extractos crudos para sacarificacion
3.2.5 Ensayos de sacarificacion de las fracciones liquidas
3.2.6 Ensayos de sacarificacion de las fracciones solidas
3.2.7 Actividades enzimaticas
3.2.8 Métodos analiticos
3.3 Resultados y discusion
3.3.1 Caracterizacion de la biomasa
3.3.2 Explosién por vapor de bagazo y residuos post-cosecha de cafia de azdcar
3.3.3 Andlisis del efecto de los pardmetros operacionales del pretratamiento
de explosién por vapor
3.3.4 Caracterizacién de los puntos optimos
3.3.5 Sacarificacion de fracciones liquidas
3.3.6 Sacarificacién de las fracciones sélidas
3.4 Conclusiones

Referencias

CAPITULO 4

4.1 Introduccién

4.2 Materiales y métodos
4.2.1 Materia prima y pretratamientos
4.2.2 Caracterizacion de los pretratamientos
4.2.3 Experimentos de hidrdlisis enzimatica

4.2.4 Ensayos SFS y PSFS

Indice

56
58
59
60

63
66
66
66
67
68
69
69
69
70
71
71
72

79
85
90
93
96
98

102
104
104
104
105
105



Indice

4.2.5 Métodos analiticos 106
4.3 Resultados y discusién 106
4.3.1 Caracterizacion de la biomasa 106

4.3.2 Evaluacién de pretratamientos para residuos de cultivos agricolas
de cafia de aztcar 107

4.3.3 Configuracion de las condiciones de sacarificacioén a una consistencia

del 20 % (p/v) 110
4.3.4 Ensayos SFS y PSFS 111
4.4 Conclusiones 114
Referencias 115

CONCLUSIONES 117






Resumen

-



Resumen

Resumen

Frente a la necesidad de generar conocimiento y aportar al desarrollo de energias renovables, esta tesis
se dirigi6é a la evaluacién y disefio de estrategias para la produccion de bioetanol a partir de materia
prima lignoceluldsica: bagazo y residuo agricola de cosecha (RAC) de cafia de azicar. Como fuente de
carbono renovable mds abundante en la naturaleza y altamente energética, la biomasa lignoceluldsica
es ideal para el desarrollo de procesos sustentables. Su utilizacién eficiente requiere de pretratamientos
para abrir su estructura y asi facilitar el acceso de enzimas sacarificantes; los monosacaridos
producidos son luego convertidos a bioetanol por fermentacion. Para el desarrollo de procesos
potencialmente viables, en este trabajo se evaluaron y optimizaron pretratamientos de bagazo y RAC,
se desarrollaron formulaciones enziméticas sacarificantes y se produjo etanol de segunda generacién

(2G) en diferentes configuraciones de proceso.

Como métodos quimicos, se realizaron pretratamientos con NaOH y H,SO, sobre RAC, mientras que
el pretratamiento fisicoquimico por explosién de vapor (EV) se us6 sobre bagazo y RAC aplicando la
metodologia de disefio de superficie de respuesta para evaluar el efecto de la temperatura y el tiempo
sobre la recuperacion de aziicares fermentables. Los puntos dptimos obtenidos permitieron recuperar

valores mayores al 76 % de glucosa y al 60 % de xilosa, y fueron usados en las siguientes etapas.

La sacarificaciéon enzimatica fue abordada con el uso de enzimas comerciales suplementadas con
enzimas propias. A tal fin, se construy6 una coleccién de cepas productoras de enzimas de interés,
provenientes de nichos de la agroindustria local y de intestino de insectos xiléfagos. De un total de 233
aislamientos bacterianos identificados de acuerdo a la secuencia del gen ribosomal 16S, fueron
seleccionados Bacillus sp. ARO3 y Paenibacillus sp. AR247. La produccién enzimdtica se realizd
usando reactor tanque agitado (1 L) y medios de cultivo disefiados mediante métodos estadisticos. Las
celulasas producidas por la cepa ARO03 presentaron caracteristicas adecuadas para aplicaciones en
biorrefineria, ya que no fueron afectadas por la presencia de diversos aditivos, y su actividad mejord
en presencia de varios metales. Sin embargo, su uso en la sacarificacion resultd poco significativo. De
manera diferente, la utilizacién de la mezcla enzimética producida por Paenibacillus sp. AR247
permitié incrementar el rendimiento de glucosa hasta un 37 %, con respecto a la mezcla comercial,
luego de la sacarificacién de las biomasas pretratadas por EV, lo que fue el resultado més prometedor

en vista de la literatura existente a la fecha.

Finalmente, la produccién de bioetanol fue realizada a partir de RAC pretratado por métodos quimicos
y fisicoquimico, y sacarificado con enzimas comerciales de dltima generacidn, utilizando dos
configuraciones de proceso: sacarificacion y fermentacién simultaneas (SFS) y presacarificacion,
sacarificacién y fermentacioén simultaneas (PSFS). Los ensayos de fermentacién con Saccharomyces
cerevisiae Ethanol Red® se realizaron con alta carga de sélidos (20 %). El proceso pretratamiento-

fermentaciéon [NaOH-PSFS] produjo 4,8 % (p/p) de etanol y fue el mds eficiente, aunque se logré un

—
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Resumen

resultado significativo con la combinacién [EV-PSFS], debido a que no involucra el uso de reactivos

contaminantes y result6 en la produccion de 3,2 % (p/p) de etanol 2G.

Palabras claves: etanol de segunda generacién, biomasa lignoceluldsica, celulasas, xilanasas
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Resumen

Abstract

In order to meet the requirements for renewable energies development, this thesis is aimed at
evaluating and designing strategies for bioethanol production from lignocellulosic materials, such as
sugarcane bagasse and agricultural crop residue (ACR). As a highly energetic and abundant source of
renewable carbon, lignocellulosic biomass is ideal for the development of sustainable processes.
However, its efficient utilization frequently requires pre-treatments to open its compact structure, thus
facilitating the access of saccharifying enzymes. The produced monosaccharides are then available for
bioethanol generation through fermentation. Towards the development of potentially feasible
processes, an integral evaluation and optimization of second generation (2G) ethanol production was
performed. Different pre-treatments of bagasse and ACR were included, and enzymatic formulations
for saccharification and hexoses fermentation were developed according to two process

configurations.

Chemical pre-treatments using NaOH and H2SO4 were carried out on ACR, while a physico-chemical
pre-treatment, steam explosion (SE), was assayed on bagasse and ACR. These last assays were based
on the response surface methodology for a thorough evaluation of the effect of time and temperature
conditions for fermentable sugars recovery. The optimum points, which allowed to recover more than

76 % of glucose and more than 60 % of xylose, were next utilized for saccharification assays.

Enzymatic hydrolysis was performed by complementing commercial enzyme preparations with
enzymes from local strains for optimal saccharification. To that end, a collection of enzyme-producing
bacteria from niches of the local agro-industry and xylophagous insect guts was built. From a total of
233 bacterial isolates that were identified according to the sequence of the 16S ribosomal gene,
Bacillus sp. ARO3 and Paenibacillus sp. AR247 were selected. The enzyme production was
accomplished using a stirred tank reactor (1 L), with a culture media designed according to a statistical
methodology. The produced cellulase by strain ARO3 was not affected by the presence of several
additives and was even improved in the presence of some few metals, properties that are desirable for
biorefinery applications. However, its use in saccharification was not significant, whereas the
xylanolytic preparation from Paenibacillus sp. AR247 produced an increment of 37 % of glucose
available for fermentation when biomass pre-treated by SE was assayed. This was the most promising

result according to the existing literature to date.

Finally, the process assessment was completed with bioethanol production from ACR pre-treated by
chemical and physicochemical methods, and followed by saccharification with new-generation
commercial enzymes. The process configurations used were simultaneous saccharification-
fermentation (SSF), and simultaneous presaccharification-saccharification-fermentation (PSSF), in
systems with high solids load (20 %) and Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red® as fermentation

yeast.

I
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Resumen

The most efficient process assayed was the pretreatment-fermentation [NaOH-SSF], which produced
4.8 % (w/w) ethanol 2@, although a significant result was the production of 3.2 % (w/w) of 2G
ethanol through the combination [SE-PSSF], which does not involve the use of contaminating

reagents.

Key words: second generation ethanol, lignocelullosic biomass, cellulases, xylanases
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Introduccion

1. Introduccion

La demanda global de energia continda aumentando rdpidamente y excede el crecimiento en el
suministro total de energia [1]. A pesar de la gran diversificacion del sector energético en los dltimos
afos, los combustibles fésiles contindan siendo al dia de hoy la principal fuente de obtencién de
energfa. Esta dependencia, junto al incremento en la demanda energética, establece una situacién
delicada para el entorno en el que vivimos, dada la relacion existente entre la utilizacién de estas
fuentes de energia y diversos procesos perjudiciales para el medioambiente. Uno de los efectos claros
derivados del uso masivo de estos recursos es el aumento en las emisiones de gases de efecto
invernadero (GEI). Las concentraciones atmosféricas de GEIs se encuentran en niveles que no tienen
precedentes en al menos 800.000 afios. Las concentraciones de di6xido de carbono (CO,), metano
(CHy) y 6xido nitroso (N,O) han mostrado grandes aumentos desde 1750 (40 %, 150 % y 20 %,
respectivamente), y han contribuido al incremento en la temperatura media global, provocando el
deshielo de los casquetes polares y el consiguiente aumento del nivel del mar [2]. Otro dato negativo a
tener en cuenta es la imposibilidad de regeneracién de los recursos fésiles, lo que limita su utilizacién

a largo plazo y podria ocasionar una crisis energética a nivel mundial.

En la actualidad, el objetivo principal es la transformacién de los métodos tradicionales de produccién
de energia a procesos mds sostenibles y respetuosos con el medio ambiente, en particular, la

sustitucién de ciertos combustibles derivados de los fésiles por recursos renovables [3, 4, 5, 6].
2. Los biocombustibles

Dentro del sector energético, el transporte presenta una dependencia del 98 % de los combustibles
derivados del petrdleo y supone el 30 % de las emisiones totales de GEI [7]. Con estos precedentes y
atendiendo a criterios de sostenibilidad, diferentes organismos internacionales han establecido ciertos
pardmetros para la sustitucién paulatina de estos carburantes de origen fésil por otros de naturaleza

renovable.

Entre las principales alternativas disponibles actualmente, los biocombustibles liquidos como el
bioetanol y el biodiesel representan una opcién viable para el reemplazo de las energias tradicionales
en un periodo medio-corto. Estos biocarburantes no s6lo ayudan a combatir el cambio climitico y a
reducir la dependencia energética de los productos petroliferos, sino que, al igual que el resto de

energias renovables, también contribuyen a la generacién de empleo y al desarrollo del medio rural.

Teniendo en cuenta la materia prima de partida, los biocombustibles obtenidos a partir de biomasa
pueden clasificarse en primera, segunda, tercera y cuarta generacion [8]. La primera generacion utiliza
biomasa con alto contenido en azicares, almidén o aceites, como son la cafia de azucar, el grano de
maiz o de trigo o las semillas de girasol. Las fuentes empleadas para la produccién de biocombustibles
de segunda generacioén pueden clasificarse en residuos agricolas (bagazo de cafia de azicar, paja de

trigo, paja de arroz, etc.), maderas duras (dlamo, chopo, etc.), maderas blandas (pino, abeto, picea,
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Introduccion

etc.), residuos celulésicos (residuos de papel, residuos de la industria de la madera y el papel, etc.),
biomasa herbdcea (alfalfa, alpiste, etc.) y residuos sélidos urbanos [9]. La ventaja de estos
biocombustibles con respecto a los de primera generacidn, es que satisfacen esta demanda de energia
renovable sin afectar el sector alimentario, utilizando materias primas como los recursos
lignocelulésicos [10, 11]. Ademds, la conversiéon de las mismas en diferentes tipos de productos
quimicos y materiales de acuerdo con un concepto de biorrefinerfa es también una cuestion relevante
para el desarrollo sostenible de la industria quimica en un futuro escenario posterior al petréleo [12].
Por otro lado, la tercera generacion representa una evolucién de la segunda y utiliza materiales como
cultivos bioenergéticos modificados de crecimiento rapido (arboles con menor contenido en lignina o
lignina modificada) o las algas y las microalgas. Finalmente, la cuarta generacién adn se encuentra en
fase tedrica y utiliza microorganismos genéticamente modificados para transformar directamente el

CO, en el biocombustible deseado, principalmente etanol.

Entre las diferentes generaciones, la segunda presenta ciertas ventajas en relaciéon a diferentes
conflictos éticos como la utilizaciéon de alimentos para fines energéticos (primera generacién) y en
cuanto a su disponibilidad inmediata (tercera y cuarta generaciéon). Ademads, los materiales utilizados
en la produccién de biocombustibles de segunda generacién son abundantes y se consideran productos
de desecho, por lo que no representan un coste adicional elevado y el potencial para abaratar el precio

final del producto tiene un margen mayor.
3. Etanol de segunda generacion

El bioetanol es definitivamente el biocombustible mds consumido en todo el mundo, y se utiliza en
forma pura o como un aditivo para la gasolina [13]; presenta alto indice de octano [14], bajo ndmero

de cetano y alto calor de vaporizacién [15].

Actualmente, la produccién de bioetanol se basa en la conversién de materias primas almidonadas y
azucaradas (etanol de primera generacion) [16, 17]. En particular, los Estados Unidos y Brasil han
ampliado el cultivo de maiz y cafia de aziicar para la produccién de etanol combustible [18, 19]. El
crecimiento adicional de la produccion tendrd que depender de la explotacion de otra biomasa que no
compita con cultivos alimentarios para el consumo humano y no relacionados con los animales [18,

20].

En la actualidad, las lignocelulosas se consideran la mejor opcién de materia prima para la produccién
de bioetanol debido a su produccidon relativamente barata y abundante, lo que genera muchas ventajas
econdmicas, medioambientales y de seguridad energética [21, 22, 5]. Muchos investigadores han
estudiado la produccién de bioetanol a partir de fuentes no alimentarias como bagazo de cafia de
azucar, médula de bagazo, paja de cafia de azicar, eucalipto, rastrojo de maiz, paja de maiz, desechos

de coco, cactus y sorgo dulce [23, 24, 25, 26, 5, 27, 28, 29, 30].
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Introduccion

Muchos cultivos que producen grandes proporciones de material lignoceluldsico son capaces de crecer
en terrenos menos deseables y requieren menos mantenimiento [31]. Esto significa que los mismos
pueden expandirse facilmente con poco impacto. En conjunto, estos factores hacen que los

biocombustibles de segunda generacion sean un recurso de energia rentable, abundante y renovable.

Sin embargo, hay una serie de desafios que deben superarse para que la produccién de bioetanol sea
econémicamente viable. Uno es la recalcitrancia de la celulosa en la degradacién enzimatica, que esta
relacionada con la composicién quimica y la morfologia de cualquier tipo de biomasa [32]. Otro es la
necesidad de métodos mejorados para la sacarificaciéon y fermentaciéon de moléculas de azicar en

etanol; los métodos actuales son ineficientes y costosos, y podrian madurar y mejorar [33, 28].
3.1 Las lignocelulosas: composicion y estructura

La lignocelulosa es el componente estructural de la pared celular de las plantas y, con una produccién
anual estimada de 10° toneladas, se considera la mayor fuente de energia y materia organica renovable
de la biosfera [34]. Consiste principalmente en tres polimeros principales: celulosa, hemicelulosa y

lignina, y sus cantidades varian de acuerdo al tipo de biomasa.

La celulosa representa hasta el 40 % de la biomasa vegetal y, en consecuencia, es el polimero natural
mds abundante en la tierra. Es un polimero lineal de unidades de glucosa unidas por enlaces
glucosidicos p (1 — 4), formando celobiosa como la unidad repetida en sus cadenas. El grado de
polimerizacién (GP) de la celulosa nativa esté en el rango de 7.000-15.000 (GP =Masa molecular de la
celulosa/Masa molecular de la glucosa). Por la formacién de enlaces de puentes de hidrégeno
intermoleculares y extramoleculares entre los grupos OH de una misma cadena y cadenas adyacentes,
las cadenas de celulosa tienden a ordenarse en planos paralelos y formar una estructura cristalina

supramolecular (Fig. 1). De esta forma, conjuntos de cadenas lineales en la direccién longitudinal,
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tienden a formar microfibrillas, que se orientan en la estructura de la pared celular. Esta gran red de
enlaces de hidrégeno, es la razén fundamental de la resistencia de la celulosa. Al asociarse las cadenas
de celulosa, de forma paralela, le confieren una determinada cristalinidad [35]. Algunos autores,

realizando un estudio a escala inferior, han determinado que la fibra de celulosa presenta regiones
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desordenadas periddicas (cada 150 nm) a las que se conoce como celulosa amorfa [36]. La
cristalinidad de la celulosa hace que la misma sea insoluble en agua, a pesar de su alto contenido de
grupos OH" y tiene implicaciones importantes en los procesos a los que son sometidos los materiales
lignoceluldsicos, ya que esta estructura cristalina limita el ataque de diferentes reactivos quimicos y

enzimas.

La hemicelulosa es un heteropolisacdrido con organizacidn ramificada. El grado de polimerizacién de
la hemicelulosa es muy inferior al de la celulosa, y varia entre 70 y 200 unidades. Los componentes
monoméricos que forman la hemicelulosa son varios y pueden clasificarse en hexosas (D-glucosa, D-
galactosa y D-manosa), pentosas (D-xilosa, L-arabinosa), acidos urénicos y grupos acetilo (Fengel y
Wegener, 1989). La cantidad de cada uno de estos componentes varia dependiendo del material
lignocelulésico y en funciéon de la unidad mayoritaria se pueden establecer distintos tipos de
hemicelulosas. Las hemicelulosas se clasifican badsicamente de acuerdo con los aziicares que estin
presentes en la cadena principal del polimero: xilanos (Fig. 2), mananos, glucanos, galactanos,
glucuronoxilanos, arabinoxilanos, glucomananos, galactoglucomananos, xiloglucanos,
arabinogalactanos, etc, dependiendo si la cadena principal estd constituida por un solo compuesto o

presenta diferentes sustituciones [37].
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Figura 2. Estructura quimica del xilano tipico de materias herbéceas.

La fraccién de hemicelulosa de la lignocelulosa representa una fuente importante de azidcares de Cs
que son productos de valor agregado potencialmente importantes para la fermentacion a
biocombustibles. De hecho, hay un enfoque creciente en ingenieria de la utilizacién de pentosas, e

incluso en la sacarificacién de xilano y celulosa, mediante microorganismos etanolégenos como la
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levadura, permitiendo que estos organismos fermenten miltiples productos de monosacdridos [38, 39,

40].

Debido a que el polimero de hemicelulosa se encuentra intimamente ligado a la celulosa y a la lignina,

su funcién es la de actuar como nexo de unidn entre ambos componentes.

La lignina es una macromolécula aromatica compleja formada por unidades de p-hidroxifenilo (H), el
guayacilo (G) y el siringilo (S), unidos por diferentes tipos de enlaces que a su vez derivan de los
respectivos alcoholes p-cumadrico, coniferilico y sinapilico [41]. Como se puede observar en la figura
3, la principal diferencia entre las tres unidades radica en las substituciones de los grupos metoxilos
presentes el anillo aromadtico. El principal propésito de la lignina es dar soporte estructural a la planta,
impermeabilidad y resistencia a ataques microbianos o a estrés oxidativo. Este polimero es insoluble

en agua y 6pticamente inactivo, en conjunto hace que la degradacién de la lignina sea dificil [42]. Los

CH,0H CH,0H CH,0H
x A A
OCH; HCO OCH;
OH OH OH
1 2 3

Figura 3. Tipos de monolignoles mds comunes encontrados en los bloques de construccién de la lignina: 1: alcohol p-

cumarilico, 2: alcohol coniferilico, 3: alcohol sinapilico.

materiales herbaceos presentan un polimero de lignina que contiene las tres unidades en diferentes
proporciones y, ademas, incorporan diferentes acidos hidroxicindmicos (principalmente p-cumadrico y

ferilico) que actian como nexos de unién entre la lignina y la hemicelulosa.

Como compuestos adicionales a los ya mencionados, los materiales lignoceluldsicos incluyen otros
elementos en menores proporciones: las pectinas, los extractivos y las cenizas. Las pectinas tienen una
funcién relacionada con la porosidad de la pared celular y son polisacaridos formados principalmente
por unidades de 4cido galacturénico y, en menores proporciones, ramnosa, arabinosa y galactosa [37].
Los extractivos son un grupo heterogéneo encargados del color, olor y/o la resistencia frente ataques
microbianos e incluyen grasas, ceras, alcaloides, proteinas, mucilagos, gomas, resinas, etc. Por tltimo,

las cenizas representan el conjunto de compuestos inorganicos, tales como las sales.
3.2 Pretratamientos de biomasas lignocelulosicas

Un paso clave en la produccién de etanol de segunda generacion es la hidrélisis de la celulosa, que
puede catalizarse con dcidos o enzimas. Debido a su mayor rendimiento potencial de azicar y su
menor impacto ambiental, la hidrélisis enzimatica es mds atractiva que la hidrdlisis dcida [43]. Sin

embargo, la primera estd restringida por varios factores, principalmente por la estructura cristalina de
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las fibras de celulosa nativas y por la presencia de hemicelulosa y lignina en la superficie de la
celulosa, que impide el acceso de las celulasas al sustrato [44, 45]. Por lo tanto, se debe implementar
un pretratamiento antes de la hidrélisis enzimdtica [46]. Esta etapa de pretratamiento influye
fuertemente en los costos posteriores al determinar la toxicidad en la fermentacién, las tasas de
hidrdlisis enzimética, las cargas de enzimas, la necesidad de mezcla, las demandas de tratamiento de

desechos y otras variables del proceso [47].

Lignina
/ / Celulosa
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amorfa

Pretratamiento

—_—
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Figura 4. Representacién esquemdtica del pretratamiento de biomasa lignocelulésica (adaptado de [48]). El tratamiento de

Hemicelulosa

la lignocelulosa mediante diferentes métodos elimina la hemicelulosa y la lignina de esta matriz de polimeros en la que se

encuentra la celulosa.

Idealmente, el pretratamiento de la biomasa lignocelulésica deberia aumentar el drea superficial
accesible y descristalizar la celulosa, despolimerizar parcialmente la celulosa, solubilizar la
hemicelulosa y/o la lignina, modificar la estructura de la lignina, maximizar la digestibilidad
enzimética del material pretratado, minimizar la pérdida de azicares, y minimizar los costos de capital

y de operacion [49, 50] (Fig. 4).

Varias tecnologias de pretratamiento (solos o en combinacién) se han propuesto en la literatura. En
términos generales, las tecnologias de pretratamiento pueden clasificarse en 4 tipos: fisico (mecénico);
fisicoquimico; quimico; pretratamientos biolégicos. Cada método tiene su propia especificidad en
términos de la aplicacion mecanistica en los componentes de la pared celular con las condiciones

aplicadas [51].
3.2.1 Pretratamientos fisicos
3.2.1.1 Reduccién mecénica

El objetivo del pretratamiento mecédnico es una reduccién del tamafio de particula y la cristalinidad de

la lignocelulosa para aumentar la superficie especifica y reducir el grado de polimerizacion. Esto
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puede producirse mediante una combinacién de astillado, trituracién o fresado segilin el tamafio de
particula final del material (10-30 mm después del astillado y 0,2-2 mm después de la molienda) [52].
Para mejorar la hidrélisis enzimitica de materiales lignocelulésicos [53], se pueden utilizar diferentes
procesos de molienda (molienda de bolas, fresado en dos rodillos, fresado de martillos, fresado de
coloides y fresado vibroeléctrico). El requerimiento de potencia de este pretratamiento es
relativamente alto dependiendo del tamafio de particula final y las caracteristicas de la biomasa, y es

probable que este proceso no sea econdmicamente factible [46].
3.2.1.2 Extrusién

El proceso de extrusion es un novedoso y prometedor método de pretratamiento fisico donde los
materiales se someten a calentamiento, mezclado y cizallamiento, lo que produce modificaciones
fisicas y quimicas durante el paso a través del extrusor. Se cree que la velocidad del tornillo y la
temperatura del barril interrumpen la estructura lignoceluldsica y causan defibrilacién, fibrilacién y
acortamiento de las fibras y, al final, aumentan el acceso de los carbohidratos al ataque enzimadtico
[54]. En estudios recientes, la aplicacién de enzimas durante el proceso de extrusién se estd

considerando como una tecnologia prometedora para la produccién de etanol.
3.2.2 Pretratamientos quimicos

El uso de compuestos 4cidos (diluidos o concentrados), bases, solventes orgdnicos, compuestos
oxidantes o liquidos iénicos, provoca una modificacién en la composiciéon y estructura de los

materiales, aumentando su digestibilidad.
3.2.2.1 Alcalinos

El uso de un élcali causa la degradacion de las cadenas laterales de éster y glicosidicas, dando como
resultado la alteracion estructural de la lignina (principalmente su solubilizacién), la hinchazén de la
celulosa, la descristalizaciéon parcial de la celulosa [55, 56, 57] y la solvataciéon parcial de la
hemicelulosa [55, 58], causando menos degradacién de la misma con respecto al uso de acidos. Los
hidréxidos de sodio, potasio, calcio y amonio son adecuados para este uso. E1 NaOH causa hinchazén,
aumentando la superficie interna de la celulosa y disminuyendo su grado de polimerizacién y

cristalinidad, lo que provoca la alteracién de la estructura de la lignina [53].
3.2.2.2 Acidos

Implica el uso de dcidos concentrados y diluidos (0,2 % y 2,5 % p/p) para romper la estructura rigida
del material lignoceluldsico. El pretratamiento consta de la adicién del acido a la biomasa, seguido por
mezcla constante a temperaturas entre 120 °C y 210 °C durante minutos a horas, dependiendo de las
condiciones del pretratamiento. El pretratamiento con 4cido diluido permite la deconstruccion de la

estructura del material y la liberacion de mondémeros de azicar derivados, principalmente de la
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hemicelulosa. El 4cido usado mds comtiinmente para pretratar una amplia variedad de tipos de biomasa

es el acido sulfarico diluido.

Debido a la naturaleza corrosiva y la toxicidad de la mayoria de los 4cidos, se requiere un material
adecuado para el reactor a fin de resistir las condiciones experimentales requeridas y la corrosividad de
los 4cidos. Otro inconveniente es la produccién de inhibidores de la fermentacién, como furfural y 5-

hidroxi-metil-furfural, que reducen la eficacia del método de pretratamiento y otros procesos.
3.2.2.3 Organosolv

El objetivo del proceso organosolv es tratar la biomasa con el fin de obtener una gran cantidad de
celulosa adecuada para los procesos bioldgicos posteriores, a costos moderados y limitando la
formacion de inhibidores. Se usa una mezcla de disolventes orgdnicos u orgdnicos acuosos para
descomponer y solubilizar la lignina y parte de la hemicelulosa; la celulosa reactiva permanece en la
fase solida. Entre los disolventes adecuados para este fin, los mds relevantes son el metanol, el etanol,
la acetona, el etileno, el glicol y el alcohol tetrahidrofurfurilico [59]. En general, un tema crucial para
este pretratamiento es la fase de recuperacién del solvente: el mismo debe ser drenado del reactor,

evaporado, condensado y reciclado para reducir los costos operativos.
3.2.2.4 Liquidos iénicos (LI)

Los LI (cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio, 1, 3-N-metilmorfolina-N-6xido, etc) son sales
tipicamente compuestas de grandes cationes orgdnicos y aniones inorgdnicos pequeilos, que existen
como liquidos a temperaturas relativamente bajas; a menudo a temperatura ambiente. Los
carbohidratos y la lignina se pueden disolver simultdneamente en los LI debido a una irrupcién de la
intrincada red de interacciones no covalentes entre los polimeros de celulosa, hemicelulosa y lignina,
al tiempo que se minimiza la formacién de productos de degradaciéon. La tecnologia sigue siendo
costosa y los métodos comerciales de recuperacion de LI no se han desarrollado completamente.
Ademds, es necesario desarrollar técnicas para recuperar la hemicelulosa y la lignina de las soluciones
después de la extraccién de celulosa. Los materiales celuldsicos regenerados a partir de LI son

esencialmente amorfos y porosos y mucho mas propensos a la degradacion por celulasas.
3.2.2.5 Oxidacién humeda

La oxidacién hiimeda utiliza oxigeno como oxidante para compuestos disueltos en agua. La oxidacion
himeda fracciona el material lignoceluldsico al solubilizar la hemicelulosa y eliminar la lignina [60,

61]. Este pretratamiento se considera costoso.
3.2.3 Pretratamientos fisico-quimicos

El efecto ocasionado por la combinacién de la accién fisica (cambio de temperaturas, presiones, etc.) y
quimica (empleo de 4cidos, solventes, etc.), permite la modificacion estructural de la biomasa

lignocelul6sica, facilitando la extraccién de sus componentes.
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3.2.3.1 Explosién por vapor

Este método es el mds cominmente utilizando, puede describirse como un proceso termoquimico
donde el material lignoceluldsico estd expuesto al vapor. Este pretratamiento requiere un minimo, o en
algunos casos, ninguna adicién quimica, por lo que es visto como una buena tecnologia cuando se trata
de problemdticas ambientales. En este proceso, una mezcla de biomasa y vapor se mantiene a alta
temperatura en un reactor, promoviendo la hidrélisis de hemicelulosa seguida de una descompresién
rdpida que finaliza la reaccién [62]. El tratamiento de explosién por vapor produce una alta
solubilizacién de la hemicelulosa con baja solubilidad de la lignina [63]. Por lo general, se emplean
temperaturas entre 160 y 240 °C y presiones entre 0,7 y 4,8 MPa [62]. Con el fin de aumentar la
recuperacion tanto de celulosa como de hemicelulosas, se puede agregar SO, al proceso de explosion

por vapor.
3.2.3.2 Agua presurizada o “agua caliente”

Este método emplea agua caliente a alta presion que hidrata la celulosa y elimina una parte
considerable de la fraccién de hemicelulosa (en forma de oligosacaridos) [63]. Normalmente, en este
proceso el agua caliente se mantiene en contacto con la biomasa durante aproximadamente 15 minutos
a una temperatura de 200-230 °C, y como consecuencia se disuelve aproximadamente el 40-60 % de la
biomasa total, se elimina toda la hemicelulosa y dependiendo de las condiciones del proceso, hay
formacidn de los inhibidores furfural y HMF en un nivel ligeramente inferior a los encontrados en el
tratamiento dcido. Una de las principales ventajas de este proceso es la no utilizacién de productos
quimicos y, en consecuencia, no es necesario utilizar materiales resistentes a la corrosién en el reactor

de hidrdlisis; tampoco se requiere la reduccién del tamafio de la materia prima.
3.2.3.3 Explosién por vapor con amoniaco

El proceso AFEX (por sus siglas en inglés, Ammonia Fiber Explosion) consiste en aplicacién de
amoniaco liquido y explosién por vapor. Es un tratamiento térmico alcalino que expone el material
lignocelulésico a alta temperatura y presiéon seguido de una rapida liberacion de presion. Las
principales ventajas de AFEX son la eliminacion eficiente de lignina y la menor generacién de
inhibidores, reteniendo una cantidad apreciable de carbohidratos en los sustratos. Ademads, es un
proceso simple y de corta duracion [64]. Durante el AFEX, la estructura del material se cambia, lo que
resulta en un aumento de la capacidad de retencién de agua y de la digestibilidad de los sustratos
(hemicelulosa y celulosa) por las enzimas, obteniendo asi una alta recuperacién de aziicares [65, 64].

El costo del proceso podria minimizarse si el amoniaco se recupera de la solucién rica en lignina.
3.2.3.4 Explosion de CO,

La explosion de CO, ocurre de manera similar a la explosion con amoniaco y se basa en la hipdtesis de

que el CO, formaria dcido carbdnico, lo que aumentaria la velocidad de hidrdlisis del material
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pretratado [52]. Las moléculas de diéxido de carbono son comparables en tamaiio al agua, penetrando
en las superficies del material, mejorando la hidrélisis de la hemicelulosa y las fracciones de celulosa.
Este pretratamiento presenta rendimientos de conversién mds altos que el método de explosién por
vapor, mds econdmico que la explosién con amoniaco y no causa la formacién de inhibidores porque
se usa una temperatura suave durante el proceso, evitando cualquier descomposicién apreciable de
monosacdridos [65]. Este método no es téxico, no inflamable y no dafia el medio ambiente. Sin

embargo, es un método de operacion dificil y con complejidades de proceso [66].
3.2.4 Pretratamientos bioldgicos

Los pretratamientos bioldgicos emplean principalmente microorganismos, hongos pardos, blancos y
de pudricién blanda, que degradan la lignina y la hemicelulosa y muy poco la celulosa [67]. La
degradacién de la lignina por los hongos de la pudricién blanca, la mds eficaz para el pretratamiento
bioldgico de las lignocelulosas, se produce por la accién de enzimas que degradan la lignina, como las

peroxidasas y las lacasas [65].

En general, estos procesos ofrecen ventajas tales como bajo costo de capital, bajo consumo de energfa,
sin requisitos quimicos y condiciones ambientales moderadas. Sin embargo, el principal inconveniente
para desarrollar métodos bioldgicos es la baja tasa de hidrdlisis obtenida en la mayoria de los

materiales biolégicos en comparacién con otras tecnologias [52].
3.2.5 Compuestos inhibidores derivados de los pretratamientos

La generacion de diferentes compuestos inhibidores durante el proceso, derivados principalmente de la
solubilizacién parcial de la lignina y de la degradacion de azicares, supone la principal desventaja de
pretratamientos que involucran medios 4cidos a altas temperaturas. Estos compuestos se pueden
clasificar, dependiendo de su naturaleza, en derivados del furano, 4cidos alifdticos y derivados
fendlicos. Los derivados del furano estdn constituidos principalmente por el 2-furaldehido (furfural) y
el S-hidroximetilfurfural (HMF) que se generan por la degradacion de las pentosas y las hexosas
respectivamente. Por otro lado, los acidos alifaticos que se generan son mayoritariamente el dcido
acético, el acido férmico y el 4cido levulinico. El acido acético deriva de los grupos acetilos presentes
en la hemicelulosa, mientras que el acido levulinico y el dcido férmico se originan a su vez de la
degradacion del 5S-HMF vy del furfural. Por tltimo, dentro de los compuestos fendlicos se incluyen una
gran variedad de sustancias derivadas de la lignina como el siringaldehido, la vainillina, el

hidroxibenzaldehido, el 4cido ferulico, el acido cumadrico, etc.

La severidad del pretratamiento y el tipo de biomasa son factores que influyen directamente en la
concentracion de los distintos compuestos. Por otro lado, los efectos inhibidores derivados de estas
sustancias pueden observarse tanto en la actividad de las enzimas hidroliticas como en los
microorganismos fermentativos. De esta manera, los 4cidos alifaticos provocan la inhibicién del

crecimiento celular, reduciendo los rendimientos de etanol. Los derivados del furano pueden afectar a
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diferentes enzimas intracelulares, descendiendo la productividad y los rendimientos de etanol
mediante la inhibicién del crecimiento o la prolongacién de la fase de adaptacion [68]. Por tltimo, los
compuestos fendlicos pueden inhibir o desactivar las enzimas hidroliticas, afectando los rendimientos
de hidrdlisis enzimdtica [69, 70]. Ademds, estos compuestos alteran la integridad de las membranas
bioldgicas, provocando una disminucién en la velocidad del crecimiento del microorganismo vy,
consecuentemente, afectando negativamente la produccién de etanol [71]. Algunos de los fenoles
generados pueden ser metabolizados por la mayoria de los microorganismos fermentativos, lo que

condiciona el crecimiento y prolonga a su vez la fase de latencia.

Dada la estrecha relacién que existe entre las condiciones a las que se realiza el pretratamiento y la
formacién de tdxicos, la optimizacién de las condiciones de pretratamiento es imprescindible en la

mejora global del proceso de produccién de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica.
3.3 Hidrdlisis enzimdtica

Después de los pretratamientos, la biomasa generalmente se somete a hidrélisis enzimdtica. En este
proceso también llamado sacarificacion, las enzimas se usan para promover la hidrdlisis de la cadena
de celulosa y hemicelulosa y liberar azicares simples simultineamente, que se convierten luego en

biocombustibles durante el paso de fermentacion.

Teniendo en cuenta la complejidad en la composicién de los materiales lignoceluldsicos, las enzimas
involucradas en su hidrdlisis deben proporcionar una éptima combinacién de actividades que facilite
su completa despolimerizacion. En este sentido, la utilizacién de complejos enzimdticos que engloben
una mezcla de actividades adecuada y cuya preparacidén no suponga costes elevados, resulta esencial

para poder incrementar la eficiencia del proceso, asi como disminuir el precio del producto final [72].

La liberacién enzimatica de monosacdridos de celulosa y hemicelulosa estd mediada por glicésido
hidrolasas. Las glicésido hidrolasas (GHs) son una clase grande de enzimas que exhiben
especificidades de sustrato tanto amplias como estrictas. Las enzimas GH catalizan selectivamente
reacciones que producen unidades mds pequefias de carbohidratos (mono y oligosacaridos) a partir de
polisacdridos naturales [73], acelerando la velocidad de hidrélisis de los enlaces glicosidicos en hasta
17 é6rdenes de magnitud sobre la hidrélisis no catalizada [74]. Las GH se clasifican en diferentes
familias en funciéon de sus secuencias de aminoacidos y pliegues tridimensionales [75]. En la
actualidad, este sistema comprende 115 familias que se han organizado en 14 clanes diferentes (CAZy;

http://www.cazy.org/).

Las enzimas que catalizan la despolimerizacién de la celulosa se clasifican ampliamente como
celulasas. Sin embargo, la hidrdlisis completa y eficiente de la celulosa requiere la accién cooperativa

de al menos tres actividades de enzimas celuloliticas [76, 77, 78] (Fig. 6):

11
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Figura 6. Papel de las celulasas en la hidrdlisis de la celulosa. EG:

endoglucanasa; CBH: celobiohidrolasa; BG: -glucosidasa. Fuente: [79]. .:. “ee MY T Il

e endoglucanasa (1,4-B-D-glucano glucohidrolasa [EC 3.2.1.4]) que hidrolizan internamente el
polimero de celulosa, exponiendo los extremos reductores y no reductores

e exoglucanasa (1,4- B -D-glucano celobiohidrolasa [ EC 3.2.1.91]) que actdan sobre los
extremos reductores y no reductores, liberando celobiosa y celooligosacaridos

e [ -glucosidasa (B D-glucosideglucohydrolase, [EC3.2.1.21]) que escinde la celobiosa,

liberando dos moléculas de glucosa del producto final.

Junto a las enzimas descritas, existe una amplia gama de enzimas accesorias necesarias para la total
degradaciéon de los materiales lignocelulésicos. Estas enzimas son hemicelulasas, enzimas
degradadoras de lignina o ligninasas y otras proteinas relacionadas sin actividad catalitica conocida

[80].

La hidrdlisis enzimética completa de la hemicelulosa requiere la accién de un repertorio mayor de
enzimas debido a una diversidad mds amplia en los enlaces quimicos inherente en estos

heteropolimeros (Fig. 7). Estas enzimas incluyen:

e endo - f -1,4-xilanasas ([EC 3.2.1.8)),

e [-1.,4-xilosidasas ([EC 3.2.1.37]),

e o-L-arabinofuranosidasas ([EC 3.2.1.55]),

e o -glucuronidasas ([EC 3.2.1.139])),

e acetil xilano esterasas ([EC 3.1.1.72)),

e feruloil esterasas ([EC 3.1.1.73]),

e endo- B-1,4- mananasas ([EC 3.2. 1.78)),

e [ -1,4-manosidasas ([EC 3.2.1.25])

endo- a -1,5- L-arabinosidasas ([EC 3.2.1.99]).

Se ha reconocido ampliamente que los pasos de pretratamiento e hidrdlisis enzimdtica contribuyen
significativamente (70 %) a la economia y la energia del proceso general [81, 82, 83]. Esto se debe a
que las estrategias efectivas de pretratamiento deben superar la naturaleza recalcitrante de la biomasa y
proporcionar un sustrato susceptible para la hidrélisis enzimdtica. De forma similar, las estrategias

efectivas para la hidrélisis enzimatica de los materiales pretratados proporcionan un mejor rendimiento

——



Introduccion

de azdcar, lo que finalmente contribuye a una alta concentracién de etanol luego de la fermentacién

(85, 86].

Entre los microorganismos productores de enzimas hidroliticas, se han utilizado mayoritariamente
especies de hongos y/o bacterias entre los que cabe destacar aquellas pertenecientes a los géneros
Trichoderma, Aspergillus, Penicillium o Fusarium en hongos; y Thermobifida, Clostridium,
Cellulomonas o Bacillus en bacterias. Los esfuerzos actuales para mejorar la despolimerizacion de la

lignocelulosa o la bisqueda de nuevos biocatalizadores (bioprospeccién) emplean un enfoque

@ A lelU
-4-0-Me-GleUA .
Endo-B-1,4-xilanasa “ ot Acetilxilano

"OOH :
o a-D-glucuronidasa esterasa

H,CC / \

O O ) J-Ac. 0 O-de
Ade. O-Ae. .2 ) » ¢ )
// PFxvilose

. . O
o-L- arabinofuranosidasa c-araf.

"H;OH "HaO-peou./fer.

t

b < . .
(&) Acido p-cumdrico o dcido

Q C L
{.m/(_m {m/ fertlico esterasa
T >

B-D-xilosidasa

Figura 7 (a) Estructura del xilano y los sitios de ataque de enzimas xilanoliticas. La cadena principal del sustrato estd
compuesta por restos de xilosa unidos por B-1,4. Ac.: grupo acetilo; a-araf.: a-arabinofuranosa; a-4-O-Me-GIcUA, acido a-4-
O-metilglucurdnico; peou.: dcido p-cumdrico; fer.: dcido fertlico. (b) Hidr6lisis de xilo-oligosacdridos por B-xilosidasa.

(adaptado de [84])

multifacético. La estrategia incluye una busqueda de nuevas enzimas con actividades especificas altas
y niveles relativamente bajos de inhibicién por producto final. Para ser util a escala industrial, se estd
prestando atencion a otras caracteristicas, incluida la estabilidad térmica y la tolerancia de las
soluciones que varfan en pH, disolventes orgdnicos, reactivos quimicos y oxidativos y composicién de
detergente. El desarrollo de nuevas rutas tecnoldgicas y equipos mas eficientes para la produccién de
estas enzimas es crucial para resolver este problema y hacer econdmicamente viable la produccion de

etanol lignocelulésico.
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3.4 Configuraciones del proceso de produccion de etanol 2G

Un problema con respecto al proceso de sacarificacion es la inhibicién de enzimas causada por los
productos de sacarificacién en si (glucosa y celobiosa en altas concentraciones). Durante la hidrdlisis y
fermentacién separadas (HFS), la fermentacion se lleva a cabo después de la hidrdlisis enzimadtica
utilizando hidrolizados de sustrato que se filtraron para eliminar los sélidos en suspension (Fig. 8). Las
ventajas de HFS son que ambos pasos se pueden llevar a cabo en sus condiciones 6ptimas y el
reciclado de levadura es perfectamente factible, pero el costo de capital es mayor y la hidrdlisis

enzimadtica esta limitada por la inhibicién por producto final.

Biomasa

SFS
HFS

fermentacién

PSFS

e e e o e o e e e e e e e o o Em Em Em Em P

g EEm o EE o R oy
- e e o e o . P

N\

N\

BIOETANOL

Figura 8. Diferentes configuraciones del proceso de produccién de etanol a partir de biomasa lignocelulésica.

Para evitar esta inhibicion, el proceso de sacarificacién y fermentacién simultdneas (SFS) para la
produccién de etanol se ha investigado como una sustituciéon de procesos con estas etapas
tradicionalmente separadas [25, 27, 28]. Durante la SFS, las enzimas y la levadura se colocan en el
mismo reactor y la glucosa se convierte en etanol tan pronto como se libera [1] (Fig. 8). Ademas de
suprimir esta inhibicién, SFS también resulta en una menor demanda de enzimas y una mayor
productividad volumétrica de etanol, en comparacién con HFS [25, 27]. Sin embargo, SFS no permite

el reciclaje de levadura y la hidrélisis generalmente se lleva a cabo por debajo de su temperatura




Introduccion

o6ptima. En ambas configuraciones mencionadas anteriormente, los rendimientos de etanol pueden
aumentar si el organismo en fermentacién puede convertir pentosas y hexosas simultineamente [87,

88].

Por lo general, las enzimas requieren temperaturas mds altas que las que las levaduras pueden soportar
[89]. Los investigadores han sugerido el uso de un paso de pre-sacarificacién antes de la SFS (PSFS)
para proporcionar glucosa en concentraciones lo suficientemente grandes como para iniciar la accién
de la levadura al comienzo del proceso SFS (Fig. 8). Este proceso puede dar como resultado un
aumento del rendimiento de etanol y un menor tiempo de procesamiento, asi como una mayor

conversidn de celulosa en etanol que con SFS unicamente [25, 89, 27, 90].

De acuerdo con Wingren et al. [91], un aumento de sélidos totales de sustrato (ST) de 5 a 8 % en peso
puede reducir el costo de produccién de etanol celuldsico en un 20 %. Por lo tanto, al realizar este paso
a alto ST y bajas cargas de enzimas, es posible lograr mejoras significativas en la economia del
proceso de produccion de etanol celulésico global. Estas mejoras implican una mejor integracion de
las corrientes de proceso, el ahorro de energia y las reducciones en el costo de capital para la hidrdlisis
y la destilacién, particularmente debido al hecho de que se producen altas concentraciones de azicar

para la fermentacién [92, 93, 94, 95].

15 )
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Justificacion de la tesis

La industria argentina de los biocombustibles ha realizado grandes avances en poco tiempo, ocupando
un importante sitio a nivel mundial en relacién a su produccién y exportacion. La evolucién de esta
actividad en la Republica Argentina ha tenido a su vez un correlato en la creacién y evolucién de un
marco normativo especifico sobre la materia. El 1° de enero de 2010 entr6 en vigencia la Ley 26.093,
que constituye la piedra basal del marco regulatorio de los biocombustibles del pais, resultando
aplicable a las actividades de produccién, mezcla, distribucién, comercializacién, consumo, y
autoconsumo de biocombustibles. Su dambito de aplicacién comprende al bioetanol y biodiesel
producidos a partir de materias primas de origen agropecuario o agroindustrial (producidos en
Argentina principalmente a base de cafa de azicar y maiz, y de aceite de soja, respectivamente), y al
biogds generado a partir de desechos organicos, debiendo cumplir con los requisitos de calidad que
establezca la autoridad de aplicacion. Esta ley establece el “corte obligatorio” o “mandatory blending”,
consistente en la obligacién de mezclado de combustibles fésiles (gasoil o nafta, seglin corresponda)
con biocombustibles en un porcentaje del 5 % como minimo sobre la cantidad total del producto final,
en un principio. Este valor de corte se fue incrementando con los afios, llegando al 12 % en abril de
2016 segtin Res. 37/2016 del Ministerio de Energia y Mineria de La Nacidn, la cual establecié que el
abastecimiento de bioetanol de corte obligatorio debe realizarse en forma equitativa, procurando
alcanzar el 50 % para el sector elaborador en base a cafa de azicar y el otro 50 % para el

correspondiente al de maiz (http://www.energia.gob.ar).

El bioetanol en Argentina se produce a partir de fermentacién de melazas de cafia de azdcar (10
plantas ubicadas en el NOA) y de almidén del maiz (5 plantas que funcionan en el centro del pais). En
2016, la produccién de bioetanol fue de 889.944 metros ctibicos, de los cuales sélo el 45 % de este

etanol de primera generacion fue producido a partir de cafia de azdcar (http://www.energia.gob.ar), lo

que demuestra la necesidad de expandirse para lograr competir con el etanol de maiz. La capacidad de
extender en forma significativa el drea sembrada con cafia de aziicar y aumentar los volimenes de
produccion de bioetanol a partir de dicha materia prima en el NOA se halla bastante limitada por
distintos motivos. Se estima que el drea en esa region podria crecer, aunque no significativamente, y
que la produccién de alcohol de cafia también podria incrementarse a expensas de una reduccion en la
produccién de azdcar para exportacion. Por ello, es necesario buscar alternativas de aprovechamiento

de esta biomasa.

Durante la zafra 2016, la cafia de azicar molida sumé 18.436.082 t (https://centroazucarero.com.ar).

La industrializacién de la cafia de azicar genera diversos subproductos, de los cuales los mas
importantes son el bagazo (representa el 30 % de los tallos verdes molidos y es el residuo fibroso de la
molienda) y el residuo agricola de cosecha (RAC, que comprende parte de las hojas, las puntas y los
restos que quedan en el campo). El bagazo y el RAC de cafia de azicar son una materia prima

lignoceluldsica atractiva en los trépicos y subtrépicos para la produccién de azdcares fermentables
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porque: (i) las variedades comerciales de cafa de azicar generan altos rendimientos anuales medios de

biomasa seca [1], (ii ) el cultivo de cafa de azicar genera el mayor tonelaje anual de todos los cultivos
comerciales, y (iii) el transporte de biomasa a una instalacién central para el procesamiento a gran
escala es una parte existente de todas las fibricas de cafia de azdcar. Ademds, existe un claro beneficio
econémico al integrar la produccién de azicares fermentables del bagazo de la caia de azicar en

instalaciones convencionales de produccién de azidcar y etanol [2].

Actualmente, la mayor parte del bagazo se utiliza como combustible sélido en ingenios azucareros y
destilerias de etanol; sin embargo, se ha demostrado que la modernizaciéon de las calderas y la
optimizacién de la racionalizacién del uso de vapor podrian satisfacer las necesidades energéticas de
las plantas con alrededor del 50 % del bagazo producido. El exceso de bagazo podria utilizarse en
diferentes aplicaciones, incluida la produccién de etanol [3, 4]. En los tltimos afios, una parte del RAC
se quema en las calderas de los ingenios junto al bagazo para generar energia eléctrica, otra es dejada
en el suelo para favorecer los procesos de mineralizacién de la materia orgdnica, retencién de
humedad edafica, evitar erosion, etc, y el resto es destruido en los cafiaverales mediante la quema. Esta
ultima préactica, que estd totalmente prohibida en la provincia de Tucuman por ley, produce
contaminaciéon ambiental por la emisién de gases como CO, NOx, N,O y CH,, generando como
consecuencia, efectos adversos en la salud y polucién en las ciudades cercanas. Toda esta biomasa
podria ser aprovechada para la generacién de energia como una alternativa renovable, diversificando
asi la matriz energética de las provincias del NOA y reduciendo los problemas mencionados
anteriormente. Asi se conseguiria el aumento de la produccién de etanol por hectirea de cafia de

azucar sin necesidad de incrementar la superficie cultivada y sin afectar la sustentabilidad del sistema.

La disponibilidad y propiedades favorables de estos materiales lignoceluldsicos ha motivado un gran
interés en su uso para la produccién de etanol celulésico y otros bloques de construccidn importantes
para la industria quimica, asi como compuestos y materiales estructurales en escalas nano y de fibra
[5, 6, 7]. Por lo expuesto anteriormente, estudios para el aprovechamiento integral del bagazo y de
RAC de cafia de azdcar representan una gran oportunidad para el desarrollo de biorrefinerias

sostenibles en Argentina.
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Objetivos

Objetivo general

Desarrollo y evaluacién de herramientas para la bioconversion de residuos de la agroindustria local

en etanol de segunda generacién en un contexto de biorrefinerfas.

Objetivos especificos

I- Aislamiento, seleccién y caracterizaciéon de bacterias productoras de enzimas que degraden la
biomasa lignocelulésica. Evaluacién de la produccién de celulasas y caracterizacién bioquimica

enzimatica.

II- Caracterizacién de las biomasas lignoceluldsicas bagazo y residuo agricola de cosecha de cafia de
azucar y evaluacion de pretratamientos de las mismas como etapa del proceso de produccién de

bioetanol.

III- Desarrollo de formulaciones enziméaticas con enzimas comerciales suplementadas con extractos

producidos localmente usando cepas propias, para la hidrolisis de las biomasas pretratadas.

IV- Evaluacién de la fermentacion a partir de las biomasas pretratadas, a altas concentraciones de

sustrato, mediante diferentes configuraciones de proceso para la produccién de etanol.
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Capitulo 1

1.1 Introduccion

La hidrélisis enzimdtica del material lignoceluldsico es un cuello de botella importante hacia el
desarrollo de procesos industriales viables para la produccién de bioetanol a partir de recursos que no
compiten con los cultivos alimentarios [1]. A pesar del gran nimero de esfuerzos realizados, la
comprension de la degradacién del material lignoceluldsico atin es limitada. Esto se debe en gran parte
a que existe una extensa variedad de organismos en los ambientes en que la celulosa es sustrato, la
mayoria de los cuales no son cultivables en condiciones de laboratorio. Méas atn, los métodos para la
secuenciacion masiva de genomas y metagenomas han revelado una creciente diversidad de estrategias
microbianas para degradar la biomasa vegetal [2, 3]. Por lo tanto, la descripcién y caracterizacién de
nuevos microorganismos y / o enzimas capaces de degradar de manera eficiente la biomasa vegetal es

fundamental para contribuir al desarrollo y comprension de procesos viables.

Las especies microbianas que actdan en la deconstruccién de pared celular de las plantas actian de
manera complementaria, produciendo un extenso repertorio de enzimas dirigidas a los numerosos
enlaces quimicos que la componen [2, 4]. Para su estudio se han utilizado diversos enfoques, tales
como la seleccién de microorganismos novedosos y de consorcios microbianos [3, 6], el aislamiento
de genes a través de la biologia molecular clasica para desarrollar organismos recombinantes [1, 7], y
a partir de proyectos de secuenciacion masiva que aportan una creciente cantidad de informacién [8, 9]
que, sin embargo, debe ser contrastada con resultados bioquimicos y tecnoldgicos. En este contexto y
frente a las enzimas de origen flngico, las bacterias producen un amplio repertorio de glicosil-
hidrolasas y otras enzimas activas sobre carbohidratos, ademds de presentar una alta tasa de

crecimiento [10-12].

Sobre la base del creciente conocimiento de la fisiologia microbiana y del desarrollo de métodos
novedosos para el aislamiento de cepas, se realiz6 la construccién y caracterizacion de aislamientos
bacterianos de ambientes de la agroindustria local y de intestino de insectos xiléfagos. En este marco,
el objetivo de este capitulo es la evaluacion de aislamientos seleccionados y de las condiciones
culturales que favorezcan la producciéon de enzimas con potencial para el desarrollo de sistemas

biocataliticos adecuados en la generacion de etanol 2G.
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1.2 Materiales y métodos
1.2.1 Muestras para el aislamiento de bacterias

Muestras de intestino de insectos xiléfagos. Se disecaron intestinos de la larva pertenecientes a
Lepidoptera (Spodoptera frugiperda y Diatraea saccharalis), a Coleoptera (Cerambicidos,) a Isoptera
(termitas adultas) (Fig. 1). Las larvas de S. frugiperda, que constituyen una importante plaga de maiz
en Argentina, fueron amablemente provistas por el Dr. E. Virla (PROIMI-CONICET). D. saccharalis,
también conocido como gusano barrenador de cafia de azicar, es responsable del dafio econdmico en
los campos de cafia de azicar en el noroeste de Argentina. Las larvas de Cerambicidos (escarabajo de
alimentacién de madera) y termitas se recolectaron de muestras de madera afectadas en Tucuman.
Previo a la diseccidn, los insectos adultos y las larvas se esterilizaron externamente con 70 % de
etanol. Se combinaron un promedio de ocho muestras individuales, que se trituraron en un tubo estéril

de 50 mL conteniendo 10 mL de cloruro sddico estéril al 0,9 % (p/v).

Figura 1. a Larvas de I- Spodoptera frugiperda, 1I- Cerambicido y III- Diatraea saccharalis y IV- termita adulta. b
Aislamiento de intestinos de larvas I- S. frugiperda y 1I- Cerambicido; Magnificacion 10X

Muestras de ambientes de la agroindustria. Se recogieron muestras de licores bioldgicos del
procesamiento de bagazo de una fabrica de papel en Tucuman, Argentina. El tratamiento de las fibras
de bagazo se realiza en pilas compactas de bagazo de caifia de aziicar de 45 - 50 m de altura y una base
de aproximadamente 150 - 200 m. Se tomaron muestras de licor de recirculacion de los canales de

drenaje en varios puntos en la base de las pilas.
1.2.2 Medios de cultivo

Fueron utilizados: (i) DTSB, compuesto en g/L por: triptona de soja 8,5, glucosa 1,25, NaCl 2,5 y
K,HPO, 1,25; (ii)) DNB que contiene en g/L: extracto de carne 1,5 y peptona de caseina 2,5; (iii) VL70
modificado - mVL70- [13], compuesto en g/L por: dcido 3-[N-morfolino] propanosulfénico 2,09,
MgSO, 0,024, CaCl, 0,035, (NH,),HPO, 0,052, KH,PO, 0,052 y extracto de levadura 0,1. El pH se
ajustd a 7,0 con una solucién de NaOH 200 mM y KOH 100 mM.

——
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La carboximetilcelulosa (CMC de baja viscosidad, Sigma), el bagazo de cafia de aziicar molido y la
celulosa microcristalina o Avicel (Sigma-Aldrich), fueron las fuentes de carbono afiadidas a una
concentracion final de 10 g/L. El bagazo de cafa de azicar (SCB) se recolect de un molino de azdcar
local (Tucumén, Argentina), se sec6 al aire y se molié para pasar a través de un tamiz de malla 20
mesh. También, se prepar6 SCB pretratado en autoclave a 121 °C durante 1 h con NaOH usando una
solucién de NaOH al 2 % (p/v) y una carga de sélido de 10 %. La fraccién sélida se filtré (malla 500
mesh) y se lavd con agua caliente (~ 90 °C) hasta pH 6 - 7. Todos los sélidos se secaron a 85 °C antes

de almacenar.
1.2.3 Enriquecimiento y aislamiento de bacterias degradadoras de celulosa

Un mililitro de cada muestra de intestino o 1 mL de licor del procesamiento de bagazo fueron
inoculados en 20 mL de medio de aislamiento dentro de las 12 horas de la toma de muestra, en frascos
de 125 mL que se incubaron con agitacion orbital (150 rpm) a 30 °C. Los medios fueron
suplementados con una tira de papel de filtro (Whatman N° 1) de 1 x 2 cm como sustrato
suplementario. Se incubaron medios estériles como control de ruptura mecénica del papel de filtro.
Alicuotas de los consorcios microbianos desarrollados se transfirieron semanalmente a medio fresco
durante 6 semanas (indculo al 10 %, v/v). Estos enriquecimientos fueron procesados para aislamiento
a las 2, 4 y 6 semanas. Las muestras se diluyeron en serie (10"- 10°) utilizando solucién salina
esterilizada de NaCl al 0,9 % (p/v) y alicuotas de 100 uL se sembraron sobre agar Rojo Congo
suplementado con carboxi-metil celulosa (CMC)[14], compuesto en g/L. por: KH,PO,4 0,5, MgSO,
0,25, CMC 2, agar 15, Rojo Congo 0,2, gelatina 2, pH 6,8-7,2). Las placas se incubaron a 30 °C
durante un lapso total de 96 h. Las colonias individuales que presentaron fenotipo celulolitico (i.e. halo
de clarificacién de Rojo Congo), fueron estriadas en repetidos ciclos sobre DTSB agar con el objeto de
asegurar la pureza de los aislamientos. Esto fue confirmado, ademas, por observacién microscépica
(40 X) de la textura, el color, el brillo, los mérgenes y la convexidad de las colonias desarrolladas

(microscopio optico Olympus CX31).
1.2.4 Ensayos de actividad enzimdtica y perfil zimogrdfico

Se realizé una evaluacién semicuantitativa de las colonias que mostraron halo de hidrdlisis
significativo en Rojo Congo, estimado de acuerdo a la relacién entre el didmetro total del halo y el
didmetro de la colonia. La actividad enzimética sobre papel del filtro (PFasa) y sobre celulosa soluble
o endoglucanasa (o CMCasa), se determinaron midiendo la cantidad de azicares reductores liberados
de papel de filtro y de celulosa amorfa, respectivamente, usando el método del acido dinitrosalicilico
(DNS) [15]. Para ello, los aislamientos se cultivaron a 30 °C y 150 rpm en 20 mL de DTSB
modificado conteniendo 10 g/L. de CMC. El periodo de incubacién fue variable entre 2 a 5 dias para
los diferentes aislamientos, después del cual se separ el extracto crudo extracelular por centrifugacién

(10.000 x g, 10 min, 4 °C), el cual se utilizé como fuente de enzimas. Las células fueron mantenidas a
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20 °C para una posterior extraccion de ADN gendmico e identificacion taxondémica de cada
aislamiento. La actividad endoglucanasa fue ensayada en mezclas de reaccién conteniendo 0,05 mL de
extracto crudo extracelular con 0,45 mL de CMC 2 % (p/v) en tamp6n de fosfato sédico 100 mM (pH
6,5). Después de 30 min de incubacién a 50 °C, la reaccion fue detenida por adicién de 0,50 mL de
reactivo de 4cido 3, 5-dinitrosalicilico [14]. Se siguié un procedimiento idéntico para la determinacién

de la actividad xilanolitica, usando 1 % (p/v) de xilano (de abedul, Sigma) como sustrato.

La actividad cualitativa de papel de filtro de todos los aislamientos se evalué como potencial
celulolitico total en matraces de 100 mL conteniendo 20 mL de medio mVL70 y una tira de papel de
filtro (PF) Whatman N° 1 (1 x 2 cm). Los cultivos se incubaron a 30 °C y 150 rpm durante un maximo
de 7 dias y se comprobaron a diario para detectar evidencias de degradacién del papel de filtro. Las
cepas capaces de degradar el papel de filtro se seleccionaron para un andlisis cuantitativo, que se
realizé por medio del uso del reactivo DNS como sigue: las mezclas de reacciéon contuvieron 0,05 mL
de extracto crudo enzimético y el sustrato PF Whatman N° 1 (1 x 6 cm) en 0,45 mL de tampo6n de
fosfato de sodio 100 mM(pH 6,5). Los ensayos se llevaron a cabo a 50 °C durante 60 min y la

estimacion de los azicares reductores totales liberados se realizd con el reactivo DNS.

Una unidad internacional (UI) de actividad enzimdtica como PFasa, CMCasa y xilanasa, se defini6
como la cantidad de enzima que libera 1 mmol de azucares reductores (medidos como glucosa o
xilosa) por mililitro de reaccién y por minuto en las condiciones descritas. Todas las muestras se

analizaron por triplicado y se calcularon los valores medios y la desviacién estdndar.

Para el andlisis zimogréfico, las muestras de enzimas crudas extracelulares se cargaron en un gel de
poliacrilamida no desnaturalizantes(ND-PAGE) al 12 %. Después de la electroforesis, los geles se
incubaron a 30 °C durante 30 minutos en soluciones tampones de fosfato sédico 100 mM (pH 6,5), que
contenian 1 % (p/v) de CMC y se tifieron con soluciéon de Rojo Congo al 0,1 % (p/v). Después de que
se realizaron al menos dos lavados con NaCl 1M durante 15 minutos hasta la visualizacién de bandas
claras de actividad enzimadtica, se estimé el peso molecular aparente usando un marcador adecuado

(HMW-GE Healthcare, 669-66 kDa), que se revelé mediante el método de tincién de plata.
1.2.5 Aislamiento de ADN y amplificacion y andlisis del gen ribosomal 16S RNA

El método del bromuro cetil-trimetilamonio (CTAB) [16] se utilizé para el aislamiento del ADN
genémico de las cepas seleccionadas, a partir de los pellets celulares reservados (Ensayos
enzimaticos). Se usaron las muestras gendmicas para amplificar los genes 16S rRNA usando
cebadores  universales F27 'y R1492 [17]. Ademds, se usaron R907 (5"-
CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3") y R518 (5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3"). La mezcla de
reaccion, en un volumen final de 25 pL, contuvo 5 pL de tampén polimerasa 5X, 0,5 uM de cada

cebador, 250 uM de dNTPs y 1 U de ADN polimerasa Go-Taq (Promega, EE. UU.). La reaccién se
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realiz6 en un termociclador Mastercycler (Eppendorf, Alemania), utilizando el siguiente ciclo: 94 °C 4
min, 30 ciclos de 45 s a 94 °C, 45 s a 55 °Cy 90 s a 72 °C, con una extension final de 7 min a 72 °C.
Los productos de amplificacién se evaluaron para confirmar su tamafio y calidad mediante
electroforesis sumergida en geles de agarosa al 0,8 % (p/v) teflidos con Gel Rojo TM (Biotio). Los
amplicones fueron secuenciados por medio del servicio de Macrogen (Macrogen, Corea). Las lecturas
obtenidas fueron editadas e ingresadas individualmente en el servidor taxonémico EZ [18] y a través
de la herramienta BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) para determinar la identidad de las mismas
por comparacién con las secuencias depositadas en las bases de datos correspondientes. Todas las
secuencias se registraron en bases de datos publicas bajo los ndmeros de acceso FJ976043.1

(GenBank), LN829557-LN829597 y LN832405-LLN832407 (European Nucleotide Archive).

1.3 Resultados y discusion
1.3.1 Enriquecimiento y aislamiento de bacterias celuloliticas

En este trabajo se realizé el aislamiento de bacterias capaces de utilizar los carbohidratos de la
biomasa vegetal por medio de un proceso de enriquecimiento [13, 19], con el fin de incrementar la
disponibilidad de enzimas microbianas con potencial para su aplicacién en la agroindustria local

dentro de un concepto biorrefineria.

La actividad industrial en el noroeste de Argentina estd principalmente basada en la cafia de azicar, de
la que se produce bioetanol a partir de melaza. El residuo agricola de cosecha de este y de otros
cultivos implica la disponibilidad de un potencial biomésico que puede contribuir al desarrollo de
economias de base bioldgica. Sin embargo, el uso integral de la biomasa lignocelulésica requiere de

sistemas biocataliticos adecuados para el desarrollo de procesos viables [20].

Los enriquecimientos microbianos fueron desarrollados a pH neutro y en condiciones aerobias,
teniendo en cuenta que en intestino de insectos y en los ambientes muestreados se desarrollan
microorganismos aerobios y anaerobios facultativos [21]. A pesar de que se llevaron a cabo ensayos
de cultivo a 45 °C, la mayoria de los aislamientos se obtuvieron de cultivos incubados a 30 °C. Los
aislamientos obtenidos en las condiciones empleadas fueron casi exclusivamente de bacterias, ya que
s6lo se recuperaron escasas colonias de levadura y sélo una de hongo filamentoso. Se observo
crecimiento bacteriano (DOgyonm > 0,9) en medio nutritivo diluido suplementado con SCB, Avicel y
CMC, mientras que en el medio de base mineral mVL70 conteniendo SCB se observd crecimiento
escaso (DOgoonm < 0,5). La evaluacién de los enriquecimientos utilizando placas de celulosa con Rojo
Congo fue utilizada como una prueba de deteccién rdpida y sensible para evaluar el potencial
celulolitico de las bacterias. Este colorante se une a polisacaridos, por lo que tifie la celulosa de manera

que, si esta es degradada se producen areas claras o halos. Después de 72 - 96 h de incubacién a 30 °C,
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se aislaron colonias que mostraron halos de hidrélisis significativos, para los que la relacion entre el
didmetro del halo mds el didmetro de la colonia y el didmetro de la colonia fue considerado > 2,5 (Fig.
2).

Figura 2. Zona de clarificacén de celulosa tefiida con
Rojo Congo, obtenidas después de 48 h de incubacién

de los cultivos de enriquecimiento. La formacién de

una zona clara alrededor de las colonias o halo, fue

indicativa de la produccién de celulasas extracelulares.

La morfologia de la colonia de cada aislamiento se verific6 cuidadosamente para garantizar la
recuperacion de los cultivos puros. Fue evidente que varias colonias que producian halo de hidrélisis
contenian bacterias asociadas en lugar de cepas tunicas. Por lo tanto, los esfuerzos para recuperar
cultivos puros requirieron de la realizacion de sucesivos sub-cultivos lo que finalmente permitid
obtener un total de 233 aislamientos bacterianos puros. Las cepas aisladas se recuperaron
mayoritariamente de los enriquecimientos microbianos desarrollados en mVL70, a pesar de que estos
presentaron un desarrollo bacteriano escaso, como se menciond. El uso de mVL70 con SCB como
fuente de carbono produjo el 42,1 % de todos los aislamientos celuloliticos, mientras que mVL70 con
CMC permiti6 el aislamiento de sélo el 6,4 % de ellos (Fig. 3A). Estos resultados son consistentes con
resultados de otros autores, quienes demostraron la utilidad del medio VL para el aislamiento de

bacterias de diversas fuentes [13].
1.3.2 Evaluacion de la actividad celulolitica extracelular

Los aislamientos se cultivaron en DTSB suplementado con CMC 10 g/l para maximizar el
crecimiento de biomasa y por lo tanto la produccion enzimatica. Luego de 2 — 5 dias de desarrollo, la
mayor parte de los 233 aislamientos mostraron escasa actividad B-1,4-endoglucanasa extracelular. El
13,3 % de todas las cepas mostraron actividades enzimaticas (AE) que van desde 0,10 a 1,30 Ul/mL;
el 4,3 % de los aislamientos totales presentaron evidencia de degradacion leve de papel de filtro,
mientras que sélo el 1,7 % mostré AE (> 0,1 Ul/mL) y evidencia visual clara de degradacién de PF
(Fig. 3B).
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Figura 3. Distribucién porcentual de los 233 aislamientos puros que presentan capacidad de degradar celulosa (A) de

@ mVL70+5CB

@ DTSB +CMC MAE

I DNB+CMC  Degradacion PF

DNB+Avicel W AE+degradacion PF

@ mVL70+CMC

acuerdo con los diferentes medios de enriquecimiento utilizados y (B) de acuerdo con la actividad celulolitica que

presentaron. AE, actividad enzimatica (endoglucanasa); PF, papel de filtro.

Como resultado, se seleccionaron 45 aislamientos con capacidad de producir glicésido hidrolasas,
sobre la base de la diferente morfologia de las colonias, de evidencia de degradacién de PF y/o de
actividad endoglucanasa > 0,10 UI/mL (Tabla 1). Es importante destacar que la actividad PFasa no fue
cuantificable mediante el método DNS. De manera similar, fue reportado que cepas productoras de
celulasa no presentaron actividad enzimdtica sobre papel de filtro [22]. Sin embargo, se observé
clarificaciéon de SCB pretratado con NaOH por Bacillus sp. ARO3 y Bacillus sp. AR491 (datos no

mostrados).

De un total de 233 aislamientos bacterianos puros con capacidad de

degradar celulosa, los que fueron wmayoritariamente desarvollados en

medio de base wmineral wmodificado en este trabajo (mVL70), se
seleccionaron 45 aislamientos con capacidad de producir glicésido hidrolasas activas
sobre celulosa soluble o papel de filtro. Este cepario fue el punto de partida para
identificar cepas capaces de producir de manera eficiente glucanasas extracelulares
en el marco de esta tesis.

1.3.3 Distribucion taxonomica de los aislamientos bacterianos seleccionados

Las cepas aisladas fueron identificadas de acuerdo al andlisis de la secuencia del gen codificante de la
subunidad menor ribosomal 16S (Tabla 1). La distribucién taxonémica observada estd restringida a
aislamientos cultivables, y se muestra en la Figura 4. Los grupos bacterianos identificados se describen

a continuacion.

Firmicutes. La mayoria de los 45 aislamientos seleccionados fueron bacilos con frecuente motilidad y

presencia de endosporas. De acuerdo con la identificacion taxonémica sobre la base de la secuencia
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16S rRNA, el filo prevalente fue Firmicutes, el que represent6 el 62,2 % de todas las bacterias
seleccionadas con Bacillus spp. y Paenibacillus spp. como los géneros mds frecuentes (Fig. 4). Cabe
destacar que varios aislamientos identificados como Bacillus spp. del grupo subtilis no son
distinguibles por la secuencia del gen ARNr 16S. Sin embargo, estos aislamientos se analizaron
individualmente ya que presentaron diferente comportamiento, como por ejemplo Bacillus sp. ARO3 y
Bacillus sp. AR408, provenientes de muestras de licor de bagazo y de intestino de las larvas nativas,
respectivamente. A pesar de su similitud en términos de su secuencia ARNr 16S, ambas cepas
mostraron los valores mds altos de actividad de CMCasa en este estudio, pero s6lo Bacillus sp. AR03

fue capaz de degradar de manera leve PF después de 48 horas de cultivo en DTSB (Tabla 1).

W Bacillus spp.
roidetes
O‘:te _— H Paenibacillus spp.

M Brevibacillus spp.

W Staphylococcus spp.
i Cohnella spp.

8 Microbacterium spp.

u Agromyces spp.

Sapnauiid

H Pseudomonas spp.

W Enterobacter spp.

W Achromobacter spp.

W Chryseobacterium spp.

M Shpyngobacterium spp.

Figura 4. Distribucién taxonémica de los 45 aislamientos seleccionados sobre la base de su capacidad para producir

celulasas y/o xilanasas (extracelulares).

De manera similar, otros estudios basados en métodos dependientes del cultivo informaron el dominio
de Firmicutes y una distribucién taxonémica comparable a las obtenidas en este trabajo para muestras
de suelo [23], de intestino de insectos xil6fagos [10, 24] y de compost [25]. Entre los géneros mds
frecuentes, Bacillus spp. incluye bacterias aerobias o anaerdbicas facultativas, con forma de bastones
con una gran diversidad con respecto a la utilizacién de la fuente de carbono y las condiciones de
crecimiento. La prevalencia de este género puede ser un signo de su abundancia numérica; sin

embargo, se debe considerar el sesgo debido a los procedimientos y medios de cultivo utilizados.

La familia Paenibacillaceae (13,3 %) fue representada por miembros de los géneros Paenibacillus,
Brevibacillus y Cohnella (Fig. 4). Ademas de su potencial celulolitico, se observé actividad xilanasa
en todos los aislamientos seleccionados de esta familia. Por ejemplo, Paenibacillus sp. AR247 y

Cohnella sp. AR92 produjeron 5,30 + 0,15 UI/mL y 15,10 + 0,21 UI/mL de actividad endo--1,4-
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endoxilanasa después de 96 y 120 h de cultivo, respectivamente. La actividad CMCasa de los
aislamientos de este grupo presentd valores por debajo de 0,3 UI/mL cuando el caldo de cultivo
evaluado se obtuvo del medio DTSB-CMC (Tabla 1). Sin embargo, fue notable observar que el
andlisis zimografico de Cohnella sp. AR92 mostré que se visualizaron al menos cuatro bandas con
actividad CMCasa cuando se cultivaron en DTSB suplementado con SCB pretratado con NaOH (Fig.
5). También pertenecientes a Firmicutes, los miembros de la familia Paenibacillaceae se han descrito
a menudo como fuertes bacterias celuloliticas y hemiceluloliticas, informes que estdn de acuerdo con
nuestras observaciones [26-30]. Sin embargo, para nuestro conocimiento no hay informes previos de

un perfil zimografico revelado con CMC como sustrato para especies de Cohnella.

Otros aislamientos de cocos Gram-positivos, no moéviles, designados como AR230 y AR362, se
agruparon taxondémicamente con Staphylococcus warneri independientemente de tener un origen
diferente (Tabla 1), y representaron el 4,4 % de las cepas seleccionadas (Fig. 4). La actividad celulasa
no es una propiedad cominmente encontrada entre estafilococos; sin embargo, las cepas celuloliticas

relacionadas con este género se han descrito en el intestino de las termitas xil6fagas [10].

Otras bacterias Gram positivas. Se asignaron dos aislamientos al género Microbacterium: AR18 y
AR462-2, que fueron recuperados de cultivos de enriquecimiento inoculados con licor biolégico y con
intestinos de larvas de escarabajos, respectivamente. Ademds, el aislamiento AR488 obtenido de los
intestinos de termitas se relacion6 con Agromyces spp. (Tabla 1). A pesar de que las Actinobacterias
aisladas mostraron una baja actividad de CMCasa (aproximadamente 0,02 UI/mL) y una leve
degradacién de PF, los resultados preliminares con respecto a Microbacterium spp. evidenciaron
actividad xilanolitica cuando se desarrollaron en medios de cultivo basados en minerales que
contenian lactosa [31]. Varias actinobacterias implicadas en la degradacién de la celulosa y el xilano
se describieron a partir de una variedad de muestras ambientales [5, 32]; recientemente este grupo

bacteriano fue asociado a la digestién de celulosa en intestino de termitas [26, 33].

440 ks :

232 kDa

140kDa
Figura 5. Perfil zimografico de Cohnella sp. AR92 desarrollado en ND-PAGE 12%.
Hele Columna 1, Marcador de peso molecular. Columna 2, actividad CMCasa, que muestra cuatro
bandas con peso molecular aparente de 500, 306, 206 y 122 kDa.
e e
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degradacion del papel de filtro.

Tabla 1. Descripcién de la filiacién taxondémica, actividad celulolitica y fuente de aislamiento de los 45 aislados bacterianos seleccionados. AE = actividad enzimética (endoglucanasa). PF =

N° acceso AE
Aislamiento Especie taxonémicamente mas cercana del ARNr AE PF + AR Origen Medio de
168 PF [UI/mL] aislamiento
ARO03 Bacillus tequilensis KCTC 13622(T) LN829557 X 1,30 £0,15 | Licor bioldgico DNB+CMC
AR17 Bacillus subtilis subsp. Subtilis NCIB 3610(T) LN829558 X 0,16 £0,03 | Licor biolégico DNB+CMC
AR40-1 Bacillus anthracis ATCC 14578(T) LN829559 X 0,22 £0,03 | Licor biolégico DNB+CMC
AR98 Bacillus sonorensis NBRC 101234(T) LIN829560 X 0,46 £0,05 | Licor biolégico DNB+CMC
AR138 Bacillus tequilensis KCTC 13622(T) LN829561 X 0,18 £0,03 | Licor biolégico DNB+CMC
AR141 Bacillus cereus ATCC 14579(T) LN829562 X 0,17 £0,03 | Licor biolégico DNB+CMC
AR349-1 Bacillus firmus NCIMB 9366(T) LN829563 X 0,34 £0,04 | S. frugiperda larva DNB+Avicel
AR349-2 Bacillus sonorensis NBRC 101234(T) LN829564 X 0,29 +0,04 | S. frugiperda larva DNB+Avicel
AR352 Bacillus tequilensis KCTC 13622(T) LN829565 X 0,42 +0,05 | S. frugiperda larva DNB+Avicel
AR384 Bacillus siamensis KCTC 13613(T) LN829566 X 0,44 +0,05 | D. saccharalis larva | DNB+CMC
AR391 Bacillus cereus ATCC 14579(T) LIN829567 X 0,27 £0,02 | D. saccharalis larva | mVL70+SCB
AR398 Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42(T) | LN829568 X 0,43 £0,05 | D. saccharalis larva | DNB+CMC
AR401 Bacillus safensis FO-36b(T) LN829569 X 0,50 £0,05 | D. saccharalis larva | mVL70+CMC
AR408 Bacillus tequilensis KCTC 13622(T) LN829570 X 0,80 £0,12 | D. saccharalis larva | mVL70+SCB
AR409 Bacillus safensis FO-36b(T) LN829571 X - D. saccharalis larva | mVL70+SCB
AR426 Bacillus anthracis ATCC 14578(T) LN829572 X 0,36 £0,04 | Cerambicido larva mVL70+SCB
AR434-1 Bacillus anthracis ATCC 14578(T) LN829573 X - Cerambicido larva mVL70+SCB
AR463 Bacillus siamensis KCTC 13613(T) LN829574 X 0,20 £0,03 | Cerambicido larva mVL70+SCB
AR491 Bacillus siamensis KCTC 13613(T) LN829575 X 0,32 £0,04 | Isoptera mVL70+SCB
AR493 Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42(T) | LN829576 X 0,38 £0,04 | Isoptera mVL70+SCB
AR247 Paenibacillus cineris LMG 18439(T) LN829577 X 0,14 £0,02 | Licor biolégico DNB+CMC
AR460-1 Paenibacillus lautus NRRL NRS-666(T) LN829578 X 0,25 £0,03 | D. saccharalis larva | DTSB+CMC




AR485 Paenibacillus cineris LMG 18439(T) LN829579 0,15 +£0,02 | Isoptera mVL70+SCB
AR489 Paenibacillus cineris LMG 18439(T) LN829580 0,18 £0,02 | Isoptera mVL70+SCB
AR92 Cohnella formosensis CC-Alfalfa-35(T) FJ976043.1 0,15+0,03 | Licor biolégico DNB+CMC
AR460-2 Brevibacillus parabrevis IFO 12334(T) LIN829581 0,12 £0,03 | D. saccharalis larva | DTSB+CMC
AR230 Staphylococcus warneri ATCC 27836(T) LN829582 0,10 £0,03 | Licor biolégico DNB+CMC
AR362 Staphylococcus warneri ATCC 27836(T) LN829583 0,15+0,03 | S. frugiperda larva DNB+Avicel
AR18 MicrobacterUIm paraoxydans CF36(T) LN832405 - Licor biolégico DNB+CMC
AR462-2 MicrobacterUIm paraoxydans CF36(T) LN829584 - Cerambicido larva mVL70+SCB
AR488 Agromyces mediolanus DSM 20152(T) LN829585 - Isoptera mVL70+SCB
AR422 Pseudomonas aeruginosa JCM 5962(T) LN832407 0,11 £0,03 | Cerambicido larva mVL70+SCB
AR429 Pseudomonas aeruginosa JCM 5962(T) LN829586 0,38 £0,05 | Cerambicido larva mVL70+SCB
AR447 Pseudomonas hibiscicola ATCC 19867(T) LIN829587 - Cerambicido larva mVL70+SCB
AR462-1 Pseudomonas stutzeri ATCC 17588(T) LIN829588 - Cerambicido larva mVL70+SCB
AR470 Pseudomonas plecoglossicida PFC951(T) LLN829589 - Cerambicido larva mVL70+SCB
AR471 Pseudomonas guguanensis CC-G9A(T) LN829590 - Cerambicido larva mVL70+SCB
AR490 Pseudomonas aeruginosa JCM 5962(T) LN829591 0,37 +£0,04 | Isoptera mVL70+SCB
AR492-2 Pseudomonas aeruginosa JCM 5962(T) LN829592 0,30 +£0,04 | Isoptera mVL70+SCB
AR451 Enterobacter cloacae subsp. dissolvens LMG 2683(T) LIN829595 - Cerambicido larva mVL70+SCB
AR476-1 Achromobacter insolitus LMG 6003(T) LIN829593 0,12 £0,03 | D. saccharalis larva | DTSB+CMC
AR476-2 Achromobacter insolitus LMG 6003(T) LN829594 0,23 £0,06 | D. saccharalis larva | DTSB+CMC
AR11 ChryseobacterUlm contaminans C26(T) LIN829596 0,13 £0,03 | Licor biolégico DNB+CMC
AR13 ChryseobacterUlm contaminans C26(T) LN832406 0,17 £0,02 | Licor biolégico DNB+CMC
AR126 SphingobacterUIm multivorum 1AM14316(T) LN829597 0,10 £0,03 | Licor biolégico DNB+CMC
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El filo prevalente entre los aislamientos seleccionados fue Firmicutes

(62,2 %), representado principalmente por miembros de los géneros

Bacillus y Paenibacillus. Las cepas seleccionadas para la generacion de
hidrolizados de lignocelulosas en este trabajo de tesis pertenecieron a estos géneros,
caracterizados por su capacidad de producir wiltiples glicésido hidrolasas y
secretarlas al medio extracelular, por lo que son wmicroorganismos clave en los

ecosistemas en que se recicla la materia orgdnica vegetal [25, 33].

Proteobacteria y Bacteroidetes. Pseudomonas spp. es el segundo género mds frecuente aislado en este
trabajo, donde represent6 el 17,8 % de todas las bacterias seleccionadas (Fig. 4). Varias Pseudomonas
spp. mostraron una capacidad leve de degradar PF. Como se menciond, este comportamiento no fue
constante y se perdi6 frecuentemente después de sub-cultivos, a pesar de lo que fue considerada
evidencia del potencial celulolitico de Pseudomonas spp. y de otros aislamientos en este trabajo (Tabla
1). Otros aislamientos pertenecientes al género Pseudomonas fueron aisladas de intestino de insectos y

mostraron potencial para degradar biomasa lignocelulésica [10, 34, 30].

Dentro del filo Proteobacteria, una de las cepas fue identificada como Enterobacter sp. AR451(Tabla
1), un género inusualmente relacionado a la utilizaciéon de lignocelulosa. Los miembros de
Enterobacter spp. no se han considerado relevantes con respecto a la degradacion de las lignocelulosas
hasta informes recientes basados en cultivos, que describieron cepas de este género con alto potencial
lignocelulolitico [11, 35]. El aislamiento identificado como Achromobacter sp. AR 476-2 mostrd
sutiles halos de hidrélisis en medio agarizado CMC-Rojo Congo. La literatura relacionada con
celulasas y hemicelulasas y especies de Achromobacter, describe la presencia de este género como
parte de consorcios microbianos [36]. Mas atin, Ghio et al. [37] proponen que Achromobacter spp.
carece de las enzimas clave para la degradacién de sustratos lignoceluldsicos. Considerando estos
hechos, este trabajo puede contribuir a detectar si las especies de Achromobacter aisladas son capaces
de producir enzimas celuloliticas o xilanoliticas, o si las mismas utilizan los aziicares liberados por la

degradacion a expensas de otros socios en cultivos complejos.

Finalmente, los representantes del filo Bacteroidetes se aislaron de muestras de licor industrial. Los
aislamientos AR11, AR13 y AR126 mostraron baja actividad de endoglucanasa (Tabla 1), y actividad
xilanolitica que alcanz6 1,2 Ul/mL (datos no mostrados). Existen escasos reportes de la capacidad para
producir celulasa en géneros como Chryseobacterium spp. y Sphyngobacterium spp., a pesar de que
con frecuencia se han descripto en comunidades capaces de crecer en sustratos lignocelulésicos [34,

38, 39].
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1.4 Conclusiones

Las cepas aisladas en este trabajo tienen capacidad para degradar celulosas y hemicelulosas, y por lo
tanto contribuyen a la extensién de la coleccién de microorganismos potencialmente utiles para
aplicaciones en biorrefinerfas. Sin embargo, los principales cuellos de botella en las estrategias de
seleccién microbiana de este tipo son: (i) la necesidad de optimizar la composicién de los medios de
cultivo y las condiciones de crecimiento para cada aislamiento para una mejor evaluacién de la
actividad enzimdtica, y (ii) el hecho de que los métodos para las enzimas seleccionadas que catalizan
la reaccién deseada estdn frecuentemente sub-desarrollados. Como también se menciond
anteriormente [32], las cepas bacterianas relacionadas taxondémicamente con las evaluadas aqui
pueden producir enzimas de forma diferente: algunas pueden secretar enzimas en el caldo de cultivo,
mientras que otras pueden albergar enzimas en la superficie celular o internamente, y ain més, algunas
celulasas puede terminar en solucién por lisis celular. Sin embargo, a pesar de esas limitaciones y el
sesgo asociado con el cultivo, las cepas puras pueden proporcionar informaciéon sobre el
comportamiento fisiolégico que el andlisis molecular por si solo no puede. Se observd que varios
aislamientos no fueron capaces de crecer de manera eficiente (DOgpoum < 0,2) ni de producir actividad
CMCasa significativa en medios minerales, y que algunos de ellos mostraron evidencia de
degradacién leve de PF en las condiciones generales de deteccion utilizadas (Tabla 1). Esto es
frecuentemente atribuido a que la capacidad de crecimiento de cepas salvajes es muy variable en
condiciones de laboratorio, dificultando la evaluacién de su potencial enzimadtico real. Es por ello, que
se hace necesario apelar a una apropiada evaluacion de las caracteristicas fisioldgicas de nuevos

aislamientos y a la ingenierfa de medios de cultivo por medio de una multiplicidad de herramientas.

En este contexto, las cepas prometedoras seleccionadas aqui fueron posteriormente ensayadas para
estudiar su crecimiento y mejorar la produccién de enzimas, asi como estudios moleculares para
obtener informacién sobre los mecanismos microbianos para la deconstrucciéon de la biomasa. Estos
resultados forman parte de este trabajo y de trabajos realizados en colaboracién dentro del grupo en
que se desarroll6 esta tesis, de manera que constituyen un aporte al desarrollo de biocatalizadores para
aplicaciones tecnoldgicas en biocombustibles y en la produccién de oligosacaridos prebidticos [40,

41].
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2.1 Introduccion

Los microorganismos producen enzimas para usar la biomasa de su habitat, por lo que son la fuente
principal de biocatalizadores para aplicaciones tecnoldgicas. La degradacion de la celulosa requiere de
la accién cooperativa de al menos tres tipos de enzimas: exoglucanasas, endoglucanasas y pB-
glucosidasas, que son agrupadas como celulasas [1]. Aunque estas enzimas producidas
comercialmente son de naturaleza fiingica, existe una creciente demanda de bacterias como fuente de
nuevas celulasas como catalizadores efectivos debido a su diversidad, a la produccién de complejos de
multiples enzimas que proporcionan sinergia y a una alta tasa de crecimiento y estabilidad en
condiciones extremas [2]. Como ya se mencioné en el Capitulo 1, dentro de las bacterias capaces de
degradar celulosa, se ha reportado la dominancia de aislamientos pertenecientes a Firmicutes, los
cuales desempefian un papel clave en la deconstruccién de la biomasa en una variedad de ambientes,
como el compost, el suelo y el intestino de los insectos xiléfagos [3-5]. Dentro de este filo, los
miembros del género Bacillus pueden producir y secretar grandes cantidades de enzimas extracelulares
con ventajas tales como altas tasas de crecimiento y ciclos cortos de fermentacion. Por lo tanto, se
consideran uno de los productores de enzimas mds versdtiles y robustos para fermentaciones

microbianas [6-8].

Aunque relacionados taxonémicamente, muchos aislamientos bacterianos provenientes de diversos
ambientes con frecuencia presentan diferente capacidad de crecimiento y requerimientos culturales.
Esto ha desafiado la evaluacién de las condiciones de cultivo apropiadas para la produccién de
enzimas, lo que ha llevado a utilizar métodos de evaluacién sistemdtica para definir los medios de
crecimiento y produccién enzimatica apropiados. En este contexto, el uso medios basados en peptona
para mejorar el crecimiento bacteriano y la produccién de enzimas ha demostrado ser un recurso
eficiente [9, 10]. Ademas, se ha informado la utilidad de diferentes fuentes de carbono de naturaleza

agroindustrial para promover eficientemente la produccién de celulasa y hemicelulasa [6, 11-13].

En este capitulo se examiné el potencial de Bacillus sp. ARO3, aislada a partir de muestras de la
industria papelera en Tucuman [14], como productor de celulasa para tecnologias de biorrefineria.
Para ello, se evaluaron los componentes del medio de cultivo que afectan tanto al crecimiento como a
la produccion del coctel celulolitico de la cepa AR0O3 para mejorar, simplificar e incluso economizar
en el proceso de fermentacién. También, se llevé a cabo la caracterizacién de las propiedades

tecnoldgicas de las enzimas producidas.
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2.2 Materiales y métodos
2.2.1 Microorganismo y seleccion de componentes del medio de cultivo

La bacteria productora de endoglucanasa, Bacillus sp. AR03, se aislé del licor bioldgico del
procesamiento de bagazo de una fébrica de papel en Tucumdn, Argentina (Tabla 1, Capitulo 1). La
secuencia del gen ribosomal 16S (rARN) se deposité en el European Nucleotide Archive (ENA) con el
ndmero de acceso LN829557 [14]. El crecimiento de la cepa fue analizado por medio de una curva de
crecimiento en medio DTSB+CMC 1 % (p/v) a 30 °C y 200 rpm, mediante la medicién de densidad
optica (D.O.) a 600 nm.

El medio de cultivo para la producciéon enzimatica fue evaluado por medio de un disefio factorial
completo en dos niveles, tomando como base la composicién del caldo de tripteina y soja con
carboximetilcelulosa (DTSB-CMC), que contenia el caldo diluido 1:2, y modificado con
carboximetilcelulosa (seccién 1.2.2, Capitulo 1). Los componentes K,HPO, y NaCl se mantuvieron
sin cambios, mientras que los componentes glucosa, CMC, peptona de soja y peptona de caseina se
evaluaron como cuatro variables independientes. Cada una de estas variables se representd en dos
niveles, alto y bajo, que fueron denotados por (+1) y (-1), respectivamente. Los niveles bajos (-1) se
definieron como la ausencia de los componentes evaluados. El nivel codificado de cada variable y el
disefio factorial experimental con 16 ensayos, se muestran en las Tablas 1 y 2, respectivamente. Los
cultivos se desarrollaron a 30 °C con agitacién orbital a 200 rpm durante 48 h. La respuesta a medir
fue la actividad endoglucanasa del extracto crudo de cada cultivo. Todos los experimentos se

realizaron por duplicado.

Tabla 1. Niveles codificados y experimentales (en g/L) de las variables independientes para el disefio factorial. Los

componentes K,HPO, y NaCl del medio se mantuvieron a concentraciones constantes.

Variable independiente Nivel bajo (-1) Nivel alto (+1)
Peptona de soia (A) 0 1.5
Peptona de caseina (B) 0 8.5
Glucosa (C) 0 1,25
CMC (D) 0 10

El andlisis de los efectos de cada variable independiente se realizé utilizando el software estadistico
Minitab® 17 (PA, EE. UU., Minitab Inc.). El ajuste del modelo fue estimado de acuerdo al coeficiente
de determinacién, R*. Se analizaron las variables significativas sobre la base de la prueba F y el valor

de p en un nivel de significacion del 95 %.
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2.2.2 Efecto de CMC y mono y disacdridos en la produccion de endoglucanasas

Para la produccién de enzimas, se cultivé Bacillus sp. ARO3 en matraces de 125 mL que contenian 20
mL de medio de cultivo DTSB modificado, compuesto por (en g/L): peptona de caseina 8,5, peptona
de soja 1,5, NaCl 2,5 y K,HPO, 1,25. El medio se suplementé con diferentes concentraciones de CMC
(5, 10, 20, 30, 40 y 60 g/L) y con 1,25 g/L. de glucosa. Para preparar el inéculo, los cultivos se
desarrollaron en medio DTSB a 30 °C durante 24 h; luego, las células se lavaron dos veces con
solucién salina (NaCl al 0,9 % p/v) y se resuspendieron ajustando una concentracion de
aproximadamente 10° unidades formadoras de colonias (UFC)/mL. Dos mL de esta suspensién fue
inoculada en los medios de cultivo a evaluar, y las fermentaciones se realizaron en agitadores orbitales
a 200 rpm a 30 °C. Las muestras se tomaron cada 48 h durante periodos de hasta 144 h, a menos que
se indique lo contrario. Los sobrenadantes de cultivo se recuperaron mediante centrifugacion a 4 °C y
8.000 rpm durante 10 minutos, y luego se usaron como fuente de enzimas (cdcteles celuloliticos) para

las mediciones de actividad.

El efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la produccién enzimatica por Bacillus sp. ARO3 fue
ensayado con la suplementacion del medio DTSB modificado con los carbohidratos simples: glucosa,
sacarosa, maltosa, fructosa y lactosa, en dos concentraciones finales, 2 'y 10 g/L, y con 10 g/LL de CMC
seglin se indique en cada caso. Los indculos y las condiciones de cultivo fueron los mismos que se
describieron anteriormente. Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. El crecimiento

se evalud a través de recuentos de UFC/mL en placas de agar DTSB.
2.2.3 Produccion enzimdtica en un reactor tanque agitado de 1 L en sistema por lote

La produccién de enzimas por Bacillus sp. ARO3 se llevo a cabo en un reactor tanque agitado de 1 L
(RTA) en modo de operaciéon por lote (New Brunswick Scientific, Discovery, Serie 100, Reino
Unido), utilizando el siguiente medio de cultivo (en g/L): sacarosa 10, CMC 10, peptona de caseina
8,5, peptona de soja 1,5, NaCl 2,5 y K,HPO, 1,25. El reactor se inocul6 con 10 % (v/v) de un in6culo
de 10° UFC/mL, crecido como se indic6 en 2.2.2. Las condiciones de fermentacion fueron 30 °C, 200
rpm y 1 vvm (volumen de aire/volumen de medio de cultivo/ minuto) durante 72 h. El crecimiento y la
produccién de enzimas se midieron diariamente. Las células bacterianas se recogieron después de la
fermentacion por centrifugacion a 8.000 rpm durante 30 min a 4 °C. El sobrenadante libre de células

(coctel celulolitico) se almacend con azida sédica 3 mM a 4 °C para ensayos posteriores.
2.2.4 Actividad endoglucanasa estdndar y andlisis zimogrdfico

La actividad de endoglucanasa (CMCasa) se ensayé con carboximetilcelulosa como sustrato y se
cuantificé midiendo la liberacion de aziicares reductores en la mezcla de reaccion. Brevemente, la
mezcla de reaccion contenia 0,05 mL de una dilucién adecuada del céctel celulolitico y 0,45 mL de
soluciéon de CMC al 2,0 % (p/v) en tampén de fosfato sédico 100 mM (pH 6,0). Después de 30

minutos de incubacion a 50 °C, los azudcares reductores se cuantificaron usando el método del acido
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dinitrosalicilico (DNS) [15]. Se agregaron 500 puL del reactivo DNS a la mezcla de reaccién y se

incubaron a 100 °C durante 10 min; se dejé enfriar y se midi6 la absorbancia a 540 nm.

Una unidad internacional (UI) de actividad endoglucanasa se definié como la cantidad de enzima que
libera 1 pumol de azicares reductores (medidos como glucosa) por mililitro por minuto en las
condiciones descritas. Los controles correspondientes (blancos) de la enzima sin sustrato y sustrato sin
enzima se realizaron simultineamente con todos los ensayos enzimdticos; los valores de las muestras
se corrigieron con los blancos. Todas las muestras se analizaron por triplicado y se calcularon los

valores medios y las desviaciones estandar.

La electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas (ND-PAGE) se realiz6 en geles al 10
% de acuerdo con Laemmli [16], a voltaje constante (75 V) durante 3 h. Las proteinas se tifieron con
Coomassie Blue, y el peso molecular aparente se estimé usando el marcador HMW-669-66 kDa- (GE
Healthcare Life Sciences). Para los perfiles zimogréficos, los geles primero se sumergieron en tampdén
de fosfato de sodio 100 mM (pH 6,0), que contenia CMC al 1 % (p/v), a 30 °C durante 30 min. Luego,
se tifieron con solucién Rojo Congo al 0,1 % (p/v). Después de la tincidn, los geles se enjuagaron dos
o tres veces con NaCl 1 M durante 15 minutos hasta la visualizacién de bandas claras de actividad

enzimatica [17].
2.2.5 Efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad y estabilidad endoglucanasa

La actividad endoglucanasa del extracto crudo de la cepa ARO3 se examind a temperaturas entre 20 y
80 °C utilizando un tampdn sustrato como se describe en las condiciones de ensayo estdndar (seccién
2.2.4). La evaluacién del pH 6ptimo se realizé dentro de un intervalo de pH de 2,2-10,0, empleando
los siguientes sistemas de tamponamiento, a concentracién final de 100 mM y con el sustrato CMC:
glicina-HCI 2,0 % (p/v) (pH 2,2-3,0), Na,HPO,- dcido citrico (pH 4,0-6,0), fosfato de sodio (pH 6,0-
7,5), Tris-HCI (pH 7,5-8,8) y glicina-NaOH (pH 8,8-10,6). Las reacciones se realizaron por triplicado
a 60 °C.

El efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la enzima se determiné preincubando la enzima (en
ausencia de sustrato) a temperaturas entre 20 y 80 °C durante 1 h. La actividad residual se estimé con
respecto a las reacciones de control procesadas simultidneamente sin preincubacion y tomadas como
valor de referencia (100 %). Con el fin de determinar el perfil de estabilidad del pH, se trataron
alicuotas de un volumen del cdctel celulolitico con dos volimenes de acetona y se mantuvieron a -20
°C durante 1 h. Después de centrifugar a 10.000 rpm durante 5 minutos, los pellets se resuspendieron
usando diferentes tampones y luego se mantuvieron a temperatura ambiente durante 1 h. Las
reacciones enzimdticas se llevaron a cabo por triplicado a 60 °C y las actividades residuales se
refirieron al 100 %, valor de referencia obtenido de una muestra resuspendida en fosfato pH 6,0,

ensayada sin preincubacion.
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2.2.6 Efecto de iones y otros aditivos sobre la actividad endoglucanasa

Se ensayd el efecto de los siguientes iones metdlicos sobre la actividad enzimdtica, a una
concentracién final de 5 mM en la mezcla de reacciéon: NaCl, KCl, MgS0O,-7H,0, CaCl,-2H,0,
CuS0,-5H,0, ZnS0O,-7H,0, FeSO,-7H,0, MnSO,4-H,0, CoCl, y BaCl,-2H,0 (reactivos para andlisis,
sin tratamiento adicional). Los ensayos se realizaron bajo las condiciones determinadas como 6ptimas,
60 °C y pH 6,0. El efecto de Mn*" se evalué adicionalmente a concentraciones finales de 2, 5y 10
mM. De manera similar, el efecto de EDTA, dodecil sulfato de sodio (SDS) y Tween 80 se evalué a
una concentracion final de 5 mM en la mezcla de reaccidn, mientras que polietilenglicol (PEG) 4000
se examind a una concentracion final de 0,25 g/L.. Se ensay6 la tolerancia a sales al aumentar las
concentraciones de NaCl en condiciones de ensayo estindar: las concentraciones finales de NaCl

fueron de 0,1; 0,5; 1,0; 1,5y 2,0 M.

Los controles se realizaron simultidneamente con muestras en condiciones idénticas, pero sin las
adiciones. Estos ultimos se consideraron como valores de referencia del 100 % de la actividad

enzimatica.
2.2.7 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el software Minitab® 17 (PA, EE. UU., Minitab Inc.) mediante
andlisis de varianza (ANOV A). Todos los resultados se presentan como la media de tres repeticiones +
desviacion estdndar. Las diferencias fueron significativas cuando p < 0,05. Las asociaciones entre

variables se evaluaron mediante la prueba HSD de Tukey (p <0,05).

2.3 Resultados y discusion
2.3.1 Bacillus sp. ARO3: Afiliacion taxonomica y morfologia

La cepa ARO3, aislada de la pila de bagazo de una fabrica de papel en Argentina, se selecciond por su
capacidad de producir CMCasa y por su rdpida tasa de crecimiento en comparacion con otros Bacillus
spp. aislados en este trabajo [14]. ARO3 es un bacilo mévil formador de esporas, identificado como
Bacillus sp. ARO3 mediante el andlisis de la secuencia del gen 16S rRNA, que indic6 similitudes
aparentes > 99,71 % con Bacillus subtilis subsp. inaquosorum KCTC 13429 (T) (ntimero de acceso
AMXNO01000021), Bacillus tequilensis KCTC 13622 (T) (ntimero de acceso AYTO01000043) y B.
subtilis subsp. subtilis NCIB 3610 (T) (nimero de acceso ABQL01000001). Esto coloca la cepa AR03
inequivocamente dentro del grupo “subtilis”. Ademds, Bacillus sp. ARO3 presenté un patrén de
crecimiento de colonias caracteristico que evidencia motilidad, impulsado por flagelos o swarming,

propiedad distintiva de muchas cepas “salvajes” de Bacillus spp. [18] (Fig. 1).
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Figura 1. Morfologia de colonias de Bacillus sp. ARO3 en medio sélido (aumentos de 20X y 40X). Puede observarse el

caracteristico swarming en la periferia de las colonias.

2.3.2 Evaluacion de los componentes del medio de cultivo y curva de crecimiento

Debido a que muchos aislamientos bacterianos se originan en una amplia gama de habitats, pueden

variar en la capacidad de crecimiento y en los requerimientos de nutrientes, ain si estin muy

relacionados taxondmicamente.

Para evaluar las condiciones culturales de produccién de

endoglucanasas por Bacillus sp. ARO3, se realiz6 un ensayo basado en el disefio factorial completo

que se muestra en Tabla 2, con cuatro variables: peptona de soja, peptona de caseina, glucosa y CMC.

Tabla 2. Matriz del disefio factorial y la respuesta evaluada del estudio de los factores que afectan la produccién de

endoglucanasas por Bacillus sp. ARO3.

Variables codificadas Actividad
Corrida Endoglucanasa
A B C D [U/mL]
1 +1 5 S IS | 0,104
2 +1 -1 +1 +1 0,215
3 -1 +1 -1 +1 0,054
4 +1 +1 +1 -1 0,451
5 -1 +1 +1 +1 0,520
6 -1 -1 +1 +1 0,000
7 -1 +1 +1 -1 0,349
8 +1 -1 +1 -1 0,200
9 +1 +1 -1 +1 0,334
10 -1 -1 +1 -1 0,000
11 +1 S R | 0,073
12 -1 +1 -1 +1 0,237
13 +1 +1 +1 +1 0,680
14 -1 -1 +1 -1 0,000
15 +1 +1 -1 -1 0,173
16 -1 -1 -1 +1 0,000
{ 48
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La concentracién cero de cada variable se utiliz6 en experimentos preliminares de un factor a la vez
(datos no presentados). La produccién enzimética registrada varié de 0,00 a 0,68 UI/mL en medios
con diferentes composiciones. Su andlisis estadistico revela en el Diagrama de Pareto cudles son los
componentes del medio con un efecto significativo en la produccién de enzimas (Fig. 2). Se observd
que cuatro efectos principales y tres efectos de interaccién fueron los términos significativos del
modelo, con un 95 % de nivel de confianza con valores p < 0,05 (Tabla 3). En consecuencia, los
componentes del medio que influyeron de manera altamente significativa en la produccién enzimadtica
fueron (i) peptona de caseina y (ii) glucosa, seguidos por (iii) peptona de soja, (iv) la interaccién entre
la peptona de caseina y la glucosa, (v) CMC, y (vi) la interaccion entre la peptona de caseina y la
CMC.

Diagrama de Pareto de los efectos estandarizados
(La respuesta es UI/mL; a=0,05)

Term 2,57
Factor Nombre
A Peptona de
soja
B Peptona de
casefna
C Glucosa
D cMC
Figura 2. Diagrama de Pareto con los valores
de los principales efectos de los componentes
0 : o e e del medio que afectaron la produccién de
Efecto estandarizado CMCasa por Bacillus sp. AR03.

El valor de R? que proporciona una estimacién de la variabilidad en los valores de respuesta
observada de acuerdo a los factores experimentales y sus interacciones, fue de 0,995, lo cual indicé
que el modelo podria explicar el 99,5 % de la variabilidad en la respuesta. El valor F de 93,67 % y el
valor p del modelo de 0,000 obtenidos indicaron que el modelo de prueba es estadisticamente

significativo en el nivel de significacion del 95 % para la produccién de enzimas (Tabla 3).

Bacillus sp. ARO3 fue capaz de utilizar tanto las fuentes de nitrégeno inorgdnico como orgdnicas para
la produccion de celulasas; sin embargo, su desarrollo mejoré en medios basados en peptonas (datos
no mostrados). Como fue demostrado por otros autores, la peptona es un recurso eficiente para
mejorar el crecimiento bacteriano y la producciéon de enzimas [9, 10]. Ademads, se consideré que un
medio basado en peptonas podria apoyar la producciéon de endoglucanasa por la cepa ARO3 en
ausencia de carbohidratos en el medio (Tabla 2, ensayos 11 y 15), lo que podria resultar en una mejora
en el crecimiento bacteriano. En relacién a estas consideraciones, fue demostrado que la peptona de
casefna favoreci6 la produccién de endoglucanasas por Bacillus amyloliquefaciens DL-3 [19] y que
Bacillus sp. BCCS A3 alcanz6 la produccién maxima de celulasas en un medio que incluye tripteina

[8]. También, considerando los beneficios del uso de peptonas, se sugirié que el crecimiento y la
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produccién de enzimas de algunas especies de Bacillus podrian verse afectadas negativamente por la
acidificacion del medio cuando se usa una fuente de nitrégeno inorgédnico, mientras que las peptonas

otorgan capacidad bufferante al medio de cultivo [20].

Tabla 3. Resultados del analisis estadistico del disefio factorial en la produccién de endoglucanasas por Bacillus sp. AR03

Fuente Efecto Coeficientes * Valor F Valor p
Constante 0,21183 0,000
Peptona de soja 0,13366 0,06683 104,72 0,000
Peptona de caseina 0,27573 0,13786 445,62 0,000
Glucosa 0,18004 0,09002 189,99 0,000
CMC 0,09867 0,04934 57,07 0,001
Peptona de soja * Peptona de caseina -0,01427 -0,00713 1,19 0,325
Peptona de soja *Glucosa 0,03557 0,01779 7,42 0,042
Peptona de soja *CMC 0,01024 0,00512 0,62 0,468
Peptona de caseina *Glucose 0,12064 0,06032 85,3 0,000
Peptona de caseina *CMC 0,08723 0,04362 44,6 0,001
Glucosa*CMC 0,0051 0,00255 0,15 0,712
Modelo 93.67 0.000

* para variables codificadas

Nota: R>=99,47 % R*adj)= 98,41 %

Como punto de partida para evaluar y mejorar la produccion de enzimas

por Bacillus sp. ARO3, se utilizé la composicion del medio DTSB
suplementado con CMC para estudiar los componentes del medio de cultivo
aplicando un diseRo factorial. Entre éstos, la mayor influencia sobre la produccion

enzimadtica fue ejercida por peptona (de soja y de caseina) y glucosa.

La curva de crecimiento de la cepa ARO3 en el medio de producciéon DTS+CMC 1 % se muestra en la
Figura 3. Entre las 7 y 11 h de cultivo se observé una diauxia en la curva de crecimiento,
probablemente debido al cambio del consumo de la fuente de carbono, de glucosa a CMC. Esta fase de
retardo diduxico observada en las condiciones ensayadas, determiné dos fases de crecimiento
exponencial con las velocidades especificas de crecimiento p,= 2,06 [1/h], para el intervalo de
consumo de glucosa (de 4 a 7 h), y p,= 1,19 [1/h] correspondiente al consumo de CMC (entre las 11 y
15 h de cultivo). Puede observarse que el estado estacionario se alcanza a partir de las 15 h de

incubacion, con valores de D.O.¢ponm de 5,0 unidades.
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0 5 4 6 3 10 12 14 16  ARO3 en medio DTSB+CMC 1 %, a 30 °C y 200
Tiempo [h] rpm.

2.3.3 Efecto de CMC y mono y disacdridos en la produccion de endoglucanasas

La presencia del sustrato CMC en el medio de cultivo promueve la produccion de celulasas y aunque
la mayoria de las investigaciones han analizado el uso de concentraciones de CMC cercanas al 1 %
(p/v) [2, 8], algunos autores examinaron el efecto de concentraciones elevadas de CMC. Bacillus sp.
MTCC 10046 alcanz6 una produccién 6ptima de celulasa con 8 % (p/v) CMC [13], mientras que
Microbacterium sp. Z5 la obtuvo con 3 % (p/v) de CMC a los 10 dias de cultivo [6].

El presente estudio evalué concentraciones de CMC entre 0,0 y 6,0 % (p/v), extendiendo el periodo de
fermentacion a 144 h para compensar un posible crecimiento lento debido a la alta viscosidad del
medio. Se observé que la viscosidad inicial disminuyé fuertemente después de 24 h de cultivo, y no
impidié el crecimiento bacteriano ni la produccién de enzimas. Los cultivos alcanzaron una DOgonm =
2,0 unidades a una concentraciéon de CMC entre 0,0 y 1,0 %, mientras que la formacién de biomasa
(DOgoonm) alcanzoé 4 y 6 unidades cuando se utilizé CMC en concentraciones de 2,0 a 6,0 % (datos no
mostrados). Todas las condiciones ensayadas alcanzaron la produccién maxima de enzimas a las 144 h
de cultivo, con la excepcion de los medios que contenian CMC al 3,0 %, que lograron esta condicion a
las 48 h. Sin embargo, los titulos de enzimas obtenidos para cada concentracién de CMC mostraron
diferencias significativas a 48 y 144 h en el caso de los medios que contenian 2,0 a 6,0 % de CMC
(Fig. 4). Cuando se consider6 la producciéon méxima de enzimas para todas las concentraciones de
CMC evaluadas, no se observaron diferencias significativas entre las condiciones de cultivo
correspondientes a 0,0 y 0,5 % de CMC, ni entre los cultivos con 3,0 y 4,0 % de CMC, segtn la
prueba de Tukey. Ademds, la adicion del 6,0 % de CMC presenté una produccion mdixima de
endoglucanasas que fue 3,17 veces la actividad enzimadtica del medio sin CMC y suplementado solo
con 1,25 g/L de glucosa como carbohidrato (Fig. 4). Este valor fue de 1,30 UI/mL después de 144 h de
cultivo. Teniendo en cuenta la relacién entre la concentracion de sustrato y el periodo de fermentacion,
el uso de CMC adicionado al medio DTSB en concentracion de 3,0 % (p/v), condujo a la produccion
de 1,01 UI/mL de celulasas después de 48 h de cultivo, por lo que se consider6 el mas favorable en

estos ensayos (Fig. 4).
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Figura 4. La actividad endoglucanasa del coctel enzimdtico producido por Bacillus sp. ARO3 en presencia de
concentraciones crecientes de CMC. Las barras de error representan la desviacién estdndar calculada a partir de tres ensayos

independientes.

A continuaciodn, se realiz6 un estudio de fuentes de carbono simples, mono y disacéridos, para evaluar
su influencia en la produccién de endoglucanasa por Bacillus sp. AR03. Se observé que la cepa ARO3
fue capaz de crecer y de mejorar significativamente la produccién de endoglucanasas en todas las
condiciones examinadas, particularmente mediante el uso de sacarosa, fructosa y glucosa. La Fig. 5
muestra que la adiciéon de 10 g/L de sacarosa + 10 g/L. de CMC al caldo a base de peptona produjo un
titulo de enzima maximo de 2,93 = 0,01 UI/mL, lo que lleva a un aumento de 21,6 veces de la
produccién de celulasas con respecto al medio base con peptona como nutriente principal y un
aumento de 1,6 veces con respecto a la adicion sélo de sacarosa. La presencia de 10 g/L. de fructosa +
10 g/l de CMC proporcioné un titulo de endoglucanasa de 2,41 + 0,06 Ul/mL, 17,7 veces sobre el
medio base de peptona. El medio que solo contenia 10 g/L de glucosa produjo 2,32 + 0,03 Ul/mL, lo
que significa un aumento de 17,1 veces con respecto al medio basado en peptonas, mientras que 10
g/L de glucosa + CMC alcanz6 2,1 + 0,02 Ul/mL de actividad enzimatica, traducido en un incremento
de 15,4 veces. En la mayoria de las condiciones analizadas, la CMC produjo un efecto sinérgico
cuando se combind con azucares simples. La produccién de endoglucanasas por la cepa ARO3 se
mejord 1,1y 2,9 veces con 10 g/LL de maltosa + 10 g/L. de CMC y 2 g/L de fructosa + 10 g/L. de CMC,
respectivamente. Sin embargo, el efecto potenciador de la produccién enzimatica por CMC no se
observé en los medios complementados con glucosa de 2 y 10 g/L, 2 g/LL de sacarosa y 10 g/L de

maltosa.
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Figura 5. Efecto en la produccién de endoglucanasa por Bacillus sp. AR03 de diferentes fuentes de carbono en el medio de
cultivo. Los datos se obtuvieron después de 96 h de incubacién a 30 °C y 200 rpm. Las barras de error representan la
desviacion estdndar calculada a partir de tres experimentos independientes. Pt: peptona de casefna. Glu: glucosa. Sac:

sacarosa. Mal: maltosa. Fru: fructosa Lac: lactosa

Estas observaciones confirman que la presencia de diferentes carbohidratos en combinacién con
peptona afecta fuertemente la produccién del céctel celulolitico por Bacillus sp. AR03. El uso de
azucares simples para la produccién de CMCasa fue reportado por Bano y colaboradores [10], quienes
describieron que la produccién de endoglucanasa por B. subtilis KIBGE HAS resulté favorecida
cuando el bagazo de cafia de azicar se complementd con lactosa, xilosa, maltosa y sacarosa, mientras
que la celobiosa y la fructosa restringieron la produccién de enzimas. Asimismo, la lactosa como tnica
fuente de carbono promovié la produccion de celulasa en Bacillus sp. K1 [20] y en Microbacterium
sp. Z5. En el dltimo caso, también se observé un efecto sinérgico en la produccién de celulasas en
presencia de lactosa y CMC en el medio de cultivo, aunque la evaluacion individual de componentes
lactosa, D-galactosa y D-glucosa, no produjo efecto significativo sobre la producciéon de CMCasas por
la cepa Z5 [6]. La utilizacién de lactosa como subproducto de la industria lactea puede ser explorada
como sustrato potencialmente rentable. El efecto de los azicares simples en la produccién de celulasas
ha sido observado en bacterias y hongos, y se ha planteado la hipétesis de que la captacion de lactosa y
el efecto sobre la produccion de CMCasa podrian explicarse por mecanismos descritos en hongos [6,

20, 21].

Es importante tener en cuenta que el sustrato puede ser dependiente de la cepa productora y estar

relacionado con el nicho original de un aislamiento en particular. Por lo tanto, los sustratos siempre
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deben ser examinados, incluso para aislamientos estrechamente relacionados. Debido a que Bacillus
sp. ARO3 se aisl6 de los procesos industriales asociados a la cafia de aziicar, no es sorprendente que la
sacarosa, la glucosa y la fructosa fueran sustratos adecuados para esta cepa. Por otro lado, se deben

realizar andlisis mas profundos para explicar la induccién y la regulacion genética.

Los resultados obtenidos indican que los azicares simples son una fuente de
carbono viable para simplificar e incluso economizar en los procesos de

Y fermentacion para la produccion de celulasas. Aunque los jarabes
azucarados son relativamente costosos, el uso de sustratos solubles en sistemas de
reactor tanque agitado favorece tanto las condiciones operativas de cultivo como la

posterior separacién del producto.

2.3.4 Produccion enzimdtica en 1 L-RTA en operacion por lote

Todos los ensayos para mejorar la produccion de enzimas por Bacillus sp. AR0O3 se realizaron en
frasco agitado y en periodos de fermentacion que oscilaron entre 48 y 144 h. Se obtuvieron valores
méximos de celulasas combinando 10 g/L de sacarosa + 10 g/L. de CMC en el caldo a base de peptona
después de 96 h de cultivo (Fig. 5). La utilizacién de un RTA de 1 L en operacién por lotes permitid
reducir significativamente el periodo de produccion enzimatica de la cepa ARO3, probablemente
debido a una mejor transferencia de nutrientes ofrecida por el sistema de fermentacién sumergido. El
in6culo, 10 % del volumen del reactor, estaba compuesto por una suspensién celular de ~ 10°
UFC/mL. Las condiciones operacionales fueron temperatura controlada a 30 °C, pH libre y aireacién
de 1 vvm. La cepa alcanz6 una produccion enzimdtica de 3,12 + 0,04 UI/mL y una concentracién
celular de 10° UFC/mL después de 48 h de incubacién, resultados que no se modificaron
significativamente después de 72 h. En términos de productividad, estos resultados implicaron un
incremento de 30,2 mUI/mL.h a las 96 h en frasco agitado a alcanzar 66,7 mUI/mL.h a las 48 h en 1

L-RTA, lo cual puede tener un impacto significativo en los costos potenciales [22].

La utilizacién de diferentes fuentes de carbono en forma individual y
combinada permitié incrementar la produccion de celulasas por Bacillus
sp- ARO3 entre 17 y 21 veces con respecto a las condiciones de cultivo de
partida. Adicionalmente, la realizacion de la producciéon enzimatica en 1 L-RTA en
operacion por lote permitié veducir significativamente (30 %) los tiempos de

fermentacion.
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2.3.5 Efecto de la temperatura y el pH en la actividad endoglucanasa y su estabilidad

Se ensay0 la actividad del céctel celulolitico de Bacillus sp. ARO3 en un rango de temperaturas entre 0
y 80 °C. La temperatura 6ptima de las endoglucanasas fue de 60 °C y la actividad disminuyé a
temperaturas superiores (Fig. 6a). Mds del 61 % de la actividad enzimdtica mdxima se mantuvo entre
40 y 70 °C. El valor de temperatura 6ptima del céctel celulolitico de Bacillus sp. ARO3 fue
comparable a los observados para Bacillus sp.M-9 [23], Bacillus pumilus S124A [2] y Bacillus sp. C1
[13]. Ademads, la actividad mdxima de endoglucanasa se encontrd a pH 6,0, y la enzima retuvo casi el
60 % de su actividad dentro de un rango de pH de 5,0-7,0 (Fig. 6b). Este 6ptimo de pH fue similar al
encontrado en Bacillus sp. BG-CS10 [24], en B. pumilus S124A, y en Bacillus sp. K1 [20].
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Figura 6. Efecto de (a) la temperatura y (b) del pH sobre la actividad enzimdtica del céctel celulolitico de Bacillus sp.
ARO03. Se muestra la estabilidad enzimdtica a (c¢) diferentes temperaturas y a (d) diferentes valores de pH. La actividad
residual para los ensayos de estabilidad se estimé utilizando como control una reaccion sin preincubacién (60 °C y pH 6), que
se analizé simultdneamente y se tom6 como 100 %. Las barras de error representan la desviacion estdndar calculada a partir

de tres experimentos independientes. Letras similares no son significativamente diferentes entre si (prueba de Tukey, p <

0,05)

El perfil de estabilidad térmica del céctel celulolitico de Bacillus sp. AR0O3 mostré una preservacion

total de la actividad cuando las muestras se mantuvieron a 20, 30 y 40 °C durante una hora antes de los
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ensayos enzimdticos. La actividad enzimdtica disminuyd considerablemente a temperaturas de
preincubacién mds altas, y se perdié casi por completo después de pretratamientos entre 60 y 80 °C
(Fig. 6¢). Sin embargo, el céctel enzimdtico fue notablemente estable a pH entre 3,0 y 10,0 (Figura
6d). Muchas endoglucanasas de especies de Bacillus son, con frecuencia, estables en un amplio rango
de pH como se observé para el céctel celulolitico de la cepa ARO3. Una carboximetilcelulasa
purificada a partir de B. pumilus S124A mostro ser estable dentro de un rango de pH entre 4,0 y 8,0
[2], mientras que la actividad endoglucanasa producida por B. subtilis KIBGE HA conservo casi el 70

% de su actividad maxima en un intervalo de pH entre 3,0 y 8,0 [10].

2.3.6 Efecto de iones y otros aditivos en la actividad endoglucanasa

La adicién de los iones metdlicos Na*, K*, Ca®*, Ba®™, Fe’* y Zn** a la mezcla de reaccién no mostré
un efecto sustancial sobre la actividad celulolitica del extracto enzimdtico de Bacillus sp. ARO3,
mientras que Mg>* mejoré ligeramente la misma. La presencia de Cu** tuvo un efecto inhibitorio,
reteniendo una actividad relativa de 70,5 + 7,5 %. La actividad endoglucanasa fue fuertemente
estimulada por Mn** y Co™, alcanzando actividades relativas de 229,4 + 6,4 % y 183,7 £ 7,2 %,
respectivamente (Fig. 7a). La sal de manganeso se examind mds detalladamente en concentraciones
finales de 2, 5 y 10 mM. Los resultados que se muestran en la Fig. 7b indican que los aumentos de la
concentracion de Mn?* elevaron la actividad enzimadtica relativa hasta 246,7 + 11,5 % con respecto al
control, donde el manganeso estaba ausente. Resultados similares se han descrito para endoglucanasas
de Streptomyces misionensis PESB-25 que alcanzé actividades relativas de 161,2 y 201,5 % en
presencia de Co™ y Mn®* (2 mM), respectivamente [29]. Ademds, se observé un efecto positivo sobre
carboximetilcelulasas de Bacillus mycoides S122C 'y B. pumilus S124A con Mn** y Co™*; sin embargo,
las actividades enzimdticas informadas fueron similares a sus respectivos controles [2, 30]. La

actividad celulolitica de un Bacillus spp. se mejoré (124 %) en presencia de Mn>* 5 mM [31]. De
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Figura 7. (a) Efecto de diferentes iones metdlicos, inhibidores y tensioactivos en el coctel celulolitico. La actividad
enzimdtica se midi6 a 60 °C y pH 6 en presencia de iones metédlicos, EDTA, SDS y Tween 80 a una concentracién final de 5

mM, y de PEG 4000 a 0,25 g/L. (b) Efecto de concentraciones crecientes de Mn2* en la actividad endoglucanasa. El control,
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considerado como 100 % de actividad enzimética, se ejecuté simultdneamente bajo las mismas condiciones, pero en ausencia

de suplementos. Las barras de error representan la desviacion estandar calculada a partir de tres experimentos independientes.

Letras similares no son significativamente diferentes entre si (prueba de Tukey, p < 0,05).

.. . . . . ., . , ., 2.
manera similar, Gaur y Tiwari [28] informaron la activacién enzimdtica después de la adicién de Ca™"

y Mg® (10 mM) a la mezcla de reaccién de una celulasa termoestable purificada de Bacillus
vallismortis RG-07. Sin embargo, el manganeso produjo una reduccién en esta actividad enzimadtica de
76,9 y 61,9 % en presencia de Mn®* 5 y 10 mM, respectivamente, mientras que no se evalué el
cobalto. En contraste, Zn** y Mn** (10 mM) redujeron fuertemente la actividad de CMCasa de
Bacillus sp. C1 [13], mientras que el manganeso también produjo un efecto negativo en las celulasas

producidas por B. amyloliquefaciens DL-3 [19] y en las xilanasas de Bacillus halodurans S7 [32].

Los iones metdlicos pueden requerirse como cofactores para la actividad enzimitica o como
componentes del complejo enzimdtico. También se ha informado que aumentan la unién del sustrato y
la estabilidad del sitio catalitico [13, 28]. Es importante sefialar que los residuos agroindustriales
contienen numerosas impurezas, como iones metalicos, que pueden inhibir la actividad enzimatica.
Por lo tanto, la tolerancia del coctel enzimatico de Bacillus sp. ARO3 a diferentes iones metalicos es

una caracteristica de interés para aplicaciones de biorefineria.

La estructura y funcién de la proteina podrian verse afectadas negativamente por altas concentraciones
de NaCl, lo que es particularmente importante para las proteinas provenientes de microorganismos no
tolerantes a sales [33]. La evaluacién de concentraciones crecientes de NaCl sobre las endoglucanasas
de ARO3 mostr6 que la actividad enzimética no fue afectada en presencia de NaCl 0,1 M y retuvo mds

del 60 % de la actividad en ensayos que contenian NaCl hasta 2 M (Tabla 5).

NaCl [M] Actividad
0 100.0 £ 1.1
0,1 100,2 +4.8
0,5 81,5+29
Tabla 5. Efecto del aumento de la concentracién de NaCl en el cictel celulolitico de
! 70213 Bacillus sp. ARO3. Las reacciones enzimadticas se realizaron a 60 °C durante 30 min. El
L 62217 valor de referencia, sin NaCl, representa el 100%. Los resultados se representan mediante
2 61,6 £2,8

los valores medios + desviacion estdndar de tres ensayos independientes.

Finalmente, las enzimas celuloliticas de Bacillus sp. ARO3 no fueron afectados por la adicién de
Tween 80, mientras que se observaron efectos moderados sobre las mismas después de la adicién de

EDTA (89,6 + 8,5 %), SDS (78,0 £ 7,3 %) y PEG 4000 (75,6 + 3,1 %) (Fig. 7a). Todas estas
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propiedades son indicativas del potencial tecnolégico de las enzimas producidas por Bacillus sp.

ARO3, y constituyen el punto de partida para su evaluacion sobre sustratos de origen agroindustrial.

Las enzimas extracelulares producidas por Bacillus sp. ARO3 mostraron

actividad hidrolitica sobre carbohidratos complejos presentes en la

biomasa vegetal, con valores dptimos de actividad y estabilidad en rangos de

temperatura moderados y de pH ligeramente acido.

2.3.7 Andlisis de Nativo-PAGE y zimograma

El extracto celulolitico de la cepa ARO3 se sometié a PAGE nativa, y la tincién con Coomassie Blue
revelé miltiples bandas en un rango de 50 a 500 kDa para el sistema electroforético usado. Por otro
lado, el anélisis zimogréfico reveld tres bandas con actividad de celulasa con una masa molecular de
alrededor de 286, 208 y 157 kDa (Fig. 8). El perfil zimografico de otros Bacillus spp. celuloliticos
presentd proteinas de alto PM. Singh y colaboradores [25] informaron una carboximetilcelulasa de
Bacillus sphaericus JS1 con un peso molecular (PM) de 181 kDa, mientras que Shoseyyov y Doi [26]
aislaron una celulasa con un PM > 272 kDa de Clostridium cellulovorans. En contraste, se
describieron diez bandas que oscilaban entre 80 y 216 (PM) con actividad de CMCasa para el
sobrenadante del cultivo de Paenibacillus curdlanolyticus cepa B-6 después de un andlisis zimografico

de PAGE nativa [27].

P-AR03 Z-AR03

M
440 kDa
—_———
212 KDa 286 kDa
208 kDa
157 kDa
140 kDa .
—

Figura 8. Perfil proteico y zimogréfico del céctel celulolitico de Bacillus

66 kDa . - sp.ARO3 desarrollado en 10 % ND-PAGE. Linea M, marcadores de peso
molecular; linea P-ARO3, protefnas visualizadas mediante tincién con Coomassie
— Blue; linea Z-ARO3; tincién con Rojo Congo para revelar celulasas.
—
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2.4 Conclusiones

En este trabajo se estudi6 la produccion de endoglucanasas por Bacillus sp. AR03 mediante un disefio
estadistico de los componentes del medio de cultivo. Se demostr6 que el uso de CMC en
concentraciones del 3 % y del 1 % combinado con azicares simples, permitieron obtener los mayores
valores de produccién enzimdtica. La utilizacién de sustratos solubles puede compensar parte de su

costo ya que facilitan las condiciones operativas de cultivo y el downstream del bioproceso.

Se realizé la evaluacién del cdctel celulolitico de Bacillus sp. ARO3 en condiciones de proceso
aplicables al desarrollo de sistemas biocataliticos potencialmente eficientes en biotransformaciones,
mediante la evaluacién de las condiciones de reaccion y las propiedades de estabilidad de la actividad
de endoglucanasa, demostrando que esta cepa es capaz de producir biocatalizadores potencialmente

robustos para aplicaciones de biorrefineria.
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Capitulo 3

3.1 Introduccion

El etanol celulésico como bioproducto presenta un alto balance energético neto positivo, ademds de
que su ciclo de vida es complementario y no competitivo con las cadenas mundiales de produccién de
alimentos y piensos. Por ello, es un combustible renovable con potencial de reemplazar los
combustibles fésiles. Mds importante, puede producirse a partir de residuos agroindustriales y de
residuos sélidos municipales, serrin y astillas de madera, materias primas que contienen celulosa,
hemicelulosas, lignina y cantidades menores de componentes extractivos de baja masa molar y ceniza
[1-4]. Los polisacdridos de la biomasa lignoceluldsica pueden hidrolizarse en azicares para ser
convertidos en combustibles, productos quimicos y materiales. En este contexto, la produccion de
etanol celuldsico contribuye a generar beneficios sociales a partir de la intensificacién de practicas
agroindustriales sostenibles, factor clave en el fortalecimiento de las bases de una nueva economia

basada en bioprocesos o bioeconomias [3, 5].

Debido a la alta asociacién que existe entre sus tres principales componentes macromoleculares, son
necesarios pretratamientos para deconstruir la organizacion de la pared celular de la lignocelulosa, con
el objeto de exponer los polisacdridos a la hidrélisis enzimdtica [6]. Entre los métodos de
pretratamiento disponibles, la explosién por vapor ha sido uno de los mas utilizados porque puede
ajustarse a diferentes tipos de biomasa, es capaz de producir sustratos con bajo contenido de
hemicelulosa, disminuye el grado de polimerizacién de los glucanos, puede ser operado en alta carga
de sélidos y produce sustratos lignificados que son susceptibles a la hidrélisis y la fermentacién [7, 8,
6]. En comparacién con los métodos de pretratamiento alternativos, las ventajas de la explosién por
vapor (EV) incluyen un impacto ambiental significativamente menor, una inversién de capital menor y
menos sustancias quimicas de proceso peligrosas [9]. Este pretratamiento consiste en calentar la
biomasa con vapor saturado, seguido de una descompresién repentina del sistema presurizado; el
vapor penetra en el material lignocelulésico y se condensa para formar agua liquida dentro de las
fibras. Después de la descompresion repentina, el agua se evapora rapidamente generando literalmente
una explosion dentro de las fibras [10, 11]. Por otro lado, la alta temperatura conduce a la hidrélisis de
los grupos acetilo y el acido acético liberado cataliza la hidrélisis de polisacéridos, principalmente
hemicelulosas, en un proceso conocido como autohidrolisis [12]. Ademads, también ocurre una

degradacion parcial o transformacion de lignina [13].

Con el fin de obtener un material accesible a la hidrdlisis enzimdtica y que permita una recuperacion
adecuada de los componentes de la lignocelulosa, es esencial la realizacién de un estudio detallado de
las condiciones de pretratamiento para disefiar un proceso de explosion por vapor eficiente para cada
tipo de material lignoceluldsico. Entre los disefios para la optimizacidn de pretratamientos de bagazo y
de RAC de caiia de azicar, se han descripto la extraccién alcalina fria, la licuefaccién hidrotérmica, la
extrusion y los pretratamientos dcido y con alcoholatos [14-18]. Se ha demostrado que la utilizacién de

explosién por vapor de bagazo de cafia de azicar ha sido extensamente descripta como un método
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eficiente [19-23]. Sin embargo, el pretratamiento y utilizacién de los residuos de cosecha han sido
menos desarrollados, y la literatura estd principalmente limitada a ensayos en condiciones de
temperatura y tiempo discretos, sin indagar sobre lo que sucede a nivel estructural y molecular y sin
optimizacién de las mismas [2, 24]. Por ello, y considerando la relevancia regional de los residuos de
cosecha de la cafia de azicar, este trabajo enfoca el necesario estudio y optimizacién simultdnea de los

factores que afectan el pretratamiento, mediante el uso de disefios experimentales estadisticos.

Una vez pretratada, la biomasa es hidrolizada para convertir los carbohidratos en aziicares
monoméricos, que pueden ser fermentados por microorganismos, principalmente levaduras. Hacia el
desarrollo de un proceso potencialmente rentable, la produccién de enzimas y posterior hidrdlisis
enzimdtica (HE) son etapas criticas. La hidrdlisis requiere de celulasas y actividades enzimaéticas
complementarias para degradar completamente la estructura compleja de la lignocelulosa, tales como
xilanasas y beta-xilosidasas. Es necesario considerar que después del pretratamiento con EV, el
sustrato contiene una proporcién significativa de hemicelulosa insoluble y xilo-oligémeros solubles,
los cuales han mostrado tener un efecto inhibitorio sobre la hidrélisis de celulosa [25]. Es importante
tener en cuenta también el efecto de barrera fisica de la hemicelulosa, lo que limita la accesibilidad de
las enzimas a la celulosa [26]. Por lo tanto, el uso de las xilanasas como enzimas accesorias ha
mostrado mejorar significativamente la hidrdlisis de xilano y de la celulosa, contribuyendo de esta
manera a la reduccion de las dosis enzimdticas necesarias en la operacién [27, 28]. El desarrollo de
nuevas formulaciones de cécteles enzimaticos incluye la bisqueda de nuevas enzimas y /o mezclas
que permitan reducir la carga enzimdtica en la conversién de biomasa. Esto ha reeditado la
importancia biotecnoldgica de las xilanasas, e impulsado la necesidad de identificar nuevas y

eficientes especies enziméticas.

El presente capitulo desarrolla aspectos incluidos en los objetivos especificos II y III. El trabajo
realizado abarca la optimizacién de pretratamiento de explosién por vapor de bagazo y de RAC de
cafia de azucar por medio de la metodologia de Superficie de Respuesta, lo que permitié definir las
condiciones requeridas para generar sustratos hidrolizables y fermentables. El material pretratado de
acuerdo a condiciones optimizadas, fue posteriormente hidrolizado (sacarificacién) utilizando mezclas
enzimaticas comerciales con extractos enzimaticos producidos por las cepas Bacillus sp. ARO3,
Bacillus sp. AR17 y Paenibacillus sp. AR247. El flujo de trabajo que se muestra en la Figura 1,

condujo a generar los datos para seleccionar una opcién prometedora desde una perspectiva técnica.
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EXPLOSION POR VAPOR

RAC y Bagazo | >

Andiicis de 1 l
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Figura 1. Flujo de trabajo desarrollado para optimizar el pretratamiento de explosién por vapor de material lignocelulésico
de relevancia regional y su posterior sacarificacion, la cual fue realizada con mezclas enzimadticas definidas con extractos

producidos a partir de cepas bacterianas aisladas en este trabajo de Tesis.
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3.2 Materiales y métodos
3.2.1 Materias primas y pretratamiento

Las muestras de bagazo y de residuo agricola de cosecha (RAC) de cafia de azidcar fueron
amablemente suministradas por EEAOC (Estacién Experimental Agroindustrial Obispo Colombres).
Ambos materiales se lavaron con agua, se secaron a 40 °C hasta un contenido de humedad préximo al
10 % y se almacenaron en un lugar seco hasta su uso. Para los pretratamientos, el RAC se cort6 a un

tamaiio de particula de 10-12 cm y el bagazo se utilizé sin modificar.

La explosién por vapor (EV) se llevé a cabo en una unidad de lote equipada con un reactor de 2 L. Se
realiz6 una impregnacién con agua remojando 125 g (en base seca) de biomasa en 1,5 L. de agua
durante la noche. Luego, el liquido en exceso se elimind por filtracién y el contenido de humedad
resultante de la materia prima impregnada fue ~ 60 %. El reactor de presidon se precalenté a la
temperatura establecida de pretratamiento con vapor saturado, y se necesitaron menos de 60 segundos
para que el material alcanzara la misma; luego, se inici6 el conteo de tiempo. EIl material explotado se
recuperd en un ciclén conectado a la salida del reactor, se enfrié a aproximadamente 40 °C y se filtr6
para recuperar tanto la fraccién liquida como la sélida. Las fracciones sélidas (s6lidos insolubles en
agua, WIS por sus siglas en inglés) se lavaron con 5 L de agua destilada para eliminar el
prehidrolizado restante y se almacenaron himedas en bolsas de pléstico a 4 °C hasta su posterior
procesamiento. Se analizaron la composicion de los WIS y se utilizaron como sustratos en las pruebas
de digestibilidad enzimatica. Las fracciones liquidas se analizaron para determinar azicares, acido
acético, compuestos fendlicos y productos de degradacién de azdcares como 4cido férmico, furfural y

5-hidroximetilfurfural (HMF).

La severidad de los pretratamientos se expresd en términos del factor de severidad (FS), que permite
una interpretacion generalizada de los efectos causados por la temperatura y el tiempo. Se define de

acuerdo a Lavoie et al. [29]:

T—-Tref

FS =log [t * exp( Taoe

)] Ec. (1)

donde T representa la temperatura en °C, T,s es la temperatura de referencia, usualmente 100 °C, y t es

el tiempo en min.
3.2.2 Diserio estadistico de experimentos

Las biomasas lignocelulésicas fueron pretratadas en diferentes condiciones operacionales de acuerdo
con un diseno central compuesto (DCC) rotable (a0 = 1,6818), que incluy6 tres repeticiones en el
centro del dominio seleccionado para cada factor en estudio. Esto implicé un total de 11 ensayos para
cada materia prima, que fueron realizados en orden aleatorio. Las condiciones de temperatura y tiempo
ensayadas (variables independientes o factores), fueron 185-215 °C y 5-15 min para el caso del bagazo

y 180-200 °C y 10-20 min para el RAC. Los datos experimentales se analizaron mediante metodologia
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de superficie de respuesta mediante el software estadistico Statgraphics Centurion XVI (StatPoint
Technologies, Inc.), para describir el efecto de la temperatura y del tiempo de los pretratamientos
sobre la composicion y digestibilidad enzimdtica de las biomasas lignoceluldsicas. Los resultados
generados fueron analizados aplicando el método con el mismo software, y se optimizaron las
condiciones de temperatura y tiempo del pretratamiento de cada biomasa para obtener
simultidneamente un maximo de rendimiento global de glucosa y xilosa. Finalmente, se realizaron los
ensayos en las condiciones optimizadas y las fracciones liquida y sélida fueron procesadas como se

describe a continuacion.
3.2.3 Caracterizacion de los pretratamientos

Después de los pretratamientos, las fracciones WIS lavadas se secaron a 45 °C y se molieron a un
tamafio de particula de 1 mm para el andlisis de la composicién. El contenido de humedad y la
composicién quimica se analizaron segin los métodos que se describen en la secciéon 3.2.8. Los
valores de recuperacion de sélidos (RS) se estimaron como el peso seco de WIS restante después del
pretratamiento referido a 100 g de materia prima (b.s.). La recuperacion de celulosa, hemicelulosa y

lignina en el WIS se calcul6 de la siguiente manera:

g del componente en 100 g de WIS

Recuperacion de componente (%) = xRSx100 Ec.(2)

g del componente en 100 g de materia prima

El contenido de azidcares (xilosa, glucosa, arabinosa, manosa y galactosa) de las fracciones liquidas se
determin6 mediante HPLC antes y después de una hidrélisis dcida realizada con acido sulfirico (3 %,
p/p) a 121 ° C durante 30 min. La recuperacién de azicares en las fracciones liquidas se estimé de

acuerdo a:

g de azicar en fraccién liquida

Recuperacion de azicar en liquido (%) = 100 Ec. (3)

g de azlicar en materia prima

Los ensayos de hidrdlisis enzimética estdndar se llevaron a cabo usando WIS himedo al 5 % (p/p) de
carga sélida total y una mezcla de la siguiente preparacion enzimdtica: 15 UPF/g sustrato de celulasas
(Celluclast 1.5 L, Sigma-Aldrich) y 15 Ul/g sustrato de B-D-glucosidasa (Novozym 188, Sigma-
Aldrich). La hidrdlisis enzimdtica (HE) se realiz6 en tampdn de citrato sédico 0,05 M (pH 4,8), a 50
°C y 150 rpm en un volumen de 20 mL, usando matraces Erlenmeyer de 100 mL. A las 72 h, las
enzimas se inactivaron en un bafio de agua hirviendo durante 5 minutos y los sobrenadantes se
recuperaron por centrifugacion a 10.000 g para determinar el contenido de azicares por HPLC. Los
blancos de las mezclas enzimdticas se procesaron simultineamente. Todos los experimentos se
realizaron por duplicado y se utilizaron como controles las hidrdlisis de las materias primas no

tratadas.

El rendimiento de hidrdlisis enzimética (YHE) se estimé6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

contenido de glucosa (o xilosa)liberado durante la hidrélisis enziméatica

YHE (%) = x 100 Ec. (4)

contenido potencial de glucosa (o xilosa)en WIS
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donde el potencial de glucosa en el WIS se consideré como contenido total de glucosa en el sélido

pretratado.

Se define rendimiento global (OY, por sus siglas en inglés, overall yield) de glucosa (xilosa) como la
cantidad de glucosa (xilosa) liberada tanto en el pretratamiento (en la fraccién liquida) como en la
hidrdlisis enziméitica estdndar, referida a la cantidad de azicar en la materia prima, expresada en

porcentaje. Se calcula con la siguiente férmula:

g gluen HE X RS+ g glu en fraccién liquida
) — g WIS (b.s.) ! gmateri.a pri]lna (b.s.) x 100 Ec. (5)
g glu en 100 g materia prima

Rendimiento global glucosa (%

Los so6lidos obtenidos de los pretratamientos en las condiciones dptimas se secaron al vacio y se
revistieron con particulas de oro usando un revestidor por pulverizacidn catédica para observacion por

microscopia electronica de barrido (MEB) usando un ZEISS Supra 40VP (CIME, Argentina).
3.2.4 Produccion y cuantificacion de extractos crudos para sacarificacion

Se utilizaron los extractos crudos de Bacillus sp. ARO3, Bacillus sp. AR17 y Paenibacillus sp. AR247
para hidrolizar las biomasas pretratadas. Para ello, la produccién enzimdtica de cada cepa se llevé a
cabo en un reactor tanque agitado de 1 L operado en lote (Biostat B plus, Sartorius, Alemania), con un
in6culo del 10 % (v/v) a 30 °C, 200 rpm y 1 vvm de aire. La produccién de Bacillus sp. ARO3 se
realizé durante 72 h en el medio de cultivo compuesto por (en g/L): sacarosa 10, CMC 10, peptona de
caseina 8,5, peptona de soja 1,5, NaCl 2,5 y K,HPO, 1,25. Los extractos enzimdticos de Bacillus sp.
ARI17 y Paenibacillus sp. AR247 se cosecharon luego de 5 dias de fermentacién en el siguiente medio
(en g/L): Na,HPO, 0,35, KH,PO, 0,10, (NH,),SO, 0,50, MgCl,.6H,0 0,5, NaNO; 0,10, CaCl, 0,30,
extracto de levadura 0,10, xilano de abedul 5 [30]. El crecimiento y la produccién de enzimas se
evaluaron diariamente. El caldo conteniendo las enzimas extracelulares (extracto crudo) fue separado
por centrifugacién a 8.000 rpm durante 30 min a 4 °C; las proteinas se precipitaron con solventes
organicos (etanol 2:1; acetona 1:1), y posteriormente resuspendidas en solucién tamp6n fosfato pH 6
(100 mM) para ser finalmente liofilizadas. Este procedimiento permitié conservar las proteinas y
también facilité la concentracidon de las mismas, ya que se resuspendieron en tampén fosfato pH 6
(100 mM) en volumen final para obtener una concentracién de 5 o de 10 veces. Se cuantificaron la
actividad endoglucanasa, xilanolitica y el contenido de proteinas de cada extracto crudo concentrado.
Estos extractos concentrados fueron utilizados para la sacarificacién de las biomasas pretratadas, como
se describe en las proximas secciones. La actividad xilanolitica se determiné siguiendo el método
descrito en la seccién 1.2.4. La determinacién de proteinas se realizé siguiendo el método del 4cido
bicinconinico (BCA), usando el reactivo BCA™ Protein Assay Kit (Pierce) y como estandar albimina
de suero bovino (0,125-2,000 mg/mL). Todas las muestras se analizaron por triplicado y se calcularon

los valores medios y la desviacién estandar.
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3.2.5 Ensayos de sacarificacion de las fracciones liquidas

Las fracciones liquidas obtenidas en condiciones de pretratamiento 6ptimas fueron llevadas a pH 6 con
NaOH 5 N. El liquido resultante se mezcld con una solucidén tampén fosfato-citrato 10X (1M) en una
relacién 9:1, para obtener muestras tamponadas a pH 6 (100 mM). En tales condiciones se realizaron
las reacciones de hidrélisis enzimdtica para liberar mondmeros con los extractos crudos concentrados

de Bacillus sp. ARO3, Bacillus sp. AR17 y Paenibacillus sp. AR247.

Las reacciones de sacarificacion se llevaron a cabo durante 30, 60, 90 min y 6 h. Para ello, 800 uL de
reaccién en microtubos de 2 mL se agitaron en termomixer a 800 rpm a 50 °C. La mezcla de reaccién
contenia (por mL de reaccion) 3, 6, 9 Ul xilanasas (AR03, AR17 y AR247) (X), y B-D-xilosidasas E-
BXSR (Megazyme, EEUU) (BX) en relaciones X: BX 1:1, 2:1, 6:1, 1:2. Una vez finalizado el tiempo
de reaccidn, las enzimas se inactivaron en bafio de agua hirviendo durante 5 minutos y los
sobrenadantes recuperados por centrifugacién (10.000 x g) se usaron para determinar los azicares
liberados por HPLC. Se procesaron en simultianeo los blancos de las enzimas y de las fracciones

liquidas. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.
3.2.6 Ensayos de sacarificacion de las fracciones solidas

Se realiz6 utilizando cdcteles de las enzimas comerciales Celluclast 1.5 y Novol88 (Sigma-Aldrich),
suplementadas con extracto crudo enzimdtico de Bacillus sp. ARO3, Bacillus sp. AR17 y de
Paenibacillus sp. AR247. Los ensayos de hidrélisis enzimdtica se realizaron en 1 mL utilizando
microtubos de 2 mL conteniendo 20 mg de WIS; 5 UPF/ g sustrato de Celluclast 1.5; 5-30 Ul/g
sustrato de Novo 188 y 25-100 Ul de xilanasas (AR03, AR17 y AR247) / g sustrato en tamp6n fosfato
pH 6,0 (100 mM) y azida sédica (3 mM). Las reacciones se realizaron a 40 y 50 °C bajo agitacién
constante en termomixer (800 rpm), durante 3 y 24 h. Una vez finalizado el tiempo de reaccion, las
enzimas se inactivaron en un bafio de agua hirviendo durante 5 minutos y los sobrenadantes
recuperados después de centrifugacién (10.000 x g) se usaron para determinar los azicares liberados
por HPLC. Los controles fueron las reacciones enziméticas s6lo con las enzimas comerciales. Todas

las determinaciones se realizaron por duplicado.
3.2.7 Actividades enzimdticas

Actividad sobre papel de filtro (UPF): Se determiné de acuerdo a IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry), utilizando como sustrato una tira de papel de filtro (PF) Whatman N° 1
(1x6 cm) en tampdén citrato 50 mM a pH 4,8 y 50 °C. Se incubaron 0,5 mL de enzima
convenientemente diluida, con 1 mL de tampdn citrato y PF enrollado en un tubo de vidrio de 15 mL,
durante 60 min. Luego se afiadieron 3 mL del reactivo de DNS, se agit6 y se dejo en bafio de agua
hirviendo durante 5 min. Los tubos se enfriaron con agua fria, se tomaron 200 uL. de la reaccién y se
mezclaron con 2,5 mL de agua. Se agit6 por inversion hasta obtener una mezcla homogénea, y se ley6

la absorbancia del sobrenadante a 540 nm frente al blanco (reaccion con agua en lugar de enzima). La
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curva patrén se realizé con glucosa (2; 3,35; 5 y 6,7 mg/mL) repitiendo los pasos anteriores sin la

incubacién a 50 °C, y agregando glucosa en lugar de enzima.

Actividad p-glucosidasa: se midié a 50 °C durante 30 min usando una solucién de celobiosa (Sigma-
Aldrich) 15 mM en tampon citrato 50 mM a pH 4,8 como sustrato. Se mezclaron 1 mL de al menos 3
diluciones de la muestra conteniendo enzima con 1 mL de la solucién sustrato en tubos de vidrio. La
reaccién se detuvo introduciendo las muestras en agua hirviendo durante 5 min; se enfriaron los tubos,
y se cuantificé la glucosa con un método enzimatico, utilizando el kit Glucose (HK) Assay Kit

(Sigma-Aldrich). Se realizaron los blancos de sustratos y de enzima.

Actividad B-xilosidasa: se valor6 a 50 °C usando p-nitrofenil-B-D-xilopiranésido PNPX 10 mM en
tampon citrato 50 mM pH 5, en una microplaca donde se mezclaron 0,04 mL de sustrato y 0,04 mL de
enzima diluida y se incubaron durante 30 min. La reaccion se detuvo afiadiendo 200 puL. de carbonato

sodico 2 % y se midi6 la absorbancia a 400 nm. La curva patrén se realizé con p-nitrofenol (0-10

ug/mL).

Actividad endoglucanasa y xilanolitica (endoxilanasas): se determinaron de acuerdo a técnica

descripta en seccién 1.2.4 (Capitulo 1).
Proteinas: Se llevé a cabo con el kit comercial BCA™ Protein Assay Kit (Pierce).
3.2.8 Métodos analiticos

La composicion de la materia prima y de la biomasa pretratada se determinaron de acuerdo con Sluiter
et al. [31], siguiendo los protocoloss determinados por la National Renewable Energy Laboratory
(NREL). Los extractivos se determinaron como el material solubilizado después de una extraccién con
etanol y agua en un sistema de extracciéon por solvente acelerado Dionex (ASE 200). Las cenizas se
determinaron a partir de la calcinacion del material a 575 °C durante 8 h. Los azicares se
determinaron mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) usando un cromatégrafo de
liquidos Waters 2695 (Milfors, MA) equipado con detector de indice de refraccion y una columna de
andlisis de hidratos de carbono Carbosep CHO-782 (Transgenomic, Omaha, NE), que funcionaba a 70

°C. Como fase movil se utilizé agua desionizada con un caudal de 0,6 mL / min.

Furfural, 5-hidroximetilfurfural (HMF), 4-hidroxi-benzaldehido, 4dcido cumadrico, acido ferilico y
vainillin se analizaron por HPLC equipado con un detector de arreglo de diodos A1050 (Agilent,
Waldbronn, Alemania), usando una columna de intercambio catiénico HPX-87H de exclusién de iones
Aminex (Bio-Rad Labs, Hercules, CA) a 65 °C. Como fase mévil, 89 % de H,SO, 5 mmol/L y 11% de
acetonitrilo a una velocidad de flujo de 0,7 mL/min. El &4cido acético y el dcido férmico también se
cuantificaron por HPLC (Waters, Milfors, MA) usando un detector de indice de refraccién 2414
(Waters, Milfors, MA) y una columna Bio-Rad Aminex HPX-87H (Bio-Rad Labs, Hercules, CA)

mantenida a 65 °C con una fase mévil de H,SO4 5 mmol/L a una velocidad de flujo de 0,6 mL / min.
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3.3 Resultados y discusion
3.3.1. Caracterizacion de las biomasas

La determinacién de la composicién quimica del material lignocelulésico es un requerimiento
fundamental, ya que la conversion de la biomasa vegetal en biocombustible depende del contenido en
carbohidratos y de la estructura caracteristica del material lignoceluldsico utilizado (Fig. 1). Los
resultados de la composicion del bagazo y RAC de caia de aziicar sin pretratar fueron referidos como
porcentajes de celulosa, hemicelulosa, lignina y ceniza con respecto al peso seco (Tabla 1). El bagazo
presenté un mayor contenido de carbohidratos con respecto al RAC, 689 % y 543 %

respectivamente, tendencia también observada por Ferreira-Leitao et al. [2] para estas biomasas.

Tabla 1. Principales constituyentes del bagazo y del RAC de cafia de azicar. Se muestran los valores medios y

las desviaciones estandares calculados a partir de tres ensayos independientes.

Cm;p&'f;‘)‘tes BAGAZO RAC
Celulosa 427+1,8 32,5+1,3
Hemicelulosa 26,2+ 1,1 21,8+ 0,6

xilano 23,6 +1,1 19,5+0,5

arabinano 2,6+0,0 2,7+0,1

Lignina acido insoluble (LAI) 19,2+1,0 14,8 +0,3
Lignina acido soluble (LAS) 44 +0,1 0,8 £0,0
Cenizas 3,9+0,2 13,8 +0,1
Extractivos 2,8+0,3 154+0,8
Grupos acetilo 2,6+ 0,1 1,4+£0,0

El contenido de celulosa y hemicelulosa de RAC de caia de azicar fue reportado en un rango entre el
31,7 y el 43,0 % y del 18,4 a 30,6 %, respectivamente [32, 33, 18]. En el caso del bagazo, se ha
descripto un contenido de celulosa de 32,0 — 45,0 % y de hemicelulosa de 27,0 - 32,0 % [34, 35, 36,
32]. Con respecto a la lignina de bagazo, la proporcién observada (23,6 %) se encuentra dentro de
rangos tipicos, como los informados por Soccol et al. [34] y Canilha et al. [32], 20,0 — 24,0 % y 19,1 -
32,4 %, respectivamente. Por otro lado, los valores de lignina encontrados en nuestras muestras de
RAC fueron relativamente bajos comparado con la mayor parte de los reportes bibliograficos,

superiores al 20 % [32, 24, 37, 18], aunque fueron similares a los descriptos por Carvalho et al. [38].

El RAC present6 valores de cenizas y extractivos mds altos que el bagazo (13,8 %), lo cual puede
deberse a los compuestos inorgdnicos endégenos en esta biomasa, asi como al polvo, suelo y otros
desechos acumulados en la cafna de azicar de la que se deriva el RAC y de su almacenamiento al aire
libre. Autores como Pratto et al. [37] y Canilha et al. [32] también encontraron valores altos para

componentes inorgdnicos, reportando 8,7 - 11,7 % de cenizas en RAC de caifia de azicar. En cambio,
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el valor de cenizas aqui reportado para el bagazo (3,9 %) se encuentra dentro de los porcentajes
publicados por otros autores [34, 32]. En este sentido, Kuster Moro et al. [18] informan un mayor
contenido de cenizas y extractivos en bagazo con respecto a los residuos de cosecha analizados. La
variacion de la composicién relativa de los componentes de biomasas similares no es un hecho aislado,
ya que las principales fracciones de materiales lignocelulésicos dependen de muchos factores, tales
como la genética vegetal, el entorno de crecimiento y las condiciones de procesamiento, ademds de los

métodos empleados para el andlisis de la composicion [39].

Teniendo en cuenta los objetivos planteados, el contenido en

carbohidratos de bagazo y de residuo postcosecha de cara de azicar

indica que las wmaterias primas analizadas presentan un potencial
apropiado para la produccion de azicares fermentables y, en consecuencia, para
sustentar el desarrollo de una plataforma de produccion de biocombustibles y otros

quimicos.

3.3.2. Explosion por vapor de bagazo y residuos post-cosecha de cariia de aziicar

Las condiciones operacionales de pretratamiento de explosidon por vapor se investigaron utilizando la
Metodologia de Superficie de Respuesta. Para ello, se realiz6 un Disefio Central Compuesto (DCC)
rotable, con 3 puntos centrales, que generd 11 ensayos para cada biomasa. Las Figuras 2 y 3 muestran

el aspecto fisico de las biomasas luego del pretratamiento.

El rendimiento de la recuperacién de sélidos basado en el peso inicial de la biomasa (% RS), vari6
entre 51 y 55 % a las temperaturas mas altas (ensayos 4’ y 10), y entre 77 y 88 %, en las condiciones
mas suaves (ensayos 5y 7°) para el RAC y el bagazo (Tabla 2). Oliveira et al. [24] observaron una
recuperacion del 56 % de RAC de cafia de azicar procesado a 200 °C y 15 min; mientras que para
bagazo pretratado con explosidn por vapor en condiciones suaves (~ 190 °C), se reportaron valores de

RS entre 62 y 68 % RS, inferiores a los obtenidos en este trabajo [20, 40, 41, 23].

El anilisis de la composicion de los sélidos insolubles 0 WIS antes y después de los pretratamientos,
reveld diferencias significativas en el contenido de celulosa y hemicelulosa del material biomasico
antes y después del pretratamiento (Tablas 1 y 2, respectivamente). Estas diferencias indican una
solubilizacién de la hemicelulosa después del pretratamiento y, como consecuencia, una reduccién de
la masa total de material insoluble (bajos % RS). Estos resultados concuerdan con la tendencia
reportada en la literatura [20, 42, 43, 23]. Por lo tanto, el pretratamiento de estas biomasas por EV

condujo a un enriquecimiento relativo de celulosa y lignina en el WIS debido a la eliminacién de HC y
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178.8 °C 10 min 185 °C 5 min

200 °C'10 min 200 °C 17.1 min

200 °C 2,9 min

215 °C 15 min

Figura 2. Fotografias del bagazo de cafia de azicar sin pretratar y después de someterse a diferentes condiciones de

explosidn por vapor.

de los extractivos del solido (Tabla 2). En condiciones temperaturas entre 200 °C y 221 °C (ensayos 6,
8 y 10), se obtuvieron fracciones WIS de bagazo con el mdiximo contenido de celulosa,
aproximadamente 61 %, ya que en esas condiciones se alcanzé una alta solubilizacién de azicares

hemicelulésicos que llegaron a valores < 11 % en WIS (Tabla 2). En el caso del RAC, se generaron
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.

175.9 °C 15 min " 180°C 10 min ~ 180°C 20 min

190 °C 7,9 min 190 °C 15 min 190°C 22,1 min

200 °C 10 min 200 °C 20 min 1 204,1 °C 15 i

Figura 3. Fotografias del RAC de cafia de azicar sin pretratar y después de someterse a diferentes condiciones de explosion

por vapor.

s6lidos conteniendo 53 % de celulosa en las condiciones de mayor severidad de los factores ensayados
(FS) (experimentos 4’ y 10°, tabla 2), lo cual también coincidié con una alta solubilizacién de HC (~

91 %, Tabla 3).
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Tabla 2. Valores experimentales de las variables temperatura y tiempo, con los factores de severidad (FS) de cada ensayo,

del disefio central compuesto para el bagazo y el RAC de cafla de azicar, y sus respectivas respuestas evaluadas:

recuperacion de sélidos (% RS) y composicion del WIS.

Ensayo ’femp%ra- Tiel.npo e RS Composicion de WIS [%]
ura [°C] | [min] [%] | Celulosa| HC | Lignina
1 185,0 5,0 3,2 85,2 48,6 23,4 23,8
2 200,0 10,0 3,9 69.3 59.4 6,7 27,2
3 200,0 10,0 3,9 67,9 60,7 8,2 26,2
4 200,0 10,0 3,9 63,0 60,6 8,2 27,1
5 178,8 10,0 3,3 88,1 48,2 21,9 24,5
Bagazo 6 215,0 15,0 4,6 61,0 61,0 1,6 30,5
7 185,0 15,0 3,7 71,9 53,5 13,7 25,4
8 200,0 17,1 42 65,6 61,7 4,1 30,5
9 215,0 5,0 4,1 66,1 60,4 3,7 29,8
10 221,2 10,0 4,6 55,4 61,7 1,7 30,9
11 200,0 2,9 3,4 79,4 52,1 16,1 26,2
' 190,0 7.9 3,5 60,6 44,0 13,9 22,3
2' 180,0 20,0 3,7 64,4 45,6 14,8 23,5
3 190,0 15,0 3,8 63,4 46,5 9,6 24,4
4 200,0 20,0 42 51,0 53,6 3,1 27,1
5' 200,0 10,0 3,9 56,2 47,7 5,0 27,6
RAC 6' 1759 15,0 3,4 72,8 40,5 20,6 21,9
7 180,0 10,0 3,4 77,5 41,5 19,8 23,0
8' 190,0 15,0 3,8 61,4 46,8 9,5 249
9 190,0 15,0 3,8 63,0 46,1 9.4 25,3
10’ 204,1 15,0 42 54,6 524 3,0 26,9
i 190,0 22,1 4,0 54,5 49,6 6,0 23,6

Bajo condiciones de pretratamiento menos severas (ensayos 1, 5,7, 11y 1°,2°,6°, 7°), el contenido de

celulosa en sélidos fue de 48 y 53 % y de 40 y 45 % para bagazo y RAC, respectivamente. Estos datos

se correspondieron con una mayor recuperaciéon de HC en sélidos con respecto a las condiciones mas

severas (Tablas 2 y 3). Esto podria significar un inconveniente para la posterior hidrélisis enziméatica

al dificultar el acceso enzimatico a la celulosa [44].

Para ambas materias primas evaluadas, todas las condiciones de pretratamiento ensayadas significaron

valores de recuperacion de celulosa en s6lido mayores al 80 %, de manera similar a lo reportado por

otros autores (70 % y 100 %). La recuperacién en sélidos de HC bajo las condiciones ensayadas aqui,

fue menor al 30 % en la mayoria de los casos, mientras que este valor fue de alrededor un 40 % para la

mayoria de los reportes previos consultados [19, 20, 22, 21, 23, 45].
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Tabla 3. Recuperacion en las fracciones de sélidos y liquidos de los componentes de la lignocelulosa. Rendimiento de
hidrdlisis enzimética (YHE) y recuperacién global de los aziicares (OY) del bagazo y RAC pretratados por EV segtn el
DCC.

Recuperacion % YHE oY
Celulosa Hemicelulosa | Lignina [%] [%]
Ensayo | Solidos Liquidos | Sélidos Liquidos | Solidos | Glucosa Xilosa Glucosa Xilosa
1 97,0 1,9 81,0 18,0 86,1 31,1 27,1 32,1 40,0
2 96,5 2,7 19,2 53,3 79,9 68,7 59,3 69,0 64,7
3 96,5 2.4 22,9 48,1 75,4 66,4 48,5 66,4 59,2
4 96,6 2,9 22,7 53,6 78,2 65,5 50,5 66,2 65,0
5 99,5 2,3 78,3 21,4 91,5 33,0 27,7 35,2 43,1
6 92,1 4,5 4,7 25,5 79,0 83,3 78,7 81,6 29,2
7 90,0 2,8 39,9 48,2 77,5 47,4 41,5 454 64,7
8 94,8 3,6 11,3 51,1 84,8 75,5 65,3 75,1 58,5
9 93,5 3,5 10,4 53,6 83,5 80,3 63,0 78,5 60,1
10 80,1 5,0 4,0 25,3 72,6 85,7 76,5 73,7 28,3
11 96,9 2,4 51,5 37,8 88,2 45,5 442 46,4 60,5
I 81,9 3,1 41,7 28,3 86,8 54,0 453 47,3 47,1
2' 90,4 3,8 46,9 35,6 97,3 46,2 37,6 45,6 53,3
3 90,6 4.4 29,5 45,7 99,3 59,2 48,3 58,0 59,9
4 84,0 44 8.4 34,8 88,8 82,7 82,9 73,8 41,8
5 82,4 4,1 14,3 45,6 99,4 78,9 67,0 69,1 55,2
6' 90,6 34 73,0 22,3 102,2 40,0 27,8 39,6 42,6
7 98.8 3,4 76,1 22,8 114,2 39,1 29,6 42,1 454
8 88,4 4,5 28,5 453 98,0 62,4 50,2 59,7 59,6
9 89,1 3,8 29,2 453 102,4 62,8 52,7 59.8 60,7
10' 90,7 4,6 8,9 35,4 94.4 87,5 79,2 84,0 42,4
I 83,0 3,9 16,8 444 82,6 71,6 64,8 63,4 55,3

Después del pretratamiento de ambas biomasas, la recuperacion de lignina alcanzé valores de 72,6 -
91,5 % para bagazo y de 82,6 - 114,2 % para RAC, lo cual indicé una pérdida moderada de este
componente como resultado del pretratamiento (Tabla 3). Otros autores informaron valores de
recuperacion en solidos de lignina entre 84 y 92,1 % para bagazo explosionado [20, 21, 22], y entre 83
y 100 % para paja de cafia de azucar [24]. En este estudio, la recuperacion de lignina a partir del RAC
pretratado fue mayor que 100 % en algunas condiciones (Tabla 3), lo cual también fue observado por
Neves et al. [23], informando valores de recuperacién de este componente de 108,1 % para bagazo
pretratado por EV. Se sabe que bajo las condiciones dcidas que producen autohidrélisis como fue
descripto durante procesos como la explosién por vapor, ocurre la despolimerizacién de lignina y
posterior condensacion de fragmentos disueltos. De esta manera, el material condensado precipita y es

recuperado en las fibras del WIS, por lo que aumenta la proporcion de lignina residual [46]. En cuanto
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a la ocurrencia de reacciones de condensacién de lignina entre sus grupos fendlicos y fragmentos de
otros compuestos aromaticos contenidos en los extractivos también es posible [12, 13]. Por lo tanto, el
resultado obtenido puede ser debido a la reorganizacién en la estructura de la lignina con
consecuencias incluso en aumento de su peso molecular. Es importante considerar que los compuestos
fendlicos originados por degradacion de lignina pueden crear inhibicién significativa en la conversion

enzimadtica de azicares de la biomasa a productos quimicos utiles [47].

Tabla 4. Concentracién de los componentes no-carbohidrato de las fracciones liquidas de los ensayos del disefio de

experimentos del pretratamiento de explosién por vapor del Bagazo (ensayos 1-11) y del RAC (ensayos 1°-11”) de cafa de

azucar.
Concentracion en liquidos [g/L]
Ensayo Ts:gp[%la- T[i;:iligo Furfural HMF ﬁ céit(ilgo F?:Ii:i(():o Val;::lli' élf.lll(lig- 1;:;(111(_’ 4];2:;;)51
rico lico dehido
1 185,0 5,0 0,02 0,00 0,51 0,07 0,01 0,14 0,01 0,03
2 200,0 10,0 0,33 0,03 0,56 1,21 0,02 0,08 0,02 0,03
3 200,0 10,0 0,36 0,02 1,17 0,23 0,02 0,13 0,03 0,03
4 200,0 10,0 0,35 0,03 1,21 0,25 0,03 0,14 0,03 0,04
5 178,8 10,0 0,03 0,00 0,56 0,56 0,01 0,01 0,01 0,02
6 215,0 15,0 1,45 0,22 2,18 0,46 0,03 0,06 0,00 0,04
7 185,0 15,0 0,15 0,01 0,79 0,15 0,02 0,08 0,02 0,03
8 200,0 17,1 0,74 0,06 1,59 0,32 0,03 0,10 0,00 0,03
9 215,0 5,0 0,71 0,05 1,69 0,39 0,03 0,14 0,00 0,04
10 221,2 10,0 1,39 0,20 1,99 0,44 0,04 0,07 0,00 0,04
11 200,0 2,9 0,08 0,01 0,87 0,16 0,02 0,02 0,01 0,03
1 190,0 7,9 0,03 0,01 0,25 0,09 0,01 0,00 0,01 0,01
2! 180,0 20,0 0,09 0,04 0,46 0,15 0,01 0,00 0,00 0,01
3 190,0 15,0 0,16 0,03 0,49 0,17 0,02 0,01 0,00 0,01
4' 200,0 20,0 0,59 0,10 0,71 0,25 0,02 0,04 0,00 0,01
5' 200,0 10,0 0,31 0,07 0,69 0,26 0,03 0,06 0,00 0,02
6' 175,9 15,0 0,02 0,01 0,21 0,06 0,01 0,00 0,00 0,01
7' 180,0 10,0 0,03 0,01 0,25 0,09 0,01 0,00 0,01 0,01
8 190,0 15,0 0,18 0,04 0,55 0,19 0,02 0,01 0,00 0,01
9' 190,0 15,0 0,21 0,04 0,57 0,20 0,02 0,06 0,00 0,02
10' 204,1 15,0 0,64 0,11 0,87 0,28 0,02 0,03 0,00 0,02
11 190,0 22,1 0,26 0,05 0,59 0,21 0,02 0,00 0,00 0,02

Con el objetivo de realizar los balances totales de materia, se llevd a cabo el andlisis de las fracciones
liquidas de cada pretratamiento ensayado. Los resultados revelaron entre el 50 % y 90 % de los
azlcares estuvieron presentes en forma oligomérica, de modo que se realizd una etapa de post-
hidrélisis para determinar la cantidad total de azucares. Como puede observarse en la Tabla 3, los

porcentajes de recuperacion total (en sélidos y liquidos) de azicares hemiceluldsicos no alcanzan el
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100 %, lo cual es indicativo de una pronunciada degradacién de los mismos en las condiciones
ensayadas, lo que en algunos casos fue de hasta 70 %. La explosién por vapor generalmente degrada la
hemicelulosa, lo que lleva a la formacién de productos tales como 4cidos aliféticos (principalmente
4cido acético y éacido férmico) y aldehidos de furano (5-hidroximetilfurfural y furfural); el HMF
también puede generarse a partir de la degradaciéon de celulosa [48]. De manera similar a la
hemicelulosa, la lignina también se degrada parcialmente a los compuestos fenélicos, que pueden crear
inhibicién significativa en la conversioén enzimdtica de azidcares de la biomasa a productos quimicos
utiles [47]. Se observd que las fracciones liquidas contenian también compuestos no azucarados
(furfural, HMF, 4cidos acético y férmico, etc) (Tabla 4). Las graficas de la Fig. 4 muestran que existe
una correlacién (R* > 0,93) entre la pérdida de HC y el factor de severidad (FS) del pretratamiento, y
entre la suma de las concentraciones de subproductos (compuestos no azucarados) y el FS. En general,
la degradacién de azicares hemiceluldsicos y la concentracion de inhibidores aumentaron con la

severidad del pretratamiento.

Los compuestos inhibidores mds abundantes detectados en los liquidos fueron acido acético, acido
férmico y furfural (Tabla 4). El 4cido acético presenté las mayores concentraciones, lo que puede
atribuirse al alto contenido de grupos acetilo en el bagazo (2,6 %), mayor que en RAC (1,4 %). Las
concentraciones mds altas de este 4cido en bagazo, superiores a 1,2 g/L. (Tabla 4), se generaron
durante pretratamientos con elevado FS, entre 3,9 y 4,6 (experimentos 3, 4, 6, 8, 9 y 10, tabla 2),
coincidiendo con la mayor solubilizacién de HC (WIS con contenido de HC entre 1,6 y 8,2 %). Este
comportamiento concuerda con lo expuesto por Fengel y Wegener [12], quienes concluyen que la
explosién por vapor a alta temperatura conduce a la hidrélisis de los grupos acetilo, liberando acido

acético que cataliza la hidrdlisis principalmente de hemicelulosas.

El furfural y el HMF se generaron en concentraciones bajas, menores a 1,4 y 0,2 g/L, respectivamente,
mientras que la presencia de dcido férmico llegd a concentraciones de 1,2 g/L. (Tabla 4). Los valores
de pH de las fracciones liquidas variaron entre 3,2 y 4,5 en las diferentes condiciones ensayadas,
correspondiendo los valores mas bajos a las condiciones mds severas (datos no mostrados). Las
concentraciones de furfural encontradas podrian explicar en parte la pérdida de azdcares
hemicelulésicos durante el pretratamiento, ya que este compuesto se forma por la deshidratacién de las
pentosas en condiciones térmicas y 4cidas [49] (ensayos 6, 10, 47,5y 10°, Tablas 3 y 4). Los mayores
valores de estos compuestos se registraron en los liquidos del bagazo pretratado bajo las condiciones
mas severas ensayadas. Si bien este comportamiento estd en concordancia con lo observado por otros
autores, las cantidades generadas de estos subproductos son bajos en comparacién con los reportados

[50, 22, 45].
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Figura 4. Grificas de correlacién entre el % de pérdida de hemicelulosa y el factor de severidad (FS) y los g/L totales de
subproductos y el FS para bagazo y RAC de cafia de azuicar pretratados por explosion por vapor a diferentes condiciones de
temperatura y tiempo, segtin el disefio de experimentos. Se muestran las lineas de tendencia con sus respectivas ecuaciones y

vaolres de R

Luego del pretratamiento EV, los subproductos furfural, HMF y dcido
férmico fueron detectados en concentraciones inferiores a las reportadas

en la literatura para bagazo de caia de azicar procesado en similares
condiciones, aunque no existen estos datos para RAC. Esto puede tener consecuencias
favorables ya que tales niveles de subproductos podrian no tener un efecto inhibitorio

en la sacarificacion y en la fermentacion alcohélica posteriores [SO].

3.3.3. Andlisis del efecto de los pardametros operacionales del pretratamiento de explosion por vapor

Los resultados del Disefio Central Compuesto (DCC) fueron utilizados para analizar los efectos de las
condiciones de pretratamiento EV en la recuperacién de solidos (% RS), rendimiento de hidrdlisis

enzimadtica de glucosa (% YHEg,), rendimiento global de glucosa (% OYgy) y de xilosa (% OYx;)
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para ambas biomasas (Tablas 2 y 3). Los valores experimentales de las respuestas se sometieron a un
andlisis de regresiéon miiltiple usando el software Statgraphics Centurion XVI. Si bien no todas las
variables o interacciones dobles de las mismas tuvieron efecto en todas las respuestas analizadas, con
la finalidad de conservar el ajuste del modelo, durante la regresion se incluyeron todos los factores y
sus interacciones. Los resultados del andlisis de varianza (ANOV A) para cada respuesta (p < 0,05) y la
falta de ajuste (p > 0,05) sugirieron que los modelos encontrados se ajustan de manera significativa. La
relacién matemadtica entre las respuestas y las variables independientes (temperatura y tiempo) puede
presentarse mediante las siguientes ecuaciones polindmicas cuadraticas de segundo grado, donde T es

la temperatura en °C, y t es el tiempo en min:

BAGAZO:
% RS = 516,75 -341*T -784*t +0,01*T> +0,03*T*t +0,07*¢
(R*=96,27% R (ajustado) = 92,53 %) Ec. (6)

. 2 2
% YHE 1,= -956,90 +8,19*T +12,84*t -0,02*T" -0,04*T*t +0,07*t

(R°=9780% R (ajustado) = 95,53 %) Ec. (7)

2 2
% OY = -130791 +12,01*T +1044*t -0,03*T° -0,03*T*t -0,11*¢

(R*=9421% R (ajustado) = 88,41 %) Ec. (8)

% OF = -~ 203466 +2539%T +38,05*t -0,06 * T -0,18*T*t -0,06*t
(R’=98,61 % R’ (ajustado) = 97,22 %) Ec. (9)

RAC:

% RS = 658,09 -501*T -564*t +0,01*T> +0,04*T*t -0,08%*¢
(R’=9537% R (ajustado) = 90,74 %) Ec. (6”)

% YHEg,= 9126  -060*T  +424%t +001*T -0,02*T*t +0,01*¢

(R°=9829% R’ (ajustado) = 95,58 %) Ec. (7°)

% OY = 14848  -264*T  +216*t +0,01*T +001*T*t -0,09*¢

(R’=98,10% R (ajustado) = 96,20 %) Ec. (8%)

% OY yy= 326367 +3302*%T +2512%t -008*T> -011*T*t -016%*¢

(R’=91,95% R (ajustado) = 83,90 %) Ec. (97)
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Los valores de R” ajustado en cada ecuacién muestran que se logré una buena concordancia entre los
datos experimentales y los pronosticados. A partir de los diagramas de Pareto de cada respuesta (Figs.
5y 6), se puede concluir que el efecto de la temperatura fue mas importante que el efecto del tiempo

de pretratamiento en la mayoria de las respuestas analizadas.

Diagrama de Pareto Estandarizada para % Recuperacion sélidos Diagrama de Pareto Estandarizada para % YHE Glu
T
| —
A A ‘ = -
; = | [
w [ «
] -
m [ -
L L L L L L L L L L L L
0 2 4 6 8 10 0 3 6 9 12 15
Efecto estandarizado Efecto estandarizado
Diagrama de Pareto Estandarizada para % OY Glu Diagrama de Pareto Estandarizada para % OY Xil
T T T T T T T
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6 9 12 15
Efecto estandarizado Efecto estandarizado

w

Figura 5. Diagramas de Pareto del DCC del pretratamiento de explosién por vapor del bagazo de cafia de azicar, para las
diferentes respuestas analizadas. A representa la Temperatura [°C] y B el Tiempo [min]. Se considerd un nivel de confianza

del 95 %

Mediante el uso de la metodologia de Superficie de Respuesta se
encontraron modelos ajustados a los datos experimentales y que
representan los efectos de las condiciones de pretratamiento EV en la
recuperacion de sélidos, en el rendimiento de hidrélisis enzimatica de glucosa y en el

rendimiento global de glucosa y xilosa para bagazo y RAC de caiia de azicar.
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Figura 6. Diagramas de Pareto del DCC del pretratamiento de explosién por vapor del RAC de cafia de azicar, para las

diferentes respuestas analizadas. A representa la Temperatura [°C] y B el Tiempo [min]. Se considerd un nivel de confianza

del 95 %.

La Fig. 7 ilustra la influencia de la temperatura y el tiempo de proceso en el % RS para ambas
biomasas. Se puede observar que cuando la temperatura ensayada toma los valores mds elevados, los
% RS disminuyen. Este hecho puede ser atribuido a la solubilizacién de otros componentes de la
lignocelulosa a condiciones severas de pretratamiento. Para esta respuesta, las graficas 3D y de
contorno muestran que los comportamientos para el bagazo y el RAC fueron diferentes, pero en ambos
casos el aumento de la temperatura limité mas significativamente la recuperacion de sélidos que el

tiempo.

Con respecto al % YHE de glucosa, tanto la temperatura como el tiempo tuvieron un efecto positivo
significativo en estas respuestas (Ecs. 7 y 7°, Figs 5 y 6). Las gréficas de superficie de respuesta
correspondientes (Figura 8) muestran que un aumento en la temperatura implica un aumento sustancial
en los % YHE, tanto en el caso del bagazo como del RAC; el tiempo de proceso afecté de manera
menos significativa el proceso de hidrdlisis (Fig. 2, 5 y 6). En la Fig. 8a, una ligera curvatura indica
que hay un punto a partir del cual el % YHEg, no aumenta debido a la temperatura. Estos resultados

estan de acuerdo con los publicados por Oliveira et al. [24], quienes demostraron que la conversién
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enzimdtica aumenté proporcionalmente con el aumento de la temperatura de pretratamiento de

explosion por vapor de RAC de cafa de azicar.

40,0-50,0
s 50,0-60,0
60,0-70,0
70,0-80,0
80,0-90,0
90,0-100,0

50,0-60,0
s 60,0-70,0

% Recuperacion sélidos
% Recuperacion de sélidos

210

T .
Tiempo [min] Tiempo [min]

Temperatura [2C] Temperatura [°C]

Figura 7. Superficie de respuesta estimada en grifica 3D y de contorno del % RS a) para el bagazo y b) para el RAC de

cafia de azicar pretratados con explosién por vapor.

A las temperaturas mas bajas ensayadas, 178,8 °C y 185 °C en el pretratamiento de bagazo y 175,9 °C
y 180 °C en RAC, independientemente del tiempo de proceso, los YHE variaron entre 30 y 46 %
aproximadamente. Oliveira et al. [24] obtuvo rendimientos mayores, del 60 %, cuando el RAC de
cafia de azucar fue explosionado a 180 °C y 15 min. Estas temperaturas, aunque produjeron sélidos
pretratados con recuperaciones de glucosa superiores al 95 % (Tabla 3), no lograron alterar la

estructura lignoceluldsica lo suficiente como para el ataque enzimatico mas facil.

% YHE Glu
0,0-10,0
= 10,0-20,0
20,0-30,0
30,0-40,0
40,0-50,0
50,0-60,0
== 60,0-70,0
== 70,0-80,0
80,0-90,0
== 90,0-100,0

% YHE Glu
% YHE Glu

12
180 1 9 1
90 200 210 230 239 6  Tiempo [min] 180 190 200 210 7 Tiempo [min]
Temperatura [°C] Temperatura [°C]

Figura 8. Superficie de respuesta estimada en gréfica 3D y de contorno del % YHE Glu a) para el bagazo y b) para el RAC

de cafia de azicar pretratados con explosién por vapor.

Si bien el aumento de la temperatura de pretratamiento da como resultado un aumento de los
rendimientos de HE, indicando un sustrato pretratado altamente digerible, es importante tener en
cuenta que en esta condicién el rendimiento de la recuperacién sélida disminuye en comparacion con
las condiciones de menor severidad, lo que afectard el rendimiento de la liberacién de azidcar por
hidrélisis enzimdtica cuando este se refiera a la materia prima. Ademds, la severidad del
pretratamiento tiene un efecto negativo importante en la pérdida de azicares, sobre todo los

hemicelulésicos (Fig. 4). Estos carbohidratos son productos de potencial valor para la co-fermentacion
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a biocombustibles y, por ende, su recuperacion tiene importancia como objetivo del proceso. Por lo
tanto, se debe establecer un equilibrio entre la digestibilidad enzimética y la recuperacién de sélidos y
de carbohidratos en el liquido en la evaluacién de pretratamiento para asegurar altos rendimientos en
la produccién de azdcares fermentables partir de la materia prima. Para evaluar esto, se calculé el
rendimiento global (OY) de glucosa y xilosa (Ec. 5), que tiene en cuenta la cantidad de azucar liberada
por hidrdlisis enzimatica y recuperada en la fraccidon liquida referida al contenido de azicar en la
materia prima, para las diferentes condiciones operacionales (Tabla 2). Este es un pardmetro
importante ya que integra la eficiencia de ambos pasos: pretratamiento e hidrélisis enzimatica, para

liberar azicares para la fermentacion.

En cuanto al % OYg, en el caso de ambas biomasas la temperatura y el tiempo influenciaron
significativamente esta respuesta, presentando la temperatura un efecto mucho mayor (Figs. 5y 6). El
maximo valor alcanzado de este pardmetro para el bagazo fue de 81,6 % a 215 °C y 15 min,
coincidiendo con la condicién mds severa ensayada; asi, el minimo % OY g, se obtuvo a partir del
pretratamiento a 185 °C - 5 min (correspondiente al menor FS) y fue de 32,1 % (Tabla 2). Sendelius
[51] encontré también que el % OYg, aumenta a medida que aumenta la severidad del pretratamiento
para bagazo de cafia de azicar; aun asi, bajo las condiciones méds severas ensayadas por este autor (205
°C y 10 min), obtuvo valores de rendimiento global (55 %) inferiores a las encontradas aqui. Sin
embargo, bajos estas condiciones, se reportaron OY mayores al 80 % cuando pretrataron bagazo y

RAC mediante explosién por vapor impregnado con CO, [51, 2].

Cabe destacar que bajo las condiciones de proceso 215 °C - 15 min y 185 °C - 5 min, las
recuperaciones de glucosa en el liquido fueron similares y bajas, mientras que hubo diferencias
significativas en el rendimiento de HE (Tabla 4, ensayos 6 y 1). Por definicién, el % OY (Ec. 5) esta
influenciado por la suma de dos términos: la recuperacién del aziicar en el liquido y el azdcar liberado
durante la HE, ambos referidos a la cantidad de azicar en la materia prima. En el caso de la glucosa
para ambas materias primas, los valores de recuperacion en el liquido fueron bajos y dentro de un
rango acotado (1,9 y 5,0 %), presentando un aporte escaso a este pardmetro. En consecuencia, el valor

del % OY viene dado practicamente por el rendimiento de hidrdlisis enzimatica.

Por otro lado, el RAC explosionado alcanzé valores de OYgy, entre 84,0 y 39,6 % (Tabla 3), que
fueron resultado de las condiciones extremas ensayadas de la explosion por vapor (204,1 °C - 15 min y
175,9 °C - 15 min, respectivamente). En ambas condiciones, los % de recuperacion de glucosa en el
liquido fueron muy similares (4,6 y 3,4 %, respectivamente; Tabla 4), y hubo diferencias significativas
entre los % YHEg,, correspondientes (87,5 % y 40,0 %, Tabla 3). Estos valores fueron cercanos a los
reportados para los mismos tipos de biomasas en condiciones operativas similares, para los que fue

utilizada impregnacién con CO, [2].
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En este trabajo se obtuvieron % OYqu mayores al 80% en las condiciones
de mdxima severidad ensayadas, sin el agregado de aditivos quimicos y

sin previa molienda de las materias primas.

Es importante mencionar que, bajo las condiciones operacionales ensayadas, s6lo el valor maximo de
% OYgy, para el bagazo pretratado coincidié con el 6ptimo, ya que se obtienen mantas con una cima
definida y circulos concéntricos de contorno en las gréificas 3D y de contorno de las superficies de
respuesta (Fig. 9). De manera diferente, el % RS y el % YHE para ambas materias primas, no

alcanzaron sus 6ptimos dentro de los rangos de temperatura y tiempo evaluados.

% OY Glu
0,0-10,0
== 10,0-20,0
20,0-30,0
30,0-40,0
40,0-50,0
50,0-60,0
== 60,0-70,0
= 70,0-80,0
80,0-90,0
= 90,0-100,0

% OY Glu
% OY Glu

180 T,
190 200 210 7 Tiempo [min]

Ti .
Temperatura [2C] iempo [min] Temperatura [2C]

Figura 9. Superficie de respuesta estimada en grafica 3D y de contorno del % OY g, a) para el bagazo y b) para el RAC de

cafia de azicar pretratados con explosién por vapor.

Por dltimo, el % OYx; se vio afectado sélo por las interacciones dobles de los factores temperatura y
tiempo de manera negativa; y en el caso del bagazo también por la temperatura (Fig. 5 y 6). Los
valores mdximos que se obtuvieron de este pardmetro fueron 65 % para bagazo y 60,7 % para RAC
(Tabla 3, experimentos 4 y 9°), ambos coincidiendo con las mayores recuperaciones de xilosa en los
liquidos (Tabla 4). Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, en este caso el rendimiento
global de xilosa estuvo mds influenciado por la recuperacién de xilosa en el liquido que por el
rendimiento de hidrélisis enzimdtica de este aziicar. A partir de las graficas de superficie de respuesta
estimada (Fig. 10), se puede observar que sélo para el RAC pretratado bajo las condiciones

operacionales ensayadas se encontré el 6ptimo valor de % OY;.
3.3.4. Caracterizacion de los puntos optimos

El pretratamiento juega un papel clave en el éxito del proceso porque influye de manera critica en las
etapas posteriores de la produccién de bioetanol, por lo tanto, su optimizacién es una herramienta
fundamental. Entre las premisas del pretratamiento ideal, se encuentran garantizar valores maximos de
susceptibilidad enzimdtica y de recuperacion de azicares de hemicelulosa (principalmente xilosa)

[52].
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Figura 10. Superficie de respuesta estimada en grafica 3D y de contorno del % OY; a) para el bagazo y b) para el RAC de

cafia de azicar pretratados con explosidn por vapor.

La hemicelulosa primaria presente en cafia de azicar es el xilano, y su cadena principal estd formada
exclusivamente por unidades de xilosa [53]. Las hemicelulosas crean una barrera natural alrededor de
la celulosa en la pared celular, por ello se busca la eliminacién de la misma que promueve cambios
sustanciales en la accesibilidad a la celulosa y que puede favorecer la hidrélisis enzimdtica [54]. Sin
embargo, las pentosas, como la xilosa, son también una fuente de hidratos de carbono cuya conversién
eficiente en etanol, junto con la glucosa derivada de la celulosa, genera mayores rendimientos de
combustible y un mayor retorno de la inversién [55]. Esto ha conducido al desarrollo de la ingenieria
de Saccharomyces cerevisiae para la co-utilizacion eficiente de xilosa mediante la introduccién de una
ruta metabdlica adecuada [56]. En este contexto, el presente trabajo buscd optimizar simultineamente
las condiciones de pretratamiento para recuperar el maximo posible de cada azicar, es decir,
maximizar simultineamente el OY de glucosa y xilosa. De este modo, se obtuvieron biomasas

pretratadas que podran ser usadas para fermentar su contenido tanto de hexosas como de pentosas.

La herramienta “optimizacion de multiples respuestas” ayuda a determinar la combinacién de los
factores experimentales que simultineamente optimiza varias respuestas, maximizando la funcién de
“deseabilidad”. A partir del DCC, y con la ayuda de esta herramienta, se determinaron los puntos
optimos mediante la funcién deseabilidad, con el objetivo de maximizar el rendimiento global de
glucosa y de xilosa. La Figura 11 muestra las graficas 3D de la superficie de respuesta de la funcién
deseabilidad de ambas materias primas. El punto éptimo para el caso del bagazo se obtuvo a 197,7 °C
y 15,2 min, alcanzdndose una deseabilidad del 84,1 % y cuyos valores de OY de glucosa y xilosa
fueron 70,5 % y 61,7 %, respectivamente. Las condiciones determinadas para el RAC fueron 199,8 °C
y 13,4 min, con una deseabilidad del 72,4 % correspondiente a un OY de glucosa de 67,3 % y de 57,6
% para xilosa. Para validar los modelos, se ensayaron estos puntos y se analizaron las materias primas

pretratadas (Tabla 5).
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Figura 11. Superficie de respuesta estimada para la funcién deseabilidad con sus respectivas graficas de contorno para a)

bagazo y b) RAC de cafa de aziicar pretratados con explosién por vapor.

Los valores observados de rendimientos globales de azicares asemejan a los predichos por los
modelos en ambos casos y se encuentran dentro del error determinado por los mismos (datos no
mostrados). Se lograron rendimientos del 76,5 % de glucosa y del 60,1 % de xilosa cuando el bagazo
fue pretratado por EV en las condiciones 6ptimas, y en el caso del RAC se recuperaron 74,8 % y
61,0% de glucosa y xilosa respectivamente (Tabla 5). Ferreira Leitao et al. [2] encontraron un
rendimiento global de glucosa de 79,7 % y 91,9 % a 190 °C y 5 min para bagazo y hojas de cafia de
azucar, respectivamente. Los mayores rendimientos reportados probablemente se deban al uso del

impregnante SO, que aumenta la recuperacion tanto de celulosa como de hemicelulosas.

Rocha et al. [57] obtuvo bagazo de cafia pretratado con 58,0, 4,5 y 33,0 % de contenido de glucano,
hemicelulosa y lignina total, respectivamente, cuando las condiciones de explosién por vapor fueron
190 °C durante 15 min. Ferreira-Leitao et al. [2] pretrataron hojas de cafia de azicar mediante
explosiéon por vapor impregnado con CO, a 210 °C durante 5 min, obteniendo sélidos con
composiciones similares a las obtenidas aqui a partir de RAC. Estos valores son ligeramente diferentes
de los obtenidos en este estudio (Tabla 5) porque la severidad del pretratamiento fue diferente, como

asi también la composicién inicial de las biomasas.

Tabla 5. Composicién de la fraccién sélida (WIS), % recuperacion de sélidos (RS), rendimiento de hidrélisis enzimadtica (%

YHE) y rendimiento global (% OY) de bagazo y RAC de cafia de azicar pretratados con explosiéon por vapor a las

condiciones Optimas.

Composicion de WIS [ %] YHE [%] 0Y [%]
Temperatura | Tiempo RS
[°Cl [min] [%] | Celulosa | Hemicelulosa Lignina | Glucosa | Xilosa | Glucosa | Xilosa
Bagazo 199.8 134 | 672 | 560 5.6 280 | 834 626 | 765 60,1
RAC 195,2 15,1 63,5 50,8 6,7 26,0 70,6 61,5 74,8 61,0
(g7 )
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En la Figura 12 se pueden observar los valores de recuperacién de los componentes del bagazo y del
RAC pretratados en las condiciones Optimas. La celulosa se recuperé mayoritariamente en el sélido,
con valores mayores al 88 %, mientras que casi el 50 % de la hemicelulosa se disolvid, resultando
s6lidos con alta digestibilidad enzimdtica (YHE > 70 %). De manera similar, Rocha et al. [20]
reportaron valores cercanos de recuperacion de carbohidratos durante la explosién por vapor de
bagazo a 190 °C 5 min, mientras que un rendimiento de hidrélisis enzimatica de glucosa del 80 % fue

obtenido por Amores et al. [22] para bagazo explosionado a 215 °C y 5 min.
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Figura 12. Recuperacién de los componentes estructurales principales de bagazo y RAC de la cafia de aziicar en WIS y

fracciones liquidas después de los pretratamientos, estimados con respecto a la materia prima. El contenido de lignina sélo se

determind en las fracciones sélidas (WIS).

La optimizacion del pretratamiento EV permitié definir condiciones

operativas que resultaron en rendimientos globales de los azicares dentro

de los valores predichos por los modelos. Se obtuvieron sélidos con un
contenido de celulosa superior al 50 % y altamente susceptibles a la hidrdlisis

enzimadtica, y la HC se recuperé en un 70 %.

Los cambios estructurales en las biomasas pretratadas fueron analizados mediante microscopia
electrénica de barrido (MEB). Se observaron diferencias notables en ambas biomasas antes y después
de pretratar (Fig. 13). El pretratamiento alter6 la biomasa nativa a nivel de la estructura de la pared
celular, cuya disposicién de los componentes macromoleculares estuvo estrechamente relacionada al
grado de eliminacién de hemicelulosa. Como se muestra en las Figs. 13 b y d, la superficie de las

biomasas sin tratar present6 un aspecto acristalado y uniforme. Luego de la
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Figura 13. Fotografias captadas mediante MEB, donde a y b corresponden a bagazo sin pretratar, mientras que ¢ y d son
de RAC sin pretratar. Las biomasas pretratadas se pueden observar respectivamente en las imdgenes a’, b’, ¢’ y d’. Las figs.

13 a y c representan la disposicion tipica de fibras de bagazo y RAC, organizadas como haces. Luego del pretratamiento, se
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puede observar un alto grado de desorganizacién, ruptura de las paredes celulares y disminucion de la adhesion de estas

fibras (a’ y ¢’) que dan como resultado fibrillas de celulosa expuestas.

EV, las estructuras fueron laxas, con superficies rugosas y presencia de microagujeros (Figs. 13 b’ y
d’). Esto indica que la estructura interna y externa de las biomasas se modificaron mediante el
tratamiento EV, lo cual se correlacion6 con aumentos significativos de la accesibilidad enzimética al

componente celulosa (Tabla 5).
3.3.5. Sacarificacion de fracciones liquidas

Las fracciones liquidas obtenidas a partir de los pretratamientos EV de bagazo y RAC en las
condiciones Optimas, presentaron altas concentraciones de xilooligémeros, por lo que fueron tratadas
con las xilanasas producidas por Bacillus sp. AR 03, Bacillus sp. AR 17 y Paenibacillus sp. AR 247,
con el objeto de obtener xilosa y determinar el potencial de este azicar que podria ser aprovechado en
procesos de fermentacion o de bioconversién de pentosas. En la Tabla 6 puede verse la caracterizacion

de estos extractos enzimaticos.

Tabla 6. Caracterizacién de actividades enzimaticas y proteinas de los extractos crudos. Se muestran los valores medios

y las desviaciones estdndares calculados a partir de tres ensayos independientes.

Extracto enzimatico Bacillus sp. | Bacillus sp. | Paenibacillus
AR 03 AR 17 sp. AR 247
Xilanasas (UI/mL) 9,9+04 292+ 1,1 17,2+0,7
Endoglucanasas (UI/mL) 38%0,3 0,2+0,0 1,1+0,1
B-xilosidasa (UI/mL) ND ND ND
Proteinas (mg/mL) 1,3+£0,1 0,9+0,0 0,3+0,0

* ND: no detectada

Las condiciones de reacciones enzimaticas iniciales fueron pH 6; 50 °C y una dosis de 3 U xilanasas/
mL de reaccidén. Se estimd el aumento de xilosa como el porcentaje de xilosa libre luego de la

hidrdlisis con respecto a la xilosa libre inicial de la fraccién liquida. Las muestras analizadas luego de

Tabla 7. Porcentajes de aumento de azdcares durante la evaluacién de hidrélisis de los liquidos de bagazo y
RAC de cafia de azicar pretratados bajo las condiciones 6ptimas, mediante los extractos crudos de Bacillus sp.
AR 03, Bacillus sp. AR 17 y Paenibacillus sp. AR 247. Las reacciones enzimdticas se llevaron a cabo

dosificando 3 U xilanasas/mL, a 50 °C y pH 6 durante 60 min. Se muestran los valores medios y las desviaciones

estdndares calculados a partir de dos ensayos independientes.

Bagazo RAC
Enzima [ g, % % % % % %
Glucosa Xilosa Xilobiosa  Xilotriosa Glucosa Xilosa Xilobiosa  Xilotriosa
ARO03 341+£30 50«15 7.6+14 37,8 +44 19,3+0,2 1,0£0,6 8,2+0,2 71,7+33
AR17 | 32,3+56 4,0+1,5 16,5 +2,1 52,3+3,9 31,3+25 33+14 26,4 +0,4 110,4 £ 4,0
AR247 | 243+15 7,012 16,0 £0,8 423 +3.1 21,8 +4,6 4,0+2,0 22,7+3,1 92,0 +4,0
[ o)
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60 min de reaccién mostraron valores de liberacién de xilosa inferiores al 4 %, aunque se observaron

aumentos importantes (hasta 110 %) en los valores de liberacion de xilobiosa y xilotriosa (Tabla 7).

Los cromatogramas de los hidrolizados mostraron que los mismos contenian oligémeros de grado de
polimerizacién (GP) mayor de 3. Los cromatogramas superpuestos de la fraccién liquida del bagazo
pretratado antes y después del tratamiento enzimdtico (Fig. 14) muestran que los picos de mayor GP
disminuyen con la adicién de las enzimas, mientras que los de xilotriosa y xilobiosa aumentan. Se
concluy6 que era necesaria la adicién de una B-xilosidasa, ya que ninguna de las mezclas enzimaticas

contenia esta enzima.
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Figura 14. Cromatogramas del liquido del bagazo pretratado por explosién por vapor en las condiciones éptimas (liquido
EV), y de los liquidos hidrolizados con los extractos enzimdticos de Bacillus sp. AR 03 (HE ARO03), Bacillus sp. AR 17(HE
AR17) y Paenibacillus sp. AR 247 (HE AR247).

Se ensayaron las mismas reacciones con la adicion de una B-xilosidasa comercial (B-D-xilosidasas E-
BXSR, Megazyme), en una relacion xilanasas: B-xilosidasa (X: BX) 1:2, y se tomaron muestras a los
90 min. Se puede observar en la Tabla 8 que en todos los casos donde estuvo presente la B-xilosidasa,
se produjo la hidrdlisis completa de xilobiosa y xilotriosa. El resultado mas promisorio se obtuvo con
las xilanasas de la cepa AR 17, ya que ésta resulté en los aumentos mads significativos de xilosa para
las fracciones liquidas provenientes de ambas materias primas. Si bien los aumentos en la liberacién
de glucosa fueron significativos (hasta 48,5 %), la cantidad presente de este azicar fue muy pequefio
(aproximadamente 1,3 g/L). Cabe destacar que la liberacion de xilosa fue mayor en el caso del liquido
del RAC pretratado en comparacion con el del bagazo, posiblemente debido a la utilizaciéon de una
dosificacion sub-Optima de enzimas en la fraccion liquida de bagazo, donde la xilosa estuvo presente
en mayor cantidad (11,6 g/L) y en forma oligomérica casi en su totalidad (96,8 %). En el caso del
RAC la concentracién de xilosa fue menor (8,5 g/L) y s6lo el 81,2 % estaba como oligédmero (datos no

mostrados).
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Tabla 8. Porcentajes de aumento en la liberacién enzimdtica de azicares durante la evaluacién de hidrélisis de los liquidos
de bagazo y RAC de caiia de azicar pretratados bajo las condiciones éptimas, utilizando los extractos de Bacillus sp. AR 03,
Bacillus sp. AR 17 y Paenibacillus sp. AR 247. Las reacciones enzimadticas se llevaron a cabo dosificando 3 U xilanasas (X)
/mL y B-xilosidasa comercial (BX) en una proporcién 1:2, a 50 °C y pH 6 durante 90 min. Se muestran los valores medios y

las desviaciones estandares calculados a partir de dos ensayos independientes.

Bagazo RAC

Enzima % % % % % % % %
Glucosa Xilosa Xilobiosa Xilotriosa Glucosa Xilosa Xilobiosa Xilotriosa

ARO03+BX | 430+x1,1 108616 -100,0+0,0 -100,0 £0,0 44,6 £156  288,1 6,5 -100,0 £0,0 -100,0 £0,0
AR17+BX | 47,189 111,0+0,7 -100,0£0,0 -100,0 £0,0 48,5+15 292,5+£5.8 -100,0 £0,0 -100,0 £0,0
AR247+BX | 403+14 107,1+0,8 -100,0+0,0 -100,0 £0,0 39,4+0,8 286,5 £4,0 -100,0 £0,0 -100,0 £0,0

ARO03 39,5+43 25+19 55+24 425+1.2 25,0£3,0 12+0,3 12,0£23 832+1,0

AR17 40,1 +£0,2 1,3+£0,7 14012 56,3 +0,6 40,7 +4,5 1,6 +0,8 344+£23 119,7+1,0

AR247 233+3,6 0,1 £0,0 7,7+54 379+77 27,7+428 1,7+£0,6 272+34 101,5+4,1
BX 16,4 +£3,4 96,8 £3,6 -100,0 £ 0,0 -100,0 £0,0 6,9 +4,5 2539+99 -100,0 £0,0 -100,0 £0,0

El extracto enzimdtico AR 17 fue utilizado para continuar con el estudio del efecto de la proporcién X:
BX en la recuperacién de xilosa. Las reacciones con diferentes proporciones de estas enzimas, se
llevaron a cabo a 50 °C, pH 6 y durante 1,5 h y hasta 6 h. Para ambas biomasas, los valores maximos
de liberacién de xilosa se registraron a las 6 h de reaccién enzimética (Fig. 15). Sin embargo, los
valores de xilosa obtenidos por hidrélisis de la fraccién liquida de bagazo no presentaron diferencias
significativas entre los tiempos de reaccidon ensayados, para todas las proporciones X: BX, mientras
que la liberacién de xilosa de la fraccion liquida de RAC mostré aumentos significativos con el
incremento en el tiempo de reaccion para todas las proporciones X: BX evaluadas. Las

concentraciones de xilobiosa y xilotriosa finales fueron siempre cero.

Se obtuvieron 8,2 g/L. de xilosa a partir del liquido de bagazo explosionado luego de 6 h de hidrdlisis
con una dosificacién de 3 U xilanasas/mL y B-xilosidasa en una relacién 1:1, lo que significé una
liberacién del 70,7 % de la xilosa potencial presente. De manera similar, el uso de X: BX 1:2 en el
caso del RAC produjo un 71,7 % de xilosa libre con respecto al potencial total de este mondmero (8,5
g/L) en el liquido pretratado. No obstante el contenido en xilosa de las fracciones liquidas obtenidas,
éste resulta insuficiente para una fermentacidn viable [58], por lo que deberian ser evaluados métodos

de concentracion.
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Figura 15. Porcentajes de aumento de la disponibilidad de xilosa por hidrélisis con extractos enzimaticos de Bacillus sp. AR
17, a partir de los liquidos de bagazo y RAC de cafia de azicar pretratados bajo las condiciones Optimas. Las reacciones se
llevaron a cabo con 3 U xilanasas(X)/mL y B-xilosidasa comercial (BX) en las proporciones X: BX indicadas, a 50 °C, pH 6
y a diferentes tiempos. Las barras de error representan la desviacion estdndar calculada a partir de dos ensayos

independientes.

El extracto xilanolitico producido por Bacillus sp. AR17 fue eficiente en la

generacion de xilosa por hidrélisis de los xilooligémeros presentes en las
fracciones liquidas originadas por EV de bagazo y RAC de caia de azicar.
Esto permitié estimar la cantidad de xilosa disponible en dichas fracciones para su

posterior conversion a etanol u otros quimicos.

3.3.6. Sacarificacion de las fracciones sélidas

Las fracciones sdlidas (WIS) del material pretratado bajo condiciones Sptimas se utilizaron para
evaluar la formulacion de cdcteles enzimaticos por suplementacién de celulasas comerciales
(Celluclast 1.5 y Novol88, Sigma-Aldrich) con enzimas xilanoliticas producidas por las cepas
Bacillus sp. AR 03, Bacillus sp. AR 17 y Paenibacillus sp. AR 247. Para ello, el rendimiento de
hidrolisis fue analizado para diferentes condiciones de temperatura y dosis de enzimas. Es importante
destacar que se utiliz6 pH 6 en las reacciones enzimadticas, valor 6ptimo de las xilanasas de los
extractos crudos, a pesar que el pH 6ptimo para las celulasas de 7. reesei (Celluclast 1.5) es de 5.

Considerando que las enzimas de diferentes microorganismos pueden actuar de forma sinérgica, el
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ajuste del pH ofrece la posibilidad de desarrollar mezclas de enzimas con mayor actividad que cada

enzima analizada por separado.

Las reacciones de hidr6lisis llevadas a cabo a pH 6 y 40 °C con 5 UPF/ g sustrato de Celluclast 1.5, 5
Ul/g sustrato de Novo 188 y 100 UI de xilanasas (AR03, AR17 y AR247) /g sustrato no mostraron un
incremento significativo de glucosa y se acumulé celobiosa (datos no mostrados). Este hecho pudo
deberse a que las B-glucosidasas comerciales (Novo 188) no fueron ensayadas en condiciones 6ptimas
(pH 4,8 y 50 °C). En todos los casos, los controles fueron las reacciones enzimaticas bajo las mismas
condiciones, en ausencia de las xilanasas y el incremento de azicares se midié con respecto a estos
controles. Por ello, se evalu6 la dosificacién de esta enzima en condiciones de pH 6 y 40 °C para
obtener una actividad equivalente a la de 5 Ul en sus condiciones Optimas. Asi, se definié 30 Ul/g
sustrato como dosis de Novo 188 para los ensayos posteriores. Como resultado, la liberacion de
glucosa en las reacciones de hidrdlisis con Celluclast 1.5 + Novo 188 (controles) aumentd un 39,5 %

para bagazo y un 32,7 % para RAC con respecto a la dosificacion de 5 Ul/g sustrato de B-glucosidasas,

ademas de una notoria disminucién de la concentracién de celobiosa.

En el caso de las dos biomasas en estudio, la adicién de 100 U de xilanasas de los extractos
enzimdticos de las cepas ARO03, AR17 y AR247 a la hidrdlisis de los WIS a 40 °C, produjo
incrementos poco significativos de glucosa (menores al 7 %) a las 24 h de reaccién, con respecto a los
ensayos so6lo con las enzimas comerciales (Tabla 9). En cambio, se confirmé la actividad xilanasa
debido a que se registraron incrementos de aproximadamente 20 % en la liberacion de xilosa, aunque

sOlo para los extractos de las cepas AR17 y AR247.

Tabla 9. Liberacion de glucosa y xilosa durante la hidrélisis enzimdtica de los WIS provenientes de bagazo y de RAC de
cafia de azucar pretratados en las condiciones dptimas. Las reacciones se llevaron a cabo a pH 6 durante 24 h, con el céctel
enzimdtico comercial (5 UPF de Celluclast 1.5 y 30 UI de Novo 188 por g sustrato) y el agregado de los extractos crudos de

Bacillus sp. AR 03, Bacillus sp. AR 17 y Paenibacillus sp. AR 247, dosificado a 100 UI de xilanasas /g sustrato.

% Incremento/reduccion
Bagazo RAC
Glucosa xilosa Glucosa xilosa

40 °C -11,6 +1,1 0,0+0,0 -8,9+3,1 0,0+0,0
ARO03

50 °C -11,1 £3.5 6,4 +3,0 -122+43 1,5+0,3

40 °C 4,6 +0,6 14,0 £ 3,0 7,115 16,7+ 1,0
AR17

50 °C 7,1+1,1 32,0+4,3 6,4+2,8 144 +£5.4

40 °C 5,3+0,7 19,3+2,9 3,6 0,6 12,5+0,6
AR247

50 °C 16,8 + 3,5 20,8 +4,3 17,6 £4,6 20,5+ 6,1

Al incrementarse la temperatura de reaccion a 50 °C, se observaron mejoras en la liberacién tanto de

glucosa como de xilosa con la adicién de extractos de las cepas AR17 y AR247. El efecto mas
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significativo se observé en la liberacién de xilosa por la adicién de las enzimas AR17, que alcanzé

incrementos del 32 % en el caso de la fraccion sélida de bagazo.

Por otro lado, el incremento de glucosa fue maximo a partir de la hidrdlisis de los WIS con la mezcla
de enzimas comerciales y xilanasas de Paenibacillus sp. AR247, los cuales alcanzaron valores de 16,8
% y 17,6 % para bagazo y RAC, respectivamente. El extracto xilanolitico de esta cepa produjo
aumentos en la liberacion de xilosa de aproximadamente 20 % para ambas materias primas (Tabla 9).
Finalmente, la utilizacién de xilanasas en forma individual no resultd en la liberacién de azicares para

todos los casos analizados (datos no mostrados).

Llamativamente, la suplementacién de enzimas comerciales con el extracto de la cepa AR0O3 produjo
una caida significativa en la liberacion de azicares con respecto a los resultados obtenidos con
enzimas comerciales (control) (Tabla 9). Este efecto inhibitorio podria deberse al aumento de la fuerza
idnica registrado en la mezcla enzimatica por agregado de xilanasas AR03, ya que mediante la
mediciéon de conductividad se verifico un aumento de 35 veces de este pardmetro con respecto al

control.

Dado que la liberacién de glucosa crecié significativamente (aproximadamente 17 %) con la mezcla
enzimdtica que incluy6 xilanasas AR247 (Tabla 9), se decidi6 estudiar el efecto de las mismas en las
concentraciones de 25, 50 y 100 UI/ g sustrato, a 50 °C y durante 24 h (Fig. 16). Con la adicién de 25
UI de xilanasas AR247/g sustrato, la HE de glucosa no presenté cambios con respecto al control con
enzimas comerciales, aunque se obtuvieron aumentos entre 12 y 18 % de xilosa. Por otro lado, los
incrementos en la liberacién de mondémeros con el uso de mayores dosis de xilanasas AR247, 100
Ul/g sustrato, no superaron el 17 % y el 25 % para glucosa y xilosa, respectivamente y con respecto a
los controles (Fig. 16). Se ha sugerido anteriormente que, a altas concentraciones de enzimas, el
nimero relativo de sitios de unién a enzimas se reduce y las enzimas en el cdctel compiten por los

mismos sitios de unién, lo que lleva a una reduccion en la tasa global de actividad [58, 59].

a \g 160 \g 160 145,2
i3 137,6 35
2 140 S 140 128.5
£ 1232 £ 1157 Bl 127
g 114.7 g 1173
é 120 " 12,4 17 120
. 100 100 b 100
S 100 94.6 © 100 933
et ]
c N—
2 80 5 80
3 E
60 < 60
§ &Q M Enzimas comerciales
40 40 m25 U xil + Comercial
20 20 50 U xil + Comercial
® 100 U xil + Comercial
0 0
Glucosa Xilosa Glucosa Xilosa

Figura 16. Porcentajes de liberacién de glucosa y xilosa durante las reacciones de hidrélisis enzimdtica de los WIS de a)

bagazo y b) RAC de cafia de azicar pretratados en las condiciones ptimas. Las reacciones se llevaron a cabo a pH 6 y 50 °C
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durante 24 h, mediante el agregado al coctel enzimdtico comercial (5 UPF de Celluclast 1.5 y 30 UI de Novo 188 por g
sustrato) de diferentes dosis de xilanasas de Paenibacillus sp. AR 247.

El méaximo incremento de glucosa y de xilosa fue registrado con la adicién de 50 UI de xilanasa
AR?247/g sustrato, para ambas materias primas. La liberacién de glucosa de WIS de bagazo aumentd
un 37,6 %, mientras que este incremento fue ligeramente menor, 28,5 %, en el caso del RAC. Esto
puede deberse a que la cantidad de hemicelulosa en la fraccion sélida del bagazo fue menor que en el
RAC pretratado (Tabla 9), ya que las interacciones entre xilano y celulosa en la biomasa pretratada
reducen el acceso de celulasas a la celulosa [60, 61]. Los incrementos de xilosa fueron de 56,6 y 45,2

% para bagazo y RAC explosionados, respectivamente.

En todos los casos analizados, la adicién de xilanasas a las celulasas comerciales incrementaron los
valores de rendimiento de HE, en concordancia con lo publicado hasta ahora. El efecto sinérgico entre
las enzimas accesorias y la celulasa se puede explicar ya que la eliminacién de polisacdridos no
celulésicos crea mds sitios de unién para la celulasa [62]. Berlin et al. [63] también sefalaron que la
eliminacién del recubrimiento de celulosa mediante enzimas accesorias como la xilanasa y la pectinasa
estimularon la digestibilidad de la celulosa. Ademads, diversos autores concluyeron que la accién de las
xilanasas depende en gran medida de la naturaleza del sustrato, el origen de los microorganismos

productores de enzimas y las condiciones de resistencia enzimadtica [27, 28, 64].

Se desarrollé una formulacion enzimdtica con una nueva fuente de

enzimas a partir de aislamientos bacterianos de origen local, la cual

mostré ser adecuada para mejorar la performance de las preparaciones
comerciales en la produccion de azicares a para la sacarificacion de residuos

lignocelulésicos.

3.4 Conclusiones

Este es el primer trabajo en el que se aplica la metodologia de superficie de respuesta para optimizar
las condiciones del pretratamiento explosion por vapor del bagazo y del RAC de cafa de azucar.
Como resultado, se obtuvieron rendimientos globales de glucosa y xilosa adecuados para procesos
viables, donde la materia prima no fue tratada por molienda previa ni fue sometida a impregnacién con
quimicos para la explosion por vapor. Al no haber agregado un catalizador externo, el pretratamiento
aqui desarrollado evita los costos del uso de quimicos adicionales y los problemas asociados derivados
de la corrosién del equipo [65]. La alternativa no catalizada utilizada implica un impacto ambiental

significativamente menor que las que requieren de catdlisis quimica adicional.
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Un aspecto de relevancia a considerar en este trabajo es el desarrollo de un proceso que combina una
liberacién potencialmente eficiente de glucosa junto a bajas concentraciones de compuestos
inhibidores de la fermentacién. Ademds, la optimizacion de EV resulté en condiciones de
pretratamiento muy similares para ambas materias primas, lo cual es un resultado muy promisorio para

realizar el pretratamiento combinando ambas materias primas.

Finalmente, la suplementacién del céctel celulolitico comercial con xilanasas producidas por
Paenibacillus sp. AR 247 produjo un aumento del 37 % y del 28 % en el rendimiento en glucosa por
hidrélisis enzimatica de los sélidos pretratados de bagazo y RAC, respectivamente. Cabe destacar que
estos incrementos fueron logrados mediante el agregado directo del extracto enzimdtico sin etapa de
purificacién de las enzimas, lo cual es una muy importante ventaja técnica y econdémica para el

proceso.
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4.1 Introduccion

Hacia una sustitucion progresiva de los combustibles fosiles por energias renovables, el uso de
biomasa vegetal no alimentaria para la producciéon de etanol de segunda generacién (2G) carece
incluso ahora de suficiente viabilidad econémica. En consecuencia, los residuos lignoceluldsicos
agricolas y forestales son objeto de amplios estudios de investigacién y viabilidad, ya que se los
considera una gran fuente de carbohidratos para combustibles quimicos [1]. Entre ellos, los residuos
post-cosecha de la cafia de aziicar que comprenden parte de las hojas, las puntas y la basura se
describen como paja de cafia de azicar o residuos agricolas de cosecha (RAC), excluyendo el bagazo
de la cafia de azicar. Este residuo es una fuente lignoceluldsica abundante en el noroeste de Argentina,
donde la industria basada en la cafia de azicar (Saccharum spp.) es el principal motor de la economia.
Esta actividad alcanzé 18,436,082 t de cafia de azicar cultivada en 2016 [2], generando grandes
cantidades de residuos que quedan parcialmente en el campo para mantener la calidad del suelo,
prevenir la erosién y mejorar la retencién de agua. Pero la mayoria de ellos podria proporcionar una

fuente econdmica y facilmente disponible de biomasa lignocelulésica [3].

Para una liberacién enzimdtica adecuada de azicares fermentables a partir de lignocelulosa, el
pretratamiento representa un paso crucial. El uso de diferentes métodos de pretratamiento tiene un
impacto notable en el proceso global de produccién de etanol ya que afectan sustancialmente las tasas
de hidrélisis enzimdtica, la carga de enzimas, las variables de fermentacién e incluso los
procedimientos posteriores. Por lo tanto, sus condiciones deben considerarse cuidadosamente para
cada tipo de biomasa [4,5]. Para la biomasa de RAC de cafia de azicar, los pretratamientos evaluados
hasta el momento incluyen molienda [6], 4cido diluido [7], dlcali [8], microondas [9], explosién de
vapor no catalizado [10], extrusién [11], pretratamiento secuencial con cloruro férrico asistido con
glicerol [12] y combinacién de molienda en disco himedo y pretratamientos de ozondlisis [13]. Entre
ellos, la explosiéon de vapor es uno de los métodos mds exitosos y ampliamente utilizados para
fraccionar y mejorar la digestibilidad enzimatica de la lignocelulosa [14]. Ademas, se ha destacado la
utilidad del 4cido diluido porque permite una alta recuperaciéon de pentosas [15], mientras que los
pretratamientos basados en 4lcalis son ventajosos dado que se llevan a cabo en condiciones
relativamente suaves produciendo altos rendimientos de glucosa, baja formacion de inhibidores y mas

bajos costos de capital [16].

Una vez que se abre la estructura recalcitrante de lignocelulosa, la produccién de etanol 2G se puede
lograr mediante la sacarificacion y fermentacion simultdnea (SFS) o la pre-sacarificacién y las
configuraciones de sacarificaciéon y fermentacién simultdneas (PSES). El enfoque SFS permite el
consumo de azicar por la levadura, que se va produciendo por hidrélisis enzimdtica, lo que minimiza
la acumulacién de glucosa y la inhibicién por celobiosa [17]. Alternativamente, la utilizacién de un
esquema de PSFS implica la incubacién del sustrato con enzimas hidroliticas durante un periodo de

tiempo relativamente corto (8 - 24 h); luego, la SFS procede cuando el microorganismo es inoculado.
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Este procedimiento permite superar las limitaciones enzimédticas de la hidrdlisis debido a las diferentes
temperaturas ptimas entre las enzimas (50-55 °C) y la mayoria de las levaduras industriales (30 °C).
Ademds, PSFS ha demostrado ser adecuado para cargas elevadas de sdlidos ya que reduce la

viscosidad inicial del sistema, facilitando asi el paso posterior de fermentacién [18].

En los residuos post-cosecha de la cafa de azicar, la mayoria de los informes disponibles se han
centrado por separado en las etapas individuales de los procesos, sin tener en cuenta su efecto
integrado en el producto final. Por lo tanto, el objetivo de este capitulo fue realizar una evaluacién
general de la produccién de etanol 2G a partir de residuos de cultivos agricolas de cafia de azicar
(RAQ). Este trabajo abarcé la evaluacion de diferentes pretratamientos de RAC mediante el andlisis de
la composiciéon quimica y la digestibilidad enzimatica de las fracciones sdlidas obtenidas. A
continuacion, las condiciones de sacarificacion se ajustaron combinando celulasas y hemicelulasas de
ultima generacion, y la produccién de etanol 2G se llevé a cabo con alta carga de sélidos (20 %, p/v)

segin dos estrategias, SFS y PSFS (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de flujo esquematico de los procesos de produccién de etanol 2G analizados y andlisis complementarios

realizados.

103

——
| —
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4.2 Materiales y métodos
4.2.1 Materia prima y pretratamientos

Las muestras de residuo agricola de cosecha (RAC) de cafia de azdcar fueron amablemente
suministradas por EEAOC (Estacién Experimental Agroindustrial Obispo Colombres). El material se
cortd a un tamafio de particula de 10-12 cm, se lavé con agua, se secé al aire a 40 °C hasta un
contenido de humedad préximo al 10 % y se almacend en un lugar seco hasta su uso. Para el andlisis

de la composicion de biomasa, una parte de la RAC se moli6 a un tamafio de particula de 1-2 mm.

La explosién de RAC se llevé a cabo a 204 °C y 20 min en una unidad de lote equipada con un reactor
de 2 L, como se describi6 en la seccién 3.2.1 (Capitulo 3). Las condiciones de trabajo se seleccionaron
de acuerdo con los ensayos de optimizacién previos mediante metodologia de superficie de respuesta

(Capitulo 3), con el objetivo de maximizar el rendimiento total de glucosa a partir de este sustrato.

Los pretratamientos acido y alcalino se llevaron a cabo en frascos de 2 L. con 10 % (p/v) de materia
prima de la siguiente manera: alicuotas de RAC con 100 g (base seca, b.s.) con NaOH al 2 % (p/v) o
H,SO, en autoclave a 121 °C durante 60 min. La suspensién se filtré y las fracciones de WIS se
procesaron como se describié en la seccién 3.2.1. Estas condiciones de trabajo se seleccionaron en

base a datos bibliograficos [19].
4.2.2 Caracterizacion de los pretratamientos

Después de los pretratamientos, las fracciones WIS lavadas se secaron a 45 °C y se molieron a un
tamafo de particula de 1 mm para el andlisis de la composicién. El contenido de humedad y la
composicién quimica se analizaron segiin los métodos que se describen seccion 3.2.2. Los valores de
recuperacion de sdlidos (RS) se estimaron como el peso seco de WIS restante después del
pretratamiento referido a 100 g de materia prima (b.s.). La recuperacién de celulosa, hemicelulosa y

lignina en el WIS se calcul6 de la siguiente manera:

g del componente en 100 g de WIS

Recuperacion de componente (%) = xRS x 100 Ec. (1)

g del componente en 100 g de materia prima

El contenido de azicares (xilosa, glucosa, arabinosa, manosa y galactosa) de las fracciones liquidas se
determiné mediante HPLC antes y después de una hidrolisis dcida (seccidn 3.2.3). La recuperacion de

azucares en las fracciones liquidas se estim6 de acuerdo con:

g de azicar en fraccion liquida

Recuperacion de azicar en liquido (%) = 100 Ec. (2)

g de azicar en materia prima

Ademds, la digestibilidad de las fracciones WIS lavadas se evalu6 mediante ensayos de hidrdlisis
enzimdtica estandar al 5 % (p/p) de sélidos, usando una mezcla de celulasas (Celluclast 1.5, Sigma

Aldrich) y B-glucosidasa (Novo 188, Sigma Aldrich), segtin seccién 3.2.3.
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4.2.3 Experimentos de hidrdlisis enzimdtica

Para determinar una combinacién adecuada de enzimas para una liberacion eficiente de azicares del
WIS para usar en ensayos de SFS y PSFS, se llevaron a cabo cuatro experimentos de sacarificacion.
Estas pruebas combinaron celulasas y hemicelulasas, Cellic CTec2 (C) y Cellic HTec2 (H), que
amablemente fueron proporcionadas por Novozymes. Las siguientes proporciones se probaron: (i)
100% C (40 mg proteinas/g de glucano); (ii) 75% de C (30 mg proteinas/g de glucano) mas 25% de H
(10 mg proteinas/g de glucano); (iii) 25% de C (10 mg proteinas/g de glucano) mas 75% de H (30 mg
proteinas/g de glucano); y (iv) 100% de H (40 mg proteinas/g de glucano). Se realizaron hidrdlisis
enzimaticas al 20 % (p/v) de sélidos pretratados lavados (WIS) en tampén de citrato sédico 50 mM
(pH 4,8) a 50 °C durante 72 h. Las enzimas se inactivaron luego en un bafio de agua hirviendo durante
5 minutos y los sobrenadantes recuperados después de la centrifugacion (10.000 g) se usaron para
determinar los azucares liberados por HPLC. Los blancos de las mezclas enzimadticas se procesaron

simultdneamente y todos los experimentos se realizaron por duplicado.

El rendimiento de hidrdlisis enzimatica (YHE) se estim6 de acuerdo con la ecuacién 3, donde el
potencial de glucosa (xilosa) en el WIS se consider6 como contenido total de glucosa (xilosa) en el

sélido pretratado.

contenido de glucosa (o xilosa)liberado durante la hidroélisis enziméatica
%) =
YHE (/0) contenido potencial de glucosa (o xilosa)en WIS %100 Ec. (3)
4.2.4 Ensayos SFS 'y PSFS

Se utiliz6 Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red® (Fermentis, Francia) para los ensayos de
fermentacion. Para la preparacién de indculos, las levaduras se cultivaron a 30 °C y 150 rpm durante
16 h en el medio que contenia, en g/L: extracto de levadura, 5; NH,CL, 2; KH,PO,, 1; MgS0,.7H,0,
0,3 y en los ensayos de glucosa, 30. SFS y PSFS se llevaron a cabo a altas cargas sélidas (20 % p/v),
en un volumen final de 30 mL utilizando matraces Erlenmeyer de 100 mL. El medio fue como se
describe para los indculos, reemplazando la glucosa por el sustrato pretratado (fracciéon WIS). Los
experimentos de SFS se iniciaron con la inoculacién de levadura (1 g/L) y las mezclas de enzimas
seleccionadas (secciéon 4.2.3), en un agitador rotatorio a 150 rpm a 35 °C durante 72 h. Los
experimentos de PSFS implicaron una etapa de prehidrélisis del WIS durante 24 h usando la mezcla
de enzimas seleccionada a 50 °C y 150 rpm, y seguida por SFS iniciada por la inoculacién de levadura
(1 g/L), sin la adicién de enzimas. Se tomaron muestras cada 24 h y se analizaron la concentracién de
etanol y los azicares residuales. Todos los ensayos se realizaron por duplicado. El rendimiento de

etanol (%) se calcul6 de la siguiente manera:

g de etanol producido

Rendimiento de etanol (%) = x 100 Ec. (4)

g de glucosa potencial en WIS

La eficiencia del etanol se estimd como el porcentaje del rendimiento tedrico a partir de 0,51 g de

etanol/g de glucosa.
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4.2.5. Métodos analiticos

La composicién de la materia prima y la biomasa pretratada se determinaron de acuerdo a la

metodologia descrita en la seccién 3.2.8.

El etanol producido se analizé mediante cromatografia de gases en un equipo HP 5890 Series 11
equipado con un inyector Agilent serie 7693B, y con detector de ionizacién de llama y una columna
Carbowax 20 M que funcionaba a 85 °C. El inyector y el dectector se mantuvieron a una temperatura

de 150 °C.

Los productos furfural, 5-hidroximetilfurfural (HMF), 4cido acético y acido férmico se determinaron

por HPLC segiin técnica detallada en Capitulo 3 (seccion 3.2.8).
4.3 Resultados y discusion
4.3.1. Caracterizacion de la biomasa

Los principales componentes del RAC de la cafia de azicar mostraron valores promedio de 29,7 + 0,8
9% para la celulosa, 22,8 + 0,5 % para hemicelulosa y 26,8 + 0,4 % de lignina. El contenido de celulosa
fue bajo en comparacion con otros informes sobre RAC de cana de azicar [20], pero el valor de
hemicelulosa fue similar al descrito por Moretti ef al. [9]. La fraccion de xilano fue del 19,1 + 0,4 %
de la RAC, que mostré un bajo grado de sustitucidn para los grupos acetilo (0.3 = 0.0%), y representd
el 84% de la hemicelulosa. Ademds, arabinanos 2,5 + 0,1 %; galactanos 0,9 + 0,0 %, y mananos 0,3 +
0,0 % fueron determinados. Con respecto al contenido de lignina, el contenido de lignina soluble en
4cido (LAS) fue de 3,8 £ 0,1 %, mientras que la lignina insoluble en 4cido (LAI) fue de 23,0 £ 0,3 %,
valor que se informé de manera similar por otros autores [21,22]. Por extraccién con agua, el 4,7 % de
la materia prima se disolvid, mientras que la posterior extraccién con etanol disolvié una fraccién
adicional de 1,6 % de extractivos resultantes para un total de 6,3 + 0,5 %, valor que se describid
similarmente para muestras de paja de cafia de azdcar [12]. El alto contenido de cenizas encontrado
(14,6 £ 0,1 %) con respecto a otros datos [13,23], podria deberse a la contaminacién del suelo durante
la cosecha de RAC. De forma correspondiente, se detectaron cenizas insolubles en dcido cercanas al

7,7 % (silice, etc.), que correspondian a ~ 53 % del total de cenizas.

Debe notarse que las diferencias en la composicién de las materias primas frecuentemente dependen
de las variedades de cultivo, condiciones de almacenamiento (temperatura, periodo), en los tipos de
cultivo y cosecha e incluso en los tipos de tejido vegetal analizados [22]. Tales variaciones potenciales
en el rendimiento de la materia seca del cultivo y las condiciones de cosecha pueden producir un
contenido subdptimo de carbohidratos [8, 11]. Al considerar las variedades cultivadas de cafia de
azucar en Argentina, se estimé que aproximadamente 151 kg de RAC por tonelada de cafia de aziicar
cosechada estarfan potencialmente disponibles para la biorrefinerfa. Esto implicé aproximadamente

2,7 millones de toneladas de RAC vacante como materia prima para la produccién de etanol en 2016.
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El potencial para la produccion de combustibles o quimicos a partir del
4" material biomadsico analizado compuesto por residuos post-cosecha de la
caira de azicar, estd dado por un contenido total de carbohidratos superior

al 50 % sobre base seca, valor significativo para dicho objetivo.

4.3.2. Evaluacion de pretratamientos para residuos de cultivos agricolas de caiia de aziicar

Las tecnologias de pretratamiento tienen como objetivo mejorar la digestibilidad de la lignocelulosa y
producir cambios estructurales y de composicion de las materias primas. Por lo tanto, una evaluacién
exhaustiva de los pretratamientos ensayados implica no sélo la recuperaciéon de hidratos de carbono
sino también los rendimientos de azdcar por hidrélisis enzimdtica como indicadores clave de la
efectividad. La biomasa RAC recortada a un tamafio promedio de 10-12 cm, se sometié a diferentes
pretratamientos: (i) explosién de vapor (EV; 204,1 °C; 20 min), (ii) 4cido diluido (H,SO, al 2 % p/v;
121 °C; 60 min) y (iii) alcalino (NaOH al 2% p/v; 121 °C; 60 min). Como se indicd, las fracciones
WIS lavadas se utilizaron para los siguientes ensayos; las mismas mostraron una pérdida insignificante

de aziicar en los liquidos de los lavados.

Tabla 1. Recuperacion de sélidos insolubles (RS), composiciones de WIS y de fraccién liquida y rendimientos de hidrélisis

enzimdtica (YHE) de RAC después de los diferentes pretratamientos ensayados.

Componentes de la
Composicién WIS (% b.s.) fraccion liquida (¥) YHEq (%) YHExi (%)
. RS (g/100 g materia prima) (%)
Pretratamiento
(%)
Azicares
Celulosa  Hemicelulosa  Lignina | Glucosa
hemicelulésicos

EV-RAC 67,6 | 38,8+0,2 4,3+0,1 32,6 £5,3 1,7 7,1 77,6 +£1,2 72,0+£0,4
NaOH-RAC 52,5 ] 52,3+£0,1 26,3+0,2 104+0,8 0,9 10,3 80,0 4,5 65,0+34
H,S0O4-RAC 64,8 | 41,0+£0,5 7,1 +£0,3 372+1,1 1,5 17,9 36,3+04 36,9 £0,2

(*) Las fracciones liquidas fueron analizadas solo para carbohidratos

(**) Susceptibilidad enzimética del WIS medida de acuerdo a la seccién 4.2.3

Se obtuvieron recuperaciones sélidas (RS) de 67,6 % y 64,8 % para la explosiéon de vapor y
pretratamiento a base de 4cido, respectivamente, mientras que se determiné una RS de 52,5 % para el
pretratamiento basado en dlcali (Tabla 1). Valores de RS similares, de 56 % y 51,1 %, se informaron
después de un pretratamiento EV a escala industrial realizado en condiciones ligeramente menos

severas (200 °C y 15 min, [10]) y de bagazo de cafia de azicar pretratado con hidréxido de calcio [24],
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respectivamente. Por otro lado, Carvalho y colaboradores [8] informaron valores de RS de 37,3 % y
55,8 % para pretratamientos alcalino y &cido, respectivamente. Las diferencias con los valores

encontrados aqui pueden deberse a la mayor temperatura (175 °C) utilizada por estos autores.

Con respecto a las fracciones WIS, se observaron variaciones considerables en la composicién después
de los diferentes pretratamientos probados. Los contenidos de celulosa fueron del 38,8 %, 52,3 % y
41,0 % después de los pretratamientos de EV, dlcali y 4cido diluido, respectivamente. El principal
constituyente eliminado del WIS después de los pretratamientos EV-RAC y H,SO,-RAC fue la
hemicelulosa, ya que su contenido fue de 4,3 + 0,1 % y 7,1 £ 0,3 %, respectivamente, y lignina para

NaOH-RAC (10,4 + 0,8 %) (Tabla 1).

El andlisis de las fracciones liquidas reveld que la xilosa fue el azicar mas abundante detectado.
Aproximadamente, 76 % y 100 % de los azicares derivados de hemicelulosas estaban presentes como
oligosacaridos en las fracciones liquidas después de EV y pretratamiento alcalino, respectivamente,
mientras que s6lo se identificaron azdcares monoméricos en las muestras recuperadas del

pretratamiento 4cido diluido de RAC (datos no mostrados).

Al referir los valores totales de recuperacién de carbohidratos a la materia prima (en las fracciones
sélida y liquida), la recuperacion de celulosa fue > 93 % con respecto al RAC no tratado en todos los
casos, ya que este compuesto es el menos solubilizado en las condiciones de pretratamiento evaluadas
(Figura 2). La hemicelulosa se recuper6 casi por completo (99,8 %) después del pretratamiento a base
de dlcali, que concentré este compuesto en la fraccién sélida. Mientras que el tratamiento 4cido
produjo una recuperacién de hemicelulosa de 88,3 %, distribuido 68,8 % en la fraccién liquida y 19,6
% en el WIS, un comportamiento diferente resulté con el pretratamiento EV donde solo se recuperd
39,7 % de hemicelulosa, principalmente en la fraccion liquida (27,2 %) (Fig. 2). En relacién con la
pérdida de hemicelulosa, se ha atribuido la misma a una hidrélisis parcial de este componente en las
condiciones dcidas debido a la adicién de 4cido sulftirico en el pretratamiento dcido y al 4cido acético
y otros acidos orgénicos liberados de la biomasa durante la explosion de vapor [14]. Ademas, la
reduccion pronunciada (~ 60 %) de hemicelulosa que se verific6 después del ensayo EV, se tradujo en
la deteccién de los compuestos de degradacion furfural (0,35 g/L), HMF (0,07 g/L), acido acético
(0,45 g/L) y écido férmico (0,52 g/L) en la fraccion liquida resultante. Dado que se observd una
pérdida minima de azdcares después de los pretratamientos a base de élcali y acido, los compuestos de

degradacién no se investigaron en estos casos.

Finalmente, la recuperacién de lignina en el WIS alcanzé 82,2 % y 89,8 % para EV y pretratamiento
dcido diluido, respectivamente. Como se esperaba, el pretratamiento del RAC basado en 4dlcali produjo
la mayor deslignificacion observada, 79,7 % (Fig. 2), valor que fue similar a los obtenidos en puntas

de cafa de azicar en condiciones similares [25].
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Figura 2. Recuperaciéon de compuestos estructurales principales del RAC de la cafia de azicar en WIS y fracciones liquidas
después de los pretratamientos, con respecto a la materia prima. El contenido de lignina solo se midié en las fracciones
sélidas.

La susceptibilidad al ataque enzimdtico a carbohidratos, una caracteristica clave del material
pretratado, se analiz6 adicionalmente en todas las fracciones RAC-WIS mediante ensayos enzimaticos
estandar con Celluclast 1.5 y Novo 188. Los valores de conversién de glucosa resultantes YHEg,
fueronde 77,6 £ 1,2 % y 80,0 + 4,5 % para EV-RAC y NaOH-RAC, respectivamente (Tabla 1). En el
caso de los pretratamientos alcalinos, la efectividad de la hidrdlisis enzimdtica se ha atribuido
principalmente a una alta deslignificacion (contenido de lignina del 10,4 %, Tabla 1) y a un efecto de
“hinchado” que aumenta el acceso a la celulosa, disminuyendo su grado de polimerizacién y
cristalinidad [16]. Se observo una baja liberacion enzimdtica de azicares para H,SO4-RAC, incluso
cuando su contenido de celulosa fue similar al de EV-RAC, lo que revela una baja digestibilidad

enzimatica del sélido obtenido.

La composicion general de los principales componentes del material
lignoceluldsico ensayado se modificé de manera diferente después de cada
pretratamiento realizado:

(i) La EV produjo una pérdida significativa de hemicelulosa, mientras que la celulosa
y la lignina se recuperaron principalmente en las fracciones WIS;
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(i) El pretratamiento a base de dlcali condujo a una solubilizacién casi completa de
lignina;

(iit) El pretratamiento con acido diluido permitié la recuperacion casi total de todos
los componentes, con valores de recuperacion de celulosa del a4 %, hemicelulosa >

88 % (principalmente en la fraccion liquida) y ~ 90 % de lignina.

4.3.3. Configuracion de las condiciones de sacarificacion a una consistencia del 20 % (p/v)

Una concentracién de etanol del 4 % (p/p) se considera el punto de referencia para una destilacién
eficiente [26]. Tal resultado implica la disponibilidad de concentraciones de azucar > 8 % (p/p) para la
fermentacion, lo que implica el uso de altas cargas sélidas para la mayoria de los tipos de material
lignocelulésico [27]. Sin embargo, esas cargas de sustrato implican desventajas significativas en la
sacarificacién, como la inhibicién por producto final de enzimas celuloliticas, limitaciones de
transferencia de masa e inhibidores de alta concentracion en el sistema, entre otros [18]. Con el
objetivo de definir las mezclas sacarificantes que se utilizardn luego para RAC-WIS a 20 % (p/v) de
cargas de sustrato, se evaluaron Cellic CTec2 (C) y Cellic HTec2 (H) ya que estas enzimas se
desarrollaron para abordar algunas de los problemas derivados de la alta concentracién de sélidos. Los
rendimientos de hidrélisis enzimatica obtenidos no mejoraron significativamente mediante la adicién
de diferentes proporciones de hemicelulasa (H) a celulasa (C) cuando se probaron biomasas
pretratadas con EV y con 4cido, aunque alrededor del 10 % de azicares se liberaron adicionalmente a

partir de H,SO,-RAC con la ayuda del 25 % (H) (Fig. 3).
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Figura 3. Ensayos de sacarificacién de WIS al 20 % (p/v) durante 72 h usando diferentes combinaciones de Cellic CTec2
(C) and Cellic HTec2 (H). Las barras representan los porcentajes de rendimiento de hidrdlisis enzimdtica de glucosa
(YHEg,) obtenida y los puntos rojos representan la relacién entre YHE,, para cada mezcla de enzima (C + H) y YHEg, de

la sacarificacién producida sélo con (C), como porcentaje.
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Por el contrario, se observé una mejora significativa (60 %) en el rendimiento de glucosa de NaOH-
RAC cuando la celulasa (C) se combind con 25 % o con 75 % de hemicelulasa (H). Este resultado
podria explicarse por el alto contenido hemiceluldsico de la biomasa de NaOH-RAC (26,3 %) con
respecto a EV-RAC y H,SO,-RAC (Tabla 1). En este sentido, la adicion de xilanasa y/o B-xilosidasa a
la etapa de sacarificacién ha demostrado que reduce la necesidad de altas dosis de celulasas para una
hidrdlisis efectiva de la celulosa, ya que disminuye el impedimento fisico que representa la
hemicelulosa para el ataque enzimatico [28]. Es importante sefialar que los ensayos para la
sacarificacién establecidos en EV-RAC y H,SO4,-RAC, con un contenido de celulosa similar,
produjeron en promedio 79,3 % y 36,4 % de glucosa, respectivamente. Este resultado respalda atin
mas nuestra observacién sobre la fuerte influencia que los cambios estructurales que surgen de los

pretratamientos presentan en su digestibilidad enzimatica.
4.3.4. Ensayos SFS 'y PSFS

Para ambas configuraciones, la sacarificacion se resolvid sobre la base de los resultados que se
muestran en la Figura 3: las biomasas EV-RAC y H,SO,-RAC se trataron con 100 % de Cellic CTec2
(C), mientras que la combinacién 75 % (C) + 25 % (H) se aplic6 para NaOH-RAC. Desde una
perspectiva general, los ensayos de SFS dieron como resultado menores rendimientos y eficiencias de
etanol en comparacién con los procesos de PSFS correspondientes, principalmente para [H,SO,4-SFS]
en los que no se detectd etanol (Tabla 2). Estos resultados concuerdan con los informes que indican
que una hidrdlisis anterior a la etapa de SFS de subproductos agricolas con altos niveles de sélidos,
mejord el proceso al facilitar la transferencia de masa debido a la reduccién de la viscosidad [29].
Ademads, durante SFS la sacarificacion se produce en condiciones enzimdticas sub-6ptimas (35 °C),

hecho que afecta negativamente a los rendimientos de HE al reducir la liberacién de azicares [18].

Las concentraciones maximas de etanol obtenidas fueron de 4,8 % (p/p) para [NaOH-PSFS] y de 4,5
% (p/p) para [NaOH-SFS], lo que implica eficiencias de etanol superiores al 75 %, sin diferencias
significativas entre ambas configuraciones (Tabla 2). Cabe destacar que estos valores excedieron con
éxito la concentracion minima de etanol sefialada como necesaria para una destilacion
econémicamente viable [27]. Las eficiencias de etanol encontradas de la biomasa explotada por vapor
decrecieron significativamente en SFS, pasando de 72,1 % (PSFS) a 50,1 % (SFS) (Tabla 2). Es
importante tener en cuenta que tales reducciones podrian ser significativas para estudios de viabilidad
y escalamiento de los procesos de produccion de etanol 2G. Finalmente, [H,SO4-PSFS] fue el proceso
menos eficaz ensayado ya que alcanzo6 el 1,4 % (p/p) de produccidn de etanol, mientras que [H,SO,-

SFES] produjo cantidades insignificantes de etanol (Tabla 2).

La glucosa residual se determiné como indicador de un consumo eficiente de azucar a lo largo de la
produccién de etanol. En la mayoria de los casos, se observé un consumo eficiente de glucosa.

Concentraciones residuales < 0,7 g/L. de glucosa se obtuvieron mediante los procesos de SFS (Fig. 4a),
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mientras que a las 24 horas de [EV-PSFS] y [NaOH-PSFS] se obtuvieron los valores residuales de 0,5

g/L a 1,2 g/L, que se alcanzaron desde las concentraciones de glucosa inicial de 48 g/L y 66 g/L,

48 72
Tiempo (h)

Figura 4. Curva temporal de produccién de etanol (g/L) y aziicares residuales a partir de 20 % (p/v) de RAC pretratado
mediante dos configuraciones de proceso: a) SFS y b) PSES. ---e--- etanol, --- A --- glucosa, ---m--- xilosa.

respectivamente. No se detectaron variaciones significativas de azudcar residual a las 48 h 'y 72 h (Fig.
4 b). El proceso [H,SO,-PSFS] también mostré concentraciones de glucosa residual similares, aunque
la liberacién de azicar fue baja debido a la susceptibilidad enzimatica reducida (es decir, YHE baja)

observada para esta biomasa pretratada (Tabla 1).

Cabe mencionar que el consumo efectivo de glucosa observado demostr6 que la capacidad
fermentativa del microorganismo utilizado, S. cerevisiae Ethanol Red®, no se vio afectada en los
procesos realizados. Cerca de 9 g/L de xilitol, un subproducto metabdlico de la levadura, se detectaron

a las 48 h de fermentacién durante [NaOH-PSFS] (datos no mostrados). La cantidad significativa de
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xilosa liberada en este proceso (32,2 g/L, Fig. 4b) podria sustentar el desarrollo de estrategias hacia
una explotacién integral del RAC de cafia de azicar pretratado con dlcali para producir una variedad

de bioproductos [30].

Tabla 2. Concentraciones de etanol, rendimientos y eficiencias obtenidas después de 72 h de procesos de fermentacion.

Etanol
Proceso % Rendimiento
L /ton RAC Eficiencia (%)
(p/p) (%)
[EV - PSFS] 3,2+0,1 36,8 +1,4 134,5 72,1 +£2,7
PSFS [NaOH - PSFS] 48+02 40,8 £ 1,5 156,4 79,9 £2,9
[H,SO,- PSES] 1,4+0,1 14,8 £ 0,6 54,6 289+1,1
[EV - SES] 2,2+0,3 25,6 +3,0 934 50,1 +£5,9
SFS
[NaOH - SFS] 4,5+0,1 38,4+0,5 147,1 752 +1,0
[HzSO4 - SFS] nd - - -

*nd: no detectado

El proceso mas favorable ensayado fue [NaOH-PSFS], que produjo 47,0

g/L de etanol. Esto correspondié a un rendimiento global del proceso de

12,3 g de etanol/100 g de RAC, o de 156,4 L de etanol/tonelada de

RAC. Los resultados implican la utilizacion del 79,9 % de glucosa potencialmente

disponible en la materia prima (Tabla 2).

Mesa et al. [7] informaron la produccién de 14,8 g de etanol/100 g de RAC después de un proceso de
PSFS con una consistencia de s6lidos del 8 % (p/v) de paja de cafia de azicar pretratada con 4cido. Sin
embargo, la concentracion de etanol obtenida por estos autores (14,47 g/L) represento la utilizacién
del 72,4 % de la glucosa disponible a partir de la biomasa de partida. En comparacion, en este trabajo
se produjo 3 veces mds concentracion de etanol (47,0 g/L) a una carga sélidos 2,5 veces mayor (20 %,

p/v) por medio de un proceso [NaOH-PSFS].

Se puede resaltar que el proceso [EV-PSES] produjo 134,5 L de etanol/ton RAC como resultado de
una utilizacién del 72,1 % de la glucosa disponible (Tabla 2). Aunque la concentracién de etanol

alcanzada del 3,2 % (p/p) fue inferior al 4 % (p/p) considerado el objetivo de un producto de
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destilacién viable, las ventajas medioambientales y técnicas de la explosion por vapor deberian
considerarse para promover un aumento de la eficiencia del proceso hacia una produccién realista de

etanol de RAC.

4.4 Conclusiones

Un proceso integrado para la produccion de etanol 2G se evalud exhaustivamente mediante el examen
de diferentes pretratamientos de residuos post-cosecha de cafia de azucar, y la realizacién de la
sacarificacién y fermentacion de acuerdo con dos configuraciones de proceso, SFS y PSES (Fig. 1). El
proceso mas eficiente ensayado se basé en el uso de biomasa pretratada con dlcali, que liber6
aproximadamente el 88 % de su contenido de glucosa mediante la adicién de hemicelulasas a celulasas
de dltima generacién. Tal disponibilidad de glucosa para la fermentacion se considera como una
referencia para una destilacién econémicamente viable. Como resultado, por medio de un proceso
[NaOH-PSFS] a una consistencia del 20 % (p/v), el proceso global produjo 156,4 L de etanol/ton
RAC.
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El presente trabajo se enfocé en la evaluacién de todas las etapas para el desarrollo de un proceso
integrado de produccién de etanol de segunda generacidén a partir de recursos lignoceluldsicos de

relevancia regional.

Fueron realizados y evaluados diferentes tipos de pretratamientos que permitan obtener biomasa
adecuada para las etapas de sacarificacién enzimética y posterior fermentacién. También, se construyd
una coleccion de cepas productoras de enzimas activas sobre carbohidratos, a partir de las cuales
fueron desarrolladas formulaciones enziméaticas para la liberacién de azicares fermentables tanto de
fracciones liquidas como sélidas de la biomasa pretratada, con el objetivo de definir herramientas
apropiadas para la gestioén integral del recurso biomdsico. Finalmente, se completé la produccién de

etanol 2G utilizando el material generado, de acuerdo a diferentes configuraciones de proceso.

El material lignocelul6sico utilizado fue bagazo y residuo agricola de cosecha de cafia de azicar, los
cuales fueron caracterizados de acuerdo a metodologias y normativa internacional. Se evaluaron tres
tipos de pretratamientos (quimicos y fisicoquimico) sobre los mismos, uno de los cuales fue
optimizado con la asistencia de herramientas estadisticas para el disefio experimental. Este trabajo
constituye el primer reporte aplicando este tipo de metodologias a bagazo y RAC de cafia de azidcar
pretratados con explosion por vapor (Manfredi et al., manuscrito). Se obtuvieron materiales con altas

recuperaciones de sus carbohidratos y susceptibles a la hidrélisis enzimatica.

Posteriormente, la etapa de sacarificacién sobre el material pretratado fue ensayada con el uso de
enzimas comerciales utilizando la normativa internacional (NREL), para comparar de manera

adecuada los resultados obtenidos con la literatura especializada.

De manera adicional, esta etapa del proceso fue abordada en este trabajo de tesis con la produccién y
evaluaciéon de enzimas capaces de aportar al desarrollo de mezclas o cocteles enzimaticos
potencialmente eficientes en la deconstruccién de los carbohidratos de la biomasa vegetal. Para ello, se
realizé el aislamiento y caracterizacién de bacterias provenientes de ambientes de la agroindustria
local y de intestino de insectos xiléfagos, contribuyendo a la descripciébn y extension de
biocatalizadores disponibles en biorrefinerias (Capitulo 1, [1]). De un total de 233 asilamientos
bacterianos puros, se seleccionaron 45 aislamientos con capacidad de producir glicdsido hidrolasas
extracelulares activas sobre celulosa soluble o microcristalina y sobre xilano. El filo prevalente entre
estos fue Firmicutes (62,2 %), representado principalmente por miembros de los géneros Bacillus y
Paenibacillus. También se identificé un 24,4 % de bacterias del filo Proteobacteria y un 6,6 % de
Actinobacterias y 6,6 % de Bacteroidetes. Entre estos aislamientos, se destacan los seleccionados para
la produccién enzimdtica, y otros que resultaron novedosos en ambientes especializados en la

degradacién de biomasa vegetal, como es el caso de Agromyces sp. AR488 (Actinobacteria), cuya

117

——
| —



Conclusiones

descripcién como integrante de consorcios microbianos de intestino de insecto fue citada

recientemente por Evtushenko et al. [2], en Bergey’s Manual of Systematics of Archaca and Bacteria.

Con el objeto de mejorar la produccién enzimdtica, se aplicd la herramienta de disefio factorial para
estudiar los componentes del medio de cultivo que afectan tanto al crecimiento como a la produccién
de celulasas de Bacillus sp. AR0O3. Aunque la evaluacién de la suplementacién de cécteles enzimaticos
resulté eficiente con la cepa Paenibacillus sp. AR247, las celulasas producidas por ARO3 en este
trabajo de tesis fue promovida por el uso de glucosa y otros carbohidratos solubles, lo cual constituye
un resultado relevante tanto en términos fisiolégicos como tecnoldgicos, ya que la utilizacién de
sustratos solubles favorecié la fermentacion sumergida y la posterior recuperacion de las enzimas de

interés en el caldo de cultivo (Capitulo 2, [3]).

En cuanto a la produccién de etanol 2G, se destaca en este trabajo la suplementacién eficiente de los
cocteles comerciales con enzimas de produccién propia, provenientes de la cepa Paenibacillus sp.
AR247 (Capitulo 1; [1, 4]). Esto condujo a la definicién de sistemas optimizados para la biomasa de
origen local que fueron desarrollados para los pretratamientos realizados y los dos tipos de biomasas
utilizadas (Capitulo 3). Se destaca el incremento de hasta un 37 % de glucosa generada por hidrdlisis
enzimdtica obtenido con la mezcla Celluclast 1.5 + Novol88 cuando esta fue suplementada con el
extracto crudo producido por fermentacion sumergida de la cepa AR247, siendo éste el resultado més

prometedor en vista de la literatura existente a la fecha (Capitulo 3, Manfredi et al., manuscrito).

Los ensayos de fermentacién se llevaron a cabo utilizando alta carga de s6lidos (20 % p/v), de acuerdo
a dos configuraciones de proceso: sacarificacion y fermentacién simultaneas (SFS) vy
presacarificacion, sacarificacion y fermentacion simultaneas (PSFS). La utilizacién de sélidos en altas
cargas es critica para la factibilidad del proceso. Es clave considerar que mucha de la literatura
informa cargas de sélidos inferiores al 10 %, con frecuencia del 2 al 5 %. Los resultados obtenidos
permitieron la conversién a etanol de un 80 % de la glucosa disponible en el RAC pretratado con

NaOH (Capitulo 4, [5]).

De todas las condiciones evaluadas, el proceso mas eficiente resultd de la aplicacién del
pretratamiento quimico con NaOH y PSFS, el cual produjo 47 g/L de etanol (Capitulo 4). Sin
embargo, el resultado mds significativo en términos de eficiencia y sustentabilidad fue logrado con la
combinacién del tratamiento fisicoquimico (explosién por vapor) con PSFS, el que condujo a

eficiencias de 72,1 % en un proceso que no utiliza quimicos corrosivos.

Los resultados obtenidos en esta tesis constituyen un paso significativo hacia el fortalecimiento de

biorrefinerias en el contexto de la agroindustria del noroeste argentino.
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