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¢ Cuanto bioetanol necesita Uruguay?

Etanol (millones de litros)

4,5% 5% 15% 85% 100%

Vehiculos a nafta comunes Vehiculos Flex Fuel



Lighocelulosa a Etanol

Biomass is harvested
and delivered to
the biorefinery.
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Biomass is cut

20-40% del costo
2 empresas productoras

nto shreds

and pretreated
with heat and
chemicals to
make cellulose
accessible to
enzymes.

Enzymes break down

cellulose chains
into sugars.
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Microbes ferment
sugars into
ethanol.

9 Ethanol is

purified through
distillation and
prepared for
distribution.



Objetivo

Desarrollar enzimas nacionales que permitan hacer econdmicamente viable Ia
conversion de biomasa en etanol.



Estrategia

* Aprovechar toda la diversidad genética de una comunidad bacteriana
especializada mediante la metagendmica funcional.

* Analizar todos los organismos, sean cultivables in vitro o no.

* Seleccionar las mejores enzimas y expresarlas en cepas industriales
especializadas en convertir azucares sencillos en etanol.



Construccion de bibliotecas metagenomicas

Extraer el ADN
Seleccionar por tamano

Clonarlo en fésmidos pCC1FOS
Empaquetarlos in vitro e infectar E.coli EP1300

Seleccionar aquellas colonias que adquirieron
funciones de interés




Comunidades Microbianas






Departamento de Ingenieria de Reactores
Facultad de Ingenieria
Universidad de la Republica




Seleccion

Tamafiio de las bibliotecas: 30.000 clones cada una, 42 kbp por clon

Celulasas Avicel o CMC, revelado con Rojo Congo
Avicel como unica fuente de carbono

Hemicelulasas Xilano de Avena, revelado con Rojo Congo

Esterasas/Lipasas Tributirina
Trioleina/rodamina



Lipasas




Celulasas




Actividad celulolitica

Papel de filtro



Cantidad de clones identificados

Lodos de
bioreactores

Celulasas 21 6

Hemicelulasas 5 4

Esterasas/Lipasas 11 6



Genes identificados por secuenciacion masiva

Predicted function CAZy

Xil3 _cl1 87 Xylanase, arabinofuranosidase GH43,62,32,68
Xil3 c1 45 Xylanase, arabinofuranosidase GH43,62,32,68
Xil3 c1 71 BACON-glucanase GH5

Csd6_c1 40 BACON-glucanase GH5

Csd9 c1 5 Endoglucanase GH5

Csd8 c¢5_17 B-xylosidase GH43
Csd18Uruguay c1 59 Endoglucanase GH5,16
Csd4_endoG Endoglucanase GH5

Csd4_xyl B-xylosidase GH43

Csd4 lac Laccase / Cu-oxydase AA1l



Conversion de celulosa en etanol



Etanol a partir de celulosa (1% CMC)
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Produccion de etanol por Csd4

Ethanol (g/l)

Glucose CMC Avicel FP Bagasse Xylan Salts

Sustratos al 1%, 48 horas, 372C



Caracterizacion Enzimatica



Csd4

Phosphoenolpyruvate synthase CgtA GTPase | gecase

Putative hemin binding
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Beta-xylosidase EndoG
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34406 bp



oH v temperatura optimos de EndoG
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Actividad de EndoG en distintos solventes
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Especificidad de EndoG

Sustao | Actidad_

CMC +
Avicel

4-MUC +
Celotetraosa +
Xilano +

Lichenan



Perspectivas



Perspectivas

—
glucanasa MIERERE] B-glicosidasa B-xilosidasa ED]

= (CBP

Consolidated Bioprocessing




Perspectivas

Switchgrass Pasto elefante Cafia comun

Panicum virgatum Pennisetum purpureum Arundo donax

== Pretratamientos fisicos y/o quimicos

+ HCB P”

== Etanol
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