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RESUMEN

Obtencion de bioetanol a partir de residuos lignocelulésicos de papa (Solanum
tuberosum) utilizando enzimas comerciales y Escherichia coli etanologénica

Elaborada por: Ing. Javier Daniel Ramirez Amaya
Dirigida por:  Dra. Leticia Lopez Zamora
Dra. Maria Guadalupe Aguilar Uscanga

El objetivo de esta investigacion fue la obtencion de bioetanol a partir de residuos
lignocelulésicos de papa (Solanum tuberosum) utilizando enzimas comerciales y
Escherichia coli etanologénica. Para ello se realizé una caracterizacion lignocelulésica
de la materia prima, en donde se encontr6 que los tallos de papa y tallo-hoja contienen
(35, 20)% celulosa, (28,19)% hemicelulosa y (25, 21)% lignina respectivamente, se
realiz6 un disefio de experimentos 22 del pretratamiento alcalino para evaluar el efecto
de la temperatura (80 y 120 °C), la concentracion de NaOH (0.5 y 1%) y el tiempo (60,
90 min) en muestras de tallo y tallo-hoja en base al contenido de lignina, para este
estudio se encontrd que los niveles altos de concentracion de NaOH (1%), los niveles
bajos de temperatura (80 °C) y los niveles altos de tiempo (90 min) favorecen la
disminucion del contenido de lignina de un 25% a 13% en los experimentos de tallo,
en el caso de los experimentos de tallo-hoja se encontré que los niveles altos de
concentracion de NaOH (1%), con niveles altos de temperatura (120 °C) y niveles
bajos de tiempo (60 min) reducen el contenido de lignina de un 21% a 13%. Posterior
al pretratamiento alcalino se realizdé un disefio de experimentos 22 para evaluar el
efecto de concentracion de enzima hemicelulasas (4 y 6% p/v), concentracion de
enzima celulasas (4 y 6% p/v) de Novozyme y la temperatura de hidrélisis (40 y 50 °C),
la variable de respuesta fue la concentracion de azucares reductores. Los resultados
del disefio de experimentos de la hidrdlisis enzimatica mostraron que la maxima
concentracion de glucosa fue de 12 g/L, utilizando una relacion sélido-Liquido (RSL)
de 1:15 (p/v) con 10 g de bagazo de papa en base seca, temperatura de hidrélisis 40
°C y tiempo de reaccion de 72 h. Se encontr6 que la temperatura de hidrélisis fue el
anico factor significativo, y que los niveles bajos de temperatura (40 °C) favorecen la
concentracion de glucosa, la concentracion de enzima no mostré ningun efecto
significativo por lo que es indistinto utilizar niveles bajos o altos (4 0 6 %p/v). Para la
optimizacion de la fermentacion de los azlcares del hidrolizado enzimatico de bagazo
de papa se utilizé la bacteria etanologénica Escherichia coli CCE14, se emple6 un
disefio Box-Behnken con tres puntos centrales, los factores y sus niveles fueron pH
(6, 6.5y 7), concentracién de indculo (5, 10 y 15 %v/v) y velocidad de agitacion (150,
200y 250 rpm), la variable de respuesta fue la eficiencia de produccion de etanol, neton
(%). Las mejores condiciones de operacion fueron pH= 6.64, Ci (%v/v)= 5%, Va= 150
rpm y la eficiencia de produccion de etanol (newon)= 89.58%. En conclusion, la
produccion de etanol a partir de estos residuos de papa resulta una alternativa
interesante, sin embargo, es necesario realizar mas experimentos para abordar con
mayor profundidad las condiciones éptimas para cada proceso y evaluar su factibilidad
economica.



ABSTRACT

Bioethanol from potato lignocellulosic waste (Solanum tuberosum) using commercial
enzymes and ethanologenic Escherichia coli

By:  Javier Daniel Ramirez Amaya
Dra. Leticia LOpez Zamora
Dra. Maria Guadalupe Aguilar Uscanga.

The aim of this research was to obtain bioethanol from lignocellulosic wastes from
potato (Solanum tuberosum) using commercial enzymes and ethanologenic
Escherichia coli. For that, a lignocellulosic characterization of the raw material was
made, where was found that for stalk the content of cellulose, hemicellulose and lignin
was 35, 28 and 25 %, respectively and for the mix stalk-leaf the content of cellulose,
hemicellulose and lignin was 20, 19 and 21%, respectively. An experimental design 23
was performed of the alkaline pretreatment for evaluate the effect of NaOH
concentration (0.5 and 1% wi/v), temperature (80 and 120°C), and time (60, 90 min) on
lignin content reduction for stalk and the mix stalk-leaf. It was found that high level of
NaOH concentration (1 % w/v) and time (90 min) in addition to low level of temperature
(80 °C) reduce the lining content to 13% for stalk, and high level of NaOH (1%) and
temperature (120°C) and low level of time (60 min) in the case of mix stalks-leaf reduce
similarly the lignin content to 13%. For the enzymatic hydrolysis of hemicellulose and
cellulose was used bagasse of stalk, although the lignin content was reduced at the
same level that in the mix stalk- leaf, the first have better yield in dry weight with respect
to second. In order to determine the best conditions of this stage, an experimental
design 22 was made, the variables to evaluate were hemicellulase concentration (4
and 6 % wi/v), cellulase concentration (4 and 6 % w/v) and temperature (40 and 50 °C)
and the response variable was the reducing sugars concentration. The results show
that the maximum glucose concentration (12 g/L), using a solid-liquid ratio of 1:15
(bagasse : buffer) and with 10 g (dry weight), was achieved with a temperature of 40
°C (low level), and that neither the hemicellulase nor the cellulase concentration show
a significant effect over the hydrolysis. Finally, for the optimization of the sugars
fermentation of the enzymatic hydrolyzed of the potato bagasse a Box-Behnken design
with three central points was used, the factors and the levels were: pH (6, 6.5 and 7),
inoculum concentration (5, 10 and 15 % v/v) and stirring rate (150, 200 and 250 rpm)
and the response variable was the ethanol production efficiency (newon). The best
conditions were a pH of 6.64, an inoculum concentration of 5 % and a stirrer speed of
150 rpm with a value of newon of 89.58 %. In conclusion, the potato bagasse is a good
option for the bioethanol production, however is necessary more experiments for
determine the best conditions of each process stage and evaluate their economic
feasibility.
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INTRODUCCION

El etanol es un combustible limpio cuyo uso puede disminuir los efectos negativos del
cambio climatico ocasionado por la combustion de petréleo, carbdn mineral y gas
natural (Chang, 2007); se produce por fermentacion de los azucares obtenidos de cafa
de azlcar, maiz, remolacha y biomasa lignoceluldsica. El etanol lignoceluldsico,
también llamado bioetanol de segunda generacion, se obtiene mediante la
consecucién de las siguientes etapas: reduccion de tamafio (si es necesario),
pretratamiento, hidrolisis de celulosa y hemicelulosa para producir azucares
reductores (principalmente glucosa y xilosa), fermentacion llevada a cabo por
levaduras y bacterias con capacidad fermentativa, recuperacion y purificacion de

bioetanol.

La produccién de biocombustibles es una alternativa que se esta investigando
actualmente con la cual se busca reducir el uso de fuentes fosiles cuyas emisiones
causan el efecto invernadero. La importancia de producir alcohol radica en que es una
forma limpia de energia y mas alld de esto que la produccién de este metabolito
provenga de fuentes renovables que permitan que esta tecnologia sea autosostenible

y en cierta manera inagotable.

Las fuentes de produccion de etanol son tan vastas que van desde desechos sélidos
municipales, residuos agricolas, material desechado como papeleria, maderas, entre
otras, ninguna de estas materias primas tiene algun uso definido. Es por esta razén
gue esta investigacion busca aprovechar en este caso residuos lignoceluldsicos de
bagazo de papa S. tuberosum para optimizar la produccién de etanol y con esto
solucionar no solo el problema de emisiones de gases a la atmosfera sino también

tratar el manejo de desperdicios y residuos soélidos producidos por el hombre.

La justificacion de este trabajo es aprovechar la gran cantidad de residuos

lignoceluldsicos de papa para la obtencion de bioetanol, ya que sélo se usan como



abono para el suelo, y de esta manera contribuir a reducir los gases de efecto

invernadero.

Para poder llevar a cabo la obtencion de bioetanol a partir de residuos lignocelulésicos
de papa S. tuberosum es necesario realizar un pretratamiento para solubilizar la
lignina, aumentar la superficie de contacto de los poros y permitir el acceso a las
enzimas, en esta investigacion se plante6 como objetivo especifico evaluar las
variables que afectan el tratamiento alcalino para reducir el contenido de lignina en el
residuo lignocelulésico de bagazo de papa. Después del pretratamiento, donde la
finalidad de este fue reducir el contenido de lignina, se procede a la etapa de la
hidrdlisis o sacarificacion enzimatica, donde se hidrolizan los azlcares de la celulosa
y hemicelulosa por la accion sinérgica de las enzimas Celulasas y Hemicelulasas que
hidrolizan azucares de 5 y 6 carbonos principalmente xilosa y glucosa. En esta
investigacion para la etapa de la hidroélisis enzimatica su objetivo consistio en evaluar
las variables que afectan este proceso empleando enzimas comerciales para la
obtencion de azucares reductores, con la finalidad de encontrar las mejores
condiciones de operacion para llevar acabo la hidrolisis del bagazo de papa pretratado.
Posteriormente se llevd a cabo la fermentacion de los azucares del hidrolizado
optimizando las variables que afectan dicho proceso, en esta etapa se ferment6 por
medio de un microorganismo etanologénico (Escherichia coli CCE14) la glucosa y

xilosa presente en el hidrolizado, a fin de convertirla en bioetanol.

Es importante fomentar este tipo de investigaciones ya que crea una conciencia de
conservacion y de mejoramiento de la calidad de vida. También cabe recalcar que

estas propuestas buscan fomentar y apoyar el uso de los residuos agricolas.
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CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS
1.1 Biocombustibles y su importancia de produccion

Los biocombustibles no son los Unicos combustibles biolégicos renovables, el término
bioenergia es mas extenso y comprende a cualquier tipo de energia cuyo origen es
biolégico, incluyendo sélidos, gases y liquidos. Desde que la humanidad aprendi6 a
controlar el fuego, haciendo uso de la bioenergia en forma de lefia, la biomasa es el
combustible que se ha utilizado por mayor tiempo para usos antropomorficos. La
biomasa en general se obtiene por medio de la fotosintesis, la cual fija energia solar y

bioxido de carbono de la atmdésfera (Martinez, 2009).

El alza mundial de precios de los alimentos esta amenazando con precipitar mas
pobres bajo la linea de pobreza, esto probablemente se agravara por el desafio que la
creciente poblacién y el cambio climatico estan presentando a la seguridad alimentaria.
Existe evidencia de que las actividades humanas que consumen combustibles fosiles
y usan tierras estan contribuyendo a las emisiones de gases de invernadero y al
cambio climético global. La naturaleza agotable de las reservas de combustibles fosiles
y el cambio climatico estan suscitando preocupaciones sobre la seguridad energética,
generando interés en la utilizacion de energias renovables como los biocombustibles.
Existen preocupaciones por la produccién de biocombustibles a partir de cultivos
alimenticios por la posible competencia con su utilizaciéon para alimento humano y
animal. Pero los biocombustibles pueden ser producidos de otras materias primas
como lignocelulosa de pastos perennes, forestales y deshechos vegetales. El
contenido energético de los biocombustibles no debe exceder la energia de los
combustibles fésiles utilizados en su produccion, para asegurar su sostenibilidad
energética, competitividad econdmica y aceptacion ambiental. EI cambio climatico y
los biocombustibles estan desafiando los esfuerzos de la FAO para erradicar la
hambruna del mundo en la préxima década. Los cultivos utilizados actualmente en la
produccion de biocombustibles no han sido domesticados para este fin; la tecnologia

transgénica de plantas puede ofrecer una enorme contribucion al mejoramiento
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econdmico y ambiental de los cultivos para biocombustibles (Acosta y Chaparro-
Giraldo, 2009).

1.2 Biomasa lignocelulésica y su importancia en la produccién de
biocombustibles

La produccion de combustibles liquidos a partir de biomasa, como alternativa a los
combustibles producidos a partir de petréleo, estd actualmente creciendo con una
enorme dinamica en muchas regiones del mundo. Esta dinamica tiene sobre todo dos
razones: por un lado los precios del petréleo cada vez mas altos, y por el otro lado la
promocion de los biocombustibles motivada principalmente por razones politicas.
Puesto que las fuentes fosiles de energia son limitadas, es inevitable sustituirlas tarde
o temprano por fuentes renovables de energia. El alza de los precios de las fuentes
fésiles impulsara este proceso. Entre las fuentes fosiles de energia, el petroleo se
agotara mas pronto, mientras que el gas natural y ante todo la hulla alcanzaran todavia
para un tiempo bastante prolongado. Sin embargo, las fuentes fosiles de energia son
las fuentes mas importantes de generacion de gases invernaderos, y en primer lugar
el COz2, por lo cual, desde la perspectiva del cambio climatico, no es razonable seguir

recurriendo a estas fuentes hasta su agotamiento (Hackenberg, 2008).

La importancia de la implementacion de materia prima lignocelulésica se centra en el
aprovechamiento de residuos considerados desecho agroindustriales como una
alternativa viable que después de un proceso industrial se convierten en combustibles
para el transporte o la produccion de energia eléctrica. Muchos productos agricolas
pueden transformarse en energia, por ejemplo por combustién; los biocombustibles
son el producto de procesos quimicos industriales (fermentacion y destilacion) que
transforman ciertas sustancias, como el almidén o el azucar, en combustibles, como
el alcohol. Pueden usarse solos 0, mas comunmente, como aditivos de combustibles
fésiles tradicionales, como la gasolina o el diesel. El porcentaje de mezcla no supera

en general el 15% de biocombustibles, con 85% de combustibles fésiles, debido a la
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accion corrosiva del alcohol que afecta a los motores tradicionales, aunque ya se
fabrican motores que usan Unicamente biocombustibles (Zaratti, 2008).

1.3 Otros biocombustibles biotecnolégicos

Existe una gama importante de biocombustibles obtenidos a partir de materia prima
lignocelulésica que a su vez requiere de apoyo en conjunto de diversos
microorganismos que conviertan la biomasa en compuestos quimicos que puedan

usarse en la produccién de biocombustibles.

El metanol y el hidrégeno producido a partir de biomasa son prometedores
combustibles neutros de carbono, puede ser producido a partir de biomasa a través de
la gasificacion. EI metanol se ha obtenido como intermediario de la degradacion que
realizan las bacterias metanotroficas que usan el metano como fuente de energia para
producir CO2. El metano es un biogas que se genera por la accién un grupo microbiano
denominado bacterias metanogénicas debido a que obtienen su energia para crecer
de la conversion de un limitado niumero de substratos a gas metano (Hamelinck y Faaij,
2002).

El alcohol etilico o etanol es un producto quimico obtenido a partir de la fermentacién
de los azucares que se encuentran en productos vegetales como: cereales, remolacha,
cafia de azlcar, sorgo o biomasa. Estos azlcares estdn combinados en forma de
sacarosa, almidon, hemicelulosa y celulosa. En la fermentacion de los azlcares
contenidos en la materia organica de las plantas se obtiene un alcohol hidratado, con
un contenido aproximado del 5% de agua, que tras ser deshidratado se puede utilizar

como combustible y se denomina bioetanol.

El alcohol butilico es uno de los alcoholes primarios de cuatro carbonos que tienen la
férmula molecular C4H9sOH. Es un liquido incoloro que produce vapores irritantes que

tienen efecto sobre las mucosas y a altas concentraciones produce un efecto narcotico.
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Debido a sus propiedades puede reemplazar directamente a la gasolina, o pueden
servir como un aditivo del combustible (Valverde y Olalde, 2009).

Otro biocombustible de importancia es el biodisel obtenido a través de aceites,
consisten de triglicéridos, tres acidos grasos son esterificados con una molécula de
glicerol. A su vez los triglicéridos reaccionan con metanol en una reaccion conocida
como transesterificacion o alcoholisis. La transesterificacion produce metil ésteres de

acidos grasos a los que se les denominan diesel y glicerol (Chisti, 2007).

La industria de los biocombustibles estd buscando procesos mas eficientes que

conduzcan a altas producciones, minimos residuos y bajo costo.
1.4 Importancia de los residuos agroindustriales

La necesidad de diversificar las fuentes de energia a futuro, que ademas sean
sustentables y amigables con el medio ambiente, plantea la necesidad de desarrollar
microorganismos capaces de metabolizar una amplia variedad de azucares vy
convertirlos eficientemente en productos de interés. En lo que se refiere a los
combustibles, existen varias alternativas para obtenerlos mediante tecnologias
renovables. Desde el punto de vista biotecnolégico, una de las opciones con mayor
viabilidad para sustituir o complementar a la gasolina es el etanol carburante (Ingram
et al., 1999). Este compuesto puede ser producido mediante tecnologias biol6gicas
sustentables, originando un ciclo artificial del COz, y evitando su incremento neto en la
atmosfera. Por otro lado, no es téxico ni cancerigeno, es facil de almacenar y

transportar.

Una alternativa factible desde diferentes criterios de sustentabilidad (agricola, de uso
de suelo, generacion de empleos, politicas publicas, sociales, econdémicos y de,
tecnologias de transformacion) para la produccion de etanol carburante mediante
procesos bioldgicos, es la utilizacion de residuos lignocelulésicos como los desechos
agroindustriales. Estos residuos son abundantes, contaminan de cierta manera y

tienen un uso marginal en el planeta. Los materiales lignocelulésicos constituyen
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aproximadamente el 90% del peso seco de las plantas, y representan la fuente de
energia mas abundante en el planeta (Jarboe et al., 2007). Un ejemplo es el bagazo
de cafa, el cual es generado en varios paises de Latinoamérica y en algunos casos
es un problema de contaminacién. Este residuo contiene azlcares polimerizados en
sus dos fracciones mas abundantes: la hemicelulosa y la celulosa, las cuales
representan del 30-40% y el 30-50%, respectivamente de su peso seco.
Especificamente, la fraccion de la hemicelulosa contiene, ademas de glucosa y
manosa, 85% de pentosas, principalmente xilosa y un pequefio porcentaje de
arabinosa (Martinez et al., 2000 y 2001).

1.5 Composicion del material lignocelulésico

La lignocelulosa (celulosa, hemicelulosa y lignina) es el principal y mas abundante
componente de la biomasa producida por la fotosintesis, anualmente se forman
200,000 millones de toneladas en el mundo (Ragauskas et al., 2006). La pared celular
de las plantas est4 formada por lignocelulosa, la composicion y porcentajes de los
polimeros varian entre las especies de plantas, incluso. La lignocelulosa es el principal
y mas abundante componente de la biomasa producida por la fotosintesis, anualmente
se forman 200,000 millones de toneladas en el mundo (Ragauskas et al., 2006). La
pared celular de las plantas esta formada por lignocelulosa, la composicion y
porcentajes de los polimeros varian entre las especies de plantas, incluso entre la edad

y la etapa de crecimiento (Jeffries, 1994).

La celulosa es un polimero de D-glucosa unida por enlaces glucosidicos $-1,4 que se
estructuran en largas cadenas lineales (microfibrillas) unidas por puentes de hidrégeno
y fuerzas de van der Waals intramoleculares, formando una estructura cristalina
resistente a la hidrodlisis y regiones amorfas susceptibles a la degradacion enzimatica
(Ovando y Waliszewski, 2005; Béguin y Aubert, 1994). La celulosa es sintetizada, en
menores proporciones, por bacterias del género Acetobacter y los tunicados (Czaja et
al., 2007; Sasakura et al., 2005). La hemicelulosa es un polimero complejo de

heteropolisacaridos formado por pentosas (D-xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-
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glucosa, D-manosa y D-galactosa) que forman cadenas ramificadas y los acidos 4-O-
metilglucurdnico, D-galacturénico y D-glucurénico, los azlUcares estan unidos por
enlaces 3-1,4 y ocasionalmente por enlaces 3-1,3 (Pérez et al., 2002).

La lignina es un heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado formado por
alcoholes aromaticos que da soporte estructural, rigidez, impermeabilidad y proteccion
a los polisacaridos estructurales (celulosa y hemicelulosa) y es altamente resistente a

la degradacion quimica y biologica (Aro et al., 2005) (Figura 1.1).
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Figura 1.1 Estructura de la lignocelulosa. La celulosa, la hemicelulosa y la lignina forman
estructuras llamadas microfibrillas, organizadas en macrofibras que regulan la estabilidad de
la pared celular de las plantas (Rubin, 2008).
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Existen dos tipos de sistemas enziméticos extracelulares: los que producen hidrolasas
gue degradan la celulosa (celulasas) y la hemicelulosa (hemicelulasas) y los que
despolimerizan la lignina por reacciones de oxidacion (peroxidasas y lacasas) (Pérez
et al., 2002). En los residuos lignocelulésicos existe una variacion en el contenido de

celulosa, hemicelulosa y lignina como se muestra en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1 Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina de residuos agricolas y desechos

- . . Celulosa Hemicelulosa Lignina
Material lignocelulésico

(%) (%) (%)
Madera dura 40-55 24-40 18-25
Madera suave 45-50 25-35 25-35
Céscara de nuez 25-30 25-30 30-40
Olote de maiz 45 35 15
Desechos de pastos 25-40 35-40 18-30
Papel 85-99 0 0-15
Paja de trigo 30 50 15
Hojas 15-20 80-85 0
Algodén 80-95 0 0
Papel periddico 40-55 25-40 18-30
Desechos de papel de pulpeos quimicos 60-70 10-20 5-10
Desechos sélidos de aguas residuales 8-15 ND 24-29
Desechos de animales (cerdos) 6 28 ND
Desechos solidos de ganado 1.6-4.7 1.4-3.3 2.7-5.7
Hierba Bermuda 25 35.7 64
Pastos de crecimiento rapido 45 31.4 12

Fuente: Suny Chen, 2002

1.6 Degradacion de la celulosa

Los microorganismos convierten la biomasa en compuestos quimicos que pueden
usarse en la produccion de biocombustibles. Esta actividad ha sido explotada desde

hace muchos afios en la produccion de metano, etanol y butanol, y mas recientemente
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se incrementd el interés en la produccion de hidrogeno, biodiesel; entre otras
alternativas (Tabla 1.2) (Valverde y Olalde, 2009).

Tabla 1.2 Biocombustibles con rutas de produccion microbianas

Biocombustible Proceso

Biometanol Termoquimica/microbiano

Bioetanol Microbiano

Biobutanol Microbiano

Biometano Microbiano

Biohidrégeno Microbiano

Biodiesel Fisico/quimico
(enzimético)/microbiano

Bioelectroquimica Fisico/quimico/microbiano

Fuente: Valverde y Olalde, 2009

Entre los microorganismos capaces de degradar lignina y celulosa, los hongos son los
mas importantes por su capacidad de secretar enzimas extracelulares, su adaptacion
a ambientes acidos, y al estrés hidrico, su rapido crecimiento y estabilidad genética
(Vargas- Garcia et al., 2010). Los hongos degradan la celulosa rompiendo los enlaces
glicosidicos B 1-4, por medio de endoglucanasas que cortan la regiones internas
amorfas de la celulosa y exoglucanasas que cortan los extremos libres (Sanchez,
2009).

Las especies de hongos celuloliticos mas frecuentemente estudiadas pertenecen al
género Trichoderma por ser los mejores productores de celulasas. Sin embargo otros
géneros y especies de hongos tales como Aspergillus, Cladosporium, Fusarium,
Penicillium, Neurospora crassa, incluyendo ademas hongos comestibles como:
Lentinula edodes, Volvariella volvacea, Pleurotus sp., también producen celulasas. El
hongo Trichoderma reesei (viride) es el mejor productor de celulasa extracelular, por
lo que la mayoria de los estudios concernientes a la naturaleza, modo de accion y
aspectos en general de las celulasas han sido realizados usando este microorganismo
(Paredes, 2010).

11



Fundamentos teoricos

1.7 Pretratamientos de materiales lignocelulésicos

Etapa indispensable para el procesamiento de biomasa lignocelulésica que
complementa la hidrélisis enzimatica y posibilita la obtencion de altos rendimientos. Se
hace necesario principalmente porque la lignina en las paredes celulares de la planta
forma unas barreras contra el ataque enzimatico. Un pretratamiento ideal es reducir el
contenido de lignina, disminuir la cristalinidad de la celulosa e incrementar el area
superficial.  Existen diversos procesos para el pretratamiento de materiales
lignocelulésicos como los que se describen a continuacién (Sanchez et al., 2010).

1.7.1 Métodos fisicos

Fragmentacion mecéanica y pirolisis. El material lignocelulosico es fragmentado,
triturado y molido (hasta 0.2—2 mm) para aumentar el area de contacto, facilitando el
acceso de las celulasas a las fibras de celulosa y aumentando su conversion (Millet et
al., 1976; citado por Cuervo et al., 2009). En la pirolisis la lignocelulosa se descompone
en diferentes productos gaseosos y carbon residual cuando es tratada con
temperaturas altas de hasta 300 °C (Kilzer y Broido, 1965; citado por Cuervo et al.,
2009). Aungue es un método eficiente para tratar el material lignocelulésico tiene un

costo elevado en comparacién con otros métodos (Cuervo et al., 2009).

1.7.2 Métodos fisico-quimicos

Explosién por vapor. Es uno de los pretratamientos mas efectivos para las maderas
duras y desechos agricolas, pero menos eficiente para maderas suaves (Clark y
Mackie, 1987). La biomasa es tratada con vapor saturado a una temperatura de 160—
260 °C (0.69—-4.83 MPa) durante cierto tiempo causando reacciones de autohidrdlisis,
donde la hemicelulosa y lignina son convertidos en oligdmeros solubles. La adicién de
H2SO4 mejora la posterior hidrolisis enzimética y disminuye la produccion de
compuestos inhibitorios. Los factores que afectan el proceso son el tiempo del
tratamiento, la temperatura, el tamafo de particula y el contenido de humedad (Duff y

Murray, 1996). Las ventajas de este método son un requerimiento bajo de energia

12
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comparado con los métodos fisicos convencionales que requieren 70% mas energia
para alcanzar el mismo tamafo de reduccion de las particulas (Holtzapple et al., 1989).
Las limitantes del proceso son la destruccion parcial del xilano y la separacion
incompleta de la lignina y los carbohidratos, asi como la generacion de compuestos
inhibitorios para los microorganismos utilizados en procesos de fermentacion (Mackie
et al., 1985).

Explosion de fibra de amoniaco (AFEX). Este pretratamiento mejora
significativamente la tasa de sacarificacion de diversos sustratos lignoceluldsicos los
cuales son tratados con amoniaco a alta temperatura y presion. Es eficiente para
sustratos con poca lignina, logrando hasta el 90% de la hidrdlisis de la celulosa y
hemicelulosa (Holtzapple et al., 1991) y no se producen inhibidores ni se requiere que
el material lignoceluldsico sea triturado. Para reducir los costos y proteger el ambiente,
el amoniaco se recicla después del pretratamiento. El efecto de los métodos
fisicoquimicos varia de acuerdo al material lignoceluldésico, como se observa en la
Tabla 1.3.

Tabla 1.3 Solubilizacién de los componentes lignoceluldsicos después de pretratamientos
fisicoguimicos

Proceso Celulosa Hemicelulosa Lignina
Explosion de vapor  Despolimerizacion 80-100% Poca o nula
Hidrdlisis acida Despolimerizacion Solubilizacion Poca o nula

Solventes organicos
Termolisis Poca
AFEX Descristalizacion

Hidrdlisis alcalina Relajamiento

Solubilizacion
80-100%
0-60%

>50%

Solubilizacién

Solubilizacién

Solubilizacién

Fuente: Lynd et al., 2002

1.7.3 Métodos quimicos

Ozondlisis. El ozono degrada la lignina y la hemicelulosa de sustratos como la paja

de trigo y de algododn, el bagazo de cafia y el aserrin de pino y alamo (Ben-Ghedalia y
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Miron, 1981). Las reacciones ocurren a presion y temperatura ambiente, se remueve
la lignina hasta en un 8% y el rendimiento aumenta en un 57%, no produce residuos
toxicos pero se requiere una gran cantidad de ozono lo que eleva los costos (Vidal y
Molinier, 1988).

Hidrolisis acida. Los acidos como el H2SO4 y HCI concentrados son poderosos
agentes que hidrolizan la celulosa, pero son toxicos, corrosivos y peligrosos por lo que
requieren reactores que resistan su corrosion. Se emplean altas temperaturas y 4cidos
diluidos que hidrolizan la hemicelulosa en azlcares solubles en agua, en los residuos
gueda la celulosa y la lignina, esta Ultima se extrae con solventes organicos. El
pretratamiento con acidos mejora la hidrélisis de la celulosa, pero su costo es alto en
comparacién con otros pretratamientos y requiere una neutralizacion del pH para evitar

la inhibicion de la fermentacion (Eggeman y Elander, 2005).

Hidrolisis alcalina. Es la adicién de bases diluidas a la biomasa y su eficiencia
depende del contenido de lignina de los materiales. El hidréxido de sodio diluido
produce un hinchamiento, permitiendo un incremento en el area de superficie interna
reduciendo el grado de polimerizacién y cristalinidad de la celulosa, causando la
separacidon de las uniones estructurales entre la lignina y los carbohidratos. En las
maderas duras hay un incremento en la digestibilidad y un descenso del contenido de
lignina, en maderas suaves con lignina hasta en un 26% no se han obtenidos
resultados eficientes; en general la utilizacion de bases permite la disoluciéon de la
lignina, pero sus costos son altos, haciendo estos métodos no competitivos a gran
escala (Sun y Cheng, 2002).

Deslignificacion oxidativa. El pretratamiento con peroxido de hidrégeno (agente
oxidante) aumenta la susceptibilidad a la hidrolisis enzimatica al eliminar cerca del 50%
de la lignina y la mayoria de la hemicelulosa, las cuales son solubilizadas liberando la

glucosa durante la sacarificacion (Azzam, 1989).
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Proceso organosolvente. Se utilizan solventes organicos como metanol, etanol y
acetona asi como también acidos inorganicos como catalizadores (H2SO4 0 HCL) que
rompen los enlaces de la lignina y la celulosa. La remociéon de solventes del sistema
es necesaria, ya que inhiben el crecimiento de los organismos, la hidrélisis enzimatica

y la fermentacion (Zhao et al., 2009).

1.7.4 Métodos bioldgicos

Los tratamientos bioldgicos son amigables con el ambiente e incrementan la
accesibilidad al material celulésico favoreciendo una subsecuente hidrélisis y
fermentacién, sin embargo, es un proceso lento que limita su aplicacion a nivel
industrial (Hatakka, 1983). Las principales ventajas son el alto rendimiento del
producto, las condiciones moderadas de la reaccion, la poca generacion de
compuestos toxicos y una minima demanda de energia (Kirk y Jeffries, 1996). Algunas
bacterias y hongos de podredumbre blanca y parda oxidan completamente la madera,
por lo que tienen aplicaciones biotecnoldgicas en la conversion de la lignocelulosa a

productos de valor industrial.

Zhang et al., (2007), utilizaron Coriolus versicolor en el pretratamiento del bambd,
observando una disminucién en la cantidad de lignina y hemicelulosa y un aumento
hasta del 37% en la tasa de sacarificacion después del tratamiento. Schilling et al.,
(2009), trataron restos de pino y abeto con hongos de podredumbre parda,
Gloeophyllum trabeum y Fomitopsis pinicola, logrando un incremento en el proceso de
sacarificacion. Algunas bacterias celuloliticas utilizadas en pretratamientos biolégicos
son Sphingomonas paucimobilis y Bacillus circulans que incrementan la liberacion de

azucares hasta en un 94% a partir de papel de oficina (Kurakake et al., 2007).

El descubrimiento de enzimas con propiedades importantes resulta muy valioso,
Quiroz-Castafieda et al., (2009), reportaron la caracterizacion de la actividad
celulolitica de los hongos P. sanguineus y B. adusta en paja de trigo, cuyas enzimas

son capaces de tolerar condiciones elevadas de temperatura y funcionan en un amplio
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rango de pH, lo que los hace potenciales candidatos para ser utilizados en procesos
industriales que requieren la hidrdlisis de la celulosa.

Una alternativa atractiva a la bioconversion es la sacarificacion y fermentacion
simultanea (SSF), en donde las enzimas hidroliticas y los microorganismos
fermentativos estan en un mismo reactor (Chandrakant y Bisaria, 1998). La SSF
consolida la hidrolisis de la celulosa y la fermentacion de los azucares en un solo paso,
sin embargo, la actividad de las celulasas puede ser inhibida por productos finales
como la celobiosa y la glucosa. Entre los organismos usados en la sacarificacion y
fermentacién simultanea estan S. cerevisiae, diversas especies de Kluyveromyces y
Candida (Van Markis et al., 2006). El proceso de SSF tiene las siguientes ventajas: (1)
aumenta la tasa de hidrdlisis por conversion de los azlcares que inhiben la actividad
de las celulasas; (2) disminuye los requerimientos de enzimas; (3) eleva el rendimiento
del producto; (4) remueve inmediatamente la glucosa al producir el etanol; (5) duracién
corta del proceso y (6) utilizacién de un Unico reactor. En cuanto a las desventajas se
encuentran la incompatibilidad entre la temperatura de hidrélisis y de fermentacion, la
tolerancia de los microorganismos al etanol asi como la inhibicién de las enzimas por
el producto (Sun y Cheng, 2002).

1.8 Hidrdélisis de la hemicelulosa

Existen varios métodos para llevar a cabo la hidrolisis de la fraccidon hemiceluldsica,
sin embargo uno de los mas estudiados y usado, por su bajo costo y facilidad relativa
de implementar, es el proceso termoquimico con &cido sulfarico diluido. Este
tratamiento puede realizarse en procesos lote, con temperaturas que varian de 120-
160 °C, usando de 1 a 6% de acido sulfarico y tiempos de reaccion de una a dos horas.
En el caso de procesos continuos, se utilizan temperaturas de 160-240 °C, 1 a 2% de
acido sulfurico y tiempos de reaccion de hasta 15 minutos (Martinez, 2009).

Un método muy utilizado para separar la hemicelulosa de la celulosa es la hidrolisis

acida, donde la materia prima lignoceluldsica es sometida a una solucion acida a
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temperaturas medias. De este pretratamiento se obtiene una solucion rica en xilosa y
un residuo soélido que contiene celulosay lignina. La celulosa podré ser procesada para
la obtencion de etanol y la solucion rica en xilosa puede ser utilizada para obtener
xilosa pura o un derivado de la xilosa o puede ser fermentado a etanol usando
microorganismos que fermentan azlcares de 4 o 5 &tomos de carbono a etanol (Parajo
et al., 1998). Un desarrollo reciente e interesante de la hidrdlisis de la hemicelulosa y
pre-tratamiento de la celulosa es el proceso acido carbdnico. Este proceso emplea
agua liquida comprimida caliente saturada con CO2, como agente para promover la
hidrélisis de la hemicelulosa y el rompimiento de la estructura lignocelulésica, para
aumentar o mejorar la subsiguiente hidrdlisis de la celulosa. Esta tecnologia evita el
uso de acidos minerales y la produccién de residuos asociados al proceso Yy recicla

algo del CO2 producido durante la fermentacion (Vifials-Verde et al., 2012).
1.9 Compuestos que inhiben la produccién de etanol

Durante el proceso de hidrélisis acida de esta fraccidn, se generan compuestos que
inhiben el crecimiento de las bacterias y afectan drasticamente la produccién de etanol.
Entre estos compuestos se encuentran acidos organicos (principalmente acético,
férmico y levulinico), furanos, a decir derivados de hexosas (hidroximetilfurfural) y
pentosas (furfural). También estan presentes diversos compuestos aromaticos
generados de la descomposicion de la lignina, como vainilla, hidroxi-benzaldehido, y
siringaldehido, asi como sus respectivos acidos y alcoholes, y iones metalicos, estos
altimos liberados como resultado de la corrosion del equipo y una amplia variedad de
acidos, aldehidos y alcoholes fendlicos que varian dependiendo del material
lignocelulésico que se emplea y de las condiciones del proceso termoquimico
(Martinez, 2009).

1.9.1 Efectos de los compuestos téxicos sobre los microorganismos
fermentadores y el proceso

En la Tabla 1.4, se presentan los efectos negativos de los compuestos toxicos

conforme a su clasificacion.
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Tabla 1.4 Tipos de inhibidores y sus efectos sobre el proceso

Clasificacion

Efectos

Observaciones

Furfural e
hidroximetilfurfural
(HMF)

Acidos alifaticos

Compuestos
fendlicos

Combinacién de
varios compuestos
toxicos

-Reducciéon de la tasa especifica
de crecimiento

-Disminucién de la productividad
volumétrica y especifica de etanol
-Disminucién de la produccién de
biomasa

-Producen dafios en la membrana
plasmética celular

-Inhiben la accién de enzimas
-Descenso del rendimiento en
etanol

-Disminucién de la produccién de
biomasa

-Reduccion de la tasa especifica
de crecimiento

-Muerte celular

-Dafio en la membrana plasmatica
celular
-Descenso del
etanol
-Disminucién de la produccién de
biomasa

-Reduccion de la tasa especifica
de crecimiento

-Muerte celular

-Furfural y acido acético

rendimiento en

-Descenso de la tasa de
crecimiento

-Disminucion del rendimiento de
biomasa

-Descenso del rendimiento en
etanol

-Furfural, &cido acético y derivados
de lignina

-Descenso del rendimiento en
etanol

-Descenso de la tasa de
crecimiento

-Disminucién del rendimiento de
biomasa

Los efectos producidos por el HMF
son menores que el furfural, pero
son los mismos. El furfural inhibe la
alcohol deshidrogenasa,
induciendo la formacién de
acetaldehido.

En anaerobiosis el
degrada a alcohol
furoico. (Oliva, 2003).
El mecanismo de inhibicion de
estos es aln confuso. Existen
teorias tales como: Del
acoplamiento acumulacién
intracelular de aniones (Oliva,
2003).

furfural se
furfurilico y

Son los mas tbxicos para los
microorganismos. Su efecto
inhibitorio es aln desconocido; al
parecer afecta la célula alterando
su especificidad. Se cree que
actian de manera similar que los
alifaticos (Oliva, 2003).

Estos efectos se conocen como
“efecto sinergistico”, ya que el
efecto combinado de estos
compuestos en conjunto es mas
alto que el ocasionado por cada
uno de manera individual (Mussatto
y Roberto, 2004).

Fuente: Sanchez et al., 2010
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1.9.2 Métodos de detoxificacion

Son variadas las opciones de detoxificacion que se han aplicado con éxito 0 no en
distintos tipos de biomasa. Las mismas estan clasificadas segun el tipo de substancias
y acciones que las constituyen, por lo cual varios autores las agrupan en fisicas,

qguimicas y biologicas.

1.9.2.1 Métodos bioldgicos. Involucran el uso de enzimas y microorganismos
especificos que actian sobre los compuestos tdéxicos cambiando su composicion
(Mussato y Roberto, 2004). Para el caso de la detoxificacion con enzimas se
encuentran principalmente el uso de peroxidasas y lacasas. Las primeras, transforman
primordialmente fenoles y aminas aromaticas; estas son de gran efectividad e incluyen
enzimas tales como horseradish peroxidasa (HRP), lignin peroxidasa (LiP),
manganeso peroxidasa (MnP), entre otras; y son producidas por distintos
microorganismos en especial de tipo fungico. En cuanto a las Lacasas, son conocidas
bajo el término Sistemas Mediadores de Lacasas (LMS), ya que reune un complejo
enzimatico conformado por distintas enzimas (Hamid y Rehman, 2009; citado por
Sanchez et al., 2010)

1.9.2.2 Métodos fisicos y quimicos. En la Tabla 1.5, se describen cada uno de estos
métodos de detoxificacion, algunos aun no probados en hidrolizados para produccion

de etanol, pero que pueden considerarse como alternativas de uso y ensayo en esta

etapa.
Tabla 1.5 Métodos fisicos y quimicos de detoxificacion
Método Descripcion Componentes que Microorganismo
degrada gue favorece

Tratamientos Emplea hidroxidos de Furfural, HMF, acido E. coli, Z.
con cualquier tipo. Forma acético. En baja mobilis, P.
hidréxidos precipitados con sales de proporcion los azucares stipitis, S.

calcio, los cuales son fermentables. cerevisiae.

retirados antes de la
fermentacion. El pH de
trabajo es igual a 10.

Fuente: Sanchez et al., 2010
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Tabla 1.5 Métodos fisicos y quimicos de detoxificacion (continuacion)

Método Descripcién Componentes que Microorganismo
degrada gue favorece
Overliming ~ Ca(OH),, pH=9-10,5, luego Acido acético, furfural y S. cerevisiaey E.

Evaporacién

Carboén
activo

Carboén
vegetal
Resinas de
intercambio
i6nico

Lignina
Residual

Utilizacién
de zeolitas

Oxidacioén
avanzada

Extraccion

el pH es ajustado a 5,5-6,5
con H>SO4 o0 HCI.
Debe realizarse a pH bajo.
Es poco efectivo.

Su efectividad depende el
tipo de material a tratar.

Obtenido a partir de madera
de abeto a 600 °C.

Se emplean tanto catiénicas
como anidnicas (mejores a
pH 10). Tienen alto costo.

La lignina actia como
absorbente en una
extraccion en fase solida por
sus propiedades
hidrofébicas.

Son minerales naturales o
sintéticos, de estructura
tridimensional. Poseen alto
intercambio i6nico, notable
superficie  especifica vy
lugares activos que permiten
actividad catalitica.

Se basa en la generacion de
radicales hidroxilo. Reaccion
de Fenton.
Emplean:03,03/H202 Yy
H.O./UV (en ausencia Yy
presencia de catalizadores
TiO2 0 ZnO).

Solventes Organicos (dietil
éter, etil acetato, 3:1 Fase
organica: Tasa fase acuosa
volumétrica

compuestos fendlicos.

Furfural, acido acético y
acido féormico. No elimina
HMF, &cido levunilico y
compuestos fendlicos.

Algunos compuestos
organicos e iones de
metales.

Furfural, HMF y derivados
fenolicos.

Principalmente  fenoles,
seguido de furanos y
acidos alifaticos. Afectan
los azlcares.

Metales téxicos: cromo,
cobalto y niquel.

Todo tipo de compuestos
Organicos (en especial el
método con radicales
libres OH)

Acido acético, furfural,
vanillina, acido
hidroxibenzoico y
compuestos fendlicos de
bajo peso molecular.
Remocién de furanos.

coli
recombinante.
S. cerevisiae;
P.stipitis

S. cerevisiae.

S. cerevisiae

Z. mobilis,
recom-
binante y S.
cerevisiae.

S. cerevisiae;
P. stipitis

Fuente: Sanchez et al., 2010
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1.10 Fermentacion

La fermentacion alcohdlica es una bioreacciébn que permite degradar azucares en

alcohol y diéxido de carbono. La conversion se representa mediante la ecuacion (1.1):
¢H O, —2C,H,OH +2CQ, (1.1)

Las principales responsables de esta transformacion son las levaduras. La
Saccharomyces cerevisiae, es la especie de levadura usada con mas frecuencia. Por
supuesto que existen estudios para producir alcohol con otros hongos y bacterias,
como Zymomonas mobilis, pero la explotacion a nivel industrial es minima (Vazquez y
Dacosta, 2007).

A pesar de parecer, a nivel estequiométrico, una transformacién simple, la secuencia
de transformaciones para degradar la glucosa hasta dos moléculas de alcohol y dos
moléculas de bioxido de carbono es un proceso muy complejo, pues al mismo tiempo
la levadura utiliza la glucosa y nutrientes adicionales para reproducirse. Para evaluar
esta transformacion, se usa el rendimiento biomasa/producto y el rendimiento

producto/ substrato (Vazquez y Dacosta, 2007).

Rendimiento biomasa/substrato (Yx/s): es la cantidad de levadura producida por
cantidad de substrato consumido. Rendimiento substrato/producto (Yp/s): es la
cantidad de producto sintetizado por cantidad de substrato consumido (Vazquez y
Dacosta, 2007).

El rendimiento tedrico estequiométrico para la transformacion de glucosa en etanol es
de 0.511 g de etanol y 0.489 g de COz2 por 1 g de glucosa. Este valor fue cuantificado
por Gay Lussac. En la realidad es dificil lograr este rendimiento, porque la levadura
utiliza la glucosa para la produccion de otros metabolitos. El rendimiento experimental
varia entre 90% y 95% del teorico, es decir, de 0.469 a 0.485 g/g. Los rendimientos en
la industria varian entre 87 y 93% del rendimiento tedrico (Boudarel, 1984; citado por

Vazquez y Dacosta, 2007). Otro parametro importante es la productividad (g/h/L), la
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cual se define como la cantidad de etanol producido por unidad de tiempo y de

volumen.
1.11 Microorganismos productores de etanol

Una gran cantidad de microorganismos se reportan en la literatura para la produccion
de etanol a escala de laboratorio, pero muy pocos de estos tienen aplicacion
actualmente a nivel industrial. Cepas silvestres de diferentes microorganismos, por sus
caracteristicas bioquimicas, asimilan diferentes compuestos transformandolos en
etanol, pero sus bajos rendimientos, su dificil propagacion, la generacion de
subproductos, el estrecho abanico de sustratos asimilables, su baja tolerancia a
distintas sustancias y condiciones, entre otras caracteristicas, hacen que so6lo unas
pocas tengan actual y exitosa aplicacién a escala piloto o industrial. En la Tabla 1.6 se
resumen algunos de los microorganismos utilizados para la produccion de etanol a
partir de diversos sustratos. La levadura Saccharomyces cerevisiae, es el organismo
universal para la produccion de bioetanol usando materias primas ricas en azlcar y
almidon, razon por la cual esta levadura constituye uno de los mas importantes
microorganismos para el campo de la biotecnologia (Kopsahelis et al., (2009); citado
por Mariscal, 2011).

Zymomonas mobilis, aunque no es usada comercialmente en la actualidad, esta
bacteria facultativa gram negativa es considerada el organismo mas efectivo para la
produccion de etanol, debido a que sus caracteristicas bioquimicas la hacen un
organismo obligadamente fermentativo. Por esta razén, esta bacteria produce etanol
a mayores tasas y mucho mas rapidamente que la levadura Saccharomyces
cerevisiae. Esta bacteria degrada solo tres azucares: D-glucosa, D-fructosa y sacarosa
(Drapcho et al.,, (2008); citado por Mariscal, 2011). Desafortunadamente, los
microorganismos que producen etanol de forma natural, como Saccharomyces
cerevisiae y Zymomonas mobilis no metabolizan azucares de cinco carbonos, por lo

gue no es posible utilizarlos en la produccion de etanol a partir de xilosa o arabinosa.
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Tabla 1.6 Principales microorganismos productores de etanol con aplicacion o potencialidad

industrial
Microorganismo Sustratos Condicion_gs de
fermentables fermentacién
Glucosa
Fructosa
Sacarosa Anaerdbico
Saccharomyces Maltosa 30 -37°C
cerevisiae Maltotriosa
Galactosa
Manosa
Glucosa
Schizosaccharomyces Fructosa Anaerdbico
pombe Maltosa 30 - 35°C
Sacarosa
Anaerdbico
Kluyveromyces marxianus Glucosa 40 - 45°C
Candida shehatae Glucosa Microaerofilico
Xilosa 20 - 31°C
Pichia stipitis Glucosa Microaerofilico
Xilosa 26 - 35°C
Glucosa
Pachisolen tannophilus Xilosa Microaerofilico
Glicerol
Glucosa
Zymomonas mobilis Fructosa Anaerdbico
Sacarosa 30°C
Clostridium thermocellum  Glucosa Anaerdbico
Celulosa 55 - 65°C
Thermoanaerobacter Glucosa Anaerdbico
thermosaccharolyticum Xilosa 60°C

Fuente: Mariscal, 2011

En contraste bacterias como Escherichia coli, que se utilizan a nivel industrial para
obtener muchos productos que los humanos consumimos actualmente, es capaz de
metabolizar las hexosas (como glucosa, manosa, fructosa, entre otras), las pentosas

(xilosa, arabinosa, ribosa, entre otras), asi como mezclas de éstas, presentes en los
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residuos agroindustriales. No obstante, produce etanol en bajas cantidades.
Actualmente, gracias a las herramientas de la biotecnologia moderna, es posible
modificar, modular y disefiar vias metabdlicas en una amplia variedad de

microorganismos (Martinez, 2009)

Particularmente mediante la ingenieria de vias metabdlicas, la cual se define como la
modificacion y/o introduccion de nuevas reacciones bioquimicas para el mejoramiento
directo de propiedades celulares mediante tecnologia de ADN recombinante, es
posible obtener microorganismos etanologénicos capaces de metabolizar diversos
azucares que naturalmente no metabolizaban, o bien convertir microorganismos no

productores en productores de etanol (Aristidou y Penttila, 2000).

En afios relativamente recientes se han generado cepas de Z. mobilis y de S.
cerevisiae capaces de utilizar xilosa. En el caso de Z. mobilis, se han integrado en
cromosoma cuatro genes de E. coli involucrados en la isomerizacion y fosforilacién de
la xilosa, asi como en su incorporacion a la via de las pentosas. Dicha estrategia dio
como resultado una bacteria capaz de transportar y metabolizar xilosa en etanol, con
rendimientos relativamente altos. Sin embargo, la velocidad de sintesis de etanol es al
menos 10 veces menor comparada con la mostrada a partir de glucosa (Zhang et al.,,
(1995); citado por Martinez, 2009). Adicionalmente, se han desarrollado bacterias de
Z. mobilis que fermentan arabinosa. Por otro lado, las cepas modificadas de S.
cerevisiae producen etanol a partir de xilosa con velocidades y rendimientos de
conversién bajos, ademas de requerir glucosa y aireacion (Aristidou y Penttila, 2000).
También se han construido varias cepas etanologénicas de E. coli, cuyos esfuerzos
han estado dirigidos a la obtencién de cepas altamente eficientes en la produccion de

etanol a partir de residuos lignocelulésicos (Martinez, 2009).

El hongo Aspergillus niger produce diversos compuestos de gran interés para las
industrias farmacéutica y de alimentos (enzimas, acidos organicos), y es el principal
productor de acido citrico a nivel industrial por cultivo liquido. Se ha observado que se

obtiene un alto rendimiento de acido citrico cuando existe una alta acumulacion de
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éste en el micelio, que puede estar asociada con una alta concentracion de glucosa y
de oxigeno disuelto en el medio liquido. Sin embargo, no es posible conocer aun todos
los factores ambientales y fisiol6gicos que originan esta acumulacién, ni saber como
estos determinan la morfologia del micelio, la cual podria, en principio, usarse como
un indicador del nivel de produccion del acido, al realizar mediciones del diametro
promedio de las madejas formadas por las hifas en el medio liquido, que se cree
corresponden a un medio con altas concentraciones de glucosa, Oz y acido citrico,
antes de que la difusion de sustrato y O2 sea deficiente cuando la madeja alcance un

tamanfio critico (Reyes-Ocampo et al., 2013)

1.12 Microorganismos etanologénicos genéticamente modificados

Una alternativa tecnoldgica viable para la produccién de etanol se basa en el uso y
aplicacion de cepas genéticamente modificadas que mejoren su ruta metabdlica y
obtengan mejores resultados que las cepas silvestres debido a que para una
produccion de etanol mas eficiente y con menos costo es necesario que la levadura
tradicional fermente los azucares de cuatro y cinco carbonos a etanol o existan otros
microorganismos que lo realicen. Para que la produccion de etanol a partir de materias
primas lignocelulésicas pueda convertirse en fermentacion viable, el microorganismo
empleado durante la fermentacién debe ser capaz tanto fermentar la celulosa (6
Carbonos) y azucares de la hemicelulosa derivados (5 Carbonos). La levadura
Saccharomyces cerevisiae se utiliza en la industria del etanol para la produccién a gran
escala de etanol a partir de melaza y cultivos de almidon. Estas levaduras industriales
son capaces de fermentar efectivamente azucares de (6 Carbonos) glucosa y fructosa
y pueden tolerar altas concentraciones de etanol (hasta 17% en volumen) en el caldo
de fermentacion. Esta levadura no es capaz de fermentar azucares de (5 Carbonos)
(xilosa), derivados de la hemicelulosa. Las investigaciones se han centrado en la
modificacion genética de las levaduras como Saccharomyces combinandola con las
bacterias modificadas genéticamente incluyendo recombinantes como la Zymomonas

mobilis (proceso NREL) y E. coli KO11 (proceso BCI). Otras opciones son el uso de
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Clostridia, que son capaces de fermentar azicares de 5 carbonos, aunque a tasas
relativamente bajas, o el uso de origen natural Pichia ssp, que son capaces de

fermentar xilosa (Reith et al., 2001).

Otros estudios reportaron la obtencion de una bacteria genéticamente modificada de
Escherichia coli modificada con genes de Zymomonas mobilis para producir la cepa
KO11, para la fermentacion de siropes derivados de las hemicelulosas compuestos
por los azlUcares hexosas y pentosas presentes en los polimeros de hemicelulosas.
También se modifico genéticamente la Klebsiela oxytoca MA1 para obtener la cepa P2
y producir etanol de celulosa. Este organismo también tiene la capacidad de fermentar
la celobiosa y la celotriosa, y elimina la necesidad de la enzima celulasa a pH 5,0 - 5,5.
En la actualidad, se estudia el desarrollo de sistemas enziméticos que eliminen la
necesidad de la hidrdlisis acido diluido u otro pretratamiento lo que debe traer mejoria
en la velocidad de produccion de etanol, disminucion del costo de nutrientes, aumento
de la concentracién de etanol y debe resultar en una disminucion en el costo de

produccion de etanol (Moniruzzaman et al., 1997).
1.13 Antecedentes bibliograficos

La ventaja del etanol con respecto a los combustibles fésiles es que se obtiene de
fuentes renovables y representa una oportunidad importante para el desarrollo
agricola. La desventaja mas obvia es que su produccion puede competir por el uso de
recursos alimenticios (aunque no necesariamente ya que se puede utilizar biomasa
lignocelulésica de residuos agricolas), ademas de su menor densidad calorifica
comparado con la gasolina (63% de su contraparte fosil). Por esta razon una de las
lineas de investigacion mas relevantes se encuentra en la busqueda y modificacion de
materias primas para inferir lo menos posible en la produccion de alimentos y utilizar

de forma mas eficiente la energia del proceso.

Cardona et al., (2013), pretrataron pasto elefante y pasto King, empleando un disefio

de experimentos 24 en relacién sélido-liquido (p/p) 1:15y 1:20, 80 y 120°C, 30 y 180
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min, concentracion de NaOH 1% y 2% (p/p), el residuo pretratado se hidrolizé con la
enzima Accellerase 1500 de genecor, empleando una carga de enzima de 30 FPU/g
de biomasa, carga de sdlidos de 11% (p/v), 50°C, pH 4.8 y 180 rpm. Bajo estas
condiciones el rendimiento de azlcares reductores para pasto elefante fue de 563.3
mg de azucares reductores/g de biomasa seca y en pasto King obtuvieron 504 mg de
azucares reductores/g de biomasa seca.

Mufioz-Gutiérrez y Martinez (2013), estudiaron la hidrélisis de polisacaridos con
Escherichia coli de ingenieria para la produccion de biocombustibles. Dentro su
investigacibn mencionan que Escherichia coli puede fermentar una amplia gama de
azucares, incluyendo las pentosas, hexosas, acidos urénicos y polioles. Estas
caracteristicas hacen de Escherichia coli un microorganismo adecuado para el
desarrollo de biocatalizadores para ser utilizados en la produccién de biocombustibles.
Escherichia coli no puede fermentar directamente polisacéridos, ya que no producen
y secretan enzimas sacaroliticas necesarias, sin embargo hay muchas herramientas
genéticas que se pueden utilizar para conferir esta capacidad a esta cepa. La
construccion de cepas de Escherichia coli sacaroliticas reducira los costos y
simplificara el proceso de produccion debido a que la sacarificacion y la fermentacion
puede llevarse a cabo en un Gnico reactor con una concentracion reducida o ausencia

de enzimas sacaroliticas externas adicionales.

Mufioz Gutiérrez et al., (2012), realizaron un estudio sobre la visualizacién de la
superficie celular de la B-glucosidasa que emplea el sistema de secrecion de tipo V en
Escherichia coli etanologénica para la fermentacion de la celulosa en etanol.
Determinaron que la cepa MS04 es ventajosa para la produccion de etanol a partir de
hidrolizados de hemicelulosa que contienen acetato y que permite la fermentacién de

celobiosa en etanol sin la adicion de B-glucosidasas externas.

Torres y Molina, (2012), emplearon bagazo de cafia de azucar pretratado con una
mezcla de hidréxido de sodio e hidréxido de calcio al 2% p/v, usando relacion sélido-

liquido1:10 a 121°C por 90 min. El bagazo pretratado se hidroliz6 usando la enzima
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comercial Celluclast Novozyme 188 empleando un disefio de experimentos 23 con
concentracion de sustrato de (8 y 12 %), concentracién de enzima de (3 y 8 FPU/Q),
tamafo de particula de (1.41 a 3.36 mm y 0.71 a 1.0 mm, 50°C), pH 4.8 por 52h.
Obtuvieron un rendimiento de 70.2% de glucosa y 83.6% de azlcares reductores a
una concentracion de 8 FPU/g, concentracion de bagazo de 8 g/L y tamafio de
particula de 1.41 a 3.36 mm y determinaron que a 20 PFU/g se aumenta el rendimiento

de glucosa a 91.7 %.

Utrilla et al., (2012), estudiaron la Ingenieria y la evolucién adaptativa de Escherichia
coli para la fermentacion D-lactato, esta investigacion revela GatC como transportador
de xilosa. Asi mismo, disefiaron una cepa eficiente de E. coli capaz de producir D-
lactato a partir de xilosa, dedujeron que el transporte de xilosa es la etapa limitante en
el metabolismo fermentativo, xilosa es transportada por GatC y por GatCS184L en
JU15. El transportador que recientemente descubrieron se puede utilizar para disefiar
cepas para la conversién de materias primas lignocelulésicas en productos quimicos

valiosos.

Castafio-Pelaez et al., (2011), estudiaron la produccién de etanol a partir de harina de
yuca en un sistema de hidrdlisis enzimatica y fermentacion simultdnea. Desarrollaron
esta investigacion centrandose en el estudio del proceso de produccion de etanol a
partir de harina de yuca integrando las etapas de hidrélisis enzimatica (licuefaccion y
sacarificacion) y fermentacién simultanea (HEFS), mediante el uso del complejo
enzimatico Stargen TM 001. El disefio experimental que utilizaron fue una Superficie
de Respuesta de un diseiio Central Compuesto de dos factores a dos niveles (48 — 80
° C y 400 - 600 rpm) en la etapas de prelicuado, ajustaron la temperatura a 37 °C
manteniendo las otras condiciones de proceso en la integracion de los etapas. La
experimentacion la desarrollaron con una concentracion de soélidos de la harina de
yuca de 28% pl/v, pH de 5.3, indculo de 0.75 g/L de la levadura Ethanol Red® y una
carga enzimatica de 4 mL/L. Determinaron que la temperatura es la variable de mayor
efecto sobre la produccién de etanol si se compara con la agitacion; aunque, ambos

factores presentan significancia estadistica sobre la variable de respuesta. A 64 °C y
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500 rpm se alcanza una concentracion de etanol de 14.6% v/v y una productividad de
2.5 g/Lh (48 h de proceso).

Gonzalez-Renteria et al., (2011), realizaron un estudio de la optimizacién del proceso
de hidrdlisis enzimética de una mezcla de pajas de frijol de cuatro variedades (pinto
villa, pinto saltillo, pinto mestizo y flor de mayo), analizaron pajas pretratadas y las
sometieron a hidrdlisis enzimatica durante 10 dias a 45°C y pH 4.5, utilizaron una carga
enzimatica de 25 UPF/g de celulosa, de un concentrado enzimatico comercial
(Celluclast 1.5 L). Para determinar los azucares producidos emplearon el método de
Miller y los valores que obtuvieron los utilizaron para calcular el rendimiento de
hidrolisis. Las condiciones Optimas de pretratamiento e hidroélisis las obtuvieron
utilizando el método de superficie de respuesta, los resultados que obtuvieron
muestran que la mezcla de pajas de frijol esta compuesta por 31% de celulosa, 23%
de hemicelulosa y 9% de lignina, asi mismo que el pretratamiento afecta
significativamente el rendimiento de hidrdlisis y que la sacarificacion maxima
(98.95+8.38 %) se obtuvo para un pretratamiento con 0.5% de NaOH durante 90
minutos a 121°C, con un tiempo de hidrdlisis de 240 h a pH 4.5 y 45°C, utilizando una

carga enzimatica de 25 UPF/g de celulosa.

Montafiez et al., (2011), estudiaron la fermentacion de los fructanos del Agave
tequilana Weber Azul por Zymomonas mobilis y Saccharomyces cerevisiae en la
produccion de bioetanol. Extrajeron los fructanos contenidos en las bases de las hojas
del agave y las utilizaron como fuente de carbono a varias concentraciones para la
produccién de bioetanol. Emplearon dos microorganismos etanolgénicos: la levadura
Sacharomyces cerevisiae CDBB-L-331 y la bacteria Zymomona mobilis CDBB-B-603.
Los resultados que obtuvieron muestran que la bacteria Zymomona mobilis es capaz
de crecer a mayores concentraciones de ART (Azucares Reductores Totales), produce
mayor cantidad de etanol y tolera mayores concentraciones del mismo. Determinaron
que el rendimiento en la produccion, la eficiencia de conversion y la productividad
volumétrica también fueron mayores cuando la fermentacién la llevaron a cabo con

Zymomona mobilis a una concentracion de 20% de ART.
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Orencio-Trejo et al., (2008), realizaron un andlisis de la regulacién metabdlica de una
cepa de Escherichia coli etanologénica basada en RT-PCR y actividades enzimaticas.
Escherichia coli etanologenica CCE14 derivada del linaje C en comparacion con cepas
anteriores de ingenieria como KO11, tiene una mayor tasa de produccion de etanol en
medio mineral, como resultado de la expresion heterdloga las cuales tienen los genes
integrados de Pdc.m y Adh:m (Piruvato descarboxilasa y Alcohol deshidrogenasa de
Zymomona mobilis). Escherichia coli CCE14 en comparacion con cepas de KO11 tiene
un rendimiento de etanol 90% del teo6rico en los medios de glucosa mineral en
comparacion con cepas de Escherichia coli de ingenieria tales como Escherichia coli
KO11l que produce un rendimiento de etanol del 70% tedrico en las mismas

condiciones.

Chen et al., (2007), utilizaron como sustrato olote de maiz pretratado con H2SOa4 al 1%
con una relacion sélido-liquido 1:6 a 108°C por 3h. El material celulésico obtenido lo
hidrolizaron usando la combinacién de las enzimas Celulasa de T. reesei ZU-02 y
celobiosa de A. niger ZU-07. La hidrdlisis en Bach la realizaron en matraces de 250
mL con un volumen de trabajo de 100 mL , pH 4.8, 50°C, 160 rpm por 48 h, obteniendo
un rendimiento de hidrdlisis del 67.5% con ZU-02 y del 83.9% con ZU-07, en Fed-bach
(lote alimentado) con carga de sélido de 100 g/L y una concentracion de enzima de 20
FPU/g de sustrato (ZU-02) y 6.5 CBU/g de sustrato (ZU-07) pH 4.8, 50°C, 3L de trabajo
y 60 h se obtuvo un rendimiento de hidrdlisis del 79.5%.

Kafarov et al., (2006), realizaron un disefio de produccion conjunta biodisel-bioetanol
en donde evaluaron una nueva tecnologia de produccion conjunta de biodisel (200 000
L/dia) y bioetanol (300 000 L/dia) a partir de recursos completamente renovables como
el aceite de palma africana y la cafia de azlcar. Estos dos procesos los efectuaron de
manera conjunta aprovechando los residuos como el bagazo de cafa y residuos de
palma en la cogeneracion de energia. Utilizaron HYSIS®3.1 para simular el proceso y
obtener informacién sobre los requerimientos energéticos y las dimensiones de los

equipos necesarios para lograr la produccién deseada.
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Tabka et al., (2006), estudiaron las mejores condiciones de utilizacion de enzimas
lignoceluloliticas de hongos para la conversion de biomasa lignoceluldsica en azicares
fermentables para la produccion de bioetanol, utilizando como sustrato paja de trigo.
Esta fue pretratada con acido sulftrico diluido seguido de explosion de vapor. Varios
tratamientos enzimaticos de ejecucion hidrolasas (celulasas y xilanasas de
Trichoderma reesei, feruloil esterasa recombinante (FAE) de Aspergillus niger y
oxidorreductasas (lacasas de Pycnoporus cinnabarinus) fueron investigados para la
sacarificacion de la paja de trigo. Un efecto sinérgico entre celulasas, FAE y xilanasa
fue probada bajo una concentracién enzimatica critica (10 U/g de celulasas, 3 U/g de
xilanasa y 10 U/g de FAE). Encontraron que el rendimiento de la hidrdlisis enzimatica
se mejora al aumentar la temperatura desde 37°C a 50°C y adicion de un agente
tensioactivo no iénico, Tween 20. La optimizacion de hidroélisis enzimaticas permitio el

uso de menores cantidades de enzimas y la mejora de la rentabilidad del proceso.

Huerta-Beristain et al., (2005), realizaron un estudio de ingenieria metabdlica para
incrementar el flux y rendimiento de etanol en Escherichia coli etanologenica.
Estudiaron el efecto de sobreexpresar genes del metabolismo de carbono sobre la
velocidad especifica (flux) de formacién de etanol, en la cepa de Escherichia coli
etanologénica KO11, la cual tiene integrado en el cromosoma los genes que codifican
para las enzimas piruvato decarboxilasa (Pdczm) y la alcohol deshidrogenasa (Adhzm)
de Zymomonas mobilis. Los resultados que obtuvieron muestran que en la cepa KO11,
el control de flux de carbono esta parcialmente fuera de la glucolisis y existe una
actividad limitada de Pdc para canalizar el flux de glucosa o xilosa hacia la formacién
de etanol. Incrementando la actividad de Pdc.m lograron aumentar el rendimiento de
conversion de glucosa o xilosa en etanol en 27%. Determinaron que durante la fase
estacionaria, el flux de formacion de etanol aumentd 42 y 44% vy el de formacion de
acidos organicos disminuyd 46 y 76% para glucosa y xilosa, respectivamente, al
incrementar la actividad intracelular de Pdc (6.1 veces) en KO11l. Por otro lado,
probablemente como una respuesta a efectos de regulacion alostérica y de actividad

limitada de Pdc, los incrementos en la actividad enzimatica de fosfofructonisa o de
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piruvatocinasa redujeron drasticamente el flux de consumo de glucosa o xilosa y de

formacién de etanol, incrementando el de formacién de acidos organicos.

Kaar y Holzapple (2000) obtuvieron azlcares fermentables a partir de rastrojo de maiz
mediante hidrolisis enziméatica. El pretratamiento se realizé con cal (hidréxido de calcio)
con lo cual se aumento la hidrolisis enzimatica de rastrojo de maiz nueve veces en
comparacion con el rastrojo de maiz sin pretratar. Las condiciones de pretratamiento
fueron: cal 0.075 g de Ca (OH)2/ (g biomasa seca); carga de agua 5 g H20 /(g biomasa
seca); y calentamiento durante 4 horas a 120 °C. La hidrdlisis enzimética se llevo
acabo con las enzimas Beta glucosidasa (Novozyme 188, Novo Nordisk Biochem, Inc.,
Franklinton, NC) y Celulasa (Spezyme-CP, Biotecnologias Environmental, Inc., Menlo
Park, CA) de Trichoderma reesei, el volumen de trabajo fue de 150 mL, con carga de
sustrato de 50 g/Biomasa*L, pH 4.8, 50°C, 100 rpm con un tiempo de hidrélisis de 72
h. Los mejores resultados fueron con una carga de enzima de 10 FPU/g biomasa seca,
40°C por 72 h. A una carga de 25 FPU/g biomasa seca por 7 dias se produjo una

conversion de 88% glucano, 87.7% xilano y 92.1% de arabinano.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

En la Figura 2.1 se muestra el diagrama de proceso que incluye las etapas empleadas
para la produccion de bioetanol y los microorganismos utilizados, asi como los disefios

de experimentos a emplear.

Materia prima

Caracterizacion
fisicoquimica

Disefio 23 Disefio 23

. VI: NaOH (0.5y 1% p/v)
;//I\./)Celulasas (4y 6% tiempo (60 y 90 min)
Hemicelulasas (4 y Pretratamiento Temperatura (80 y 120
6% p/v) alcalino (NaOH) C) _

VD: Contenido de

Temperatura (40 y 50 lani
°C) gnina
VD: Produccién de AR

Hidrolisis enzimatica Enzimas comerciales

Disefio
Box-Behnken
\ 4

VI: pH (6, 6.5, 7)
E. coli ﬁ{ Fermentacion Ci (5, 10, 15 % viv)
Va (150,200, 250

rpm)
VD: Eficiencia de

\ 4

produccion de etanol
Cuantificacion de respecto al valor
bioetanol por HPLC teériCO, NEtOH (%)

Figura 2.1 Proceso para la produccién de bioetanol a partir de residuos lignocelulésicos de
papa.

34



Materiales y métodos

2.1 Materia prima

La papa (Solanum tuberosum) es un tubérculo del cual los residuos lignocelulésicos
no son aprovechado, pero los cuales pueden emplearse en la produccion de etanol.
Los desechos del procesamiento agroindustrial de la papa fueron donados por
productores agricolas de la comunidad de Xometla perteneciente al municipio de la
Perla (en el Estado de Veracruz de Ignacio de la Llave) y trasladados a las
instalaciones del Instituto Tecnologico de Orizaba, especificamente al laboratorio de

plantas piloto.

2.2 Microorganismo

Escherichia coli CCE14 deriva del linaje de Escherichia coli C, interesantemente la
cepa CCE14 posee calcio y valores de actividad PDCzm y ADHzm cinco vences
mayores a E. coli KO11. Las transcripciones de piruvato descarboxilasa y alcohol
deshidrogenasa incrementan la velocidad especifica de producciéon de etanol y
velocidad de consumo de glucosa (flujo glucolitico) a su vez se incrementa la actividad
enzimatica. Por otra parte, el flujo glucolitico es controlado por reacciones fuera de la

glucolisis.

Esta cepa se obtuvo integrando en cromosoma el operon pet, el cual contiene los
genes PDC y ADH de Z. mobilis bajo el control de la region de regulacién de la piruvato
formato-liasa (Orencio-Trejo, 2008). El operdén pet fue integrado por recombinacion
homologa doble reestableciendo la actividad del complejo de Pfl. Con esta cepa se
obtienen rendimientos de etanol cercanos al tedrico (mayores al 90%) metabolizando

glucosa, manosa, xilosa, arabinosa, 0 mezclas de estos azlcares en medios ricos.
2.3 Acondicionamiento del sustrato y caracterizacion fisicoquimica

Los residuos (cascara, tallo y hojas) fueron deshidratados en una estufa de secado a
60 °C por 24 h. Posteriormente se redujeron de tamafio en un molino manual para

grano hasta obtener un tamafo de malla 20 (tamices marca ASTM) y se retuviera en
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la malla 40 (0.841 mm), esto como acondicionamiento previo a los analisis fisicos
quimicos (Gonzalez-Renteria et al., 2011). La harina que se obtuvo se conservo a
temperatura ambiente en bolsas de plastico cerradas herméticamente. Se caracterizo
siguiendo la metodologia de la AOAC (1990), determinando su composicién quimica
por duplicado (humedad, materia seca, cenizas). La cuantificacion de celulosa, lignina
se realizaron bajo la norma TAPPI T203 05-74 y T 222 om-83, respectivamente; la

cuantificacion de hemicelulosa se realizé por el método de Browning, (1967).
2.4 Evaluacion de los factores del pretratamiento alcalino

En esta etapa se mezclaron 10 g de tallo de los residuos lignocelulésicos de la papa
con 100 mL de NaOH en matraces Erlenmeyer de 250 mL, asi mismo se realizaron
experimentos con 10 g de mezcla de tallo-hoja (5 g de tallo y 5 g de hoja), todos los
experimentos se llevaron a cabo de acuerdo al disefio experimental 23 representado
en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Disefio de experimentos 22 para evaluar las variables que afectan el

pretratamiento alcalino

Experimento Variables codificadas Variables naturales

NaOH (%o p/v) T (°C) t (min) NaOH (% p/v) T (°C) t (min)

1 -1 -1 -1 0.5 80 60
2 1 -1 -1 1 80 60
3 -1 1 -1 0.5 120 60
4 1 1 -1 1 120 60
5 -1 -1 1 0.5 80 90
6 1 -1 1 1 80 90
7 -1 1 1 0.5 120 90
8 1 1 1 1 120 90
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El pretratamiento alcalino se llevd a cabo en una autoclave para los experimentos de
120 ° Cy 1.1 kg/cm? de presion manométrica, y en bafio Maria para los experimentos
de 80 °C debido a que a esta temperatura no se puede manejar en autoclave ya que

son menores a 1.033 kg/cm? de presion.

Una vez completado el tiempo de pretratamiento se dejaron enfriar las muestras hasta
temperatura ambiente, para luego filtrarlas con tela de lino, embudo buchner, matraz
kitasato y bomba de vacio, se midi6 el volumen del licor negro filtrado y se guardo en
el refrigerador en recipientes de plastico cerrados herméticamente. Posteriormente se
midio el contenido de AzUcares Reductores (AR) por el método del acido 3, 5 dinitro
salicilico (DNS). La parte sdlida que queda del filtrado se lavé con agua destilada hasta
pH neutro, se pesé en humedo y se sec6 a 70°C durante 24 h en una estufa. Una vez
secas las muestras pretratadas se pesaron y se guardaron en bolsas de plastico
cerradas herméticamente hasta su posterior uso para la determinacion de lignina, por

la norma TAPPI, 1978 (Technical Association of the Pulp and Paper Industry).

El disefio 23 planteado, considera como variables independientes: Concentracion de
NaOH (0.5 y 1.0 %), tiempo de pretratamiento (60 y 90 min) y temperatura (80 y 120
°C), teniendo como variable de respuesta el contenido de lignina en cada muestra
pretratada. Este disefio permitioé establecer los factores que afectan significativamente

el pretratamiento alcalino y sus mejores rangos de operacion.

2.4.1 Determinacién de la concentracion de AR por el método del DNS o método
de Miller

La concentracion de AR se determind utilizando el método de Miller et al., (1959). Se
llevé a cabo la preparacién del reactivo DNS: se disolvié 1 g de &cido 3, 5 dinitro
salicilico (DNS) y 30 g de tartrato de sodio y potasio (KNaCsH40s.4H20) en 16 mL de
NaOH al 10% p/p en 50 mL de agua destilada, se llevo a bafio Maria para disolverlo y
se afor6 a 100 mL en un matraz volumétrico. Se realizaron diluciones con una muestra
patrén de glucosa de 1 g/L, para lo cual se disolvié 0.1 g de glucosa en 90 mL de agua

destilada, y se afor6 a 100 mL. A partir de la solucién patron de glucosa y agua
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destilada se prepararon 10 tubos con diferentes concentraciones como se muestra en
la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Preparacion de la curva patron de glucosa

Tubo Concentracion de Volumen de solucidn Volumen de
glucosa (mg/L) de glucosa (mL) Agua destilada (mL)
*0 0 0.0 1.0
1 100 0.1 0.9
2 200 0.2 0.8
3 300 0.3 0.7
4 400 0.4 0.6
5 500 0.5 0.5
6 600 0.6 0.4
7 700 0.7 0.3
8 800 0.8 0.2
9 900 0.9 0.1
10 1000 1.0 0.0

*El tubo cero corresponde al blanco de la muestra

La determinacion se realizé por cuadruplicado. A cada uno de los tubos, se le adicion6
1 mL de DNS, agitando, y poniendo en un bafio Maria por 15 min, posteriormente los
tubos se dejaron enfriar en oscuridad y se agregaron 8 mL de agua destilada. Se midi
la absorbancia de cada tubo a 540 nm en un espectrofotbmetro Thermo Spectronic

GENESIYS 20, utilizando como blanco 1 mL de agua con el reactivo DNS.
2.4.2 Curva patrén de glucosa

Se obtuvo una curva patron de glucosa (Figura 2.2) con un modelo lineal (Ecuacion
2.1) y un coeficiente de ajuste, R?, del 99.9%, lo que indica que el modelo tiene una
alta capacidad explicativa de la recta y los resultados de la concentracion de AR

calculados a partir de este modelo son confiables.

y = 0.0011x — 0.0624 (2.1)
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Figura 2.2 Curva patrén de glucosa

2.4.3 Determinacion de extraibles de la fraccion solida de las muestras
pretratadas para la determinacién de lignina

Los extraibles son materiales solubles en agua y solventes organicos y generalmente
representan una pequefia fraccién de la planta, pero no por ello dejan de ser de gran
importancia en las caracteristicas y propiedades de la misma. Con la mezcla etanol-
benceno se extraen resinas, ceras, grasas, clorofilas, carotenoides, algunas
proporciones de gomas y taninos condensados. Esta extraccién elimina todo el
material hidrofébico de la madera. La mezcla elegida de alcohol y benceno coincide
casi perfectamente con el aze6tropo que forman estos dos solventes, es decir que
durante todo el tiempo de la extraccion la composicion de los vapores y por ende de la
mezcla de extraccidn es constante. Es también una ventaja si se quiere recuperar el
solvente. Para llevar a cabo la preparacion del material libre de extraibles se utilizo la
técnica TAPPI 264 om 88 (1978).

Se pesaron 5 g base seca de muestra de bagazo pretratado y se depositaron en el
dedal de extraccion (cartucho de celulosa) anteriormente llevado a peso constante, se

registro el peso del mismo y se coloco en el interior del equipo Soxhlet. La extraccion
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se realiz6 con 300 mL de solvente en relacion 1:2 v/v de la mezcla etanol-benceno,
durante cuatro horas, manteniendo el liquido en ebullicion, para que asi el sifoneo del
extracto no se presentara menos de cuatro veces por hora (Figura 2.3). El equipo de
extraccion se colocé dentro de una campana de extraccion por el uso de los solventes

utilizados.

Terminado el tiempo de extraccion y con ayuda de pinzas de biseccion se retiro el
dedal del interior del equipo, posteriormente se colocé en un vaso de precipitados de
100 mL, dejdndose en campana hasta eliminarse los compuestos volatiles de la

mezcla, el secado se realizé a 40°C durante 24 h hasta llegar a peso constante.

Figura 2.3 Extraccion con etanol-benceno en equipo Soxhlet

Para calcular el porcentaje de Extraibles se utilizé la Ecuacion 2.2
% Extraibles = Pmae Pmae 190 (2.2)

pmae

donde: Pmae €s el peso de la muestra antes de la extraccion (g) y Pmde €s el peso de
la muestra después de la extraccion (Q).

Los rendimientos de sélido se calcularon con base a la Ecuacion 2.3
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Peso de la muestra en base seca después del pretratamiento
Peso inicial de la muestra seca sin pretratar

% Rendimiento de sélidos= x 100

(2.3)

2.5 Evaluacién de las variables en la hidrélisis enzimética

Se realiz6 un disefio de experimento 22 donde las variables independientes fueron:
Concentracion de enzimas Hemicelulasas (4 y 6 %), Concentracibn de enzimas
Celulasas (4 y 6%) y temperatura (40 y 50°C), teniendo como variable de respuesta la

produccion de azlcares reductores.

La Tabla 2.3 contiene el disefio de experimentos 22 con las variables naturales y
codificadas a evaluar. Para el proceso de hidrélisis enzimatica se emplearan
hemicelulasas HTec3 y celulasas CTec3 de NOVOZYME.

Tabla 2.3. Disefio de experimentos 23 para evaluar las variables que afectan la hidrélisis

enzimatica utilizando enzimas comerciales

Experimento Variables codificadas Variables naturales
Hemicelulasas Celulasas T (°C) Hemicelulas Celulasas T (°C)
(%) (%) as (%) (%)
1 -1 -1 -1 4 4 40
2 1 -1 -1 6 4 40
3 -1 1 -1 4 6 40
4 1 1 -1 6 6 40
5 -1 -1 1 4 4 50
6 1 -1 1 6 4 50
7 -1 1 1 4 6 50
8 1 1 1 6 6 50
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Se utilizé una relacion sélido-liquido 1:15 (p/v) de material con pretratamiento alcalino
(sustrato en base seca), buffer acetato de sodio 0.05 M neutralizado con acido acético
glacial concentrado a pH 4.8, posteriormente se le adicionaron las enzimas en
concentraciones de 4 0 6% (p/v) con respecto al disefio de experimentos, se incubaron
a 150 rpm, una vez alcanzadas las temperaturas de hidrolisis (40 o 50 °C de acuerdo
al disefio de experimentos), en ese momento se comienza a contar el tiempo de

reaccion.

Se realizé una cinética de hidrdlisis enzimética de 72 h, se tomaron muestras de la
mezcla de reaccion a distintos tiempos (0, 24, 48 y 72 h), una vez extraida la muestra
debe detenerse la reaccion enziméatica y para ello se desnaturaliza la enzima mediante
la inmersién del tubo de ensayo, que la contiene, en agua en ebullicion durante 5 min.
Las muestras se centrifugan por 10 min a 10,000 rpm, separando el sobrenadante de
la parte solida y se almacenan en congelacién para su posterior determinacién de
azucares reductores por HPLC. Transcurrido el tiempo total de hidrdlisis se separaron
el residuo y el hidrolizado mediante filtracion. Cuando se trabaja con el tamafio de
particula mas pequefio se presentan problemas en la filtracion y por ello en estos casos
la separacion sélido-liquido se hace por centrifugacion (3.000 rpm, 15 min) en tubos
de 50 mL. El residuo sélido presente en el filtro se lavo para recoger todo el hidrolizado

gue pudo quedar retenido.
2.6 Pretratamiento acido-alcalino

Debido a que la concentracién de glucosa obtenida en la hidrdlisis enzimatica fue baja
(12 g/L) se decidio realizar un tratamiento acido-alcalino empleando las condiciones
Optimas encontradas por Partida (2015), con el fin de eliminar la hemicelulosa, lignina
y compuestos inhibidores como el hidroximetril furfural, quedando de esta manera solo
celulosa que posteriormente se llevd a hidrolisis enzimatica bajo las mejores
condiciones de operacién obtenidas en la etapa de hidrdlisis enzimatica de la seccion
2.5 (6% p/p Celulasas y 40 °C).
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El pretratamiento acido del bagazo crudo se llevo a cabo en una autoclave a presion
de 15 psi, 121 °C, concentracion de H2SO4 1.5 %v/v, RSL 1:5 (1 g de bagazo en base
seca:5 mL de H2S04 1.5 % v/v) con tiempo de pretratamiento de 35 min. Posterior al
tiempo de pretratamiento, el bagazo pretratado se dejé enfriar 80 min, lo cual es
importante considerar debido a que la exposicion prolongada del hidrolizado &cido
podria derivar en la degradacion de los azlcares por efecto de las altas temperaturas.
El hidrolizado &cido se filtr6 para cuantificar mediante cromatografia liquida de alta
resolucion los azucares: xilosa, glucosa y arabinosa, asi como los inhibidores: acido
aceético, furfural y 5 hidroximetilfurfural derivados de la descomposicion de pentosas y
hexosas. Finalmente el bagazo de papa prehidrolizado se someti6 a secado por

radiacion solar para eliminar totalmente el contenido de humedad.

Para la etapa de oxidacién alcalina con peroxido de hidrogeno se llevé a cabo bajo las
siguientes condiciones: concentracion de peréxido de hidrogeno 4 %vl/v, 25 °C, tiempo
de pretratamiento del agente oxidante con el bagazo de papa 40 h y una relacién
sélido-liquido 1:17 (1 g de bagazo de papa en base seca:17 mL de perdxido de
hidrogeno 4 %v/v) el ajuste de la solucién de peréxido de hidrégeno se llevo a pH 11.5
empleando una solucién de hidréxido de sodio a una concentracion 10 M. El
hidrolizado alcalino se filtré y el bagazo de papa se lavo con la misma relacion sélido-
liquido con la que se pretrato, finalmente el bagazo se someti6é a secado por radiacion
solar para eliminar totalmente el contenido de humedad y proceder a la etapa de

hidrélisis enzimatica.
2.7 Activacion de la cepa E. coli etanologénica CCE14

La cepa se activdé en caldo Luria (ver Tabla 2.4) conteniendo cloranfenicol a una
concentracion de 50 pg/mL, se incubd a 37 °C, 300 rpm por 12 h, la cepa reactivada
se resembro en medio so6lido (adicionando al caldo luria que contiene 50 pg/mL de
cloranfenicol 20 g/L de agar) por estriado en un campo y por agotamiento con el fin de
obtener cepas puras incubandose a 37 °C por 6 h, para su posterior uso en la etapa

de fermentacion.
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Tabla 2.4 Preparaciéon del medio Luria LB (pH 7) por litro de agua destilada

Componente Cantidad (g)
Peptona 10
Extracto de levadura 5
NacCl 10

Con el fin de alargar la vida util de la cepa, se prepardé un medio de mantenimiento
conteniendo 1 mL del medio de activacion de la cepa, adicionandolo en un criovial con

glicerol al 80% congelandolo inmediatamente a -70°C con hielo seco.
2.8 Prueba preliminar en glucosa para verificar la actividad de E. coli CCE14

Para la prueba de glucosa a etanol con E. coli CCE14 se prepar6 un medio de
fermentacion como se muestra en la Tabla 2.5. Adicionando cloranfenicol a una

concentracion de 50 pg/mL.

Tabla 2.5 Composicion de medios para prueba preliminar de E. coli CCE14

Medio sintético A Medio sintético B
Composicién (g/L) Composiciéon (g/L)
Caldo luria 20 Caldo luria 20
Glucosa 20 Glucosa 10

Se realiz6 una cinética de fermentacion de 24 h tomando muestras sucesivas cada
hora, evaluandoles a cada una de ellas: pH y absorbancia a 600 nm, las muestras se
centrifugaron por 10 min a 10 000 rpm, posteriormente se congelaron para su posterior
analisis. Terminada la cinética las muestras se descongelaron, se filtraron y se
colocaron en viales para las determinaciones en HPLC. Los resultados se reportaron

en g/L de etanol obtenidos.
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2.9 Fermentacion de hidrolizado enzimético de bagazo de papa utilizando
Escherichia coli CCE14.

Microorganismo empleado
Se utilizé la bacteria etanologénica Escherichia coli CCE14 donada por el Dr. Alfredo
Martinez del Instituto de Biotecnologia (Universidad Autbnoma de México). Para el

crecimiento y mantenimiento de la cepa se realiz6 lo siguiente:

Generacion de bancos celulares.

De la caja petri con crecimiento de la cepa E. coli CCE14 se transfirieron 3 colonias
aisladas a un matraz con medio estéril de LB (10 g/L de peptona de caseina, 5 g/L de
extracto de levadura y 5 g/L de NaCl) y glucosa (20 g/L), adicionando cloranfenicol (50
Mg/mL) el pH se ajusté a 7 con KOH 2M. Se incubaron a 37 °C, 250 rpm de 8-12 h
hasta obtener un DOsoo de 1.3. De esta suspension se tomaron muestras de 1 mL y se
mezclaron con 1 mL de glicerol estéril al 40 % (v/v) en microviales de 2 mL, se mezclo

en vortex y se congelaron inmediatamente.

Activacion.

A partir de las células congeladas en glicerol (40 %) se realizé la activacion en medio
LB con glucosa (20 g/L) y pH 7, una vez esterilizado (15 psi, 15 min) se adicion6
cloranfenicol (50 ug/mL), incubandose a 37 °C, 300 rpm por 24 h, posteriormente se
crecieron en placas de agar (15 g/L) con LB con glucosa (20 g/L) y cloranfenicol (50
Mg/mL) y se resembraron de manera sucesiva por dos dias para tener colonias frescas

y viables.

Preparaciéon del medio M9.

El medio M9 estad compuesto por 6 g/L de NazHPOa4, 1 g/L de NH4Cl, 0.5 g/L de NacCl,
2 mL de MgS0O47H20 1M, 0.1 mL de CaCls, 0.1 mL de Tiamina (1 mg/mL), 40 g/L de
glucosa o xilosa como fuente de carbono y cloranfenicol (50 pg/mL) (Huerta-Beristain,
2004). Se esterilizaron por autoclave por separado las sales de fosfato y el sulfato y la

fuente de carbono (glucosa o xilosa), a 15 psi por 15 min, una vez esterilizados se
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adicionaron las sales restantes esterilizandolas por filtracion, el volumen de trabajo se

ajustéd con agua destilada estéril, el pH se ajusté a 7 (Herndndez- Bustos 2003).

Inoculo.

Con ayuda de un asa de platino se tomaron 3 colonias aisladas y se adicionaron en el
medio M9. Se incubaron a 37 °C, 250 rpm, hasta llegar a una D.Osoo de 1.3 (Huerta-
Beristain, 2004).

Fermentacion

A partir del inoculo con una DOeoo de 1.3, se realizo la inoculacion a cada matraz con
glucosa de medio hidrolizado y medio basico M9 (en base al disefio Box-Behnken,
seccién 2.10), el volumen de trabajo de cada matraz fue de 150 mL, temperatura de

incubacion 37 °C, el tiempo de fermentacion fue de 24 h.

2.10 Optimizacion de las condiciones del proceso de fermentacion con E. coli
CCE14

Una vez establecido el tiempo adecuado de fermentacion, se realizé una cinética de
fermentacién de 50 horas, muestreando a los tiempos 0, 12, 24, 36 y 50 h. Se realizé
un disefio Box-Behnken como se muestra en la Tabla 2.6, donde se analizaron las
variables independientes: pH (6, 6.5y 7), concentracion de inoculo (Ci) (5, 10y 15 %
v/v) y velocidad de agitacion (150, 200 y 250 rpm), manteniendo la temperatura a 37
°C. La variable de respuesta fue la eficiencia de produccion de etanol sobre el valor
teorico, neor (Ecuacion 2.4).

Y, _
nEtOH = ( EtOH/GgJC;S;-)obtemdo x100

(2.4)

Donde neton €s la eficiencia de produccion de etanol sobre el valor tedrico (%) y

(YEtoH/Glucosa)obtenido €S €l rendimiento producto sustrato (getoH/gglucosa)
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Tabla 2.6. Disefio Box-Behnken para la optimizacion de la produccién de etanol a partir de
azucares fermentables de bagazo de papa S. tuberosum.

Experimento Variables codificadas Variables naturales

pH Ci (%v/v) rpm pH Ci (%v/v) rpm
1 -1 -1 0 6 5 200
2 1 -1 0 7 5 200
3 -1 1 0 6 15 200
4 1 1 0 7 15 200
5 -1 0 -1 6 10 150
6 1 0 -1 7 10 150
7 -1 0 1 6 10 250
8 1 0 1 7 10 250
9 0 -1 -1 6.5 5 150
10 0 1 -1 6.5 15 150
11 0 -1 1 6.5 5 250
12 0 1 1 6.5 15 250
13 0 0 0 6.5 10 200
14 0 0 0 6.5 10 200
15 0 0 0 6.5 10 200

2.11 Cuantificacion de bioetanol

La concentracién de etanol, se cuantificé por cromatografia liquida de alta resoluciéon
(HPLC). Este equipo contiene una columna para la separacion especifica de azucares,
acidos orgéanicos y alcoholes con las siguientes propiedades: columna Shodex SH-
1011. La fase movil empleada es H2SO4 5 mM. El detector utilizado es de indice de
refracciéon. Las condiciones son: 0.6 mL/min, 50°C. A su vez el volumen de inyeccion
sera de 10 pL. El software que se utiliza es el Empower, calculando el area del pico y
la concentracion de la muestra mediante una correlacion con estandares previamente

realizados.
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Para ello las muestras fueron centrifugadas a 10,000 rpm por 10 min para precipitar la
biomasa, fibra y micelio, posteriormente se les realiz6 un tratamiento de detoxificacion
de la siguiente manera: 0.8 mL de muestra + 0.1 mL BaO 0.3 M + 0.1 mL ZnSO4 5%.
Se dejo6 reposar por 10 min y se centrifugé a 10,000 rpm, 10 min en el equipo marca
Eppendorf AG Centrifuge 5424. Posteriormente, se separo el sobrenadante y se filtrd
cada una de las muestras colocandose en los viales para su analisis mediante HPLC.
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Caracterizacion fisico-quimica y lignocelulésica

En la Tabla 3.1 se muestran los resultados experimentales de la caracterizacion fisico-
quimica de los residuos de papa S .tuberosum, los andlisis se realizaron por duplicado
de acuerdo a la AOAC 1990 (964.22 para Humedad, 942.05 Materia secay 962.09

Cenizas).

Tabla 3.1 Composicién quimica de residuos de papa S. tuberosum

Muestra Humedad (%) Materiaseca (%) Cenizas (%)

Cascara 80.5 19.4 6.15
Tallos 85.6 14.4 8.93
Hojas 79.8 20.1 9.2

La cascara y las hojas de papa contienen aproximadamente 80 % de humedad, 20 %
de materia secay 6-9 % de cenizas. Asi mismo se encontré que los tallos contienen
85.6 % de humedad, 14.4 % de materia seca y 9.2 % de cenizas. Como se puede
observar el alto contenido de humedad afecta econémicamente el proceso de secado
debido al consumo de energia eléctrica empleada por los equipos. El porcentaje de
materia seca indica la cantidad de material disponible para realizar las diversas etapas
para la obtencién de bioetanol el cual en estos residuos es aproximadamente del 20%.
En contraste con lo obtenido por Bellido-Diez, (2013), quien reporté que la paja de trigo
contiene 6.5 % de humedad y 7.0 % de cenizas y lo obtenido por Ruiz (2004) quien
determind que los tallos de girasol contienen 11.1 % de humedad y 6.6 % de cenizas,
a raiz de esto se constata que el porcentaje de humedad de los tallos y las hojas es
alto en comparacion con otras materias primas debido a su alto contenido de agua, sin

embrago su contenido de cenizas es similar (6-9 %).
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La Tabla 3.2 muestra los valores obtenidos de celulosa, hemicelulosa y lignina de

muestras de tallo y tallo-hojas de la planta de papa S. tuberosum.

Tabla 3.2 Caracterizacion lignocelulésica de tallos y tallo-hojas de papa S. tuberosum

Muestra Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
Tallos 35 28 25
Tallo-Hoja 30 19 21

Se encontr6 en base a los ensayos experimentales que los tallos y tallo-hoja contienen
(35, 30 %) de celulosa, (28, 19 %) de hemicelulosa y (25, 21 %) de lignina

respectivamente.

Los residuos de papa presentan una composicién lignocelulésica similar en
comparacion con lo investigado por Ruiz, (2004) quien reporta que los tallos de girasol
tienen una composicién de 36.8% de celulosa, 17.3% de hemicelulosa y 21.2% de
lignina. La estructura y composicion de los materiales lignocelulésicos varian mucho,
dependiendo de las especies vegetales, partes de las plantas y condiciones de

crecimiento.

3.2 Rendimiento en base al peso de la muestra antes y después del

pretratamiento alcalino

De la Tabla 3.3 se observa que en promedio todos los experimentos tanto de tallo y
tallo-hoja tienen alrededor de 50% de rendimiento en peso, esto puede ser debido a
que durante y después del pretratamiento se fueron perdiendo sustancias solubles y
extraibles como clorofila, taninos, carotenoides, entre otros (Aguilar, 2004). Asi
también se observa tanto en los experimentos de tallo y tallo-hoja que existe pérdida
de peso posterior al pretratamiento alcalino, lo que se debe a la solubilizacién de la
hemicelulosa y lignina. El tamafio de particula utilizado influye en la pérdida de solidos
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durante los lavados por lo que en conjunto con los demas factores se tiene un

rendimiento de solidos de aproximadamente del 50%.

Tabla 3.3 Rendimientos en muestras de tallo en base a los pesos antes y después del

pretratamiento alcalino.

Peso inicial mZii?rg estl,?:a Rerlo!imiento de
Experimento de la pretratada (g) solidos (%)
muestra (g) T ™ T ™
1 10 6.45 5.39 64.54 53.87
2 10 6.38 4.28 63.83 42.82
3 10 5.00 3.99 50.01 39.85
4 10 4.50 3.47 45.01 34.74
5 10 5.57 4.64 55.67 46.39
6 10 5.45 4.38 54.52 43.75
7 10 5.96 4.37 59.57 43.70
8 10 5.05 3.63 50.53 36.34

3.3 Concentracion de AR de la fraccion liquida del pretratamiento alcalino

En la Tabla 3.4 se muestran los resultados promedio de absorbancia y concentracion

de AR en g/L de las muestras de los experimentos analizados. Se observa que

después del pretratamiento alcalino en los experimentos de tallo, la celulosa no se ve

afectada y no se solubilizé en la fraccion liquida esto se debe a que el pretratamiento

empleado no removié toda la lignina y por ende no se encontr6 una cantidad

significativa de glucosa, en las muestras pretratadas de tallo-hoja se encontro entre 1

y 3 g/L de glucosa esto se debe a que se solubilizé la celulosa de las hojas ya que

estan no contienen lignina.
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Tabla 3.4 Determinacion de la concentracion de AR para la fraccion liquida de las muestras
pretratadas de acuerdo al disefio de experimentos empleado en el pretratamiento alcalino.

Absorbancia (A) Concentracién de

Experimento a 540 nm glucosa g/L
T TH T TH
1 0.41 1.84 0.43 1.73
2 0.24 0.87 0.27 0.85
3 0.67 3.71 0.67 3.43
4 0.38 2.29 0.40 2.13
5 0.33 2.50 0.35 2.33
6 0.15 0.82 0.19 0.80
7 0.60 3.27 0.60 3.03
8 0.32 2.22 0.35 2.07

Los experimentos 3 (0.5% NaOH, 120°C, 60 min) y 7 (0.5% NaOH, 120°C, 90 min)
para tallo-hoja muestran mayor liberacion de azucares reductores, esto debido a que
la fraccidén de hoja no posee lignina y por tal motivo el pretratamiento arrastrd parte de

la celulosa y la hidroliz6 a glucosa.
3.4 Determinacion del contenido de Extraibles para la determinacion de lignina

Para la determinacién del contenido de lignina, es necesario que las muestras se
encuentren libres de extraibles, esto son principalmente terpenos, resinas, fenoles,
ceras, grasas, carotenoides y algunas proporciones de gomas y taninos condensados,

gue pueden inferir en las determinaciones de lignina.

En la Tabla 3.5 se observa que los experimentos analizados contienen entre 2 y 4%
de extraibles, las muestras testigo (blanco) que son las muestras sin pretratar para el
caso del tallo y tallo-hoja tienen 7.7% y 13.77% de extraibles respectivamente. Por lo
que la realizacion del pretratamiento alcalino facilito la solubilizacion de lignina,

hemicelulosa y extraibles.
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Tabla 3.5 Contenido de Extraibles de muestras con pretratamiento tomadas al azar para su
posterior andlisis de lignina

Experimento % Extraibles
Tallo
3 2.42
4 2.51
6 2.78
BT 7.72
Tallo-Hoja
1 2.87
2 1.03
4 4.68
6 3.30
BTH 13.77

BT= Blanco de la muestra de tallo
BTH= Blanco de la muestra de tallo-hoja

El bajo contenido de extraibles (2-4 %) se debe a que durante el pretratamiento
alcalino, se extrajeron gran parte de éstos en la fraccién liquida, y durante los lavados
de la fraccion sélida, en el caso de los experimentos de tallo-hoja a pesar de que se
solubiliz6 parte de la celulosa de las hojas en la fraccion liquida, las muestras
presentaron entre 1 y 4% de extraibles esto es debido a que no todas las sustancias

extraibles son solubles en agua.

En comparacion con lo investigado por Barroso-Casillas (2010) quien pretratd paja de
trigo utilizando explosiéon de vapor para la hidrélisis de la hemicelulosa, encontr6é que
la paja de trigo sin pretratar tiene un contenido de extraibles de 18.65 % vy la paja de
trigo después del pretratamiento contiene 12% de extraibles, esta disminucién en el
contenido de extraibles es debido a que se solubilizan en la fraccion liquida, asi mismo
estos extraibles deben ser tomados en cuenta ya que algunos de estos pueden tener

efectos inhibitorios sobre los tratamientos enzimaticos posteriores.

El contenido de extraibles de las muestras testigo de tallo (7.72 %) y tallo-hoja (13.77
%), son comparables con los resultados obtenidos por Cardona et al., (2013) el cual
encontré que el pasto elefante contiene 9.9 % de extraibles. Asi mismo Ruiz (2004)
hallé que los tallos de girasol contienen 8.4 % de extraibles. Estos resultados se
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asemejan, sin embargo el contenido de extraibles varia de acuerdo al tipo de material

lignocelulésico, edad de la especie vegetal y condiciones de crecimiento.

3.5 Evaluacion de los factores del pretratamiento alcalino

Después del acondicionamiento de la muestra (eliminacion de extraibles en etanol-

benceno) se determind el contenido de lignina en blancos de T y TH encontrando 24.9

y 21 %, respectivamente.

La Tabla 3.6 se muestran los diferentes experimentos realizados con base al disefo

de experimentos 23 para T y TH, en ella se puede observar que el experimento 4 para

TH se obtiene la mayor reduccién del contenido de lignina con un 13.3 %, y para T los

mejores resultados se obtiene en el experimento 6 con un porcentaje de reduccion de

lignina de 13 %.

Tabla 3.6. Determinacion del contenido de lignina en Tallo (T) y Tallo-Hojas (TH)

. t NaOH  Lignina (%)
Experimento (°C) (min) (%) T TH
1 80 60 0.5 15.2 18.6

2 80 60 1.0 24.6 16.1

3 120 60 0.5 21.6 19.1

4 120 60 1.0 22.3 13.3

5 80 90 0.5 14.2 20.2

6 80 90 1.0 13.0 20.2

7 120 90 0.5 20.0 20.0

8 120 90 1.0 14.0 17.3
Blancos 0 0 0 24.9 21.0
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En base a los resultados de caracterizacion lignocelulésica mostrados en la Tabla 3.2,
inicialmente se tenia en tallo un porcentaje de lignina del 25%, posterior al
pretratamiento se encontré un porcentaje de lignina del 13% lo que implica una
remocion del 52% del contenido de lignina empleando 1% de NaOH, 80 °C y 90 min
de pretratamiento, para tallo-hoja el porcentaje de lignina después del pretratamiento
fue de 13.3 % por lo cual se removi6 63.3% de lignina utilizando 1% de NaOH, 120 °C
y 60 min. Sin embrago se debe considerar que la fraccion de hemicelulosa se solubilizé
por la accion del NaOH y los lavados realizados para llevar a pH 7, encontrandose que
la hemicelulosa se redujo de 28% a 17% lo que indica un porcentaje de remocién de
60.71%

3.5.1 Andlisis estadistico del pretratamiento alcalino

El Andlisis de Varianza (ANOVA) del disefio de experimentos 23, permite observar los
factores significativos, estos son aquellos factores que muestran un efecto directo en
la reduccion del contenido de lignina (Tabla 3.7). El factor A corresponde a la
concentracion de NaOH, el factor B a la temperatura y C al tiempo de pretratamiento,

AB, AC, BC, ABC son las interacciones de dichos factores.

Tabla 3.7 ANOVA de tallo del disefio de experimentos 22 del pretratamiento alcalino en base
al contenido de lignina

Fuente de Cuadrado  Razon Nivel de Estadisticamente
L GL i - o
variacion medio F probabilidad significativo
NaOH (A) 1 2.259 27.59 0 Si
Temperatura (B) 1 24.595 300.44 0 Si
AB 1 40.445 494.06 0 Si
tiempo (C) 1 120.872 1476.50 0 Si
AC 1 81.726 998.31 0 Si
BC 1 1.437 17.55 0 Si
ABC 1 3.466 42.33 0 Si
Error 8 0.082
Total 15 275.455
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Se puede observar en la Tabla 3.7 que los factores mas significativos fueron: tiempo
(C) con un factor F de 1476.5 lo que indica que este es el factor preponderante en el
pretratamiento, a su vez se observa que la combinacion de la concentracion de NaOH
(A) y tiempo (C) obtuvieron un valor de F de 998.31 lo que indica que ambos factores
son estadisticamente mas significativos e influyen directamente sobre él % de
reduccion de lignina. Con base a los resultados obtenidos se determiné que para lograr
la mayor reduccién del contenido de lignina de las muestras, el pretratamiento debe
ser realizado con 1% de concentracion de NaOH y 90 min de pretratamiento, este tipo
de pretratamiento influye directamente en la estructura de los materiales
lignoceluldésicos al incrementar el area de superficie interna reduciendo la
polimerizacion y cristalinidad de la celulosa separando las uniones estructurales entre
la lignina y los carbohidratos, logrando la disolucion de la lignina y permitiendo el

acceso a la celulosa y hemicelulosa.

En comparacion con lo reportado por Nifio et al., (2013) quienes estudiaron por
separado hojas y tallos de yuca (Manihot esculenta Crantz) comparando tres diferentes
tipos de pretratamiento (H2SO4, NaOH y H202) dicho residuo fue evaluado al 1%y 5%
(p/v) y tamafio de particula de 1.8 mm y 0.6 mm, determinando el % de remocion de
lignina. En tallo de yuca reportaron que al pretratar 1% de material con un tamafio de
particula de 0.6 mm con 5% de NaOH, lograron una reduccion del contenido de lignina
del 74.077%. Todo lo anterior demuestra que los pretratamientos alcalinos permiten
reducir el contenido de lignina, base necesaria para lograr el acceso libre de las
enzimas a la celulosa y hemicelulosa y transformarlas a glucosa y xilosa

principalmente.

La Figura 3.1 muestra el efecto principal del tiempo y la interaccion entre el tiempo y
la concentracion de NaOH sobre la reduccion del contenido de lignina.
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Figura 3.1. Efecto principal del tiempo y la interaccion de la concentracion de NaOH con el
tiempo de pretratamiento del disefio 22 en Tallo. (a) Efecto del tiempo (-1=60 min, 1=90 min),
(b) Interaccion del tiempo (-1=60 min, 1=90 min) con la concentracién de hidréxido (-1=0.5%,
1=1%) sobre el contenido de lignina.

En la Figura 3.1 (a) se presenta el efecto principal del tiempo sobre la reduccion del
contenido de lignina, se puede observar que a niveles altos de tiempo (90 min) de
pretratamiento se reduce significativamente el contenido de lignina, permitiendo el
hinchamiento de la molécula de lignina y aumentando la superficie de contacto, lo cual

ayuda a solubilizarla.

En la Figura 3.1 (b) se observa que en la interaccion del tiempo de pretratamiento con
la concentracion de NaOH, los niveles altos de tiempo (90 min) con concentraciones

altas de NaOH (1%) favorecen el decremento del contenido de lignina.

En la Figura 3.2, se puede observar que la mayoria de los residuos estandarizados,
con media cero y varianza igual a 1, se encuentran dentro de la normalidad y
distribuidos uniformemente, sin embargo existen cuatro datos distanciados, que
probablemente se deban a errores de tipo experimental o de tipo humano (al realizar
las diversas lecturas), asi también ligeras variaciones en el tiempo podrian conllevar a
la obtencidn de estos valores fuera de la tendencia representada por la linea recta del

modelo.
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Figura 3.2. Residuales de experimentos de tallo sobre la reduccién del contenido de lignina

Los resultados obtenidos en el disefio de experimentos para tallo se ajustaron
mediante un polinomio de tercer orden (Ecuacion 3.1) debido a que proporciona un
mejor ajuste en comparacion con un modelo lineal (R?=53.6%) o cuadratico
(R°=98.50%), esto se debe a que en el ANOVA de tallo (Tabla 3.7) los factores
principales, las interacciones cuadraticas y la interaccion cubica resultan significativas

sobre la respuesta que es el contenido de lignina.

% Lignina=-60.5939 +125.043NaOH +0.5746T + 0.6343t
-0.7834NaOH*T - 1.2232NaOH*t - 0.0037T*t (3.1)
+0.0062NaOH*T*t

El polinomio de regresién muestra un valor de R? de 0.9976, lo que significa un buen
ajuste de los datos para la determinacion de reduccion del contenido de lignina en tallo.

En la Tabla 3.8, se presenta el ANOVA para el disefio de experimentos de tallo-hoja,
el cual permite analizar la diferencia entre las medias de los factores de estudio y

determinar su significancia.
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Tabla 3.8. ANOVA de Tallo-hoja del disefio de experimentos 22 del pretratamiento alcalino en

base al contenido de lignina

Fuente de GL Cuadrado RazonF Nivel de Estadisticamente
variacion medio probabilidad significativo
NaOH (A) 1 27.073 314.42 0 Si
Temperatura (B) 1 7.317 84.97 0 Si

AB 1 8.810 102.32 0 Si
tiempo (C) 1 30.175 350.45 0 Si

AC 1 6.231 72.37 0 Si

BC 1 1.028 11.94 0 Si
ABC 1 0.009 0.10 0.76 No
Error 8 0.086

Total 15  81.332

De la Tabla 3.8 se observa que existe diferencia entre las medias de todos los factores,

exceptuando la interaccion NaOH-Temperatura-tiempo, se observa también que existe

mayor diferencia entre las medias en la concentracion de NaOH y el tiempo de

pretratamiento por lo cual estos dos factores son mas significativos e influyen

directamente sobre la reduccion del contenido de lignina.

En la Figura 3.3 se muestra el efecto principal del tiempo y la concentracion de NaOH

sobre la reduccion del contenido de lignina después del pretratamiento.
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Figura 3.3. Efecto principal del tiempo y la concentracién de NaOH en el disefio 22 en tallo-

hoja. (a) Efecto del tiempo (-1=60 min, 1=90min), (b) Efecto de la concentracion de hidroxido
de sodio (-1=0.5%, 1=1%).
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En la Figura 3.3 (a) se observa que con un tiempo de pretratamiento de 60 min se
obtiene 3% menos % de lignina con respecto a 90 min de pretratamiento, en la Figura
3.3 (b) se observa que a 1% de concentracion de NaOH se obtiene 2% menos
contenido de lignina con respecto al pretratamiento con 0.5% de concentracion de
NaOH. En base a los resultados obtenidos en tallo se encontr6 que con una
concentracion del 1% de NaOH y 60 min de pretratamiento se obtiene menor % de
lignina, esto se debe a que el NaOH rompe la union de la lignina con los carbohidratos,
al producir el hinchamiento del material lignocelulésico incrementando la superficie

interna y reduciendo la cristalinidad de la celulosa.

Nifio et al., (2013) analizaron hojas de yuca (Manihot esculenta Crantz) empleando
tres diferentes tipos de pretratamiento (H2SO4, NaOH y H202), obtuvieron un % de
remocion del 55.53% de lignina empleando 1% (p/v) de residuo con un tamafio de
particula del 0.6 mm pretratando con NaOH al 5%. Cardona et al., (2013) evaluaron
pasto elefante y King grass con base al disefio de experimentos tipo Draper-Li con tres
puntos centrales en donde analizaron: Temperatura (80 y 120°C), tiempo de residencia
(30 y 180 min), relacion solido-liquido (1:15 y 1:20) (p/p) y concentracion de NaOH (1
y 2%) (w/w), sus mejores condiciones fueron a 120°C, 60 min, 2% NaOH vy relacién
1:20, con las cuales reportaron un porcentaje de reduccion de lignina entre 76.2% y
88.4% con respecto al contenido inicial de las muestras sin pretratar. Con base a lo
anterior se demuestra que el pretratamiento alcalino permite reducir o eliminar el % de
lignina de materiales lignocelulésicos, rompiendo la unién de la lignina y los

carbohidratos lo que permite el acceso a la celulosa y hemicelulosa.

Los residuales de la Figura 3.4 muestran que todos los experimentos se encuentran
bajo una media en comun. Por lo que siguen un mismo comportamiento y no se

presentaron errores de calibracion en el equipo o de algun otro tipo.
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Figura 3.4. Residuales de los experimentos de tallo-hoja

Se obtuvo un polinomio de regresién de segundo orden (Ecuacién 3.2) que incluye los
factores principales y las interacciones cuadraticas entre los factores que resultaron
significativas en el ANOVA de la Tabla 3.8

% Lignina=10.4219 - 2.8432NaOH+ 0.1409T + 0.0513t

3.2
-0.1484NaOH*T + 0.1664NaOH*t - 0.0008T*t (3.2

El polinomio de regresién tiene un valor de R? de 0.9914, lo que significa un buen
ajuste al modelo para la explicacion de la determinacion de reduccién del contenido de
lignina en tallo-hoja. Si se hubiese usado un polinomio de primer orden con los factores
principales sin tomar en cuenta las interacciones cuadraticas que resultaron también
significativas, el ajuste del modelo tendria un coeficiente de determinacion, R>=0.7938,
el cual no representaria de forma correcta la respuesta ya que habria un 30% de error

que no explicaria el modelo.

Las condiciones con las cuales se llevo acabo el tratamiento alcalino tanto para tallo
y tallo-hoja fueron NaOH (0.5 y 1%), tiempo (60 y 90 min) y Temperatura (80y 120
°C). De las cuales las mejores condiciones para tallo son (80°C, 90 min, 1%) y para
tallo-hoja (120°C, 60min, 19%).
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3.6 Evaluacién de las variables en la hidrélisis enzimética

Seleccionado las condiciones del pretratamiento (NaOH 1% y 90 min) se procedio a
evaluar los factores que afectan la hidrolisis enzimatica en base al disefio de
experimentos 23 planteado en la Seccién 2.4. Los resultados para el disefio de
experimentos 23 de la hidrélisis enzimatica se muestran en la Tabla 3.9 donde se
observa que la maxima concentracion de glucosa se obtuvo en el experimento 3 con
12 g/L de glucosa (H=4%, C=6% y T=40 °C), los experimentos 1, 2, 3 y 4 que fueron
estudiados a una temperatura de 40 °C muestran los valores méas altos sobre la
concentracion de glucosa, en cambio se puede observar que a niveles altos de
temperatura (50°C) la concentracion de glucosa es menor a 1 g/L, esto se aprecia en
los experimentos 5, 6, 7, y 8. Cabe mencionar que no se tomaron valores de
concentracion de xilosa debido a que estos fueron menores a 1g/L y por lo tanto no se

anexaron.

Tabla 3.9. Experimentos de hidrélisis enzimética de bagazo de papa pretratado

Experimento Variables Variables naturales Respuesta
codificadas
H%) C((%) T(CC) H(%) C (%) T(°C) Glucosa (g/L)

1 -1 -1 -1 4 4 40 11.08
2 1 -1 -1 6 4 40 10.975
3 -1 1 -1 4 6 40 12.19
4 1 1 -1 6 6 40 10.396
5 -1 -1 1 4 4 50 0.16

6 1 -1 1 6 4 50 0.58

7 -1 1 1 4 6 50 0.665
8 1 1 1 6 6 50 0.515

H= Hemicelulasas, C= Celulasas, T= Temperatura

Cabe mencionar que la concentracién de glucosa sélo fue de 12 g/L esta concentracion
es relativamente baja por lo que se decidio realizar un pretratamiento acido alcalino
con la finalidad de eliminar la hemicelulosa y lignina quedando la celulosa para
posteriormente hidrolizarla a glucosa, las condiciones del pretratamiento acido alcalino
se muestran en la seccién 2.6, bajo estas condiciones éptimas y empelando las

mejores condiciones del disefio de experimentos para la hidrolisis enziméatica (4% de
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hemicelulasas, 6% de celulasas, 40 °C por 72 h) se logro obtener 20 g/L de glucosa
con las cuales se trabajé para realizar las fermentaciones de hidrolizado. A
continuacion se muestra el analisis estadistico del disefio de experimentos mostrado
en la Tabla 3.9.

3.6.1 Analisis estadistico de la hidrdlisis enzimatica

En el ANOVA del disefio de experimentos para la hidrolisis enzimatica mostrado en la
Tabla 3.10 se observa que el factor mas significativo fue la temperatura (C) con un
valor de F de 1431.6.

Tabla 3.10. ANOVA Hidrdlisis enzimatica para la produccion de Azucares Reductores

o Cuadrado . Nivel de Estadisticamente
Fuente de variacion GL X Razon F - T
medio probabilidad significativo
A: Hemicelulasas 1 0.6642 2.08 0.187 No
B: Celulasas 1 0.2352 0.74 0.415 No
AB 1 1.2769 4.01 0.080 No
C: Temperatura (°C) 1 456.249 1431.60 0 Si
6
AC 1 1.1772 3.69 0.091 No
BC 1 0.0020 0.01 0.938 No
ABC 1 0.3136 0.98 0.350 No
Error 8 0.3187
Total 15 462.468
4

Los factores hemicelulasas (A) y celulasas (B) no son estadisticamente significativos
debido a que no afectan de forma directa en la concentracién de glucosa (g/L), esto se
debe a que al analizar las muestras no se encontro xilosa, lo que implica que la
hemicelulosa del material lignocelul6sico (bagazo de papa) se solubilizé al realizar los

lavados hasta pH 7 de la fraccion sélida proveniente del pretratamiento alcalino.

En comparacion con lo obtenido por Lazaro y Arauzo (1994) quienes emplearon

residuos provenientes de las conserva de esparrago y alcachofa, determinaron que
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dichos residuos estaban constituidos por 12.1 % de lignina, 43.6 % de celulosay 12.3
% de lignina, 51 % de celulosa, respectivamente. Dichos residuos Unicamente fueron
triturados y tamizados sin ningun pretratamiento quimico, en la etapa de hidrdlisis
enzimatica emplearon tampon citrato a pH 4.8, celulasas Tricoderma ressei, en
concentracion de 0.450 g/L a 50°C por 24 h. Obteniendo una concentracion de 2.12
g/Ly 1.07 g/L de glucosa para los residuos de espéarrago y alcachofa, respectivamente
empleando una concentracion de 20 g/L de sustrato. Posteriormente utilizaron un
tratamiento con NaOH 0.25 N a 125°C por 60 min y obtuvieron 1.9 g/L de glucosa 'y
4.5 g/L de glucosa en esparrago y alcachofa respectivamente. En este trabajo se
emple6 bagazo de papa con pretratamiento alcalino al 1% de NaOH, 80°C por 90 min
con lo cual se obtuvo el mayor porcentaje de reduccion del contenido de lignina,
posteriormente se realizo la hidrdlisis enzimatica con dos tipos de enzimas (celulasas
y xilanasas de NOVOZYME) obteniendo una concentracibn maxima de 12 g/L de
glucosa. El pretratamiento alcalino permite el acceso de las enzimas a la celulosa y
hemicelulosa del material lignocelulésico, dependiendo de la eficiencia del
pretratamiento se logra la maxima conversion del sustrato al producto final (glucosa y

xilosa).

La Figura 3.5 muestra el efecto principal de la temperatura (a), la interaccion de la
temperatura con la concentracion de enzima hemicelulasa (b) y la interaccion de la
temperatura con la concentracién de enzima celulasa (c). En la Figura 3.5 (a) se
observa que a niveles bajos de temperatura de hidrolisis enzimética (T= 40 °C) se
favorece el incremento de la concentracion de glucosa, asi mismo en la Figura 3.5 (b)
y (c) muestran que al emplear los niveles bajos de temperatura (40 °C) con niveles
bajos de concentracién de enzima hemicelulasa o celulasa (4%) se obtiene la mayor
concentracion de glucosa (11 g/L aproximadamente), en cambio utilizar los niveles
altos de temperatura (50 °C) disminuyen significativamente la concentracién de
glucosa a menos de 1 g/L. Por lo tanto se corrobora lo obtenido en el ANOVA de la
hidrolisis enzimatica, en donde se analizd que so6lo la temperatura afecta

significativamente la concentracion de glucosa, esto se debe a que para este tipo de
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sustrato las enzimas trabajan mejor con el nivel bajo de temperatura (40 °C) debido a

que no se desnaturalizan e interactia mejor el sustrato con los sitios activos de las

enzimas.
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Figura 3.5. Efecto de la temperatura de hidrélisis enzimatica. (a) Efecto principal de la
temperatura sobre la concentracion de glucosa, (b) interaccion de la temperatura con la
concentracion de Hemicelulasas y (c) interaccion de la temperatura con la concentracion

Celulasas.

En la Figura 3.6 se observa el grafico de residuales que muestran que todos los
experimentos se encuentran bajo una media en comun. Por lo que siguen un mismo
comportamiento y no se presentaron errores de calibracion en el equipo o de algin

otro tipo.
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Figura 3.6. Residuales de los experimentos de la hidrdlisis enzimatica

Del analisis estadistico se determind el polinomio de regresién de primer orden
(modelo) de la hidrdlisis enzimatica (ecuacion 3.3) el cual tuvo un coeficiente de
determinacion R? de 0.988, lo que significa un buen ajuste al modelo para la

determinacion de la maxima concentracion de glucosa en la hidroélisis enzimatica.

Glucosa(g/L)=54.3-0.204H+0.121C-1.07T (3.3)

En comparacién con este trabajo Gonzalez-Renteria et al., (2011) realizaron estudios
en paja de frijol de una mezcla de cuatro variedades diferentes y encontraron que las
mejores condiciones de pretratamiento se obtienen con una concentracion de NaOH
de 0.1 % (p/v), 120°C por 30 min, se obtiene la mayor remocién de lignina, y que a su
vez las concentraciones de NaOH influyen significativamente en las proporciones de
celulosa, hemicelulosa y extraibles, en tanto que el tiempo afecta Unicamente al
contenido de celulosa, a su vez encontraron una disminucién de peso posterior al

pretratamiento del 30%.
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3.7 Prueba preliminar en glucosa para verificar la actividad de E. coli CCE14

Para determinar las condiciones Optimas de la etapa de fermentacion se realizd un
estudio preliminar de la cepa etanologénica E. coli CCE14 con una cinética de 24 h,
a 37°C y 300 rpm usando como sustrato glucosa grado reactivo a una concentracion
de 10 y 20 g/L determinando la produccion de etanol mediante HPLC. Los resultados

obtenidos se muestran en las Figuras 3.7 y 3.8 respectivamente.
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Figura 3.8 Produccién de etanol con 20 g/L de glucosa
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En la Figura 3.7 se observa que a partir de las 5 h termina la fase de adaptacion del
microorganismo y es por esta razén que la glucosa permanece en 10 g/L y a medida
gue el microorganismo se reproduce comienza la fermentacion de glucosa a etanol.
De manera semejante se observa en la Figura 3.8 el mismo efecto a las 6 h de la

cinética de fermentacion con 20 g/L de glucosa.

Para la determinacion del rendimiento con respecto al valor teérico maximo de
conversion de glucosa a etanol por la cepa E. coli CCE14 se baso en la ecuacion

estequiometrica mencionada en la Seccion 1, la cual corresponde a la ecuacion (1.1).

C¢H,,0, - 2C,H,OH +2CO,
180 g Glucosa— 92 g EtOH+88 g CO,

De acuerdo al balance se tiene que el rendimiento tedrico estequiométrico maximo es

0.511 g etanol/g glucosa de acuerdo a la reaccion de fermentacién alcohdlica (el valor
tedrico estequiométrico maximo se calcula en base a 1 g de glucosa).

Para determinar el rendimiento de producto sustrato de etanol (YewoH/Glucosa) Y la
eficiencia de produccién de etanol (newon) se utilizan las ecuaciones 3.4 y 3.5,

respectivamente.

EtOH. -EtOH
Y, =——f —— 90 3.4
EtOH/Glucosa GICO-GICf ( )
0 _YEtOH/GIucosa
nEtOH(/o)——O_Sl x100 (3.5)

Donde EtOH; es la cantidad final de etanol producido (g/L), EtOH, es la cantidad

inicial de etanol (g/L), Glc, es la cantidad inicial de glucosa (g/L), Glc, es la cantidad
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final de glucosa consumida (g/L) y el valor de 0.51 de la ecuacion 3.5 corresponde al
rendimiento tedrico estequiométrico de la reaccién de la fermentacion alcohdlica de

glucosa a etanol.

Por lo tanto, de acuerdo a los resultados obtenidos en las cinéticas de fermentacion
realizadas se tiene que el rendimiento teérico maximo para la concentracion de 10 g/L
de glucosa (Figura 3.7) la cepa etanologénica E. coli CCE14 obtuvo una conversion
méaxima de 4.362 g EtOH a las 12 h de fermentacién lo que corresponde a un
rendimiento de 0.4362 g EtOH/g glucosa con una eficiencia de 85.53 %.

Para la concentracion de 20 g/L de glucosa, la bacteria E.coli CCE14 tuvo una
conversion maxima de 8.288 g EtOH a las 24 h de fermentacién (Figura 3.8) lo que
corresponde a un rendimiento de 0.4144 g EtOH/g glucosa, con una eficiencia de 81.25
%. El rendimiento experimental varia entre 90% y 95% del tedrico, es decir, de 0.469
a 0.485 g/g. Los rendimientos en la industria varian entre 87 y 93% del rendimiento
tedrico (Boudarel, 1984; citado por Vazquez y Dacosta, 2007).

En la prueba preliminar de glucosa cabe mencionar que la cepa E. coli CCE14 no se
activd con sales minerales, mas sin embargo se obtuvieron buenos rendimientos de
etanol que fueron alrededor del 83.4 % en promedio. Segun Orencio-Trejo et al.,

(2008), E. coli CCE14 en medio mineral aumenta el rendimiento de etanol en un 90%.

Para determinar si el microorganismo tuvo una variacion en su rendimiento, se
realizaron pruebas del mismo medio de fermentaciébn donde se determiné si el
microorganismo fue capaz de crecer, asi como determinar si el pH influyé de manera

directa en su desarrollo.

En la Figura 3.9, se observan las curvas de crecimiento de E. coli CCE14 para las

concentraciones de glucosa de 10y 20 g/L, respectivamente.

70



Resultados y discusién

) 1
S
o 038 E 08
S R 8 Q
s 06 ® 06 %
S K
< e
2 0.4 <& 8 04 b
o [
2 <} OO0 <
-<Qt 0.2 Q@ Lol oo O é 0.2 ?
0 ooc° 0 : S
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (h) Tiempo (h)

(@) (b)

Figura 3.9 Medida de crecimiento de E. coli CCE14 por medio de la absorbancia. (a) 20 g/L
de glucosay (b) 10 g/L de glucosa.

La absorbancia es una medida indirecta para determinar si el microorganismo esta
creciendo en el medio de alimentacién, por lo que en la Figura 3.9 se muestra el
comportamiento cinético de crecimiento del microorganismo, como se puede observar
aun con concentraciones de sustrato diferentes el comportamiento es similar. Debido
a que el microorganismo empleado es una bacteria, se observa que la fase logaritmica
es muy corta aproximadamente de 4 h durante esta fase las bacterias consumen los
nutrientes del medio para poder reproducirse, la fase exponencial se presenta después
de las 4 h y tiene una duracion aproximada de una hora al igual que la fase estacionaria
gue se presento6 entre las 5y 6 h en esta fase se producen metabolitos secundarios
(acido acético y glicerol), posterior a las 6 h de reaccion se presenté la fase de muerte
donde se observa la reduccion del numero de bacterias viables del cultivo.

El pH es indispensable para el crecimiento de un microorganismo debido a que
muchos de ellos son incapaces de crecer y desarrollarse en medio acido o alcalino.
Los valores 6ptimos de crecimiento de la cepa etanologénica E. coli CCE14 son pH
7, 300 rpm y 37 °C, con lo cual se obtiene el mayor rendimiento de conversién de

glucosa a etanol de acuerdo a lo reportado por Orencio-Trejo et al., (2008).
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La Figura 3.10 muestra el comportamiento del pH con respecto al tiempo de
fermentacién. Se puede observar en la Figura 3.10 (a y b) que el comportamiento es
similar a las dos concentraciones de sustrato empleadas. Como se puede apreciar a
partir de las 4 a 6 h el pH se mantuvo entre 7 y 6, en el mismo punto que se presento
la fase exponencial y estacionaria del crecimiento, esto debido a que el pH era idoneo
para el crecimiento de E. coli CCE14, a partir de la formacion de metabolitos
secundarios (acido acético y glicerol) debido a el consumo de sustrato, la presencia de
iones promovio la acidificacion del medio, que a su vez se vio reflejado en la muerte

del microorganismo.
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Figura 3.10 Variacién del pH durante la cinética de fermentacién con E. coli CCE14. (a)

10 g/L de glucosa y (b) 20 g/L de glucosa.

A manera comparativa se desarrollé una cinética de fermentacion a 20 g/L de glucosa
grado reactivo a 120 rpm y 37°C tomando muestra cada 2 h, los resultados se

muestran en la Figura 3.11.
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Figura 3.11 Cinética de fermentacion de E. Coli CCE14 a 20 g/L de glucosa con 120 rpm

Como se puede observar al disminuir las velocidad de agitacion se aumenta el tiempo
necesario para la fermentacion, y la conversion maxima de glucosa a etanol fue de
7.059 g/L, lo que corresponde a un valor teérico maximo de 0.3529 g EtOH/g glucosa

con un rendimiento del 69 % (Ecuacién 3.5).

En comparacion con lo obtenido por Orencio-Trejo et al., (2008) quienes realizaron un
estudio comparativo de E. coli KO11, E. coli CCE14 y E. coli C a 35 °C, 100 rpm y pH
de 7 y medio de enriquecimiento para activacion M9, encontraron que la cepa E. coli
CCE14 en un medio de 40 g/L de glucosa obtuvo una conversién cercana a 20 g/L en
comparacion con la E. coli KO11 con una conversién menor a los 20 g/L de etanol. El
rendimiento de etanol a las 30 h fue de 15, 70 y 90% para E. coli C, E. coli KO11y E.
coli CCE14, respectivamente. En este trabajo empleando la cepa E. coli CCE14 con
20 g/L de glucosa a 37 °C, 120 rpm, pH de 7 durante 38 h se obtuvo un rendimiento
de etanol del 69%, este rendimiento es similar a lo obtenido por Orencio-Trejo et al.,
(2008) empleando E. coli KO11, y un 21% menor al obtenido con la cepa E. coli
CCE14, esta diferencia se debe a que utilizaron un medio de enriquecimiento M9 con
sales minerales para la activacion de la cepa y en este trabajo sol6 se empleo caldo

luria.
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3.8 Mejoramiento de las condiciones de la fermentacién con hidrolizado de

bagazo de papa S. tuberosum

El hidrolizado enzimético de bagazo de papa contiene glucosa (20 g/L), xilosa (1.039
g/L), acido acético (3.038 g/L), glicerol (0.305 g/L) y no contiene inhibidores como el
hidroximetil furfural debido al pretratamiento acido-alcalino empleado, estos resultados
se obtuvieron al realizar la hidrdlisis enziméatica en base a las mejores condiciones de
experimentacion obtenidas en la seccion 3.6. Con estas caracteristicas se fermento el
hidrolizado enzimético de bagazo de papa S. tuberosum utilizando la bacteria
etanologénica Escherichia coli CCE14. La Tabla 3.11 muestra los resultados obtenidos
del disefio Box-Behnken, en donde se tuvo como variable de respuesta la eficiencia
de produccién de etanol respecto al valor tedrico, netwon (%) (Los resultados totales de

la cinética de fermentacion se muestran en el anexo A.1).

Tabla 3.11. Resultados del disefio Box-Behnken para optimizacion de la fermentacion con E.
coli CCE14 en la produccién de etanol con bagazo de papa S. tuberosum

Exp. Variables codificadas Variables naturales Ejjfgi;ta
pH Ci (%v/v) Va(rpm) pH Ci (%v/v) Va (rpm)
1 -1 -1 0 6 5 200 72.92
2 1 -1 0 7 5 200 75.55
3 -1 1 0 6 15 200 67.44
4 1 1 0 7 15 200 74.91
5 -1 0 -1 6 10 150 79.05
6 1 0 -1 7 10 150 80.95
7 -1 0 1 6 10 250 73.34
8 1 0 1 7 10 250 72.42
9 0 -1 -1 6.5 5 150 92.06
10 0 1 -1 6.5 15 150 91.88
11 0 -1 1 6.5 5 250 71.69
12 0 1 1 6.5 15 250 71.47
13 0 0 0 6.5 10 200 71.01
14 0 0 0 6.5 10 200 71.14
15 0 0 0 6.5 10 200 71.04
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De esta tabla se observa que la eficiencia maxima de etanol sobre el valor teérico fue
de 92.06%, el cual se puede apreciar en el experimento 9, la eficiencia mas baja de
produccion de etanol se observa en el experimento 3 con un valor de 67.44 %, estas
eficiencias dependen de las condiciones de experimentacion y del comportamiento de

la bacteria Escherichia coli CCE14 en el medio hidrolizado.

Mediante el software Minitab 16 se obtuvo el polinomio de regresion mdiltiple de
segundo orden (Ecuacion 3.6), con un coeficiente de determinacion de 85.15%, el
cual presenta un ajuste satisfactorio y explica el comportamiento de los datos sobre la

maxima eficiencia de produccion de etanol respecto al valor teorico.

Newon (%)= -55.1963+85.5793pH-6.3157Ci-1.1527V, -6.3087pH?+0.1503Ci*+0.0030V,
+0.4850pH*Ci-0.0282pH*V, (3.6)

Asi mismo se obtuvieron las gréficas de superficie de respuesta estimada de cada
factor (Figura 3.12), en donde se muestra claramente la formacion de puntos de silla,
asi mismo el programa estadistico analiza los resultados y en base al polinomio de
regresion genera las condiciones con las cuales se podria obtener la mayor eficiencia
de produccion de etanol, estas condiciones fueron: pH de 6.64, Cide 5 % (v/v) y Va de
150 rpm, con lo que se podria obtener una eficiencia en la produccion de etanol del
89.5831%. Para corroborar el tipo de superficie de respuesta se obtuvo el modelo
canonico (Ecuacion 3.7) a partir del polinomio de regresion de segundo orden de la

ecuacion (3.6). Los calculos del modelo canénico se muestran en el Anexo A.2y A.3.

Y =69.384 —6.318W +0.159w% +3.026x10°W; (3.7)

Los coeficientes de regresion del modelo candnico presentan signos alternos por lo
tanto la respuesta del punto estacionario es un punto de silla (ver anexo A.3), esto
quiere decir que se debera seguir explorando dentro la region experimental para poder

encontrar un maximo.
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Figura 3.12. Superficies de respuesta estimada de cada factor para la maxima eficiencia de

produccion de etanol, (a) Ci vs V4, (b) pH vs Ci, (c) pH vs Va
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La Figura 3.13 muestra la produccion de etanol (g/L), se observa que la produccion
méaxima fue de 10 g/L (experimento 9) y la menor produccion 7 g/L (experimento 12),
la mayor parte de los experimentos mostro una produccion de etanol entre 7y 9 g/L,
esto se debe porque al realizar la inoculacion en % (v/v) se presenta una variacion en
el volumen de fermentacion, por lo tanto la eficiencia de conversion de etanol se ve
diferenciada. La diferencia de etanol (g/L) entre el valor mas alto (10 g/L) y el valor mas

bajo (7 g/L) es 30% vy respecto a los valores mas altos (9 y 10 g/L) se tiene una

diferencia del 10%.
7

12

=
o

9 10 11 12 13 14 15

Experimentos

Etanol (g/L)
o N B~ (o)) (o]
A
W
N
U1

Figura 3.13. Concentracion de etanol de los experimentos del disefio Box-Behnken

Debido a las condiciones de trabajo de la bacteria su eficiencia se mantendra similar
aun bajo diferentes condiciones de agitacién y concentracion de inoculo siempre que
sea constante su pH y temperatura de crecimiento. Con ayuda del programa Minitab
16 se determino que a pH de 6.64, Cide 5 % (v/v) y Va de 150 rpm, se puede alcanzar
una eficiencia en la produccion de etanol del 89.58%. En comparacion con lo reportado
por Dien et al., (2000) quien empleo hidrolizado de fibra de maiz (2 % (v/v), 2.8 % (v/V)
glucosay 3.7 % (v/v) xilosa) y xilosa, en fermentacién a 35°C, 350 rpm y control de pH
a 6.5 empleando las cepas E. coli FBR4 y FBR5, obtuvo para xilosa un rendimiento

entre 88-92% de rendimiento y una conversion de 0.51 g etanol/ g azucar, para el
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hidrolizado obtuvo un rendimiento de FBR4 del 92 %y de 72% por la cepa FBR5. Maki
et al., (2000), empleado hidrolizado de hemicelulosa de bagazo de cafia (10,0 g/L de
glucosa y 40,0 g/L de xilosa), en fermentacion a 30°C y pH 7 empleando la cepa E.
coli KO11 , al suplementar con tiptona y extracto de levadura obtuvo un rendimiento
de 91.5 % a las 48 h, y al suplementarlo con polvo de maiz escarpado (CSP) un
rendimiento del 86.7 % , y una conversion de 0.44 g etanol/ g azlUcares a las 96 h.
Martin et al., (2006) empleando medio sintético con la cepa E. coli FBR5 , en
fermentacion con 50 g/L de glucosa y fermentacion con 50 g/L de xilosa
suplementando con medio LB a 35°C, 200 rpm y control de pH a 6.5, obtuvo para
glucosa un rendimiento del 82 % y para xilosa entre 75-85 %. La presencia de acido
acético u otros compuestos téxicos pueden contribuir a la inhibicién de la fermentacion
y la reduccion de la produccion de etanol y la productividad. Los resultados
presentados aqui demuestran que la bacteria recombinante E. coli es util en xilosa y
glucosa presente en los hidrolizados, con la cual es posible obtener altos rendimiento

de produccién de etanol.

3.9 Cinéticade fermentaciéon con E.coli CCE14 en base alas mejores condiciones

obtenidas en el disefio de experimentos Box-Behnken.

Considerando las mejores condiciones analiticas de fermentacion obtenidas en la
seccion anterior, que fueron pH de 6.64, Cide 5 % v/vy Va de 150 rpm, y empleando
el polinomio de regresion de la ecuacion 3.7, se espera obtener una eficiencia en la
produccién de etanol del 89.58% (9.137 g¢g/L de etanol). Para corroborar
experimentalmente estas condiciones se realizd una cinética de fermentacion del
hidrolizado enzimatico de bagazo de papa empleando la bacteria etanologénica
Escherichia coli CCE14, la cual se muestra en la Figura 3.14, se observa que a las 24
h se fermentdé toda la glucosa del hidrolizado enzimatico de bagazo de papa,
obteniéndose la maxima concentracion de etanol de 9.8 g/L y por consiguiente una

eficiencia de produccion de etanol respecto al valor tedrico de 86.30 %.
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Figura 3.14. Cinética de fermentacion con Escherichia coli CCE14 utilizando las mejores

condiciones de fermentacion (pH, Ciy Va).

La eficiencia obtenida en comparacion con la eficiencia tedrica predicha por el modelo

de la ecuacion 3.7 difiere en un 3.3%, esta diferencia se debe al error que contiene el

ajuste del modelo para predecir los datos.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Caracterizacion quimica de céascara, hojas y tallos de papa

Se emplearon las técnicas estandarizadas de la AOAC (1990) para determinar el
contenido de humedad, materia seca y cenizas de residuos de papa, y se encontré
que la céscara, y las hojas de papa contienen aproximadamente 80 % de humedad,
20 % de materia secay 6-9 % de cenizas. En cambio los tallos contienen 85.6 % de
humedad, 14.4 % de materia seca y 9.2 % de cenizas. Esta caracterizacion quimica
no ha sido reportada, por lo tanto servira de base para comparar con futuras
investigaciones. El alto contenido de humedad y el bajo contenido de materia seca
implican que se requiere una mayor cantidad de materia prima y a su vez involucra

mayores costos de proceso.
Caracterizacién lignocelulgsica de tallos y tallo-hojas de papa.

Se encontr6 en base a los ensayos experimentales utilizando las técnicas
estandarizadas de la TAPPI (1978) que los tallos y tallo-hoja contienen (35, 30 %) de
celulosa, (28, 19 %) de hemicelulosa y (25, 21 %) de lignina respectivamente, esta
composicién es similar a los tallos de girasol y al pasto elefante, sin embargo la
estructura y composicion de los materiales lignocelulésicos  varian mucho,
dependiendo de las especies vegetales, partes de las plantas y condiciones de
crecimiento. Los resultados obtenidos de esta caracterizacion servirdn de referencia a
futuras investigaciones ya que no se encuentra reportada en literatura. El contenido de
lignina debido a que es relativamente alto requiere un pretratamiento efectivo que
remueva el mayor porcentaje de lignina y disminuya la cristalinidad de la celulosa para
para la accion de las enzimas en la hidrolisis enzimatica. Los porcentajes de celulosa
y hemicelulosa son similares a los reportados por Sanchez (2009) para paja de cebada

y avena, la celulosa y hemicelulosa pueden ser hidrolizados para la obtencion de AR.
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Rendimiento en peso en base seca

Se encontré que los experimentos de tallo y tallo-hoja en promedio tienen alrededor
de 50% de rendimiento en peso, esto puede ser debido a que durante y después del
pretratamiento se fueron perdiendo sustancias solubles y extraibles como clorofila,
taninos, carotenoides, lignina, hemicelulosa y celulosa, entre otros, asi mismo el
tamafio de particula utilizado influye directamente en la pérdida de sélidos durante los
lavados debido a que después del pretratamiento se observa una reduccidn

significativa de tamafio.

Concentracion de AR de la fraccion liquida del pretratamiento alcalino

Se analizé la fraccién liquida después del pretratamiento alcalino y se encontrd que en
los experimentos de tallo, la celulosa no se ve afectaday no se solubilizé en la fraccién
liguida esto se debe a que el pretratamiento empleado no removio toda la lignina y por
ende no se encontré una cantidad significativa de glucosa. En las muestras pretratadas
de tallo-hoja se encontr6 entre 1 y 3 g/L de glucosa esto se debe a que se solubilizd
la celulosa de las hojas ya que estan no contienen lignina. Con respecto al contenido
de xilosa, proveniente de la hemicelulosa hubo cantidades muy bajas (menores a 1
g/L) esto es debido a que el pretratamiento alcalino empleado bajos las condiciones
de experimentacion utilizadas no alcanzo a remover suficiente lignina (se reduce de
25 a 13%).

Contenido de extraibles de tallo y tallo-hojas

Los experimentos analizados contienen entre 2 y 4% de extraibles, las muestras
testigo (blanco) que son las muestras sin pretratar para el caso del tallo y tallo-hoja
contienen 7.7% y 13.77% de extraibles respectivamente. Por lo que la realizacion del
pretratamiento alcalino facilitd la solubilizacion de lignina, hemicelulosa y extraibles.
El bajo contenido de extraibles se debe a que durante el pretratamiento alcalino, se
extrajeron gran parte de éstos en la fraccion liquida, y durante los lavados de la fraccién

sélida, en el caso de los experimentos de tallo-hoja a pesar de que se solubilizé parte
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de la celulosa de las hojas en la fraccion liquida, las muestras presentaron entre 1y
4% de extraibles esto es debido a que no todas las sustancias extraibles son solubles

en agua.

Pretratamiento alcalino

En base al disefio de experimentos para tallos se determiné que los factores
estadisticamente mas significativos fueron: tiempo (C) y la combinacién de la
concentracion de NaOH (A) con el tiempo (C), los cuales influyen directamente sobre
el porcentaje de reduccion de lignina, permitiendo un incremento en el &rea de
superficie interna, reduciendo el grado de polimerizacion y cristalinidad de la celulosa,
causando la separacion de las uniones estructurales entre la lignina, hemicelulosa y
celulosa, lo cual ayuda a solubilizar la lignina y parte de los carbohidratos. Con base a
los resultados obtenidos se determind que para lograr la mayor reduccién del
contenido de lignina en las muestras de tallo, el pretratamiento debe ser realizado con
NaOH (1% p/v), empleando un tiempo de 90 min de pretratamiento y una temperatura
de 80 °C, bajo estas condiciones se logré disminuir el contenido de lignina inicial de
25 a 13%.

Para el caso de los experimentos de tallo-hoja se encontré que los factores
concentracion de NaOH y el tiempo de pretratamiento son estadisticamente mas
significativos y por lo tanto influyen directamente sobre la reduccion del contenido de
lignina. Se determind que para lograr la mayor reduccién del contenido de lignina en
las muestras de tallo-hoja, el pretratamiento debe ser realizado con NaOH (1% p/v),
empelando un tiempo de 60 min de pretratamiento y una temperatura de 120 °C,
utilizando estas condiciones experimentales permitieron reducir el contenido de lignina
inicial de 21 a 13%.

Hidrolisis enzimética
Para el sustrato utilizado (bagazo (tallos) de papa pretratado con NaOH 1%, 90 min,

80 °C), la temperatura resulto ser el Unico factor significativo, para obtener la maxima

82



Conclusiones y recomendaciones

concentracion de glucosa de 12 g/L, siendo mejores los niveles bajos de temperatura
(T=40 °C), esto se debe a que a temperaturas mas altas la enzima se desnaturaliza y
pierde su actividad catalitica, con respecto a la concentracion de enzimas se determino
gue no existe influencia significativa, esto se debe a que no se detectaron cantidades
significativas de xilosa y solo habia presencia de glucosa. Indudablemente el alto
contenido de lignina reduce sustancialmente el desempefio de las celulasas, lo que se

traduce en una minima produccion de glucosa (concentracidénes menores a los 10 g/L).

Pretratamiento &cido-alcalino

Con la finalidad de incrementar la concentracion de glucosa (12 g/L) en el hidrolizado
enzimatico de bagazo de papa, se empled un pretratamiento acido-alcalino bajo las
condiciones mostradas en la seccién 2.6 y empleando las mejores condiciones del
disefio de experimentos de la hidrdlisis enzimética, el pretratamiento combinado
permitidé eliminar la hemicelulosa, la lignina y disminuir la cristalinidad de la celulosa,
permitiendo una mayor disponibilidad y accesibilidad a las enzimas celulasas a la
celulosa del bagazo de papa para hidrolizarla a glucosa, obteniendo una concentracion
de 20 g/L, es decir la concentracion de glucosa se incrementd de 10 a 20 g/L, este
incremento se debe a que la enzima celulasa interactué mejor con los sitios activos de

la celulosa del bagazo de papa.

Fermentacion

Las mejores condiciones obtenidas empleando el disefio de optimizaciéon Box-
Behnken, utilizando la bacteria etanologénica E. coli CCE14 en glucosa de hidrolizado
enzimatico de bagazo de papa fueron pH de 6.64, Ci de 5 %v/v y velocidad de
agitacion de 150 rpm, bajo estas condiciones se esperaria obtener una eficiencia de

produccion de etanol con respecto al valor te6rico de 89.58%.

Evaluacidon de las mejores condiciones de fermentacién

Al evaluar experimentalmente las mejores condiciones de fermentacion se obtuvo una
eficiencia de produccién de etanol respecto al valor teérico de 86.30 %, esta eficiencia

difiere en un 3.3 % respecto a la eficiencia de produccién de etanol que predice el
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modelo, la cual tiene un valor de 89.58 %, por tanto esta diferencia se debe al error
gue contempla el ajuste del modelo para predecir los datos.

RECOMENDACIONES

Utilizar un pretratamiento mas adecuado que elimine la mayor parte de lignina, y
encontrar las mejores condiciones para obtener altas concentraciones de xilosa y
utilizarlas en el proceso fermentativo con Escherichia coli CCE14 para la obtencién de

etanol.

Implementar un proceso continuo para la obtencion de bioetanol a partir del uso
completo de la planta de papa (S. tuberosum) sin realizar secados en cada etapa para
minimizar costos y maximizar beneficios, asi mismo evaluar la influencia de los

lavados.

Utilizar la papa de desecho en la etapa de hidrdlisis enzimética con el fin de aprovechar
los almidones presentes en este residuo y convertirlos en azlcares fermentables para

la obtencién de etanol.

Aumentar la concentracion de xilosa y glucosa de los hidrolizados mediante
evaporadores.

Realizar las fermentaciones del hidrolizado enziméatico a pH controlado de 6.64
mediante la adicibn automatica de KOH 2N para obtener una mayor eficiencia de

produccion de etanol.
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Anexos

ANEXOS

A.1 Resultados de la cinética de fermentation de hidrolizado enzimético de

bagazo de papa

Tabla A.1. Resultados de la cinética de fermentacion del hidrolizado enziméatico del

bagazo de papa.

Glucosa (g/L) Etanol (g/L) o
Exp. o h =2ah l=oh =24 h Yp/s (g/g) | Qp (g/Lh) | Eficiencia (%)
1 ]18.76125|0.45375| 1.3925]8.20125 0.372 0.342 72.924
2 16.75|0.56125| 1.3175| 7.555 0.385 0.315 75.549
3 ]19.12875 0| 1.4525|8.03125 0.344 0.335 67.435
4 15.8425 0| 1.45375]|7.50625 0.382 0.313 74.910
5 17.3975 0 1.2758.28875 0.403 0.345 79.048
6 16.58 0| 1.4675| 8.3125 0.413 0.346 80.950
7 17.5825|0.00375 1.54| 8.115 0.374 0.338 73.339
8 16.1175| 0.065| 1.34625| 7.275 0.369 0.303 72.419
9 ]18.13125| 0.0225 1.54]10.0425 0.470 0.418 92.064
10 16.2525| 0.425| 1.36125| 8.7775 0.469 0.366 91.876
11 [17.64875| 0.5925| 1.27375 7.51 0.366 0.313 71.692
12 |16.36875 0 1.185|7.15125 0.364 0.298 71.469
13 |17.18875 0]1.252625| 7.4775 0.362 0.312 71.009
14 |17.18875 0| 1.2525|7.48875 0.363 0.312 71.139
15 |17.18875 0| 1.25125|7.47875 0.362 0.312 71.039

A.2 Localizacién del punto estacionario y caracterizacién de

respuesta

la superficie de

De acuerdo a Montgomery (2012), puede obtenerse una solucion matematica general

para el punto estacionario. Al escribir el modelo de segundo orden en notacion matricial

como se muestra en la Ecuacion A2.1

Donde:

)“/:fio +x'b+x'Bx

(A2.1)
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_Xl_ Bl —Bll’ 612/2, eeey 612/2_
x| b B; y B- B,y B, /2
e B sim. B,

Es decir, b es un vector (k1) de los coeficientes de regresion de primer orden y B es
una matriz simeétrica (kxk) cuyos elementos de la diagonal principal son los

coeficientes cuadraticos puros(ﬁ..) y cuyos elementos que estan fuera de la diagonal
son la mitad de los coeficientes cuadraticos mixtos (@, i=j) .
El punto estacionario (xs) es la solucién de la ecuacion (A2.2)

X, = -%B'lb (A2.2)

La respuesta predicha al punto estacionario se puede encontrar a partir de la ecuacion
(A2.3)

§. =B, +%be (A2.3)

Caracterizacion de la superficie de respuesta

Montgomery (2012) menciona que una vez encontrado el punto estacionario,
generalmente es necesario caracterizar la superficie de respuesta en la vecindad
inmediata de ese punto. Por caracterizar se entiende determinar si el punto
estacionario es el punto de respuesta maxima, minima o un punto de silla. La forma
mas sencilla es examinar una grafica de contorno del modelo ajustado. Un anélisis
mas formal de caracterizar la superficie de respuesta es el analisis del modelo

candnico (ecuacion A2.4).
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Y=Y+ AW +R,W5 + -+ A WP (A2.4)

Donde las {w;} son las variables independientes transformadas y las {%}son

constantes, ademas las A; son s6lo eigenvalores o raices caracteristicas de la matriz

B.

La naturaleza de la superficie de respuesta puede determinarse a partir del punto

estacionario y de los signos y magnitudes de las {Xi} de acuerdo al siguiente criterio.
Si todas las {Xi} son positivas, Xs es un punto de respuesta minima; Si todas las {ki}

son negativas, Xs e€s un punto de respuesta maxima; y si las {ki}tienen signos

diferentes, xs es un punto de silla.

A.3 Determinacién del punto estacionario y el modelo candnico de la superficie

de respuesta para la eficiencia de produccién de etanol respecto al valor tedrico.

Los célculos del punto estacionario y el modelo candnico se realizaron mediante el
software Mathacad 14.
1

X, =->B"b (A3.1)
85 5793 6.30872 0.242 ~0.014
b= | -6.31568 B.=| 0242 0.150345  -1.776 x 10" °
~1.15266 _0.014 -1.776x10"° 0.00299737
6.681
1) (-1
X i= (?)(B ).(b) Xs = | 10.277
223544
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Respuesta predicha en el punto estacionario (ys), ecuacion (A3.2)

Yo =B +%xsb (A3.2)
Yg = —55.1963 + EXS yg = 69.384

Eigenvalores (e) o raices caracteristicas de la matriz B

-6.318
e = eigenvals (B) e = 0.159
3.026x 103

Las raices caracteristicas tienen signos diferentes por lo tanto xs es un punto de

silla.
Realizando el modelo candnico (y),ecuacion (A3.3)
Y =VYe+AWs +A,W5 + -+ A W (A3.3)

rq = —6.318 %o = 0.159 3

rg = 3.026x 10"
2 2 2
y<yS’W1’W2’W3) = yS+}L1'W1 +}\,2'W2 +k3'W3

Modelo candnico de segundo orden para la eficiencia de produccion de etanol con

respecto al valor teérico.

(Vg Wy . Wy, wg) > -6.318 wy* + 0.159w,” + 0.008026 wy” + 69.383512919009655142

98



