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RESUMEN

Debido a la creciente demanda de combustibles para el transporte provocada por el
constante aumento en la poblacion mundial, la generalizada disminucién en la
produccion global de petroleo y los variados fendmenos climaticos atribuidos al
calentamiento global, se ha hecho necesario buscar alternativas energéticas que
permitan satisfacer la necesidades de la sociedad moderna, sin comprometer la
capacidad de las siguientes generaciones para satisfacer las propias. Los
combustibles alternativos como el bioetanol, han demostrado ser capaces de funcionar
como sustitutos de los combustibles convencionales con la tecnologia existente de
transporte, y al ser producidos de manera sustentable, logran disminuir las emisiones
de gases de efecto invernadero, aumentan la seguridad energética de un pais y

promueven el desarrollo agroindustrial.

En este trabajo se utilizé bagazo de sorgo dulce como materia prima para la
produccién de etanol lignocelulésico. Se probaron 9 diferentes variaciones de un
pretratamiento basico-oxidativo. Se estudi6 la influencia de la carga de sustrato y la
carga enziméatica sobre el proceso de sacarificacion, y se llevé a cabo la produccién de
etanol bajo el esquema de sacarificacién y fermentacion en etapas separadas y
también a través de sacarificacion y fermentacion simultdneas, lo que permitié
compararlos y estudiar los efectos positivos y negativos del proceso simultdneo sobre

los rendimientos de produccién de etanol.

El pretratamiento con 6% de NaOH y 10% de H,O, fue el que permitié los mejores
resultados en la sacarificacibn enzimética, con concentraciones de azlcares
reductores de 80 g-L™ en 24 h y hasta 100 g-L™ a las 48 h, con una carga de sustrato
del 13% y una carga enzimética en volumen de 0.5 mL-g™. La produccién de etanol en
etapas separadas resulté en una concentracion final de 25.09 g-L™ en 48 horas de
fermentacion, mientras que con la sacarificacion y fermentacion simultdneas (SFS) se
obtuvo una concentracion de etanol maxima de 27.97 gL' a las 36 horas.
Comparando las dos técnicas se observé que el proceso simultaneo aumenté la
eficiencia de la hidrélisis enzimatica en un 14.76%, pero disminuy0 la eficiencia de la
fermentacion en un 34.81%. En la SFS se alcanzé una mayor produccién de etanol, se

acorté el tiempo del proceso y se generaron menos residuos.
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ABSTRACT

Due to the growing demand for transportation fuels caused by the constant increase in
the world population, as well as the general declining in global oil production and the
changes on climatic conditions registered in recent years attributed to global warming,
it has become necessary to find energy alternatives to satisfy the needs of modern
society but without compromising the ability of future generations to assure their own
needs. Alternative fuels such as bioethanol have proven to be capable of functioning as
replacement for conventional fuels using the existing transportation technology. A
sustainable production of fuel ethanol allows reducing greenhouse gas emissions,
increasing the national energy security and promoting the agro-industrial sector

development.

In this work sweet sorghum bagasse was used as feedstock for lignocellulosic ethanol
production. A basic-oxidative pretreatment was developed; also the influence of the
enzyme and substrate loading in the saccharification process was studied. Ethanol
production was carried out by two different techniques, the separate hydrolysis and
fermentation and the simultaneous saccharification and fermentation, which allowed
comparing the advantages and disadvantages of the simultaneous process in the final
ethanol production.

The pretreatment with 6% NaOH and 10% H,O, showed the best results in the
enzymatic saccharification. Reducing sugars concentration of 80 g-L™ and 100 g.L*
were achieved at 24 and 48 hours, respectively, using 13% substrate loading and 0.5
mL-g™ of enzyme loading. The ethanol production by separate processes resulted in a
final ethanol concentration of 25.09 g-L™ after 48 h fermentation, meanwhile the
simultaneous saccharification and fermentation achieved a maximum ethanol
concentration of 27.97 g.L™ after 36 h. When comparing the two techniques, it was
observed that the simultaneous saccharification and fermentation increased the
enzymatic hydrolysis efficiency by 14.76% but decreased the fermentation efficiency in
34.81%. Nevertheless, the final ethanol production was higher using simultaneous
saccharification and fermentation and the time consumed by the whole process was

shorter.
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INTRODUCCION

El sector transporte es sin lugar a duda uno de los mas grandes dinamizadores del
desarrollo social y econémico de cualquier pais. Contar con vehiculos que faciliten el
transporte de bienes, personas, materias primas y una gran variedad de mercancias,
ha permitido alcanzar los niveles de desarrollo con el que hoy contamos como
sociedad [1]. Sin embargo, el sustento de este enorme sector depende basicamente
del petréleo. Al ser una materia prima tan versatil, los hidrocarburos han provisto de
energia barata a practicamente todos los motores de combustién existentes en el
mundo, lo que ha provocado un grave deterioro ambiental debido a las
concentraciones de gases de efecto invernadero (GEI) emitidos a la atmésfera por la
quema de combustibles fésiles [2], generando fenémenos como el denominado
“cambio climatico” [3]. Por otro lado, su indiscriminada explotacibn como recurso
energético ha propiciado que las reservas mundiales de crudo disminuyan de manera
extremadamente rapida —hablando en términos geoldgicos—, lo que obliga a buscar
nuevas fuentes de energia que sean capaces de satisfacer la enorme demanda de

combustibles a la que hoy nos enfrentamos [4, 5].

Siendo los combustibles liquidos los mas ampliamente utilizados y al parecer los que
seguiran siendo predominantes en los siguientes 50 afios [1], se hace necesario
buscar combustibles alternativos que provengan de fuentes renovables, mas limpios y
ambientalmente amigables, que permitan ir sustituyendo la completa dependencia que
existe de los combustibles fésiles no renovables y altamente contaminantes. Una
opcion son los llamados biocombustibles. Esta denominacién se les da a aquellas
sustancias quimicas producidas con fines energéticos a partir de biomasa no fosilizada

y que pueden liberar energia en forma de calor en una reaccion de combustion [6, 7].

Existen diferentes tipos de biocombustibles que pueden usarse como aditivos o para
sustituir parcial o completamente a los combustibles de origen fosil, por ejemplo, el
biodiesel para sustituir al diesel [8], la bioturbosina a la turbosina [9] y el etanol a la

gasolina [6, 10].

El etanol es una sustancia quimica que puede ser obtenida mediante diversos

procesos fisico-quimicos a partir de la biomasa vegetal (Bioetanol) [11]. Existen en la

actualidad variadas metodologias para la produccion de etanol y la eleccion de alguna

de ellas se basa en la naturaleza de la materia prima a utilizar (azlUcares simples,
1



almidon, celulosa) y en los diversos factores que implica un proceso de produccion
[12]. Para poder transformar la biomasa vegetal en etanol, son necesarios varios
procesos segun la tecnologia de procesamiento que se esté usando, por lo que los
balances energéticos incluso llegan a ser negativos [13]. La investigacion sobre
nuevas fuentes de materia prima (como residuos lignocelulésicos) asi como procesos
méas eficientes de produccion, permitird obtener balances positivos y por lo tanto una

fuente sustentable de energia [14, 15].

En este trabajo se estudié el proceso de sacarificacién y fermentacion simultaneas
(SFS) que presenta ventajas significativas sobre la técnica mas extendida que es la
sacarificacion y fermentacion en etapas separadas. La materia prima elegida fue el
bagazo de sorgo dulce, especie que ha demostrado ser un cultivo energético apto para

ser explotado a gran escala [16-18].



CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1. El petroleo y su caracter finito.

El petroleo existente en todo el planeta es de orden finito y actualmente es la fuente
primaria de energia a nivel global, por lo que seguir disponiendo de él como materia
prima para producir los combustibles utilizados en los motores de combustion, llevara
indudablemente al agotamiento de este recurso y a las claras concecuencias de esto
[19]. Basta observar la demanda energética actual y la tendencia que existe al
incremento de la misma, para entender esta problematica [20]. La pregunta clave a
responder es ¢Cuando el petréleo llegara a su fin? Esta duda ha estado presente
desde el comienzo de la explotacion petrolera y ha prevalecido hasta nuestros dias. La
respuesta es uno de los temas que mayor especulacion ha generado en los ultimos
anos, facilmente entendible, por las implicaciones a nivel mundial que tendra un déficit

petrolero en todos los ambitos sociales [21].

El crecimiento y desarrollo que la sociedad ha alcanzado en los ultimos 60 afios ha
sido vertiginoso; se ha llegado a la cifra de 7 mil millones de habitantes en un planeta
donde el 60% de la poblacidon vive en zonas urbanas [22] y la demanda de energia se
ha vuelto enorme (Ver figura 1), siendo de 12,150 millones de toneladas equivalentes

de petroleo a nivel mundial en 2009 [23].
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15 / 20
o /// o
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Poblacién mamdial B Petréleo

Figura 1. Incremento de la poblacion mundial comparada con el aumento en la produccién de
petroleo [24, 25].
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Este desmesurado crecimiento sélo ha sido posible gracias a una fuente de energia
como el petréleo que histéricamente a tenido un precio relativamente bajo, costeado
facilmente por las ganancias generadas por la explotaciéon de sus subproductos (el
petroleo ha tenido un precio promedio real de 48.14 délares por barril entre 1968 y
2012 con picos de 17.24 y hasta 106.3 doélares por barril [26]) ademas de ser
abundante [27] y del cual cada barril proporciona un poder calorifico de 6,382
megajoules [28].

No fue hasta mediados de los afios 50, con los trabajos del Dr. Marion King Hubbert
[29] cuando verdaderamente la atencién mundial se volc6é sobre el tema del cenit
petrolero. El Dr. Hubbert expuso que a finales del Siglo XX y principios del Siglo XXlI, el
petréleo llegaria a su maximo de produccibn mundial, cayendo después en un
descenso sin retorno [30]. Un estudio hecho al sistema petrolero mexicano usando un
modelo de Hubbert mejorado [31] muestra compatibilidad con estas predicciones en

nuestro pais (Ver figura 2).
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Figura 2. México bajo un modelo de Hubbert modificado (multiciclico) [31].

Para que las siguientes generaciones tengan los beneficios energéticos que la
civilizacion moderna ha gozado hasta ahora, es necesario encontrar alternativas
energéticas que permitan su desarrollo, pero que no comprometan la seguridad
ambiental del planeta. La alternativa es utilizar fuentes renovables de energia y

tecnologias eficientes de aprovechamiento.



1.2. Gases de efecto invernadero.

El efecto invernadero es causado por algunos gases presentes en la atmésfera, los
cuales actian como un filtro que aumenta o disminuye la permeabilidad de la
atmésfera hacia la radiacion emitida por el Sol y re-emitida por la tierra, por lo cual son
llamados “gases de efecto invernadero (GEI)”. El diéxido de carbono (CO,), el metano
(CHy,), el vapor de agua y el ozono (Os) son de los principales. El ozono actia como
una barrera para los rayos ultravioleta provenientes del Sol, mientras que los otros,
dejan pasar toda la gama de luz visible hacia la Tierra (radiaciones de onda corta y
onda media), la que al ser irradiada, emite radiacion infrarroja (radiacion de onda larga,
radiacién térmica) de regreso a la atmdésfera; los GEl absorben esa radiacion,
impidiendo que el calor salga de la atmésfera y emitiéndolo nuevamente a la superficie
terrestre [3]. Las concentraciones de CO, (GEI de referencia) en la atmdsfera han
alcanzado alrededor de 400 ppm segun datos reportados por el observatorio de
Mauna Loa en Hawaii, donde se tienen mediciones ininterrumpidas de estas moléculas
desde 1956 (Ver figura 3) [32]. Se dice que las concentraciones propicias estan
alrededor de 250 ppm, que son las concentraciones que se tenian en la época
preindustrial.

Concentraciones atmosféricas de CO: en el Observatorio de Mauna Loa
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Figura 3. Aumento en las concentraciones de didxido de carbono en la atmdsfera al 2013 [32].

Desde la revolucion industrial se han emitido contaminantes gaseosos hacia la
atmosfera debido a la combustion de hidrocarburos como lo es el carbén, y
posteriormente combustibles liquidos derivados del petréleo. Estos gases no se

“eliminan” de la atmdsfera rapidamente —haciendo referencia a que su tiempo de
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residencia en la atmésfera es de varias décadas, hasta incluso cientos y miles de afios
segun sea el caso—. Con el paso del tiempo, las emisiones y por consiguiente las
concentraciones de GEI se incrementan, lo que va aumentando el problema

gradualmente, aunado a la falta de acciones para mitigarlo [33].

1.3. El cambio climético global antropogénico.

En la actualidad, el mundo pasa por un gran problema que ha venido afectando a
todos de mayor o menor forma y que en los préximos afios amenaza seriamente con
acrecentarse: el “Cambio Climatico Global Antropogénico”. El clima es el resumen
estadistico de varios afios (de décadas al menos) del comportamiento de elementos
como la precipitacion pluvial, la temperatura del aire, humedad atmosférica,
soleamiento, velocidad del viento, frecuencia de fendmenos tales como la niebla,
heladas, tormentas eléctricas, granizo, etc. El cambio climatico entonces es una
modificacion del patrén estadistico normal (de tres o mas décadas) y que es
igualmente perdurable por varios afios, por tanto, en principio, es un fenémeno natural
gque ha existido desde el origen de la Tierra, mostrandose en diferentes épocas y de
diferentes formas [34, 35]. El problema es el atipico crecimiento del patron de
calentamiento del planeta mostrado en los ultimos tiempos, atribuible a diversas
practicas humanas como la quema de combustibles fosiles, lo que ha dado por

consecuencia, el cambio climéatico antropogénico [3].

1.4. Energia renovable, biocombustibles.

A nivel mundial esta creciendo la preocupacion por la diversidad de fenémenos
adversos que se presentan influenciados por el cambio climéatico antropogénico. De
igual forma, las fluctuaciones macroeconémicas en la economia global, provocadas
por la volatilidad en el precio del petréleo y el cenit petrolero en curso, dejan en claro
que este recurso no sera la opcién energética de las préximas generaciones [36]. Por
lo tanto los paises desarrollados y muchos de los paises en vias de desarrollo estan
adoptando medidas que les permitan transitar hacia una economia “verde” y baja en
carbono. Una de estas estrategias es la investigacion en fuentes de energia renovable,
que permitan garantizar la soberania y seguridad energética de una nacién y a la vez,
ayuden a disminuir las emisiones de GEI a la atmédsfera. Las tecnologias de
aprovechamiento de las fuentes de energia renovable contemplan una amplia gama
de paquetes tecno-cientificos que pretenden provocar el menor impacto ambiental al

momento de la explotacion de estos recursos energéticos. Una de estas fuentes de
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energia renovable es la llamada bioenergia la cual es la energia quimica contenida en
la biomasa no fosilizada (lefia, carbon vegetal, aceites vegetales, residuos agro-
forestales) almacenada por accion de la fotosintesis, y que se obtiene directamente
por combustion en forma de calor o después de un procesamiento donde se pueden
obtener derivados energéticos como biocombustibles soélidos (pellets de biomasa),
liquidos (biodiesel, bioetanol, bioturbosina) y gaseosos (biometano, biohidrégeno) [37].

Las fuentes de energia renovable pueden ser utilizadas para satisfacer diferentes
necesidades energéticas humanas, reduciendo de manera considerable el impacto
ambiental generado por las fuentes de energia convencional. Uno de los sectores que
mas impacto causa por la cantidad de GEI que desprende a la atmosfera es el sector
transporte [33]. En 2010 en México, segun el inventario nacional de emisiones, la
cantidad fue de 166,412 Gg de CO, equivalente [38] (Ver Figura 4). Para reducir los
volimenes de GEI que son inyectados a la atmésfera por el transporte y otros rubros
afines, es necesario el uso de combustibles menos contaminantes, como lo son los
biocombustibles liquidos avanzados o de segunda generacion que no provengan de
materias primas dedicadas a la alimentacién. La tecnologia actual permite utilizar
bioetanol, bioturbosina y biodiesel en motores que ya estan en circulacion, y en
motores especialmente disefiados para funcionar con biocombustibles puros. La
cantidad de GEI que se dejarian de emitir al usar estos biocombustibles ayudaria a

mitigar en gran medida el actual problema y prevenir su crecimiento [39].
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Figura 4. Tendencia en emisiones de gases de efecto invernadero (CO, equivalente) y
consumo energético en petajoules del sector trasporte en México [38].

1.5. Cultivos energéticos.
Son plantas cultivadas especificamente para producir algun tipo de energia, la cual
puede ser aprovechada, bien sea por combustion directa, via gasificacion de los

cultivos para producir calor y/o electricidad o convirtiendo la biomasa generada en
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algun tipo de biocombustible [40]. Para que un cultivo pueda ser denominado como

cultivo energético debe cumplir con ciertas condiciones generales:

Adaptacion: Los cultivos deben ser adaptables para ser cultivados en tierras no aptas

para la produccién de alimentos y en areas geogréficas diversas.

Alta eficiencia: los rendimientos de biomasa deben ser lo suficientemente altos para
ser rentable y ademas el cultivo debe ser capaz de utilizar los nutrientes y recursos de
manera eficiente. Un cultivo energético no debe ser altamente demandante de agua ya

que entra en competencia de recursos con los cultivos alimenticios.

Costos de produccion bajos: Los costos asociados a la produccién del cultivo deben
ser competitivos comparados con los costos presentados por las fuentes de energia

convencional.

Balance energético positivo: la energia que se extraiga del cultivo debe ser mayor a
la utilizada para la propia produccion de éste, ademas debe poder mejorar el balance

medioambiental en relacién a los cultivos tradicionales.

Naturaleza adecuada: El cultivo debe ser el indicado para ser usado como materia

prima en un proceso de produccion de bioenergia en alguna de sus formas.

1.6. Sorgo Dulce.

El sorgo dulce (Sorghum bicolor L.) (Ver figura 5) es un cultivo que ha sido
ampliamente reconocido como una fuente potencial de materia prima para la
produccién de biocombustibles y en especifico de bioetanol [41]. Es considerado un
cultivo analogo a la cafia de azucar, en especial en cuanto a la acumulacién de
azucares totales (sacarosa, glucosa y fructosa) en el jugo. En la cafia, un 9.8% del
total del jugo son carbohidratos, mientras que en el sorgo lo es un 11.8% [42], pero el
sorgo cuenta con una mayor estabilidad agronémica a las fluctuaciones de
temperatura, menor requerimiento de agua (la cafia de aztcar requiere 36,000 m* por
cosecha por hectarea mientras que el sorgo dulce requiere 8,000 m* para 2 cosechas
por hectérea [43]) y una mejor tolerancia a la salinidad y alcalinidad del suelo. Es apto
para crecer en zonas con altas temperaturas, de hasta 38 °C [44], se adapta bien a
terrenos pobres, lo que en general lo hace ideal para crecer en tierras que no son

atractivas para muchos otros cultivos alimenticios [16].



El sorgo dulce cuenta con un metabolismo fotosintético C4, lo que significa que es mas
eficiente en la captura de carbono (CO,) ya que agrega un paso adicional al tradicional
metabolismo C3, por lo tanto, su produccion de biomasa presenta mayores
rendimientos y es mas eficiente en el uso de los recursos [16].

Se han llevado a cabo muchas investigaciones que respaldan la posibilidad de
producir etanol a partir del jugo de sorgo dulce por su alto contenido de azUcares
libres, ademéas la tecnologia de produccion es equivalente a la utilizada con la cafa de
azucar [17, 18, 45].

Figura 5. Cultivo de sorgo dulce, campo experimental Tizimin Yucatan. Foto: Mintzirani Equihua S.

1.7. Bagazo de sorgo dulce.

Es la biomasa fibrosa de sorgo dulce a la cual se le ha removido el jugo y consta de
los materiales estructurales de la planta en donde el tallo es la fraccion mas
abundante. El bagazo estd constituido primordialmente por tres clases de
biopolimeros: la celulosa, la hemicelulosa y la lignina (Ver tabla 1), denominandolo por
consiguiente como material lignocelulésico. Las proporciones en las cuales estén
presentes cada uno de los biopolimeros mencionados es una de las caracteristicas
més importantes a tener en cuenta al momento de elegir una materia prima
lignocelulésica para producir bioetanol de segunda generacién. Sera siempre

conveniente un material lignocelulésico con alta concentracion de celulosa (arriba de
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un 35%), ya que es la fuente primordial de glucosa, asi como también es importante
que se tenga una baja concentracion de lignina (menor al 20%) ya que es la principal
barrera para el aprovechamiento de los carbohidratos estructurales. Por otro lado,
dependiendo de la tecnologia de transformacion que se utilice para la produccién de
etanol, sera la conveniencia de tener altas o bajas concentraciones de hemicelulosa;
por ejemplo si se cuenta con un microorganismo capaz de fermentar pentosas

entonces una concentracion alta de hemicelulosa es deseable (arriba del 25%) [46].

El tallo del sorgo dulce esta constituido por dos partes, la médula y la corteza. La
médula comprende el 65% del tallo en base fresca. Las dos fracciones que componen
el tallo del sorgo difieren sustancialmente en cuanto a composicién ya que la médula

esta menos lignificada [47].

Tabla 1. Composicién estructural del bagazo de Sorgo Dulce.

Biopolimero Proporcién de biopolimero en tallo Fuente
(%)
Celulosa 44,76 [47]
44.6 [42]
37.75 [48]
43.68 [49]
Hemicelulosa 36.82 [47]
27.1 [42]
31.84 [48]
38.30 [49]
Lignina 17.32 [47]
20.7 [42]
4.24 [48]
7.03 [49]
Cenizas 1.08 [47]
0.4 [42]
9.25 [48]
10.97 [49]
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1.8. Material lignocelulégsico.

Son los principales constituyentes de la biomasa vegetal, por lo que representan una
amplia, diversa y abundante fuente de recursos renovables [50]. Son los materiales de
construccion utilizados por las células vegetales para formar la pared celular,
estructura encargada de proporcionarle rigidez y proteccion. Tienen una composicion
compleja de 3 biopolimeros; celulosa, hemicelulosa y lignina (Ver figura 6).
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Figura 6. Composicién estructural de la biomasa vegetal [50].

Cada compuesto tiene una funcion estructural especifica [51]:

Celulosa: Un homopolimero de alto peso molecular constituido por monémeros
de glucosa unidos mediante un enlace glucosidico B (1-4). Es el principal
componente de la biomasa vegetal en cuanto a constitucion y el polimero mas
abundante en el mundo [52] (Ver figura 7). Este polimero esta estructurado en
diferentes niveles de ordenamiento y embebido en una matriz de hemicelulosa
y lignina. En el nivel inferior se encuentran las cadenas de celulosa formada

por los monomeros de glucosa de manera lineal con un ndmero de
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polimerizacién de entre 8,000 y 15,000 dependiendo de la fuente de la celulosa

[53].

Unidad de glucosa | Unidad de celobiosa ,/ Enlace glucosidico
OH |1 CH,OH OH
;\ 41 shaonl 0 HO (o]} V Ho O/ (Il
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Figura 7. Estructura de las cadenas de celulosa. Se observa la unién de moléculas de
glucosa por medio de un enlace glucosidico formando celobiosa [53].

Estas cadenas lineales estan empaquetadas unas sobre otras en estructuras
tubulares denominadas microfibrillas, que a su vez, estdn conjuntadas en
tubulos méas grandes llamados macrofibrillas que son las formadoras de las

estructuras de las paredes celulares [54] (Ver figura 8).
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Figura 8. Conformacion de las fibrillas de celulosa [54].

Las moléculas de glucosa constituyentes de la celulosa (unidades de
anhidroglucosa) presentan 3 grupos hidroxilo en sus ramificaciones, por lo que
son capaces de formar facilmente enlaces por puentes de hidrégeno con otras
moléculas vecinas, y le confiere a la celulosa sus principales atributos, llegando
a presentar 2 tipos de estructuras con las fibrillas contiguas, la forma cristalina

y la amorfa [55] (Ver figuras 9 y 10).
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Figura 9. Grupos funcionales con presencia de hidroxilos en la molécula de glucosa
gue permiten la creacién de puentes de hidrégeno [52].
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Figura 10. Representacion del arreglo cristalino y amorfo de la celulosa [51].

En la forma cristalina las moléculas de celulosa presentan un arreglo uniforme,
lo que dificulta su hidrdlisis. En esta conformacion se crean mas puentes de
hidrégeno brindando mayor cohesion y solidez a la estructura, pero también
impide el acceso de enzimas celuloliticas. En las partes amorfas los enlaces
son menores, por lo tanto presentan menor rigidez y es més facil hidrolizarlos.
Las enzimas tienden a atacar primero las regiones amorfas y seguir

hidrolizando de ahi las partes cristalinas, como se muestra en la figura 11 [56].
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Figura 11. Hidrdlisis de las regiones cristalinas y amorfas de la celulosa por accién de

enzimas celuloliticas [56].
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Hemicelulosas: es un polimero heterogéneo constituido por pentosas (xilosa,
arabinosa) y hexosas (mannosa, glucosa, galactosa). Son el segundo
polisacarido mas comun en la naturaleza, representa alrededor de 20-30% de
la biomasa lignocelulésica, siendo los xilanos el tipo de hemicelulosas mas
abundantes (Ver figura 12). Este compuesto sirve para mantener unidas las
fibrillas de celulosa creando una red en la cual queda embebida [57].
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Figura 12. Representacion de la estructura de la hemicelulosa (heteroxilano) donde se
aprecian los mondémeros constituyentes y sus enlaces con moléculas adyacentes [57].

Lignina: es un polimero fendlico tridimensional que brinda una superficie
hidrofébica a células conductoras de agua y que provee la rigidez estructural
necesaria para el soporte mecanico de las estructuras vegetales (Ver figura
13). La lignina es un compuesto con alta densidad energética resultado de la
gran cantidad de enlaces carbono-carbono que pueden ser oxidados. Es el

polimero mas complejo de la naturaleza [58].

La lignina puede afectar de manera negativa el rendimiento de la sacarificacion
enzimatica de la celulosa en azucares fermentables, ya que limita la interaccion
entre las enzimas celuloliticas y el sustrato, asi como también adsorbe y liga de

manera irreversible a las enzimas [59].
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Figura 13. Estructura modelo de la lignina de abeto [58].

1.9. Etanol carburante.

La sustancia quimica conocida como etanol es un liquido incoloro, volatil, con un olor
caracteristico y sabor picante en condiciones normales de presion y temperatura (25
°C, 1 atm). También se conoce como alcohol etilico y sus vapores son mas pesados
que el aire. Esta compuesto por Carbono (52.24%), Hidrogeno (13.13%) y Oxigeno
(34.73%) con férmula CH3-CH2-OH y un peso molecular de 46.07 g/mol [60].

El etanol se ha producido desde hace varios miles de afios con fines principalmente
recreativos (bebidas embriagantes). A lo largo del tiempo su uso se ha extendido al
area médica (como antiséptico), quimica (como solvente), pero no fue hasta 1824
cuando comenzé su utilizacién en el area de los combustibles, con la creacion del
primer motor de combustion interna por Samuel Morey, el cual funcionaba con etanol y
trementina. El etanol combustible dio uno de sus més grandes saltos cuando en 1908
Henry Ford lanzé el automovil FORD modelo T, el cual era capaz de utilizar etanol,
gueroseno y gasolina. El etanol qued6 relegado en su uso como combustible para
automaviles por la gran expansion de los hidrocarburos fésiles donde la gasolina gané
el terreno casi por completo. El etanol como combustible tomé importancia a nivel
mundial en el afio 1973 cuando la OPEP (Organizacion de los Paises Exportadores de

Petréleo) realiz6 un embargo energético, negandole la venta de petréleo a los Estados
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Unidos y a los Paises Bajos como parte de la estrategia de la guerra del Yom Kippur
[61]. Desde ese momento, Brasil, EUA y la Union Europea han tomado muy en serio
su soberania y seguridad energética, por lo que desarrollaron politicas nacionales para
el impulso de los bioenergéticos con grandes logros hasta el momento siendo ahora
los mayores productores y consumidores de etanol carburante a nivel mundial [10]. Se
ha llegado a una produccion global de etanol que sobrepaso los 80 billones de litros en
el 2010 [62] (Ver figura 14).

Al dia de hoy y por los factores que se han discutido anteriormente, el etanol es una
alternativa viable para ser usado como combustible en motores de combustion. La
tecnologia automotriz para su aprovechamiento existe, siendo la parte limitante la
posibilidad de producir etanol de manera sustentable y con un margen costo-beneficio
positivo [63]. Los automoviles modernos pueden utilizar una mezcla de gasolina y

etanol de hasta 20% v/v sin necesidad de modificaciones técnicas [64].

Produccién global de etanol 2000-10
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Figura 14. Produccion global de etanol del afio 2000 al 2010 [62].

1.10. Produccién de etanol a partir de materiales lignocelulésicos.

La idea base de la producciéon biolégica de etanol es convertir azlcares simples en
alcohol etilico utilizando el metabolismo de un microorganismo, por lo tanto, las dos
variables fundamentales de todo proceso son la fuente de carbohidratos y el
microorganismo capaz de transformarlos. En la busqueda de fuentes de materia prima

para este fin, primero se utilizaron los jugos vegetales que contienen azucares simples
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de facil disposicion, después materias de mayor complejidad como los cereales con
alto contenido de almidén, el cual puede ser hidrolizado a glucosa por accion
enzimatica y/o termoquimica. Recientemente la atencion se ha volcado hacia los
materiales lignocelulésicos, los cuales poseen altos contenidos de celulosa, otra fuente
de glucosa, pero de dificil acceso. Esta tltima sin embargo, es una fuente de materia
prima prometedora, ya que existe una gran cantidad de biomasa subutilizada a nivel
mundial [65] que puede ser usada con fines energéticos. En cuanto a los
microorganismos capaces de convertir azicares en etanol, existe una gran variedad y
se distinguen por tener un metabolismo fermentativo, pero sin duda, el mas estudiado,
el que presenta los mejores rendimientos, estabilidad e inocuidad hasta nuestros dias

es la levadura Saccharomyces cerevisiae [66].

La produccion de etanol a partir de materiales lignocelulésicos cominmente se lleva a
cabo en distintas etapas, cada una de las cuales es especifica para un proceso
particular. Estas etapas nos permiten separar, recuperar y transformar cada uno de los
diferentes compuestos que constituyen la biomasa. La celulosa, cuyo mondémero
estructural es la glucosa, es la fraccion de mayor interés como materia prima base

para la produccion de etanol.

Los siguientes procesos son regularmente utilizados para la produccion de etanol

celulésico:

1.10.1. Seleccién y preparacién de la materia prima: hacer una seleccion adecuada
de la materia prima brinda grandes ventajas para el proceso de produccién. Seran
necesarios menos quimicos para tratar, hidrolizar y retirar los compuestos que no sean
de interés. De igual manera, la demanda energética del proceso disminuird cuanto
menor sea la energia necesaria para separar los compuestos requeridos. Se prefiere
un material con altas concentraciones de celulosa, baja concentracién de lignina y baja
cantidad de hemicelulosas. Conviene utilizar residuos de actividades agroforestales
como bagazo de cafa, bagazo de sorgo, bagazo de henequén, bagazo de agave, paja
de trigo, rastrojo de maiz, cascara de arroz y otros, debido a sus bajos costos, baja
demanda comercial y alta disponibilidad, o también y mas recientemente, cultivos
dedicados explicitamente a la generacion de biomasa lignocelulésica que cumpla con
las demandas de una tecnologia de produccion especifica. Un proceso de produccion

es mas 0 menos efectivo para cada tipo de biomasa en particular [67].
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Una vez teniendo una fuente de biomasa, es necesario procesarla de tal forma que
como resultado se obtenga un material con caracteristicas fisicas que brinde las
mayores ventajas al proceso de transformacion de biomasa en etanol carburante tales
como alta porosidad, reduccién de partes cristalinas en la celulosa, remocion de
lignina, entre otras. Inicialmente se realiza el secado de la biomasa para evitar la
proliferaciébn de agentes bioldgicos como hongos y bacterias que puedan utilizar la
celulosa como fuente de carbono para su desarrollo. Paso subsecuente es la
molienda, que permite reducir el tamafio de particula del material lignocelulésico lo que
aumenta la superficie de contacto entre el material y los agentes quimicos utilizados

en el proceso de pretratamiento y posteriormente en la hidrélisis enzimatica [68].

1.10.2. Pretratamiento: permite romper y modificar la estructura del material
lignocelulésico elegido como materia prima brindandole  caracteristicas
conformacionales aprovechables en la hidrélisis enzimatica. También ayuda a retirar
de la biomasa los compuestos diferentes a la celulosa, como la hemicelulosa y la

lignina (Ver figura 15).

Lignina
W

Celulosa

-.,_ B At 18 b e A T 7 A U &

Hemicelulosa

Pretratamiento

Figura 15. Accién del pretratamiento en la biomasa lignocelulésica [46].

Como lo discute Galbe et al. [69] al igual que otros autores [46, 58, 70], un
pretratamiento debe proporcionar ciertos beneficios basicos para ser considerado una

opcion:

18



e Debe procurar una alta recuperacion y una minima pérdida de carbohidratos

estructurales.

e Resultar en una alta digestibilidad de la celulosa en el subsecuente proceso de

hidrolisis enzimatica.

o Debe propiciar que la lignina no represente una barrera fisica ni quimica para la
hidrélisis de los carbohidratos, por lo que debe producir muy pocos o nulos

inhibidores.

o La hemicelulosa debe ser hidrolizada y los azlUcares de 5 carbonos retirados

(esto en el caso de no contar con un microorganismo que fermente pentosas).

o El material debe contener elevada porosidad en su estructura.

e La estructura cristalina de la celulosa debe ser modificada debiendo

predominar las partes amorfas.

El pretratamiento debe garantizar el aumento de la superficie de contacto entre la
celulosa y las enzimas celuloliticas para propiciar una mayor interaccion en la
sacarificacion. Esto resultara en una mayor eficiencia en la hidrélisis de la celulosa a
glucosa y por lo tanto, una concentracion final mas alta de glucosa viable para la

fermentacion [71].

Existe una amplia variedad de procesos fisico-quimicos e incluso biol6gicos que
pueden ser usados como pretratamientos, por ejemplo, tratamiento con acido sulfarico
diluido, explosion de vapor, uso de organosolventes, liquidos ionicos, pretratamiento
alcalino, explosion de fibras con amoniaco, uso de entidades fungicas como el hongo
de la pudricién blanca, entre otros, sin embargo, la eleccidon del pretratamiento a
utilizar dependera de la composicion del material lignocelulésico y de como esté
estructurado, determinado por la naturaleza misma de la especie vegetal de la cual
provenga la biomasa. También dependera de la tecnologia con la que se cuente y del
microorganismo elegido para llevar a cabo la produccion bioldgica de etanol.

1.10.3. Hidrdlisis Enzimatica (Sacarificacion): poder obtener los azlcares simples

gue constituyen a la celulosa y hemicelulosa es uno de los pasos claves en el proceso
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de produccién de etanol lignocelulésico. Desde hace una década el interés por los
biocombustibles de segunda generacion se ha venido incrementando rapidamente [72]
buscando técnicas para poder hidrolizar la celulosa en monémeros de glucosa y hasta
el momento la hidrélisis enzimética ha sido el método que ha demostrado tener
resultados mas favorables, como la no generacion de residuos toxicos, alta
especificidad de produccién de compuestos finales (glucosa), estandarizacion de los
procesos, tiempos cortos de reaccion (regularmente no sobrepasan las 48 horas). Asi,
este proceso puede integrarse a un sistema sustentable de produccion de bioetanol
lignocelulésico, sin embargo, la tecnologia enzimatica aun no ha logrado generar
enzimas o cocteles enzimaticos que hidrolicen el 100% de la biomasa y sigue siendo
una tecnologia de costo elevado, pero sin duda, es la opcion que mas avances y

desarrollos ha tenido en los dltimos afios [73].

Las enzimas encargadas de hidrolizar la celulosa son las llamadas celulasas, éstas
enzimas estan clasificadas en la familia de las glicosil hidrolasas [74]. Se caracterizan
por llevar a cabo la hidrdlisis de la celulosa en unidades monoméricas de glucosa por

la accidn sinérgica de tres distintas clases de enzimas:

¢ Endoglucanasas (EGs), las cuales hidrolizan enlaces internos B (1-4)

glucosidicos de forma aleatoria en la cadena de celulosa.

¢ Celobiosahidrolasas (CBHs), también llamadas “exoglucanasas” las cuales
actian a lo largo de la cadena de celulosa desprendiendo unidades de

celobiosa de los extremos.

e [B-glucosidasas (BG), también conocidas como “B-glucésido glucohidrolasas”

las cuales hidrolizan la celobiosa a 2 unidades de glucosa [73].

La hidrdlisis de la celulosa se lleva a cabo en dos fases, la hidrélisis primaria y la
hidrélisis secundaria. En la primaria intervienen las endoglucanasas y las
exoglucanasas y ocurre en la superficie del material sélido, por esta accién es que se
liberan azucares solubles al medio. La hidrélisis secundaria se da en la fase liquida, es
aqui donde ocurre la ruptura de la celobiosa y por ende, donde se liberan las unidades

de glucosa por accion de las B-glucosidasas, como se muestra en la figura 16.
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Figura 16. Mecanismo de accién de las celulasas en las diferentes fases de la hidrdlisis [73].

Existen factores que influyen en la dinAmica de la hidrdlisis enzimatica, a continuacion

describimos tres de ellos:

Carga de sustrato (C/S): es la cantidad de material lignoceluldsico (sélido o
semisolido) que sera agregado al sistema con respecto a la fase liquida que lo
contiene (solucién reguladora), expresado como porcentaje en peso-volumen
(p/v). La maxima carga de sustrato a utilizar sera la que permita llevar a cabo
las reacciones bioquimicas con eficiencia y que no represente una barrera

fisica para la dinamica de las reacciones [75].

Carga enzimatica: Es la cantidad en volumen del preparado enzimatico que se
adiciona a la reaccién, respecto a la cantidad de biomasa a hidrolizar. El
volumen debe ser aquel con el que se asegure la actividad enzimatica 6ptima
sobre el sustrato y lleve a cabo la hidrélisis mas completa de la biomasa. Si la
actividad del preparado enzimético no es igual a la descrita, entonces se debe
ajustar el volumen a uno que garantice la actividad deseada. Como ejemplo,
Accellerase 1500° es un complejo enzimatico y su actividad catalitica total es el
resultado de la actividad sinérgica de las diferentes enzimas que lo componen

[76] las cuales se describen en la tabla 2.
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Tabla 2. Actividades enzimaticas del complejo Accellerase 1500°.

Actividad Valor Referencia
Endoglucanasa 2200 — 2800 CMC U/g * [76]
Beta-Glucosidasa 525 — 775 pNPG U/g ** [76]
Avicelasea 0.77£0.02 U/mg-proteina [77]
Celobiasa 5.6+0.3 U/mg-proteina [77]

* CMC: Carboximetil celulosa

** pNPG: Para-nitrofenil-B-D-glucopiranosa

e Temperatura: desempefia un papel clave en la reaccion de hidrdlisis ya que
cada enzima logra su conformacion estructural catalitica a diferentes
temperaturas, por lo tanto, la temperatura de reaccién debe ser aquella a la
cual las enzimas presenten una estructura terciaria y una cuaternaria idéneas
gue deriven en una catdlisis eficiente [78]. Las celulasas contenidas en el
preparado Accellerase 1500° tienen su temperatura 6ptima de reaccion en el
rango entre 50 y 65 °C [76].

1.10.4. Fermentacion alcohdlica: En condiciones aerobias el metabolismo de la
glucosa produce moléculas de trifosfato de adenosina (ATP por sus siglas en inglés)
utilizada como principal portadora de energia quimica por los organismos vivos. Este
fendmeno se lleva a cabo en el ciclo bioquimico llamado “glucdlisis” en el cual, la
glucosa se degrada por medio de reacciones mediadas por enzimas y se obtienen 2
moléculas de ATP netas como ganancia energética. La molécula resultante de este
ciclo es el piruvato. En condiciones aerobicas el piruvato se oxida a acetato, el cual es
usado en el ciclo del acido citrico y es oxidado a CO, y H,0, y el NADH formado por la
deshidrogenacién del gliceraldehido 3-fosfato en la glucdlisis, se reoxida a NAD*
mediante el paso final de sus electrones al O, en el proceso de respiracion
mitocondrial. Sin embargo, en condiciones de hipoxia, el NADH generado en la
glucdlisis no puede ser reoxidado por el oxigeno. No poder regenerar el NAD" (del que

las células tienen cantidades limitadas), dejaria a la célula sin aceptor de electrones
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para la oxidacion del gliceraldehido 3-fosfato, con lo que se detendrian las reacciones
de la glucdlisis que producen energia, por lo tanto es necesario regenerar el NAD" por

otra via y es aqui donde los microorganismos utilizan la fermentacion.

En la fermentacion alcohdlica el NAD® es regenerado con la transformacion del
piruvato a etanol y CO, en una reaccion de 2 pasos, como se aprecia en la figura 17.

En el primer paso, se lleva a cabo una reaccion donde el piruvato es descarboxilado
para producir acetaldehido y CO,, la cual es catalizada por la enzima piruvato
descarboxilasa. En el segundo paso el acetaldehido es reducido a etanol por accion
del NADH vy la reaccion es catalizada por la enzima alcohol deshidrogenasa, lo que
regenera una molécula de NAD" que sera utilizada en la fase de beneficios de la

glucdlisis para la oxidacién del gliceraldehido 3-fosfato [79, 80].

O\\ /O' NADH + H*
C (02 o H NAD"  ©OH
| \ ,
C—o0 = — = ~ CHa
| Piruvato | Alcohol |
CH, descarboxilasa CH,4 deshidrogenasa CH,
Piruvato Acetaldehido Etanol

Figura 17. Reacciones en la transformacién del piruvato en etanol [79].

La fermentacion alcohdlica puede ser realizada por diferentes tipos de
microorganismos pero sin duda el mas estudiado es la levadura Saccharomyces
cerevisiae y ha tenido un gran uso a lo largo de la historia, principalmente en la

industria de la panificacion y en la de bebidas alcohdlicas.

1.11. Sacarificacion y fermentacion simultaneas.

El proceso de produccion de etanol lignocelulésico se realiza regularmente en
diferentes etapas, llevandose a cabo un proceso especifico a la vez, tal como esta
esquematizado en la figura 18. La sacarificacion y fermentacién simultaneas (SFS) es
un proceso que puede usarse como opcién para la produccién de etanol
lignocelulésico. Sus principales ventajas con respecto a la produccion por etapas

separadas, es la disminucién de la inhibicion enzimética por la acumulacion de
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productos provenientes de la hidrélisis de la celulosa, principalmente glucosa y

celobiosa (dimero de glucosa) [81].

Figura 18. Fases en la produccién de etanol lignocelulésico por etapas separadas.

En este modo de produccién, al tiempo en que la hidrdlisis va liberando los azlcares
simples, las levaduras van consumiéndolos y metabolizandolos hasta el producto final
gue es etanol, lo que permite un mayor rendimiento de produccion y disminucién de
los costos de proceso. En esta técnica, la sacarificacion enzimatica y la fermentacion
se llevan a cabo en el mismo reactor al mismo tiempo (Ver figura 19).

Al igual que en el proceso por etapas separadas la materia prima también debe de

pasar por un tratamiento previo [82, 83].

Sacarificacion y

Materia

prima Destilacion Etanol

Pretratamiento Fermentacién
STINEREES

Figura 19. Esquema del proceso de produccion de etanol lignocelulésico utilizando la técnica
de sacarificacién y fermentacion simultaneas.

Sin embargo esta técnica presenta algunos problemas, siendo uno de los principales
la diferencia entre las condiciones fisicoquimicas 6ptimas para cada proceso. La
sacarificacion enzimatica se lleva a cabo a un pH de 5y a una temperatura de 50 °C
con lo cual la enzima alcanza su conformacion estructural mas favorable para que su
sitio activo tenga la mejor actividad catalitica. Por otro lado la temperatura 6ptima para
la fermentacion es 30 °C y un pH de 4.0. Para tener un proceso con buenos
rendimientos se debe encontrar un compromiso entre las condiciones de los dos
procesos donde tanto el coctel enzimatico como la levadura lleven a cabo su funcion
eficientemente. En estudios previos se ha encontrado que el punto medio se encuentra

a una temperatura de 37 °C y a un pH de 5 [82-84].
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JUSTIFICACION

Debido a los grandes problemas medioambientales causados por la quema de
combustibles de origen fosil y la incertidumbre provocada por la creciente inestabilidad
en la produccion mundial de petréleo, se ha hecho necesaria la busqueda de
soluciones alternas que permitan satisfacer la demanda energética de nuestro pais de

manera sustentable. El uso de etanol carburante figura como una posible alternativa.

Para que el etanol sea un combustible verdaderamente sustentable, con balance
energético y de carbono positivos, es necesario tomar en cuenta varios factores a la
hora de su produccién, como lo es la eleccion de una materia prima adecuada y un
proceso de produccion eficiente, asi como la integracion de los subproductos a una

cadena de valor bajo el concepto de biorefineria.

La utilizacion del bagazo de sorgo dulce, una materia prima subutilizada, junto con la
implementacibn de una técnica denominada “Sacarificacion y Fermentacion
Simultaneas” permitira reducir los pasos en el proceso de produccion y aumentar el
rendimiento de etanol. Al final esto se traduce en una mayor eficiencia de proceso y en
la reduccion de costos [85].
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HIPOTESIS

En la técnica de sacarificacion y fermentacion simultaneas se propicia una hidrolisis
enzimatica més eficiente al disminuir la inhibicion de las enzimas por concentracion de
productos y una fermentacion més eficiente al evitar que las levaduras se inhiban por
una alta concentracion de sustrato como puede suceder en el método de
sacarificacion y fermentacion por etapas separadas. Por lo tanto es posible obtener
rendimientos de etanol mas altos si se encuentran las condiciones de sacarificacion-

fermentacion simultaneas adecuadas.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Obtener etanol por sacarificacion y fermentacion simultaneas a partir de residuos

lignoceluldsicos provenientes del tallo de sorgo dulce.

Objetivos especificos

o Realizar un estudio de pretratamiento termoquimico basico-oxidativo a los
residuos lignocelulésicos del sorgo dulce, variando la concentracion de los
agentes quimicos elegidos para este propdsito (hidréxido de sodio y peréxido

de hidrégeno) en condiciones controladas

e Realizar un estudio de hidrdlisis enzimatica a los residuos lignocelulésicos de
sorgo dulce pretratados termoquimicamente utilizando un preparado

enzimatico comercial (Accellerase 1500%)

o Determinar el rendimiento de etanol producido por etapas separadas utilizando
la levadura Saccharomyces cerevisiae como microorganismo para la

fermentacion
e Determinar el rendimiento de etanol producido por sacarificacion y

fermentacion simultaneas y compararlo con los resultados obtenidos en el

proceso de etapas separadas
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1. Recolecciéony procesamiento de la muestra.

Se recolectaron muestras de una variedad hibrida (SD- 401) de sorgo dulce (Sorghum
bicolor L.) proporcionada por la empresa EnerAll, en la localidad de Tizimin, Yucatan,
México. El jugo fue extraido de los tallos por prensado mecanico quedando como se

observa en la figura 20.

Figura 20. Tallos de sorgo dulce prensados. Foto: Mintzirani Equihua Sanchez

Los tallos fueron secados a una temperatura de 80 °C por 24 horas. El bagazo fue
molido en un molino “Pagani 2030” hasta obtener un polvo con tamafio de particula de

1 mm (figura 21).

Figura 21. Bagazo de sorgo molido, tamafio de particula de 1 mm
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2.2.  Composicién quimica del bagazo de sorgo dulce.

Fue realizada en el departamento de Madera, Celulosa y Papel de la Universidad de
Guadalajara usando las técnicas estdndar TAPPI para determinar humedad [86],
lignina insoluble en &cidos [87], holocelulosa [88] asi como alfa, beta y gamma
celulosa [89].

2.3. Pretratamiento termoquimico.

El pretratamiento termoquimico se realiz6 usando un método basico-oxidativo
(Hidréxido de Sodio + Perdxido de Hidrégeno) de dos etapas como describen Cao et
al. [90]. En la primera etapa se llevé a cabo el tratamiento basico-térmico donde se
utilizé una solucion de hidréoxido de sodio y un calentamiento a 120 °C en condiciones
de presion constante (1 Kg/cm?) por 60 minutos. En la segunda etapa se realizé un
tratamiento oxidativo, donde se agreg6é una solucién de peréxido de hidrégeno y se
dejé reaccionar por 24 horas en ausencia de luz y a temperatura ambiente para

propiciar una oxidacién lenta y constante.

En este estudio se utilizaron 3 diferentes concentraciones de hidréxido de sodio y 3 de
perdxido de hidrogeno en las combinaciones que se muestran en la tabla 3:

Tabla 3. Disefio factorial de los pretratamientos termoquimicos.

Tratamiento Concentracion de NaOH Concentracion de H,0,
Porcentaje peso-volumen Porcentaje volumen-volumen

(%) (%)
1 2 3.25
2 6 3.25
3 10 3.25
4 2 6.5
5 6.5
6 10 6.5
7 2 10
8 10
9 10 10

Los experimentos fueron realizados en matraces Erlenmeyer de 500 mL con 10 g de

bagazo molido y un volumen de trabajo de 100 mL. Los tratamientos se realizaron por
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cuadruplicado utilizandose una de las 4 réplicas para determinar la pérdida de masa a
partir de la biomasa inicial, lo que nos indico la cantidad de materia retirada del bagazo
de sorgo por accion del pretratamiento completo. La biomasa resultante fue lavada
hasta pH neutro para retirar posibles inhibidores enziméticos y después se prenso
suavemente para retirar la mayor cantidad de agua de la misma. La biomasa

pretratada se guardd a 4 °C hasta ser usada en las etapas posteriores.

2.4. Hidrdlisis enzimética (sacarificacion).
Para llevar a cabo la hidrélisis enzimatica del bagazo pretratado se estudiaron 2 de las
variables determinantes para este proceso, la carga de sustrato y la carga enzimatica.

2.4.1. Determinacion de carga de sustrato (CS).

Para determinar la carga de sustrato a la cual es posible llevar a cabo una mejor
sacarificacién del bagazo de sorgo, primero se realiz6 un experimento de referencia
utilizando papel filtro como fuente de celulosa (papel de alta pureza marca Whatman®
constituido en un 98% de celulosa), lo que nos permite evitar que otros compuestos
puedan interferir en la hidrélisis, para posteriormente extrapolar los resultados al

bagazo de sorgo dulce.

Se estudiaron 4 diferentes cargas de sustrato: 2%, 5%, 10% y 13% (p/v). Por arriba de
13% la fase solida (sustrato) absorbe por completo la fase liquida (solucion
reguladora) convirtiéndose en una barrera fisica que impide a la enzima llegar a la

totalidad de la muestra, deteniendo la hidrélisis completa de la celulosa.

Los experimentos se realizaron en matraces de 250 mL usando 30 mL de solucién

reguladora y las diferentes CS quedando como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Cantidad de materia prima para la determinacién de la carga de sustrato.

Carga de Sustrato Materia prima*
(% p/v) (9)
2 0.6
5 15
10 3.0
13 3.9

* Papel filtro de alta pureza.
* Materia prima en gramos equivalentes a las diferentes cargas de sustrato en un volumen de trabajo de 30 mL.

30



Las sacarificaciones con las diferentes cargas de sustrato se realizaron con una carga
enzimatica de 0.5 mL del preparado enzimético por gramo de muestra (cantidad
determinada experimentalmente como se explica adelante en el texto, y recomendada
por el fabricante de la preparacién enzimética Accellerase 1500®) quedando como se

indica en la tabla 5.

Tabla 5. Cantidad de enzima (Accellerase 1500®) a utilizar con las diferentes cargas de
sustrato.

Carga de Sustrato (%) Preparado enziméatico (mL)
2 0.3
5 0.75
10 1.5
13 1.95

2.4.2. Determinacion de la carga enzimatica 6ptima.

La carga enzimatica fue determinada probando 5 diferentes relaciones entre la
cantidad del preparado enzimatico y la biomasa equivalente a la carga de sustrato de
13%, como se muestra en la tabla 6. Los valores iniciales se fijaron segun las
recomendaciones del fabricante de Accellerase 1500°. En esta determinacion se
utilizé bagazo de sorgo dulce pretratado con el tratamiento termoquimico bajo las
siguientes condiciones: hidréxido de sodio al 6%, peréxido de hidrogeno al 10%,
temperatura de 120 °C a una presion de 1 Kg/cm?® En los ensayos de hidrélisis
enzimatica se utilizé una solucion reguladora de citrato de sodio para mantener un pH

de 5.0, una temperatura de 50 °C y agitacion a 125 rpm durante 24 horas [76].

Tabla 6. Variables para la determinacién de la carga enzimatica

Ensayo Cargade Bagazo de Solucién Carga Volumen final
sustrato sorgo dulce reguladora enzimatica de coctel
(%) (9) (mL) (mLeg™) enziméatico (mL)
1 13 3.6 27.69 0.05 0.18
2 13 3.6 27.69 0.1 0.36
3 13 3.6 27.69 0.3 1.08
4 13 3.6 27.69 0.5 1.8
5 13 3.6 27.69 0.7 2.52
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Al final de la hidrdlisis, se cuantifico la concentracion de azlcares reductores por el
método colorimétrico del &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) [91].

2.4.3. Sacarificacion.

Se llevaron a cabo sacarificaciones de cada una de las muestras pretratadas en
condiciones Optimas para las enzimas celuloliticas: temperatura de 50 °C, una solucion
reguladora de citratos de pH 5, una agitacion de 125 rpm, durante 24 horas. Fueron
realizadas a una carga de sustrato de 13% y una carga enzimatica en volumen de 0.5

mL-g" determinado experimentalmente como se explica posteriormente en el trabajo.

2.5. Determinacion de la estabilidad catalitica del preparado enzimatico
Accellerase 1500° respecto al tiempo.

Se realizé un experimento de sacarificacién para conocer el tiempo durante el cual el
preparado enzimatico Accellerase 1500® conserva su actividad catalitica sobre el
sustrato. Se utiliz6 papel filtro de alta pureza marca Whatman® como fuente de
celulosa. El experimento se llevé a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL con una
carga enzimatica de 0.5 mL.g™* usando una solucién reguladora de citratos para
mantener el pH en 5y una temperatura de 50 °C [76]. Se inicié con una CS de 2% y se
fue aumentando cada 48 horas como se indica en la tabla 7. Se realiz6 la
determinacion de azlcares reductores cada 24 horas para cuantificar la liberacion de

azUcares al medio.

Tabla 7. Tiempo de sacarificaciébn y aumento de carga de sustrato.

Tiempo (h) Carga de sustrato agregada (%)
0 2
24 -
48 3
72 --
96 2
120 --

Los periodos marcados con un guion (--) indican el incremento de tiempo pero sin aumento en la carga de sustrato.

2.6. Determinacién de azucares reductores (AR).
La determinacion de la concentracion de azlcares reductores se llevé a cabo por el

método colorimétrico del &cido 3,5-Dinitrosalicilico (DNS) [91]. Ver Anexo 1.
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2.7. Determinacion de Etanol.
La determinacién de la concentracion de etanol se llevd a cabo por el método
colorimétrico del Dicromato de Potasio [92]. Ver Anexo 1.

2.8. Fermentacion.

En la fermentacién se usaron los hidrolizados enziméticos del bagazo de sorgo dulce
como fuente de azUcares. Se llevd a cabo por 48 horas utilizando 12 réplicas idénticas.
Se utilizd una cepa comercial de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Safmex®) la
cual fue habilitada por resiembras continuas en medio GELPA (glucosa, extracto de
levadura, peptona y agar) hasta obtener una viabilidad celular del 99%. Se utilizd
sulfato de amonio a una concentracion final de 1.5 g-L™* como fuente de nitrégeno y un
indculo de 10% del volumen final a fermentar. Se tomaron muestras cada 6 horas para
monitorear la concentracion de azlcares reductores y cada 12 horas para determinar
la evolucion en la produccién de etanol. La fermentacion se efectu6 en una incubadora

a 37 °C, en condiciones andxicas y sin agitacion [93-96].

2.9. Preparacion del inoculo y curva de crecimiento.

Para preparar el in6culo se llevé a cabo un conteo celular de una suspensién de
levaduras utilizando una camara de Neubauer. Una vez conocida la concentracion
celular, se determin6 el volumen para tener un inéculo con una concentracion de 3 X
10" cel-mL™. También se realiz6 una curva de crecimiento de la levadura para
determinar el tiempo al que empieza a declinar la fase exponencial, ya que es en ese
punto donde la levadura tiene mayor capacidad metabdlica. La curva de crecimiento
asi como el in6culo se realizaron a una concentracion inicial de azdcares reductores
de 20 g-L™* utilizando el sacarificado de sorgo dulce como fuente de carbohidratos. Se
afiadi6 sulfato de amonio a una concentraciéon de 1.5 g-L™ y se incub6 a 37 °C en
agitacion a 125 rpm. En la curva de crecimiento se tomaron muestras cada 4 horas las
primeras 12 horas y después cada 6 horas. Se realizaron conteos celulares de todas

las muestras obtenidas [94-97].

2.10. Sacarificacién y Fermentacién Simultaneas.

Para llevar a cabo la sacarificacion y fermentacion simultanea se utiliz6 como materia
prima el bagazo de sorgo pretratado termoquimicamente con hidroxido de sodio al 6%
y peroxido de hidrogeno al 10%. Los experimentos se realizaron en matraces
Erlenmeyer de 250 mL con una carga de sustrato de 13%, una carga enzimatica de

0.5 mL-g™ de coctel enzimatico Accellerase 1500°. Se utilizd6 una cepa de la levadura
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Saccharomyces cerevisiae con una viabilidad celular del 99%. Se utiliz6 sulfato de
amonio a una concentracion final de 1.5 g-L™ como fuente de nitrégeno y un inéculo de
10% del volumen total a fermentar. Los matraces fueron cerrados para propiciar
condiciones anoxicas y los experimentos se llevaron a cabo en condiciones de 37 °C,
pH 5, una agitacion de 125 rpm y por un tiempo de 48 horas [98]. Se realizaron 12

réplicas idénticas del experimento, asi como 2 réplicas extras como control.

Se cuantifico la concentracion de azUcares reductores tomando muestras cada 6 horas
y ademas se tomaron muestras cada 12 horas para determinar la producciéon de etanol
[76, 83, 84, 99, 100].

2.11. Destilacion.

Se llevé a cabo usando un equipo de microdestilacion (Ver figura 22) donde se
mezclaron 25 mL de mosto fermentado con 25 mL de agua destilada, calentando a 80
°C hasta obtener 25 mL de destilado. Seguidamente se determiné la concentracion de

etanol en el destilado [94, 96].

Figura 22. Microdestilacion del mosto fermentado de bagazo de sorgo dulce.

2.12. Andélisis Estadistico.
Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Se llevaron a cabo analisis de
varianza de una via asi como la prueba post hoc de Scheffé con un nivel de confianza
de 0.05. El andlisis estadistico se realiz6 usando el programa STATISTICA Base
(StatSoft®, Oklahoma, USA).
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Composicién del bagazo de sorgo dulce.

La determinacion de la composicion quimica del bagazo de sorgo fue realizada por el
Departamento de Madera, Celulosa y Papel de la Universidad de Guadalajara usando
2 réplicas de la muestra. Cada réplica fue analizada por triplicado y los resultados de

las medias se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Composicién quimica del bagazo de sorgo dulce.

Réplica  Humedad Extractos  Lignina Holocelulosa Alfa Beta Gamma
(%) totales (%)* (%)* (%)* Celulosa Celulosa Celulosa

O O S O

1 7.97 21.3 16.5 60.6 60.5 2.6 36.9

2 7.07 25.6 12.9 62.4 61.7 5.1 33.2

* Expresado con respecto al material en base seca.

** Expresado en porcentaje respecto a la holocelulosa.

La holocelulosa es el nombre que se le da a la suma de los carbohidratos estructurales
de la biomasa, por lo que para saber la cantidad de celulosa y hemicelulosa total de la
muestra primero se separa la holocelulosa en alfa celulosa, beta celulosa y gamma
celulosa, donde las dos primeras corresponden a la celulosa total y la gamma a la
hemicelulosa [89, 101]. La composiciéon del bagazo de sorgo en cuanto a celulosa,

hemicelulosa, lignina y compuestos extraibles se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Principales compuestos en el bagazo de sorgo dulce seco.

Compuestos Porcentaje del total (%)
Extractos totales 23.45*
Lignina 14.7*
Celulosa 39.93*
Hemicelulosa 21.55*
Total 99.63

* Los porcentajes expresados son las medias de las muestras analizadas.
* Los valores estan representados en base al material seco.

La biomasa obijetivo en este trabajo es la celulosa que compone casi 40% del total del
bagazo de sorgo dulce.
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3.2.  Pretratamientos.

De la constitucion total del bagazo de sorgo dulce, alrededor del 40% es celulosa (Ver
tablas 2 y 9), biopolimero de interés en el presente trabajo. Con base en este dato se
determinaron las condiciones del pretratamiento basico-oxidativo capaces de remover
el 60% de material restante, compuesto por lignina y hemicelulosa. Para ello, se
probaron distintas concentraciones de NaOH y H,O, segun se mencioné en el Capitulo
2. Los resultados de pérdida y recuperacion de biomasa se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Pérdida y recuperacion de biomasa por accion de los pretratamientos.

Pretratamiento Pérdida de biomasa* Biomasarecuperada **

(%) (%)
1 51.1 48.9
2 61.8 38.2
3 67.7 32.3
4 46.6 53.3
5 61.5 38.4
6 65.8 34.2
7 44.5 554
8 61.9 38.0
9 58.6 41.3

* Biomasa perdida por accion del pretratamiento y cuantificada después del lavado de la biomasa resultante.
** | a biomasa fue lavada y secada antes del pasaje.

Si la biomasa recuperada es mayor al 40%, entonces es un indicio de la presencia de
compuestos diferentes a la celulosa en la matriz estructural del material, y si es menor,
se estard removiendo celulosa, desaprovechandose. En la figura 23 se observa (en
orden decreciente en cuanto a porcentaje de biomasa recuperada) que los
pretratamientos 9, 5, 2 y 8 son los que se acercan mas a este valor, los cuales
comparten la similitud de utilizar concentraciones de NaOH por arriba del 6%. Se
observa una tendencia indicando que a mayor concentracion de hidréxido de sodio la
remocion de biomasa es superior. Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Wang et al. [102]. En el caso de la concentracion del H,O, se observé que no tiene un

efecto tan alto como el NaOH en la remocion de biomasa después del pretratamiento.
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Otro punto a tener en cuenta es el hecho de que dos pretratamientos pueden remover
material de manera similar, pero actuar de forma diferente sobre la estructura de la
biomasa [69, 70]. Esta caracteristica es importante para el subsecuente proceso de
hidrodlisis ya que la biomasa debe ser facilimente digerible por las enzimas celuloliticas
para asegurar un alto porcentaje de sacarificacion.

10

4
3
3 4
1
0 -
7 4 1 9 5 2 8 6 3

Pretratamiento

Biomasa (g)

H Biomasa recuperada Biomasa removida

Figura 23. Recuperacion y pérdida de biomasa por accion de los diferentes pretratamientos.

En la figura 24 se observan diferentes estructuras de las partes que componen el
bagazo de sorgo dulce antes de ser sometido a los pretratamientos. En la figura 24a
se puede observar la integridad estructural de la corteza del tallo, uno de los
componentes mas abundantes en el bagazo, donde se aprecia una estructura robusta
producida por la orientacibn compacta de las macrofibras de celulosa y, debido al
mayor contenido de lignina, se produce una fuerte coloracién. En la figura 24b se
observa una estructura caracteristica de la médula del tallo, donde se perciben las
paredes celulares en color obscuro debido a la lignina, material que se busca retirar y
gue cubre las estructuras celulares. Este tipo de conformacién propia de los materiales
lignocelulésicos, impide que las enzimas penetren la estructura y sean capaces de
alcanzar grandes cantidades de celulosa, por lo que sacarificar un material sin
pretratamiento solo brinda a las enzimas la oportunidad de atacar las partes expuestas

de las fibras de celulosa.
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Figura 24. Imagen de la corteza (a) y la médula (b) del bagazo de sorgo dulce sin tratamiento
vista a 40X en microscopio éptico.

En la figura 25 se pueden apreciar diferentes exposiciones del bagazo pretratado con
6% de NaOH y 10% de H,O, observandose diferencias estructurales con respecto al
bagazo original, provocadas por la accion del pretratamiento. En la figura 25a se
muestra una macrofibra sin la coloracion oscura que da principalmente la lignina [103],
como se observa en la figura 24a. Al remover la lignina, la macrofibra pierde su
integridad estructural y las fibras que la conforman se separan, como se observa en la
figura 25b. En la figura 25c se observa la estructura de una sola fibra. La estructura de
la biomasa que resulta después del pretratamiento es adecuada para la sacarificacion,
ya que al separar las fibras y retirar la lignina, se aumenta la superficie de contacto
entre las enzimas y la celulosa. También se disminuyen los compuestos que podrian

inhibir la actividad enzimética [104].

Figura 25. Bagazo de sorgo dulce pretratado visto a 20X en microscopio optico. (a) macrofibra
sin lignina; (b) fibras separadas; (c) una sola fibra a 40X.
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Estos resultados permitieron corroborar que el pretratamiento basico-oxidativo es una
opcién confiable para remover la lignina y ocasionar cambios en la biomasa que son

aprovechables para la conversion del bagazo de sorgo dulce en etanol.

3.3.  Hidrdlisis enzimatica (sacarificacion).

Para determinar cual de los 9 pretratamientos proporciona la estructura fisica mas
favorable para que las enzimas lleven a cabo la sacarificacion de la biomasa, fue
necesario realizar experimentos de hidrélisis enzimética de todas las muestras de
bagazo pretratado, para lo cual, primero se determinaron 2 de las variables béasicas
para la hidrdlisis: la carga de sustrato y la carga enzimética.

3.3.1. Carga de sustrato.

Los resultados obtenidos presentados en la tabla 11 indican que entre mas se
aumenta la carga de sustrato, aumenta también la concentracién final de azlcares
reductores. Con base en estos datos se utilizd la carga de 13% que fue la que mejores
resultados presentd entre los pardmetros del experimento (una carga de sustrato por
arriba de 13% provoco6 problemas en el sistema, ya que la biomasa absorbia a la fase
liquida, creandose una barrera fisica para la dispersién de la enzima).

Tabla 11. Resultados de la sacarificacién a diferentes cargas de sustrato.

Cargade Biomasa* Concentracién de Equivalente en Porcentaje de
sustrato (9) azlcares reductores gramos de sacarificacion
(%) (gL glucosa (g) (%)
2 0.6 7.73 0.23 36.24
5 15 23.88 0.71 47.76
10 3.0 45.04 1.35 45.04
13 3.9 59.26 1.77 45.60

* Papel filtro de alta pureza

No obstante se observa que la eficiencia del preparado enzimético llega a un limite de
alrededor de 47% una vez que se alcanza una carga de sustrato de 5% y permanece
cercana a este valor, no importando que se aumente hasta el maximo de 13% (Ver
figura 26), lo que fue corroborado con el andlisis de varianza, el cual indic6 que entre
los porcentajes de sacarificacion de las cargas 5, 10 y 13%, no existen diferencias
significativas (n=3, p=0.05). Esto indica que la eficiencia en la hidrdlisis enzimética
esta limitada por la conformacion estructural de la biomasa (en este caso papel filtro
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de alta pureza) y no por la inhibicibn enzimatica debido a la concentracion de

productos (se alcanza una concentracion de azlcares reductores de 59.26 g.L™).

2%

Figura 26. Conversion de celulosa con respecto a la carga de sustrato.
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3.3.2. Carga enzimética 6ptima para la sacarificacion.

En cuanto a la carga enzimatica las determinaciones fueron realizadas usando bagazo
de sorgo pretratado como materia prima y una carga de sustrato de 13%. Los
resultados se muestran en la figura 27.
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Figura 27. Efecto de la carga enzimética sobre la concentracion de azlcares reductores.

Se puede observar que la maxima concentracion de azucares reductores resulta de
una carga enzimatica en volumen de 0.5 mL por cada gramo de biomasa, aunque las

desviaciones estandar de los resultados parecen indicar que por arriba de 0.3 mL.g™
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los resultados de la concentraciébn de azlcares reductores son estadisticamente
iguales, el andlisis de varianza mostré que si existen diferencias significativas entre las
cargas de 0.3, 0.5y 0.7 mL.g™* (n=3, p=0.05). Se optd por utilizar una carga enzimatica
de 0.5 mL.g™, lo que funcionara siempre y cuando el preparado enzimatico contenga
las mismas enzimas en las mismas proporciones, bajo las mismas condiciones

fisicoquimicas, y semejante actividad catalitica [76].

3.4. Determinacién de la estabilidad catalitica del preparado enzimético

Accellerase 1500° respecto al tiempo.

Los resultados de este experimento permitieron determinar el tiempo adecuado para el
proceso de sacarificacion, tanto para el proceso de etapas separadas, como de
sacarificacion y fermentacion simultaneas. En un trabajo realizado por Cao et al. [90],
se muestra que a las 24 horas se liberan la mayoria de los azlcares reductores en la
hidrélisis de bagazo de sorgo dulce pretratado con un método basico-oxidativo, pero
con un diferente preparado enzimatico. Por esto, fue necesario comprobar que
Accellerase 1500® conserva su actividad catalitica por un periodo minimo de 24 horas.
Al realizar el ensayo se observé que aun en la Gltima adicién de sustrato a las 96
horas, el complejo enzimético es capaz de liberar azlcares de la biomasa, aunque en

menor medida que en las primeras adiciones, al inicio y a las 48 horas (Ver figura 28).

16 -

12 -

10 -

—l—Se agreg6 2% CS

~{I—Se agreg6 3% CS

={I}-Se agreg6 2% CS

=@-S5in adicion de biomasa

Concentracion de azucares reductores
(g-L")

0 24 48 72 96 120
Tiempo de sacarificacion (h)

Figura 28. Efecto del tiempo de reaccion sobre la actividad catalitica de las enzimas. Se
observa como las enzimas responden al aumento de la carga de sustrato (CS).
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3.5. Sacarificacién enzimatica del bagazo pretratado.

Una vez que se determind la carga de sustrato, la carga enzimatica y el tiempo de
sacarificacion, se llevd a cabo la sacarificacion del material resultante de cada uno de
los 9 pretratamientos a los que fue sometido el bagazo de sorgo dulce. De esta
manera se pudo determinar cudl de los pretratamientos proporciona mayores ventajas
para la hidrélisis enzimatica. A este respecto Galbe et al. [69] sugieren que el
pretratamiento es un paso crucial para el proceso de produccion de etanol a partir de
biomasa lignoceluldsica. El pretratamiento seleccionado fue utilizado en los posteriores
procesos de produccién de etanol tanto en fases separadas como en la sacarificacion

y fermentacion simultaneas.

La hidrdlisis enzimatica del bagazo pretratado se llevé a cabo bajo una carga de
sustrato de 13%, una carga enziméatica de 0.5 mL.g*, un pH de 5 (utilizando una
solucion reguladora de citratos) y una temperatura de 50 °C [76] por un periodo de 24
horas. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado, los resultados se muestran
en la tabla 13.

Tabla 12. Resultados de la sacarificacion enzimatica de biomasa pretratada.

Bagazo Concentracién Gramos de AR Porcentaje de
Tratamiento pretratado de AR (g-L™) liberados sacarificacion
(9) (9) (%)

1 4.89 53.13 1.99 40.86
2 3.82 62.30 1.83 47.92
3 3.23 71.48 1.77 54.97
4 5.33 57.51 2.36 44.23
5 3.84 70.99 2.09 54.59
6 3.42 74.33 1.95 57.16
7 5.54 66.36 2.83 51.04
8 3.80 79.57 2.33 61.21
9 4.13 80.73 2.56 62.09

Los valores presentados corresponden a las medias de tres determinaciones.

En la tabla 13 se observan 3 variables de estudio: concentracion final de azlcares
reductores, los gramos de glucosa liberados y el porcentaje de sacarificacion. El

primero es obtenido experimentalmente y los dos siguientes son calculados.
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En la figura 29 se observan los resultados de los analisis estadisticos realizados a las
concentraciones finales de azucares reductores. Esta variable es una de las mas
importantes a considerar, ya que las concentraciones altas de azucares en el medio
favorecen el metabolismo fermentativo de la levadura Saccharomyces cerevisiae,
reprimiendo su metabolismo aerobio (Crabtree Effect) [105] y en el cual, el principal
subproducto es el etanol, mientras que bajas concentraciones de azlcares junto con la
presencia de oxigeno en el medio propician la respiracion celular, o que induce la
reproduccion de la levadura, generando biomasa y no etanol [106]. Los resultados
indican que los pretratamientos 6, 8 y 9 fueron los que permitieron obtener
concentraciones mas altas de azlcares reductores via hidrélisis enzimatica y entre

éstos no existen diferencias significativas.
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Figura 29. Concentraciones de azucares reductores finales después de la hidrélisis enzimatica.
Letras iguales indican que no hay diferencias significativas.

En la figura 30 se aprecian los resultados de las pruebas estadisticas respecto a los
gramos de azUcares reductores liberados por la hidrélisis enzimética de la biomasa
pretratada. Se observa que los pretratamientos 4, 7, 8 y 9 son los que permiten
obtener las mayores cantidades de azUcares reductores. También indican que entre
los pretratamientos 4, 8 y 9 no existe diferencia significativa, pero si con el

pretratamiento 7, aunque entre éste y el 9 no las hay.
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Figura 30. Gramos de azUcares reductores liberados por accién de la hidrélisis enziméatica.
Letras iguales indican que no hay diferencias significativas.

Con estos datos se calculé el porcentaje de sacarificacion (parte proporcional de
material que es hidrolizado con respecto a la biomasa total sometida a hidrdlisis). El
mayor porcentaje lo obtuvieron los pretratamientos 6, 8 y 9 entre los cuales no existen
diferencias estadisticamente significativas como se aprecia en la figura 31.
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Figura 31. Porcentajes de sacarificacion de cada pretratamiento. El 100% representa el total de
biomasa que es sometida a la hidrélisis enzimatica. Letras iguales indican que no hay
diferencias significativas.
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Con los datos obtenidos se determiné el mejor pretratamiento entre los 9 estudiados,
para ser seleccionado como el pretratamiento basico-oxidativo para un proceso de
produccion de etanol a partir de biomasa lignocelulésica de sorgo dulce. En la figura
32 se muestra el conjunto de tres variables consideradas como las mas convenientes
para decidir el mejor pretratamiento. Los que arrojaron los mejores resultados en
cuanto a concentracion de azUcares reductores, eficiencia de la recuperacion de

biomasa objetivo y gramos de glucosa liberados fueron los pretratamientos 8 y 9. Sin
embargo, siendo el pretratamiento 8 el que usd una menor cantidad de hidréxido de

sodio (pretratamiento 8 = NaOH al 6% + H,O, al 10%, pretratamiento 9 = NaOH al
10% + H,0, al 10%) fue el seleccionado para continuar con este trabajo.

(o] (o/o)*

Recuperacion de biomasa objetiv

Figura 32. Gréafica donde se presentan 3 de las variables mas importantes a tomar en cuenta

para determinar el mejor pretratamiento basico-oxidativo.

* La recuperacion de “biomasa objetivo” hace referencia al 40% del total del bagazo de
sorgo dulce que corresponde a la celulosa. Los pretratamientos que en este eje (Y) se

acercan mas al 100%, son los que fueron mas eficientes para recuperar ese 40% de

interés.
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Una vez elegido el pretratamiento 8, se realiz6 una prueba que nos permitié apreciar
directamente sus beneficios comparada con la biomasa sin pretratar (pretratamiento
0). En la figura 33 se muestran los resultados obtenidos. El pretratamiento 8 permitio
obtener concentraciones 10 veces mas altas de azlcares reductores con respecto a la
biomasa sin pretratar, al igual que se constaté un aumento de 8.6 y 10.2 veces en

cuanto a los gramos de glucosa liberados y el porcentaje de sacarificacion,

respectivamente.
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Figura 33. Concentracién de AR, gramos de AR liberados y porcentaje de sacarificacién en
comparacion de una hidroélisis enzimética utilizando el pretratamiento 8 y biomasa sin pretratar.

En la figura 34 se muestran varias imagenes de la fase sélida remanente después de
24 horas de hidrélisis enzimatica. En la figura 34a y 34b se puede observar que las
fibras son degradadas por las enzimas celuloliticas principalmente en la parte central
de su estructura. En la figura 34c se observa también cémo otra fibra se ha fracturado
en diferentes secciones debido al debilitamiento de su estructura que se genera en la
sacarificacion. Las imagenes fueron capturadas a un aumento 40X. Este tipo de
modificaciones estructurales no estan presentes en las fibras antes de la adicién de las
enzimas, por lo que no son resultado de un dafio mecénico. Las fibras presentadas
son parte del material que no alcanza a sacarificarse en las 24 horas de la hidrélisis
enzimatica, ya que gran parte de la biomasa es licuada y solubilizada en la solucion

reguladora, por lo tanto no es posible observarla al microscopio 6ptico.
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Figura 34. Bagazo de sorgo pretratado e hidrolizado enziméaticamente.

3.6. Produccion de etanol por sacarificaciéon y fermentacion en etapas
separadas (SFES).

Para llevar a cabo la fermentacién primero se realiz6 una curva de crecimiento de la
levadura Saccharomyces cerevisiae, con lo que se determiné el tiempo de incubacion
del inéculo. La curva de crecimiento se presenta en la figura 35. Se puede observar
gue a las 12 horas la fase exponencial del crecimiento de la levadura llega a su
maximo y su viabilidad comienza a decrecer. A las 24 h se observé un segundo ciclo
de crecimiento, presentando un comportamiento diauxico. Este tipo de fendémeno
generalmente se presenta cuando la fuente principal de carbono se agota y la levadura
cambia su metabolismo para poder consumir otra fuente [106]. En el presente trabajo
la fuente de carbono es glucosa (resultante de la hidrdlisis de la celulosa por accion de
las celulasas constituyentes del complejo enzimatico Accellerase 1500), por lo que
este comportamiento puede ser debido a otras condiciones del cultivo, como por
ejemplo, la alta temperatura a la que se llevd a cabo el crecimiento (37 °C). Es
necesario realizar otros estudios para determinar la causa de este comportamiento.

Se tom6 un periodo de 12 horas para realizar la incubacion del in6culo. La
concentracion celular de la levadura casi se triplica en este tiempo.
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Figura 35. Curva de crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae a una concentracion
de aztcares reductores de 20 g-L™, 37 °C y 125 rpm en hidrolizado de sorgo dulce.

Se realizé la fermentacion de los hidrolizados enzimaticos del bagazo de sorgo dulce,
los cuales contaban con una concentracion inicial de aztcares reductores de 80 g-L™,
sin embargo la concentracion real al inicio de la fermentacion fue de 74.94 g.L* debido
al volumen extra que se agrega al incluir el in6culo para la fermentacion. Los
resultados de la produccion de etanol por etapas separadas se muestran en la figura
36. Se puede apreciar que la concentracion de azucares reductores disminuyd de
74.94 g-.L ™" hasta 18.72 g-L™ en 48 horas de fermentacion, por lo que la levadura sélo
consumié el equivalente a 56.22 g-L™. Saccharomyces cerevisiae es capaz de
consumir azlcares equivalentes a una concentracion de 80 g.L* en 24 horas y
producir con ellos hasta 32 g.L* de etanol con una eficiencia del 80% en la
fermentacion, esto en condiciones fisicoquimicas 6ptimas segin lo reportado por
Arrizon et al. [107]. Sin embargo, las fermentaciones por fases separadas llevadas a
cabo en este trabajo no fueron realizadas en condiciones 6ptimas (30 °C, pH 4), sino
que fueron realizadas a las condiciones de la sacarificacion y fermentacion
simultdneas: 37 °C y pH 5 [82] para poder comparar y argumentar los resultados
finales. Es probable que por eso a las 48 horas de fermentacion quedo en el medio un
remanente de 18.72 g-L™ lo que representa un consumo por las levaduras del 75% del
total de azlcares disponibles. Los AR consumidos por las levaduras en esta

fermentacion tienen un potencial tedrico de produccién de etanol de 28.72 g-L™ [108].
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Figura 36. Consumo de azlcares reductores y produccion de etanol en la fermentacién por
etapas separadas.

La produccion de etanol fue constante hasta obtener una concentracion final de 25.09
g-L*?, equivalente a un porcentaje en volumen del 2.5%. El rendimiento de la

fermentacion fue de 87.33% del maximo tedrico.

3.7.  Produccién de etanol por sacarificacion y fermentacién simultaneas
(SFS).

Durante el proceso de SFS las levaduras consumen la glucosa a la par que ésta se va
liberando de la celulosa, por lo que los datos de concentracion de azlcares reductores
en este caso s6lo representan la cantidad de azlcares reductores disponibles en el
medio al momento de la medicién y no la produccién total por la sacarificacion. Los
resultados en cuanto a concentracion de azUcares reductores y produccién de etanol
se encuentran en la figura 37. Se puede observar que la maxima concentracion de
azlcares reductores durante todo el proceso no sobrepasé los 33.13 g-L™ y que
después de 48 horas de reaccion, la concentracion final fue de 15.79 g-L™. En cuanto
a la produccion de etanol, la concentracion final a las 48 horas fue de 26.65 g.L™*, pero
la concentracion méaxima se dio a las 36 horas con un valor de 27.97 g.L. La

produccion de etanol fue continua y sé6lo decrecioé en las uUltimas 12 horas.
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Figura 37. Concentracion de azucares reductores y concentracion de etanol en la sacarificacion
y fermentacion simultaneas.

Para poder tener una aproximacion de la produccién de azucares reductores se realizé
en forma paralela, una sacarificacion con los mismos componentes que la SFS,
faltando Unicamente la levadura. Las concentraciones de azucares reductores de

ambos procesos se muestran en la figura 38.
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Figura 38. Concentracion de azlcares reductores derivados de un proceso de sacarificacion
simple y uno de sacarificacion y fermentacién simultaneas.
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Al comparar los dos sistemas se puede observar que la concentracion de azucares
reductores siempre es menor en la sacarificacion y fermentacion simultadneas que en la
sacarificacion simple debido a que en esta ultima los azUcares se acumulan después
de ser producidos, mientras que en la SFS se consumen al mismo tiempo que son
liberados de la matriz de celulosa. Este efecto tiene ventajas para la hidrdlisis, pero

desventajas para la fermentacion, como se expone mas adelante.

Para determinar la eficiencia de la sacarificacibn en la SFS, se cuantific6 por
gravimetria la cantidad de biomasa que no fue hidrolizada después de las 48 horas de
reaccién, con lo que se obtuvo que el porcentaje de sacarificacion fue de 93.22%. Esto
equivaldria a una concentracién de azlcares reductores de 121 g.L* (bajo los
parametros del experimento), por lo tanto, si una sacarificacion simple logra una
concentracion de 102 g-L™* al final de las 48 horas de hidrolisis (lo que equivale a un
porcentaje de sacarificacion del 78.46%), entonces la sacarificacion y fermentaciéon
simultaneas logré aumentar la eficiencia de la sacarificacion de la biomasa pretratada
de sorgo dulce en un 14.76%. Este aumento se puede deber a que la p-glucosidasa
fue menos inhibida por el aumento en la concentracion de glucosa ya que esta Ultima
fue consumida por las levaduras a medida que fue producida, lo que propicia una
hidrélisis més eficiente [78, 109].

Por otro lado, de la fermentacion se puede deducir que si en la SFS se liberaron
azlcares reductores equivalentes a una concentracion de 121 g-L™, y a éstos les
restamos los carbohidratos remanentes en el medio al final de las 48 horas de
reaccion (16.8 g-L™), obtenemos que la glucosa consumida por Saccharomyces
cerevisiae fue equivalente a 104.2 g-L™. Esta cantidad de azlcares reductores tiene un
potencial tedrico de produccion de etanol de 53.24 g.L™. Sin embargo sélo se produjo
un méaximo de 27.97 g-L?, lo que evidencia que la eficiencia de la fermentacion fue de
52.52%. Esta disminucién puede deberse a que las levaduras nunca estan expuestas
a altas concentraciones de azlcares fermentables que propicien el efecto “Crabtree” y
que se promueva el metabolismo fermentativo de las levaduras y no la respiracion
aerobia [106].

En la figura 39 podemos observar la comparacion entre la produccion de etanol de los
dos sistemas siendo evidente que en todos los puntos de muestreo la SFS permite

una mayor concentracion de etanol.
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Figura 39. Concentracién de etanol de los dos sistemas, sacarificacién y fermentacion en
etapas separadas y sacarificacién y fermentacion simultaneas.

Con la sacarificacion y fermentacion por etapas separadas se estima que es posible
producir 93.24 litros de etanol por cada tonelada de bagazo crudo, seco, en 72 horas
(24 h de sacarificacién, mas 48 h de la fermentacion) y usando 2 diferentes reactores,
mientras que con la sacarificacion y fermentacion simultaneas es posible producir un
estimado de 104.03 litros de etanol por cada tonelada de bagazo crudo, seco, en 48
horas y usando so6lo un reactor.

Basados en los datos antes presentados, se puede afirmar que la técnica de

sacarificacion y fermentacion simultaneas tiene las siguientes ventajas:

Aumenta la eficiencia de la hidrdlisis enzimética

Resulta en una mayor produccion de etanol

Tiene un menor tiempo de proceso

Disminuye los reactores necesarios para llevarse a cabo

La desventaja del proceso de SFS es que disminuye la eficiencia de la fermentacion
en un 34.81% comparada con el proceso por etapas separadas, bajo los pardmetros
descritos en el presente trabajo.
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Los resultados obtenidos en este trabajo van en concordancia con los descritos por
otros autores que también utilizan el bagazo de sorgo dulce como materia prima para
la produccion de etanol como Shen et al. [100] quienes realizaron procesos tanto por
etapas separadas como por sacarificacion y fermentacion simultdneas. Ellos utilizaron
un pretratamiento de explosion de vapor, con lo cual lograron producir etanol
equivalente a una concentracion final de 23.3 g-L™* en SFS y 21.2 g.L™ por etapas

separadas.

Cao et al. [90] estudiaron 5 diferentes pretratamientos para el bagazo de sorgo dulce y
encontraron que el pretratamiento basico-oxidativo es el que permite un mayor
porcentaje de sacarificacién y por lo tanto una mayor concentracion final de glucosa, la
cual fue 9.8 veces mas alta que su control (biomasa sin pretratar). En el presente
trabajo el pretratamiento con mejores resultados permite una concentracion de glucosa
10.28 veces mas alta que el control. También realizaron la produccion de etanol por
etapas separadas y obtuvieron una concentraciéon de etanol de 6.12 g-L™, muy por
debajo de la obtenida en este trabajo, lo que se debe a que la concentracion de
glucosa que utilizaron en su fermentacion era igualmente baja, resultado de una

sacarificacién con una carga de sustrato de sélo el 2%.

Wang et al. [110] lograron optimizar el proceso de sacarificacion y fermentacion
simultdneas utilizando métodos estadisticos como el andlisis de superficies de
respuesta, con lo que han llegado a producir lo equivalente a una concentracion de 39
g-L™* de etanol usando bagazo de sorgo dulce como materia prima. Otros autores
también han hecho uso de esta técnica para aumentar sus rendimientos de etanol en
la SFS, como Zhang et al. [111] quienes usando un pretratamiento alcalino sobre paja

de trigo han logrado a obtener una concentracion de etanol de 37.84 g.L™.
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CONCLUSIONES

El pretratamiento termoquimico bésico-oxidativo a base de NaOH y H,0,, cumple con
los requisitos descritos en la literatura para ser considerado como un buen
pretratamiento para el bagazo de sorgo dulce ya que es capaz de remover
eficazmente la lignina y la hemicelulosa que lo constituyen. De igual forma este
pretratamiento proporciona una conformacion estructural que aumenta la superficie de

contacto entre la biomasa y las enzimas celuloliticas.

El pretratamiento que us6 una concentracion de NaOH de 6% y 10% de H,0O, fue el
seleccionado, ya que ademas de estar entre los mejores resultados, también es el que

requiere la menor cantidad de reactivos.

La comparacion entre los procesos de sacarificacion y fermentacién por etapas
separadas y del proceso simultdneo, sugiere que las celulasas presentes en la
formulacion del complejo enzimatico Accellerase 1500° pueden ser inhibidas por la
concentracion de productos (celobiosa y glucosa) y que el proceso simultdneo reduce

ésta inhibicion favoreciendo la hidrélisis mas eficiente de la biomasa.

Se realizé la produccion de etanol por sacarificacion y fermentacibn en etapas
separadas, en la cual la fermentacion se llevé a cabo a una temperatura de 37 °C y pH
5, con lo que se obtuvo un rendimiento de etanol de 87.33% del maximo tedrico, un
valor aceptable pese a que las condiciones de fermentacion no fueron las éptimas

para la levadura.

En la sacarificacién y fermentaciéon simultaneas se logré6 aumentar la eficiencia de
sacarificacion en un 14.76% comparado con la SFES, lo que resultdé en un mayor

rendimiento final de etanol.

En la sacarificacion y fermentacién simultaneas la eficiencia de la fermentacion fue de
52.52% del maximo tedrico a las 48 horas, valor mas bajo que el obtenido en SFES
(87.33%), aun asi, la produccion final de etanol fue mayor debido al aumento en los

azucares disponibles liberados por la hidrélisis enzimatica de la biomasa.

El bagazo de sorgo dulce puede ser considerado como materia prima para la

produccion de bioetanol de segunda generacion.
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PERSPECTIVAS

Para poder utilizar el sorgo dulce como materia prima para la produccion de etanol

celulésico mediante la técnica de sacarificacion y fermentacién simultdneas es

importante optimizar el proceso, para lo cual se propone:

Optimizar el tiempo de pretratamiento termoquimico del bagazo.

Estudiar la composicién de los residuos del pretratamiento para determinar si
pueden ser usados en algun otro proceso para darles valor agregado.

Realizar micrografias utilizando un microscopio electrénico de barrido para
obtener detalles de la estructura del bagazo después de cada etapa y poder
explicar el mecanismo de accibn de los reactivos involucrados en el
pretratamiento y de las enzimas en la sacarificacion.

Determinar la composicion del bagazo de sorgo después del pretratamiento
para medir la remocion de lignina.

Comparar entre diferentes tipos de preparados enzimaticos comerciales para
determinar si Accellerase 1500° es la mejor opcion para ser usado en conjunto
con un pretratamiento basico-oxidativo y bagazo de sorgo dulce.

Diseflar una técnica que permita aumentar la carga de sustrato por arriba del
13% en el proceso de sacarificacion enzimatica.

Utilizar una cepa de un microorganismo fermentativo que sea capaz de llevar a
cabo fermentaciones eficientes a temperaturas lo mas cercanas a los 50 °C.

Optimizar los pardmetros utilizados en la sacarificacion y fermentacion
simultdneas para incrementar la eficiencia en la fermentacion.
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ANEXO 1

Determinacién de Azucares Reductores
La curva de calibracion de azucares reductores se obtuvo graficando el promedio de
las absorbancias (de tres repeticiones) y las concentraciones probadas. Se utilizé

glucosa como estandar.

Preparacion del reactivo de DNS y determinaciéon de azlcares reductores.

Reactivo de DNS

Se requieren los siguientes reactivos en su orden respectivo:

e Tartrato de sodio y potasio 200g-L*
e Fenol 2g-L*t

e Meta bisulfito de sodio 0.5g-L"
e Hidroxido de sodio 10g-L*!

e DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico) 10 g-L™

Disolver los reactivos en 600 mL de agua destilada, al final agregar el DNS poco a

poco hasta lograr una completa disolucién, aforar a un litro.

Para determinar los azucares reductores se afiaden 1.5 mL de la solucién DNS a 0.5
mL de la solucién problema (jugo crudo homogenizado o jugo hidrolizado), se agita y
se coloca en un bafio Maria a punto de ebullicion durante 15 minutos, se enfria a
temperatura ambiente y se agregan 8 mL de agua destilada, se agita y se lee en un
espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 550 nm. Esto se realiza por triplicado. La
cantidad de azucares reductores se obtiene al comparar la el promedio de las lecturas
absorbancia obtenidas con una curva de calibracion. Curva de calibracién de dextrosa:
Se obtiene al graficar la absorbancia de soluciones de dextrosa con un rango de

concentracién 0.1 a 1.0 g-L™ contra concentracion.
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Determinacion de Etanol
La curva de calibracion de etanol se obtuvo graficando el promedio de las
absorbancias (de tres repeticiones) y las concentraciones probadas. Se utilizé etanol

anhidro como estandar.

Preparacion del reactivo de dicromato de potasio y determinaciéon de etanol.

Reactivos
e Dicromato de potasio 36.76 g-L™*
e Acido sulfurico 325 mL

Se diluye el acido sulftrico en 400 mL de agua destilad, se deja enfriar y se agrega el
dicromato diluido en 200 mL de agua destilada, se afora a un litro.

A 1 mL de muestra se agregan 2 mL de solucion de dicromato de potasio y se agita,
se deja reposar durante 10 minutos, se agregan 5 mL de agua destilada, se agita y se

lee en espectrofotbmetro a 585 nm (por triplicado).

La cantidad de etanol presente en la muestra se obtiene al comparar el promedio de
las lecturas absorbancia obtenidas con una curva de calibracion de etano. Curva de
calibracion de etanol: Se obtiene al graficar la absorbancia de soluciones de etanol con
un rango de concentracion 2 a 20 g-L™* contra concentracion. La densidad del etanol
es de 0.789 g-mL™.
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