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TITULO: TRANSFORMACION MICROBIANA DEL BAGAZO DE CANA PANELERA EN
AZUCARES FERMENTABLES UTILES PARA LA OBTENCION DE BIOETANOL"

FRANK CARLOS VARGAS TANGUA, WILLIAM GUERRERO SALAZAR**
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Cafia panelera.

RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la potencialidad del bagazo de cafia panelera pretratada con
microorganismos aislados y seleccionados del mismo, para la produccion de azlcares
fermentables (tiles para la produccién de etanol, se probaron once (11) diferentes cepas
bacterianas y siete (7) diferentes cepas de hongos filamentosos en cuatro (4) medios de cultivos en
diferentes condiciones con el fin de obtener la mayor fraccion solubilizada de los componentes
lignoceluldsicos presentes. El bagazo se tratd en un medio de Fermentacion en Estado Sélido FES
con un contenido de humedad del 41,83% a 37°C en consorcio, con una duracion de 7 dias de
pretratamiento. El pretratamiento se realiz6 con los grupos de cepas mejor adaptadas y
compatibles, teniendo como criterio las pruebas cualitativas de Molisch, Fehling y Seliwanoff y las
pruebas cuantitativas para azUcares fermentables Multistix G10 con caracter selectivo y Fehling
cuantitativo. Se encontr6 que la mejor condicion para el pretratamiento es a pH de 3,2 vy
temperatura de 37°C, con concentraciones de inéculo mayores a 2,0%10° esporas fungicas/ml. En
estas condiciones se solubilizé el 40,36%, 52% y 99,45 % de la celulosa, hemicelulosa y lignina
respectivamente y se generd una concentracion de azlcares reductores por prueba de Multistix
G10 que se encuentra en un rango entre los 500 mg/ml y 2000 mg/ml. Los datos se validaron
estadisticamente con un test de varianza ANOVA y un test de separacion de medias de Tukey. La
produccion de azucares reductores, las condiciones del pretratamiento bioldgico y la alta fraccion
de solubles obtenidas (55,94%) convierten al bagazo de cafia panelera en una biomasa con
potencial para la generacion de azucares reductores y solubles.

* Trabajo de monografia para optar al titulo de especialista en quimica ambiental.

* ’ . 'NT .z , . . . .
* Escuela de quimica, programa de especializacion en quimica ambiental. Directora Dra. Graciela Chalela
Alvarez.
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TITLE: MICROBIAL TRANSFORMATION SUGARCANE BAGASSE INTO
FERMENTABLE SUGARS USEFUL FOR OBTAINING BIOETHANOL

FRANK CARLOS VARGAS TANGUA, WILLIAM GUERRERO SALAZAR**

Keywords: Microbial pretreatment, pulp, bagasse, solid state fermentation, sugarcane and
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ABSTRACT

Having as aim evaluate the potential of the bagasse of sugar cane pretreated with microorganisms
isolated and selected of the same one for the production of fermentable sugars useful for the
production of ethanol, there were proved eleven (11) different bacterial strains and seven (7)
different strains of filamentous fungi in four (4) culture media in different The bagasse treated itself
in a way of solid-state fermentation with a content of dampness of 41,83 % to 37°C in consortium,
with a duration of 7 days of pretreatment. The pretreatment carried out with the groups and
compatible of better adapted strains, taking as a criterion the qualitative tests of Molisch, Fehling
and Seliwanoff and the quantitative tests for fermentables sugars Multistix G10 with selective
character and quantitative Fehling. One thought that the best condition for the pretreatment is to pH
of 3.2 and temperature of 37°C, with concentrations of inoculate spores fungi major to 2x10°. In
these conditions solubilized 40,36 %, 52% and 99,45 % of the cellulose, hemicellulose and lignin
respectively and generated a reducing sugar concentration Multistix test G10 which is in a range
between 500 mg/ml and 2000 mg/ml, conditions in order to obtain the major solubilized fraction of
the lignocellulosic present components.

The data were statistically validated with ANOVA test and mean separation test of Tukey. The
production of reducing sugars, biological pretreatment conditions and high soluble fraction obtained
(55.94%) converted to sugarcane bagasse in a potential biomass for the generation of reducing and
soluble sugars.

* * Chemestry School, Environmental Chemical, Especialization Program. Management. Dra. Graciela
Chalela Alvarez.
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INTRODUCCION

Las posibilidades biotecnoldgicas del uso de microorganismos como trasformadores de
biomasa para la obtencién de azucares reductores industrialmente Gtiles, como alternativa
a las actualmente utilizadas de caracter quimico, fisico 0 mecanico son cuantificables en
especial las que se derivan de su habilidad bioguimica para utilizar vias metabdlicas
eficientes.

La disponibilidad de bagazo en Colombia actualmente se estima en algo mas de 200
millones de ton (50% humedad) y su uso mas generalizado es como combustible y méas
recientemente se utiliza de forma creciente para la cogeneracion de energia.

Uno de los principales inconvenientes de la utilizacion del bagazo de cafia panelera para
la obtencién de etanol, se relaciona con los bajos rendimientos del proceso y altos costos
de produccién requeridos para desarrollar la tecnologia, en donde se ha demostrado que
la aplicacion de pretratamientos mejora notablemente la eficiencia del sistema.

Los pretratamientos que se realizan a la biomasa lignocelulésica como la del bagazo
buscan reducir la cristalinidad de la misma, disociar el complejo lignina — celulosa,
aumentar el &rea superficial y disminuir o eliminar la presencia de sustancias que
interfieran, inhiban o dificulten su hidrélisis y posterior fermentacion.*

La esencia o asunto basico a tratar dentro del desarrollo del presente proyecto de grado
gira en torno a la evaluacion de la eficiencia de un pretratamiento biol6gico que emplea
microorganismos propios de la cafia panelera en la conversion de sus fibras en azucares
solubles utiles para la produccién de bioetanol.

La consecuencia l6gica de lo expuesto no puede ser otra que proponer un estudio que,
sin pretender cubrir todos los vacios de conocimiento existentes, contribuya en alguna
medida a la identificacién de tratamientos biolégicos en el pretratamiento del bagazo de
cafa para la obtencién de azucares reductores.

En tal sentido, el problema de investigacion radica en establecer, a lo largo del estudio,
los microorganismos que sean viables en el desarrollo de un método biolégico para el
pretratamiento y conversion de las fibras del bagazo de cafia panelera en azlcares
solubles utiles para la produccién de bioetanol y los procedimientos a desarrollarse para
permitir dicha accion.

En términos generales la investigacion se justifica al permitir establecer soluciones desde
la quimica ambiental a las deficiencias en los procesos productivos, con el animo de
mejorarlos y evitar efectos secundarios y nocivos sobre los recursos naturales, situacion
gue se mantiene acorde con la filosofia de la produccién mas limpia y asi no soélo
desarrollar tecnologias encaminadas al tratamiento de vertimientos, residuos y emisiones,
sino, innovar en el proceso mismo, para mitigar la generacién y concentracion de tales
residuos.

! HAMELINCK et al 2005; SUN y CHENG 2002, En: PERNALETE, Zoyeris, PINA, Francibel et all, Fraccionamiento del
bagazo de cafia de azlGcar mediante tratamiento amoniacal: efecto de la humedad del bagazo y la carga del amoniaco,
2008, Bioagro 20(1):3-10.
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Asi las cosas, serd preciso iniciar, para conocimiento global de quienes accedan al
presente trabajo, con un breve, pero concreto marco conceptual que recoja los elementos
tedricos que ayudan a definir el objeto de estudio que es principalmente la biomasa de
origen vegetal como bagazo de cafia panelera y ofrezca una comparacion entre los
diferentes métodos diferentes al bioldgico usados con el mismo fin, complementado con
una revision sobre los tipos de microorganismos Utiles o potenciales, considerando los
aspectos bioquimicos y metabdlicos que permiten comprender el potencial de su uso para
la produccion experimental de azucares reductores.

Es importante para la investigacion, y con fines académicos, enunciar las caracteristicas
estructurales del bagazo de cafia panelera y esbozar las variables de analisis fisico —
quimico para medir indirectamente la actividad enzimatica microbiana, asi como los
métodos para su medicidn, para que quienes nos consulten puedan asimilar este tema sin
necesidad de poseer la suficiente experiencia bioquimica, pues al fin y al cabo se trata
una tematica de las ciencias naturales desde la éptica ambiental.

Tal vez el aspecto neural del proyecto comienza con la fase experimental que se presenta
y ordena en dos aspectos transcendentales, uno de ellos se relaciona con la investigacion
microbiolégica que se realiz6 para obtener los microorganismos Utiles y seleccionar
aquellos con mayor capacidad celulolitica revisando la posibilidad de usar consorcios, el
segundo aspecto estuvo referido al andlisis fisico quimico de la biomasa utilizada, el
bagazo de cafia panelera, en dos momentos, previo y posterior al pretratamiento
microbiano.

Con el andlisis de cifras y sus consideraciones estadisticas se valoraron los datos
obtenidos durante el proceso, los que posibilitaron contar con bases sélidas que permitan
formular en una segunda instancia una discusioén y andlisis de la eficiencia comparativa.

Experimentalmente se aportan datos que permiten relacionar la capacidad metabdlica
celulolitica de los grupos de microorganismos a saber: bacterias y hongos filamentosos,
asi como un analisis de las condiciones de operatividad que relaciona la temperatura y el
pH con el crecimiento en medios de cultivos comerciales y modificados con extracto de
bagazo de cafia panelera.

Dentro del analisis experimental se muestra la aplicacion estadistica del andlisis de
varianza y determinacién de medias de Tukey, como un esfuerzo por valorar los datos
obtenidos durante el proceso

Se concluye con una discusion de los resultados que relacionan las respuestas de cada

una de las pruebas experimentales de pretratamiento microbiano en condiciones similares
de operacion que usan hongos filamentosos y bacterias celuloliticas.
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1. ENTORNO DE LOS BIOCOMBUSTIBLES

El bioetanol es un alcohol etilico deshidratado producido a partir de la fermentacion de
elementos de la biomasa que sean ricos en componentes azucarados, amilaceos vy,
lignocelulésicos.

Utilizando como oxigenante de la gasolina un 10% de etanol, en “Colombia se requeririan
1,5 millones de litros dia para suplir la demanda nacional o 675 000 litros diarios de
alcohol carburante para cumplir con las especificaciones legales en ciudades de mas de
500 000 habitantes™.

“A escala nacional se consumen en gasolina entre las principales ciudades del pais 42
457 barriles dia y a nivel nacional 93 857 barriles dia. Si se oxigenaran las gasolinas con
el 10% de etanol se requeririan inicialmente para suplir la demanda de las principales
ciudades 4 245,7 barriles dia'y 9 345,7 barriles dia para la demanda nacional™.

“No obstante, es necesario cubrir las ciudades del pais con mas de 500 000 habitantes,
de ahi la estimacion inicial de la creacion de 3 destilerias, con capacidad de 300 000 litros

dia, para cubrir la demanda actual y 5 destilerias para cubrir la demanda proyectada™.

Para analizar el material vegetal 6ptimo para la produccion de alcoholes el factor méas
importante es el contenido de azlcares totales, que corresponde al material que es
posible fermentar, de ahi la potencialidad de la cafia de azlcar o cafia panelera.

Adicional a ser la cafia una de las materias primas mas eficientes para la conversion de la
energia solar en biomasa, “Colombia cuenta con una gran cultura cafiera por lo que se ha

decido inicialmente, producir el etanol a partir de la cafia de aztcar”™.

En el mercado internacional se encuentran numerosos casos de paises que han tenido
experiencias beneficiosas a partir del etanol. En Estados Unidos el etanol se ha
convertido en un importante oxigenante para la gasolina, aumentando la capacidad de las
refinerias, reduciendo la polucién y proporcionandole un estimulo a la poblacién rural de
Norteamérica, “El etanol a base de maiz en Estados Unidos ha permitido Incrementar el
ingreso del campo en USD$4,5 billones anualmente, Ha generado 195 200 nuevos
empleos, Aumenta la generacién de impuestos en USD$450 millones, mejora en USD$2
billones la balanza comercial, genera USD$3,6 billones de ahorro al tesoro federal™.

Igualmente exitoso es el caso de Brasil, que ha sido el pais pionero en América del Sur en
la produccién de etanol. “Hoy, Brasil tiene la tecnologia y el equipamiento capaz de
mantener una produccién anual de 16 000 millones de litros y exporta tecnologia,

equipamientos y servicios”’.

2 Plan de negocios. Proyectos de alcoholes carburantes.

http://www.agrocadenas.gov.co/biocombustibles/documentos/otros/Proyecto_alcohol_carburante.pdf. Bogota. Colombia.
Febrero 2003.
% Ibid., p. 7.
* Ibid., p. 7.
® |bid., p. 8.
®Ibid., p. 9.
7 Ibid., p. 9.
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“El programa de alcoholes en Brasil significé la creacion de 250 000 empleos directos y
unos 2 millones de empleos indirectos, logrando incrementos en las remuneraciones del
sector agricola y la instauracion de importantes beneficios sociales para los trabajadores y

sus familias™.

Adicionalmente, paises como “Republica Dominicana, Perd, Ecuador y Panama adelantan
proyectos para adoptar la mezcla de etanol como oxigenante para las gasolinas de sus
respectivos paises”.

Al mezclarse con la gasolina el etanol permite obtener un nimero superior de octanos,
contribuye a la reduccién de la emision de gases efecto invernadero y téxicos, reduce la
importacibn de combustibles como la gasolina, estimula la produccién agricola y la
generacion de empleo.

En relacién con los estudios adelantados por agrocadenas®, especificamente en los
proyectos de alcoholes carburantes, el negocio de mezclar, inicialmente, la gasolina con
el 10% de alcohol etanol, beneficiaria al estado colombiano, sobre el supuesto de cinco
complejos agroindustriales, en: inversion en 63 mil nuevos empleos (USD$ 7,1 millones al
ano), inversion en bienestar y salud social (USD$ 4,6 millones al afio), ingresos por
impuestos de los complejos industriales (USD$11,3 millones anuales), beneficios sociales
(al generar herramientas para erradicacion de cultivos ilicitos y reduccion de violencia),
mejora en la balanza comercial al reducir importaciones (USD$15 millones anuales),
inversion de infraestructura en el campo, ingresos para la industria colombiana (como
minimo el 50% de las plantas se producirian con industria local). La cadena productiva
generara un incremento del 2,5% en el producto interno agricola, el comercio exterior se
beneficiard por la exportacion de 1,5 millones de barriles de gasolina que seran
sustituidos por el etanol, aumento de reservas petroleras, reduccion del 27% en emisiones
de monoxido de carbono, (de un 20% en hidrocarburos sin quemar y de 6 millones de
toneladas anuales de biéxido de carbono—CO,). Elementos responsables de la formacion
de smog en las ciudades y del efecto invernadero.

Uno de los frenos mas importantes al desarrollo y expansion generalizada del empleo de
los biocarburantes, segin el mismo estudio™, ha sido su elevado costo de produccion. No
obstante, ello no significa que no se puedan producir mejoras, que principalmente se
obtendran a través incremento del tamafio de las plantas, la mejora y la introduccion y
sustitucion de los cultivos tradicionales por cultivos especificos, asi como de una mayor
eficiencia y experiencia en el proceso.

El costo mas importante es el de la materia prima agraria, por lo gue no existe un Unico
tipo de produccién de etanol, sino que dependiendo de la materia prima empleada
encontraremos diferentes cifras de costos.

El referente mundial en la produccion de bioetanol como carburante es Brasil. “Los datos
fiables disponibles por la IEA (2004) para este pais arrojan un costo de 0,34$ para un

8 Ibid., p. 9.

® |bid., p. 10.

% bid., p. 10.

" Desarrollo agroindustrial de los combustibles en Castilla y leé6n. PREMIO COLECCION DE ESTUDIOS DEL CONSEJO
ECONOMICO Y SOCIAL DE CASTILLA Y LEON. Edicién 2006. www.cescyl.es/publicaciones/coleccion.php.
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contenido energético equivalente a un litro de gasolina. Estas cifras pueden ser hoy
incluso mas bajas gracias a las mejoras en la tecnologia productiva, la valorizaciéon de
algunos subproductos, la puesta en marcha de plantas de Ultima generacion, o la mejora

en la eficiencia de motores de vehiculos flexibles”*?.

Las estimaciones del costo de produccion de bioetanol en Europa presentan importantes
oscilaciones dependiendo de varios factores. “Las mas importantes son el pais donde se
lleva a cabo la produccion, el tamafio de planta, la materia prima empleada, y el origen
geografico de esta. La IEA (2004) estima unos costos para Alemania de 0,48$ por litro
(0,71$ en coste equivalente)™.

El bioetanol puede usarse como combustible para el transporte, “en porcentajes que
oscilan entre el 5% para vehiculos no adaptados, hasta el 85% para los denominados
vehiculos de carburante flexible, también llamados vehiculos flexifuel, flexibles o FFV
(flexible fuel vehicles), que pueden utilizar indistintamente gasolinas o bioetanol), o el
100% para vehiculos que utilizan exclusivamente bioetanol”**.

“La creciente demanda del etanol podra conducir los niveles de producciéon anual en el
mundo de 35 billones de litros (US$12 miles de millones) a 50 billones en los proximos 10

afios™®.

El actual nivel de precios del petréleo ha puesto a esta produccion como una alternativa
mas econdmica que los derivados del petréleo, no solamente en Brasil sino en todos
aquellos paises cuyos climas permiten la produccion masiva a partir de cafia. “En este
sentido, en la India se ha producido un importante despegue en la produccién y uso de
este combustible donde su presencia en la formulacion de las gasolinas tradicionales es
obligatoria en un porcentaje del 5%"*°.

El programa Brasilefio del alcohol combustible existe hace mas de veinte afios y demostrd
tres ventajas evidentes en relacion al uso de los derivados de petréleo. La primera esta
vinculada al desarrollo tecnoldgico y a la estrategia de suministro; la segunda, tiene
relacién con el desempefio de la economia y el nivel de empleo; la tercera es de caracter
ambiental (ASOCIACAO, DAS Industrias de azlcar e de alcohol do estado de Sao Paulo
— AIAA, 1997).

El reconocimiento y aceptacion del etanol como un aditivo que oxigene los combustibles
corrientemente utilizados en los automotores se ha extendido, en los Ultimos 5 a 6 afios,
mas alla de los Estados Unidos y Brasil. “Es asi como se han desarrollado actividades
evaluativas, legislativas, econémicas y de investigacion en varios paises de Asia, Africa,
Europa, Latinoamérica y Australia, buscando iniciar y aumentar el uso del etanol como
carburante (Shete, N., 2003)""'.

2 pid., p. 12.
'3 |bid., p. 13.
“lbid., p. 13.
% BRICENO, B. Carlos. ASPECTOS ESTRUCTURALES Y DE ENTORNO QUE ENMARCAN LOS PROYECTOS E
INVERSIONES PARA LA PRODUCCION DE BIOETANOL EN COLOMBIA.

http://www.cengicana.org/Portal/SubOtrasAreas/Etanol/Presentaciones/ArticuloProduccionBioetanolColombia.pdf. ~ Bogoté,
Colombia.

16 Desarrollo agroindustrial de los combustibles en Castilla y Ledn. Op. cit., p. 19.

7 BRICENO, Op. cit., p. 35.
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“Los aspectos de mayor impacto en los proyectos de produccion de etanol son la materia
prima y su disponibilidad permanente, la tecnologia utilizada (fermentacion,
deshidratacién, concentracion de efluentes, etc.), los efluentes producidos, la energia

requerida, la automatizacion y los costos de inversion™®,

En este sentido, “los productores de etanol en cada pais, deberdn evaluar las nuevas
oportunidades que vendran con la demanda del producto y la competencia entre
tecnologias, materias primas, tratamiento de efluentes, desarrollo de derivados y
subproductos y reduccién de costos de inversion, procesos y calidad”*®.

1.1 BIOETANOL ACUERDOS Y NORMAS

En Colombia durante los ultimos diez afios se adelantaron estudios técnico — econémicos
y ambientales para evaluar la factibilidad de entrar en la era del bioetanol y ante el
gobierno nacional y los departamentales se concretaron solicitudes sobre aspectos
juridicos y comerciales. Con el establecimiento de un programa nacional se buscé
concretar oportunidades para: cultivadores de cafia, maiz, yuca, sorgo, papa y
remolacha, firmas de |Ingenieria, constructores, instaladores, ambientalistas,
transportadores, reduccion efectiva de emisiones de CO2, apertura a los biocombustibles,
seguridad juridica para inversionistas privados, legislacién concreta y reglamentaciones
técnica, ambiental y de precios, estimulos tributarios (IVA, impuesto global y sobretasa).

Por medio de la “Ley 788 de 2002, se exonera al alcohol carburante del pago de los
impuestos actuales de la gasolina: impuesto global, impuesto al valor agregado (IVA),
”20

sobretasa (Articulos 31y 88)".

Sobre la fijacion de las caracteristicas de calidad del alcohol y las gasolinas oxigenadas y
la fijacion del porcentaje alcohdlico minimo del alcohol anhidro (99.5%), el “Ministerio de
Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial y el Ministerio de Minas y Energias presentaron
la resolucion 0447 de 2003

Por medio de la “resolucién 181710 de diciembre 23 de 2003, se fija un precio maximo y
se ajusta anualmente: 70% por la variacion del IPP. 30% restante, con base en la

devaluacion anual”?.

En la actualidad, la cafia panelera se utiliza con fines de produccion de alcohol
carburante, en éste sentido en Colombia se aplican normas como la Ley 693 de 2001
sobre el uso de alcoholes carburantes, se crean estimulos para su produccion,
comercializacion y consumo, destacando las acciones que han de cumplirse para proteger
el recurso natural y evitar los efectos negativos de la actividad, a través de programas de
prevencion, mitigacién y compensacion de impactos.

'8 |bid., p. 35.
* |pid., p. 36.
2 |hid., p. 36.
2! |bid., p. 36.
2 |bid., p. 37.
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1.2 MATERIAS PRIMAS PARA LA PRODUCCION DE ETANOL

1.2.1 Aspectos Socio politicos. En la ultima década los aspectos socio ambientales han
adquirido importancia, como la seguridad alimentaria y la contaminacion ambiental
generada por los subproductos de los procesos industriales y mas recientemente de los
agroindustriales.

En la mayoria de paises de Latinoamérica se evidencian aumentos considerables en la
demanda de productos culturalmente utilizados para la alimentacién humana con fines de
transformacion para la obtencion de combustibles, situacién que ha conducido entre otras
cosas a un fuerte aumento de los precios de los productos que forman parte de la canasta
familiar en éstos paises (trigo, soya y maiz principalmente); en este aspecto, Jacques
Diouf, director general del Programa Alimentario Mundial de las Naciones Unidas, sefiala
que: “los factores que han conducido a esta repentina subida de los precios, a saber, una
bajada de la produccion en los productos agricolas debida entre otras al cambio climatico,
niveles de existencias o reservas sumamente bajos, un consumo mas elevado de las
economias emergentes como China y la India, el altisimo costo de la energia y el
transporte y, sobre todo la demanda, cada vez mas alta, de produccion de
biocombustibles™.

Con la oscilacion en el precio del petroleo, la mayor preocupacion por la seguridad
energética y los efectos del calentamiento global, han ido creando las condiciones para
explorar otras fuentes de energia.

En ese contexto, surge con creciente interés la posibilidad de usar productos
agropecuarios como materia prima para la produccion de biocombustibles. Sin embargo,
el desarrollo de esta iniciativa a gran escala en los paises de la region conlleva una
situacion de alta complejidad, en el que deben intervenir numerosas variables de orden
econdémico, politico, tecnolégico, social, y principalmente las disponibilidades de suelos y
cultivos con ventajas competitivas para estos fines.

En el mismo sentido, La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), subray6 que “el aumento mundial de la produccion de biocombustibles
amenazaba el acceso a los productos alimenticios de las poblaciones pobres del Tercer
Mundo. A corto plazo, es muy probable que la expansion rapida de combustibles verdes,

a nivel mundial, tenga efectos importantes en la agricultura de América Latina”**.

Igualmente, se ha comprobado que “la produccién de biocombustibles se hace en
detrimento de los cultivos de plantas comestibles utilizando las reservas de agua,
desviando tierras y capitales, lo que origina un aumento de precios de los productos
alimenticios, y pondrd en peligro el acceso a los viveres a los sectores mas

desfavorecidos™. “Las desastrosas consecuencias sociales de esta politica son

% THE ASSOCIATED PRESS, «La communauté internationale confrontée a une sérieuse crise alimentaire», 14 de abril de
2008.
z: REUTERS, «La FAO met en garde contre les biocarburants», 15 de abril de 2008.

Ibid,. p. 41.
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facilmente previsibles cuando se sabe que la inseguridad alimentaria ya afecta a 854

millones de personas”?®.

En relacion con los informes suministrados por la FAO y La Organizacion Mundial del
Comercio, Colombia no forma parte del grupo de paises de América Latina con alto riesgo
por desabastecimiento de comida.

En este sentido, y segun el ministro de Agricultura y Desarrollo Rural, “el pais esta
blindado ante la silenciosa embestida de la crisis alimentaria actual, resultante
primordialmente del aumento en los precios internacionales de los ultimos 16 meses: 135
por ciento del arroz, 116 por ciento del trigo, 93 por ciento de la soya y 41 por ciento del

maiz’?’.

“El blindaje alimentario nacional se deriva de un nivel de autosuficiencia del 90 por ciento.
El consumo nacional de productos agropecuarios es de 33,1 millones de toneladas. El
pais se abastece con 25 millones de toneladas producidas localmente y 8,1 millones de
toneladas que se importan. De las importaciones totales, sobresalen 4,8 millones de ton.
gue no son alimentos, pues corresponden a cebada cervecera, ademas de maiz amarillo

y preparaciones empleadas en el sustento animal por la industria de pollo y cerdo”?.

En este sentido es importante destacar que dicho blindaje debe ser fortalecido, con el
desarrollo e implementacion de una serie de estrategias que permitan la competitividad
del sector, entre las que se destaca el desarrollo de la ciencia y tecnologia que permitan
ser mas eficientes y competitivos los sistemas productivos actuales, ya que de lo contrario
el incremento de precios de las materias primas e insumos requeridos por el sector
agropecuario nacional, pueden llegar a motivar en un momento dado un alza de precios
significativo en los alimentos en el territorio.

1.2.2 Disponibilidad de Substratos. El maiz es la materia prima empleada mas
comunmente en EE.UU. La EIA (2004) se estima un costo por litro en el entorno de 0,29%
(costo equivalente al litro de gasolina de 0,433$), para la produccion en nuevas plantas con
una capacidad en el entorno de las 200 000 toneladas al afio.

En el contexto Europeo, el trigo es la principal materia prima utilizada; el maiz es la
materia prima basica en los Estados Unidos (MacDonald, et al, 2001), mientras que es la
melaza o miel de cafia, la predominante en el continente sudamericano, especialmente en
paises como Brasil, donde se dan caracteristicas Optimas para el cultivo de la cafia de
azucar (Rosillo Calle y Cortez, 1996).

En areas tropicales y subtropicales se estd desarrollando para un aprovechamiento
energético en la produccion de bioetanol el cultivo de la yuca (Manihot esculenta), una
planta de origen tropical o subtropical que presenta elevados rendimientos. Al tratarse de
cultivos poco exigentes, cabe esperar una importante expansion de los mismos en estas
areas.

% ORGANISATION DES NATIONS UNIES POUR L’ALIMENTATION ET L’AGRICULTURE. L’état de I'insécurité alimentaire
dans le monde 2006 (Roma: FAO, 2006), p. 8.

? ESPINOZA FENWARTH A. Colombia y la crisis de alimentos. En : Portafolio.com.co. El portal de economia y negocios.
Bogota. 2008.

% |bid., p. 12.
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1.3 FUENTES DE BIOMASA PARA LA FERMENTACION

Un aspecto fundamental inherente del concepto de bioproceso industrial es la utilizacion
por parte de ésta de materias primas renovables, lo que en su conjunto se denomina
biomasa. La biomasa es el resultado del crecimiento de organismos fotosintéticos, que
realizan la fijacion del CO, atmosférico en forma de compuestos organicos y biopolimeros
a expensas de la energia solar. “Una de las caracteristicas principales de la utilizacion de
la biomasa es que, al contrario de lo que ocurre con los productos derivados de las
materias primas fosiles (no renovables), presenta un balance de CO, neutro desde el
punto de vista medioambiental’®. Es decir, que la cantidad de CO, que se libera a la
atmésfera al final del ciclo de vida de los bioproductos es idéntica a la cantidad de CO,
previamente captada durante la formacion de la biomasa.

La biomasa puede ser de origen terrestre (plantas y sus derivados) o marino (algas y
microorganismos fotosintéticos). La utilizacién y explotacién de la biomasa marina, si bien
presenta un enorme potencial futuro, es en la actualidad meramente testimonial y no
supone una alternativa real a la biomasa terrestre. Por ello, este capitulo se centrara
exclusivamente en la biomasa vegetal terrestre, es decir, en la biomasa derivada del
crecimiento de las plantas y de los materiales derivados de éstas.

Cuadro 1. Clasificacién de la Biomasa Vegetal

Biomasa vegetal

Biomasa Forestal Biomasa agricola

Cultivos de uso especifico no

Mader ifico. : .
adera de bosque uso especifico alimentario.

Madera derivada de operaciones de . Lo .
Residuos primarios de cultivos

Primari limpiez mantenimien Primari - .
aria pieza y antenimiento  de aria alimentarios.
bosques.
Residuos derivados de la explotacién .
Hierbas y pastos.
maderera.

Residuos de industrias de primera y

. Residuos de industrias
segunda transformacion de la

agroalimentarias.

Secundaria | madera. Secundaria
Residuos de industrias de pasta de Residuos de explotaciones
papel y papeleras. ganaderas.
. Residuos sdlidos urbanos (fraccion
Residuos urbanos de madera. .
. . organica).
Terciaria Terciaria
. .- Fangos de depuradoras de aguas
Residuos urbanos celuldsicos. .
residuales.

Fuente: Adaptado de Gateway to a More Sustainable Future.

La biomasa vegetal, segun su origen, se puede clasificar en dos grandes grupos:
“biomasa forestal y biomasa agricola. Cada una de ellas, a su vez, puede ser dividida en
tres subgrupos (primaria, secundaria y terciaria), de acuerdo con el punto de la cadena
productiva del cual se deriva™®. “La biomasa primaria corresponde a la obtenida
directamente de las explotaciones forestales o agricolas; la secundaria corresponde a los

* WHITE BIOTECHNOLOGY: ‘Gateway to a More Sustainable Future” EuropaBio, Bruselas, Bélgica. 2003
www.europabio.org/documents/100403/Innenseiten_final_screen.pdf.

¥ PERLACK, R.D., WRIGHT, L.L., TURHOLLOW, A.F., GRAHAM, R.L., STOKES, B.J. y ERBACH, D.C. “Biomass as
feedstock for a bioenergy and bioproducts industry: the technical feasibility of a billion-ton supply”. Oak Ridge National
Laboratory, Oak Ridge, Tennessee, Estados Unidos. 2005 www.feedstockreview.ornl.gov/pdf/billion_ton_vision.pdf.
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residuos de biomasa que se generan en las industrias transformadoras de las materias
primas primarias; y la terciaria hace referencia a los residuos urbanos, generados por la
actividad humana™*.

1.3.1 Biomasa forestal. Aparte de los usos tradicionales de la madera como materia
prima para las industrias madereras, del papel y de la pasta de papel, la biomasa forestal
se utiliza fundamentalmente en la produccion de bioenergia, mediante su combustion.

La biomasa forestal esta constituida fundamentalmente por los materiales lignoceluldsicos
de naturaleza fibrosa que forman parte de la pared celular que recubre las células
vegetales, en cuya composicion se distinguen tres tipos de biopolimeros: celulosa,
hemicelulosa y lignina. La celulosa es un polisacarido lineal constituido por unidades de
glucosa (hexosa); las hemicelulosas son heteropolisacaridos constituidos por diversos
monosacaridos, entre los que predomina la xilosa (pentosa); la lignina es un polimero
entrecruzado constituido por unidades basicas de naturaleza variada, entre las que
predominan los grupos aromaticos fendlicos.

El aprovechamiento de la biomasa forestal lignoceluldsica en el &mbito de la biorrefineria
requiere en primer lugar la separacion de la misma en sus tres componentes basicos. A
partir de aqui, cada componente debe seguir caminos separados. “La fraccion de celulosa
debe ser hidrolizada enzimaticamente en sus unidades basicas (glucosa), que sirvan
posteriormente como sustrato para fermentaciones. La fraccidbn de hemicelulosa puede
ser tratada quimicamente para producir furfural y sus derivados, o bien, al igual que la
celulosa, ser hidrolizada enziméticamente en sus monosacéaridos y ser utilizada como
sustrato de fermentaciones. La fraccion de lignina puede ser despolimerizada para
aprovechar los compuestos aromaticos o puede ser gasificada a gas de sintesis”*.

Dentro de la biomasa de origen forestal se pueden establecer los siguientes grupos:

+ Madera de bosques de uso especifico. Las explotaciones forestales estan
fundamentalmente dirigidas a la industria maderera y del papel y pasta de papel, por lo
que éstas quedarian en principio excluidas de su utilizacién en bioprocesos. Si podrian,
en cambio, considerarse aquellas explotaciones cuyo destino es la produccién de lefia y
biomasa para generacién de energia. “Dentro de este grupo se incluirian los denominados
cultivos forestales de rotacion corta (short rotation), que hacen referencia al cultivo de
arboles (normalmente alamos, chopos, sauces, arces) en disposiciones extremadamente
densas, recolectados a intervalos de 3-4 afios y regenerados a partir de los tocones, con
una esperanza de supervivencia de al menos 5 rotaciones”.

* Madera derivada de operaciones de limpieza y mantenimiento de montes. “Los
bosques, tanto los que tienen un uso maderero o de otra indole, como los que no son
econOmicamente explotados (&reas protegidas o recreativas), necesitan operaciones
periddicas de limpieza y mantenimiento, que mantengan su buena salud y ayuden a evitar

S WRIGHT, L.L., BOUNDY, B., PERLACK, R.D., DAVIS, S. Y SAULSBURY, B. “Biomass Energy Data Book: Edition 1”. Oak

Ridge National Laboratory, Oak Ridge, Tennessee, Estados Unidos. 2006
cta.ornl.gov/bedb/pdf/Biomass_Energy_Data_Book.pdf.
* |bid., p. 23.

¥ “GROWING SHORT ROTATION COPPICE”. Department of Environment, Food and Rural Affairs (DEFRA), Reino Unido.
2002 www.defra.gov.uk/erdp/pdfs/ecs/src-guide.pdf.
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sucesos como los incendios forestales™. Entre estas operaciones se pueden incluir
actividades como la eliminacion de arboles dafados o enfermos, el desbroce del exceso
de masa vegetal y la creacion de cortafuegos.

Todas estas actividades generan importantes cantidades de biomasa que podrian ser
susceptibles de ser utilizadas como materia prima en bioprocesos.

* Residuos derivados de la explotacion maderera. El aprovechamiento maderero de la
masa arbdrea se circunscribe a los troncos de los arboles, quedando el resto de partes la
mayoria de las veces desaprovechadas y abandonadas en los mismos lugares en que se
generan, a causa de su no rentabilidad. “Estos residuos, que corresponden basicamente a
la biomasa perteneciente a las copas de los arboles, que incluye ramas de diversos
tamafios y calibres y la masa foliar, se obtienen tras las operaciones de corta, saca y
transporte a pista’®. Para mejorar las condiciones de transporte y obtener un producto
mas manejable y de granulometria homogénea, es necesario realizar tratamientos in situ
como el astillado y la compactacion.

* Residuos de industrias de primera y segunda transformacién de la madera.
“Dentro del primer grupo se incluirian los aserraderos e industrias madereras, y dentro del
segundo las industrias que utilizan esos productos primarios, como la industria del
mueble, de embalajes y auxiliar de la construccién. Los residuos que generan este tipo de
industrias constituyen un conjunto de materiales heterogéneos tales como astillas,
cortezas, serrin, recortes, cilindros, finos y otros”®. Su tratamiento y manejo se realiza en
las mismas instalaciones donde se producen, existiendo equipos adecuados para ello.

* Residuos de industrias de pasta de papel y papeleras. “En la manufactura de los
productos del papel, la madera es convertida en fibra utilizando diversas tecnologias
guimicas y mecanicas de procesado. La aplicacion de la tecnologia més frecuente (Kraft
pulping) convierte aproximadamente la mitad de la madera en fibra, mientras que la otra
mitad se convierte en el denominado licor negro, un subproducto que contiene la fibra de
madera no utilizada (rica en lignina) y diversos productos quimicos valiosos™'.
Generalmente, estas instalaciones queman el licor negro para producir energia para
alimentar parte de sus propias necesidades energéticas. Este licor negro podria utilizarse
en la biorrefineria como materia prima para la obtencion de productos tales como
adhesivos naturales y compuestos aromaticos, y para la produccion de gas de sintesis
mediante tecnologias de gasificacion.

* Residuos urbanos de madera y celulésicos. Los residuos incluidos en este apartado
corresponden a los residuos sélidos urbanos de madera, tales como muebles y desechos
de construccion y demolicién, y de celulosa, como residuos de papel y cartén.

1.3.2 Biomasa agricola. En un sentido amplio, la biomasa agricola es la producida en
terrenos de uso agricola. La mayor parte corresponde a los cultivos dedicados a
alimentacién humana y animal que, por razones obvias, no puede ser utilizada como

% PERLACK. Op. cit., p. 17.

% ESPANA. Plan de Energias Renovables, 2005-2010. Instituto para la Diversificacion y Ahorro de Energia (IDAE),
Ministerio de Industria, Turismo y Comercio. Espafia. 2005 www.idae.es/central.asp?m=p013&t=3#.

% ESPANA. Plan de Energias Renovables, 2005-2010. Op. cit., p. 19.

%" PERLACK. Op. cit., p. 17.
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materia prima para bioprocesos industriales, salvo los posibles excedentes generados en
ese tipo de cultivos que no puedan ser dedicados para tales fines. “Por tanto, en este
apartado se hara referencia inicamente a los denominados cultivos no alimentarios, a los
residuos primarios de los cultivos alimentarios, a las hierbas y pastos, y a los diversos
residuos que se generan a partir de la biomasa primaria a lo largo de la cadena de

produccion y consumo”®.

La biomasa agricola constituye un conjunto heterogéneo de materiales de naturaleza y
composicion diversos, entre los que se incluyen almidén, azlcares, celulosa y
lignocelulosa, grasas y aceites, proteina y otros. Ello implica que su procesado debe
seguir rutas y tecnologias diversas dependientes del tipo de material considerado,
cuestion que claramente la diferencia de la biomasa forestal, que presenta una elevada
homogeneidad (materiales lignoceluldsicos). Sin embargo, este aspecto que, por un lado
puede dificultar su manejo y procesado, supone por otro lado una gran ventaja, ya que
debe permitir una mayor diversificacion de los bioproductos potencialmente obtenibles, en
comparacion con la biomasa forestal.

Dentro de la biomasa de origen agricola se pueden establecer los siguientes grupos:

» Cultivos de uso especifico no alimentario. En este contexto, el concepto no
alimentario no significa que sean cultivos no aptos para su uso en alimentacion humana o
animal, sino que, aun siéndolo en muchos casos, se les da un destino distinto del
alimentario. “Asi, por ejemplo, en este grupo se pueden encontrar cultivos que se pueden
emplear en alimentacion humana (maiz y otros cereales, legumbres, semillas
oleaginosas, cafia de azlcar, remolacha azucarera) o animal (alfalfa), asi como otros de
uso exclusivo no alimentario (cardo). Los denominados cultivos energéticos, es decir,
cultivos destinados a la produccion de biocombustibles y energia™®, también se incluirian
en este grupo. Los cultivos no alimentarios pueden ser herbaceos o lefiosos, incluyéndose
en este Ultimo grupo los cultivos forestales de rotacion corta que, si bien por su naturaleza
son de tipo forestal, algunos autores los incluyen dentro de los cultivos agricolas por
realizarse generalmente en terrenos de uso agricola.

Los cultivos no alimentarios se pueden clasificar en diversos grupos segun distintos
criterios. Uno de los criterios quizas mas ilustrativos sea el del tipo de materia prima
predominante y de mayor valor en la biomasa vegetal. De acuerdo con este criterio se
podrian establecer los siguientes grupos: cultivos de almidén, de azucar, oleaginosos,
fibrosos y otros cultivos. En los primeros se pueden distinguir dos tipos, los cereales
(maiz, trigo, cebada, avena, sorgo) y la patata; en los segundos se encuentran la cafia de
azucar y la remolacha azucarera; los oleaginosos son cultivos que producen semillas ricas
en aceites vegetales, tales como la soja, la colza, el lino y el girasol; entretanto, los
fibrosos, son cultivos que se caracterizan por la naturaleza fibrosa de las plantas (tallos), y
que tradicionalmente han sido utilizados en la industria textil; y entre los otros cultivos se
incluyen los no facilmente clasificables en los grupos anteriores, entre los que se destacan
el cardo y la alfalfa.

* Ibid., p. 18.
% ESPANA. Plan de Energias Renovables, 2005-2010. Op. cit., p. 21.
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Una completa y valiosa informacién sobre los cultivos no alimentarios (o cultivos
industriales) se puede encontrar en la pagina web de IENICA (Interactive European
Network for Industrial Crops and their Applications®®), proyecto financiado por la DG
Research de la Comision Europea.

“Un aspecto importante que puede ser de gran interés es la posibilidad de modificar
genéticamente algunos de estos cultivos (maiz, soja) para mejorar algunos aspectos
relacionados con su explotacion e incrementar su interés comercial (resistencia a
pesticidas y a plagas, incremento de productividad, modificaciones en su composicion,
etc.)”. En estos casos, la utilizacion no alimentaria de los cultivos genéticamente
modificados o transgénicos podria suponer una gran ventaja en su desarrollo y uso, ya
que previsiblemente contaria con una mejor aceptacion de la opinion publica, y podria
beneficiarse de un marco legislativo mucho menos restrictivo que el existente para los
usos alimentarios.

* Residuos primarios de cultivos alimentarios. Este apartado hace referencia a los
residuos y subproductos vegetales que se obtienen en los cultivos alimentarios y que
estan formados por aquellas partes de la planta que quedan tras retirar las fracciones de
interés alimentario. Se puede distinguir entre residuos lefiosos, los procedentes de las
podas de olivos, frutales y vifiedos, y residuos herbaceos, principalmente la paja de
cereales y el cafiote de maiz*>. En ambos casos, su composicion es principalmente
lignocelulésica, y presentan un marcado cardcter estacional. Actualmente, sus usos
principales son como forraje para alimentacion animal y para fines energéticos, ademas
de la fraccion que se deja en los mismos campos de cultivo para favorecer su
recuperacion y sostenibilidad. Su abundancia y bajo coste hacen de ellos una de las
materias primas de biomasa con mayor potencial de aprovechamiento en las futuras
biofactorias.

* Hierbas y pastos. En este grupo se incluyen las hierbas, pastos y plantas herbaceas
verdes que tradicionalmente se han utilizado como forraje en alimentacion animal.
“También se pueden incluir los cereales en sus fases tempranas, cuando son verdes y
aun no han producido el grano. Se componen principalmente de una fraccién sélida
fibrosa (lignocelulosa) y de otra liquida rica en proteina y pigmentos. Alternativamente se
pueden también emplear tras un proceso de fermentacion parcial (silage), tras el cual la
fraccion soluble se enriquece en azucares, acidos organicos y aminoacidos. Este tipo de
biomasa es el que se emplea en la denominada biofactoria verde™®.

* Residuos y subproductos de industrias agroalimentarias. Corresponden a los
residuos y subproductos de naturaleza y composicién variada que se generan en las
industrias de envasado, transformacion y elaboracién de alimentos. Entre ellas se podrian
citar las industrias aceiteras (orujo y alpechin), conserveras (restos de vegetales y frutas),

“0 IENICA (Interactive European Network for Industrial Crops and their Application). www.ienica.net.

“I PASTER, M., PELLEGRINO, J.L. Y CAROLE, T.M. “Industrial Bioproducts: Today and Tomorrow”. Department of Energy,
Estados Unidos. 2003. www.biomass.govtools.us/pdfs/BioProductsOpportunitiesReportFinal.pdf.

“2 ESPANA. Plan de Energias Renovables, 2005-2010. Op. cit., p. 23.

“ FOWLER, P.A., MCLAUCHLIN, A.R. Y HALL, L.M. “The Potential Industrial Uses of Forage Grasses Including
Miscanthus”. The National Non-Food Crops Centre (NNFCC), Reino Unido. 2003.
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de vinos (raspén, hollejo y semillas de uva), de cereales y derivados (cascaras),
cerveceras (grano y malta residuales), azucareras (melazas), molienda humeda del maiz
(licor de maceracion del maiz -corn steep liquor-, germen, gluten), de frutos secos
(cdscaras), queserias (lactosuero). Sus usos principales en la actualidad son el
compostaje y la aplicacién agricola directa, la alimentacién animal y la produccion de
alcohol.

* Residuos de explotaciones ganaderas. Proceden de las deyecciones del ganado,
fundamentalmente el estiércol y los purines, que pueden utilizarse ademas de como
abono y compostaje, para la generacién de biogas.

* Residuos sdlidos urbanos (fraccion orgénica). Son los residuos de naturaleza
organica resultantes de la actividad humana, tales como restos de comida, de jardineria y
otros materiales fermentables. Se utilizan en compostaje y para generar biogés.

* Fangos de depuradoras de aguas residuales. Son residuos producidos en los
procesos de depuracion de aguas residuales urbanas, y que pueden ser empleados en la
generacion de biogas para su aprovechamiento energético.

Idealmente, las futuras biofactorias integradas deberian tener la capacidad de utilizar
todas las fuentes de biomasa descritas en este capitulo. Sin embargo, por razones de
indole econdmico (rentabilidad), de disponibilidad y de eficiencia, no todas esas fuentes
de biomasa seran igualmente consideradas. Entre ellas, las que pueden presentar un
mayor potencial e interés son las denominadas fuentes primarias de biomasa, interés que
podria ser extensible a algunas de las fuentes secundarias (residuos de industrias
madereras, del papel y pasta de papel y algunas agroalimentarias). Por el contrario, no
parece muy probable que las fuentes terciarias presenten gran interés de cara a su
empleo en biofactorias.

1.3.3 Basados en materiales lignocelul6sicos. Dependiendo de la biomasa fuente los
materiales lignocelulésicos estan principalmente compuestos de celulosa (30-60%),
hemicelulosas (20-40%) vy lignina (10-30%). Los dos primeros son hidratos de carbono
estructurales (en contraposicion al resto, tales como la sacarosa, que son hidratos de
carbono de almacenamiento) mientras que la lignina es un polimero fendlico. Existen
diferentes ligninas en funcibn de la composiciébn porcentual de sus subunidades
constituyentes. En las figuras 1 y 2 pueden verse, respectivamente, las estructuras
guimicas de las principales subunidades constituyentes de las ligninas asi como sus
principales caracteristicas estructurales.

Las ligninas (del latin lignum, madera) son biopolimeros aromaticos ramificados y
reticulados que consisten en subunidades derivadas de fenilpropano [guayacilpropano (1
grupo metoxi en posicion orto con respecto al grupo OH del anillo aromatico),
siringilpropano (2 grupos metoxi, uno en cada posicion orto con respecto al grupo OH del
anillo aromético) y p-hidroxifenilpropano (sin grupos metoxi)] con un a&tomo de oxigeno (en
forma de grupo OH o de enlace O-C) en la posicion para y con de 0 a dos grupo metoxi
en las posiciones orto con respecto a dicho atomo oxigeno. A su vez, estas posiciones
orto pueden estar C- u O-sustituidas con sustituyentes diferentes del grupo metoxi. Las
subunidades de fenilpropano estan conectadas entre si por enlaces -3-O-4, 3-8, B-5, B-1y
5-5, de los cuales el mas comun es -B-O-4, o, alternativamente, existe formando parte de
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una serie de grupos finales caracteristicos (por ejemplo, unidades de cinamaldehido). En
la estructura de las ligninas también existen grupos quinoide. De una manera muy
resumida las ligninas también pueden definirse como biopolimeros fendlicos.

Figura 1. Estructuras quimicas de las principales subunidades constituyentes de las
ligninas. (1) guayacilpropano. (2) siringilpropano. (3) p-hidroxifenilpropano.

£ ~OCH;, HyCO™ i “~OCH, ;[/
OH OH OH

1 2 3
Fuente: E.K. Pye, in “Biorefineries — Industrial Processes and Products, Satus Quo and Future Directions

Figura 2. Principales caracteristicas estructurales de las ligninas
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Fuente: E.K. Pye, in “Biorefineries — Industrial Processes and Products, Satus Quo and Future Directions

Los diferentes procesos para obtener pasta papelera a partir de la madera dan lugar a la
obtencién de ligninas con diferentes caracteristicas. Todos ellos dan lugar a una
alteracion de la estructura original de la lignina excepto el mas reciente Organosolv.

Asi, por ejemplo, segin E.K. Pye*, la lignina procedente del proceso Kraft que usa una
combinacién de hidréxido de sodio y sulfuro de sodio para deslignificar la madera, es una

“ E K. Pye, in “Biorefineries — Industrial Processes and Products, Satus Quo and Future Directions. Vol. 2", Chapter 5, pp
165-200, Birgit Kamm, R. Gruber and Michael Kamm Eds, Wiley-VCH GmbH % Co. KGaA, Weinheim, 2006. ISBN: 3-257-
31027-4.
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lignina parcialmente despolimerizada en la que se han introducido grupos tiol en una
concentracion de aproximadamente 2-3% en peso, y la del método del sulfito porta grupos
sulfénicos dando lugar a los lignosulfonatos. La lignina procedente del proceso
Organosolv es una lignina no derivatizada de alta pureza, significativa reactividad quimica,
baja polidispersidad y bajo peso molecular. En este procedimiento, la madera se trata con
una disolucién acuosa de un disolvente (etanol, proceso Alcell; 4cido acético, proceso
Acetosolv; &cido formico, proceso Formacell, metanol, proceso Organocell) a altas
temperaturas y presiones (195°C, 28 atm en el proceso Alcell).

1.4 PRODUCTOS POTENCIALES A BASE DE LIGNINA
Los procedimientos para valorizar las ligninas podrian dividirse en los siguientes grupos:

» Utilizacion de polimeros: adhesivos para materiales derivados de la madera, aditivo
para cementos para aumentar la resistencia y la durabilidad a baja temperatura, etc.;

* Uso como componente de polimeros: correaccionante para la obtencién de polimeros
y resinas;

* Fraccionamiento en moléculas de bajo peso molecular: generacién de vainillita a
partir de lignosulfonatos de maderas blandas (proceso ya existente a nivel comercial);
produccion de dimetilsulfoxido; y

* Degradacion completa por pirolisis para obtener gas, productos oleosos y carbon.

La figura 3., muestra un esquema de una familia de productos quimicos basados en
ligninas. “La demetilacién alcalina via sulfuros se usa para la produccién de sulfuro de
dimetilo (DMS) a partir del cual puede obtenerse dimetilsulféxido (DMSO). Por adicion de

NaS y NaOH a 250-290°C pueden obtenerse hasta un 33% de sustancias fendlicas™.

Figura 3. Esquema de Una familia de Productos Basados en la Lignina
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Fuente: F. Enquist et al.; Tappi. 45, 128 (1962).

> F. ENQUIST et al.; Tappi. 45, 128 (1962).
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1.5 PRODUCCION DE PANELA Y LA GENERACION DE BAGAZO

La panela es la base del sustento de miles de familias campesinas, quienes producen en
unidades de pequefia escala, con mano de obra familiar y afrontan muchas dificultades
para modernizar su produccién y expandir sus mercados. S6lo un pequefio segmento de
la produccién se desarrolla de forma industrial y el resto se realiza en establecimientos
pequefios con capacidades de produccién inferiores a los 300 kilogramos de panela por
hora.

“Colombia es un importante productor de panela (el segundo en el mundo después de la
India) y el mayor consumidor per capita del mundo (37,4 Kg/Hab), aunque por su caracter
de producto no transable, la produccion se orienta casi completamente al mercado
interno, lo cual no le permite ampliar su demanda facilmente y se ve expuesto a la

competencia del aztcar, los edulcorantes sintéticos y las bebidas artificiales™®.

Teniendo en cuenta que el cultivo de cafia es una de las actividades agricolas de mayor
importancia socioecondmica en Colombia, en donde “ocupa el segundo lugar en
extension cultivada después del café, 61% dedicado a la produccién de panela, el 32% a

la produccion de aztcar y el 7% a mieles, guarapos y forrajes™’.

Se estima que “existen cerca de 70 000 unidades agricolas que cultivan la cafia panelera
y 15 000 trapiches en los que se elabora panela y miel de cafia. Ademas, genera
anualmente mas de 25 millones de jornales y se vinculan a esta actividad alrededor de
350 000 personas, es decir el 12% de la poblacion rural econdmicamente activa, siendo
asi el segundo renglén generador de empleo después del café”*.

Segun cifras de la FAO, 26 paises en el mundo producen panela. Colombia es el segundo
productor después de la India, con un volumen que representa el 10,3% de la produccién
mundial. Sin embargo, en términos de consumo por habitante, Colombia ocupa el primer
lugar con un consumo de 31,2 Kg de panela por habitante al afo, cifra que supera de
lejos al promedio mundial de 2,1 Kg/Hab y del mayor productor mundial, la India, cuyo
consumo fue de 8,4 Kg/Hab.

“En Colombia, la produccion de cafia panelera se concentra basicamente, en los
departamentos de Santander, Boyaca y Cundinamarca, los cuales absorben mas del 50%
del total producido™®. Es un producto eminentemente de economia campesina, el cual se
produce en casi todo el pais durante todo el afio. Constituye la economia basica de 236
municipios, en doce departamentos.*

La historia del cultivo de cafia en el departamento de Santander, se remonta al afio 1939,
época en la cual un buen nimero de campesinos santandereanos derivaron su sustento
de la venta de panela, que se elaboraba de manera rastica en viejos trapiches. Muchas

46 COLOMBIA. MINISTERIO DE AGRICULTURA Y DESARROLLO RURAL. Observatorio agrocadenas. La cadena
agroindustrial de la panela en Colombia, una mirada global de su estructura y dinamica 1992 — 2005. Bogota, 2005. p 23.
“"MARTINEZ, H. Acevedo, X. Caracteristicas y estructura de la cadena agroindustrial de la panela en Colombia. Ministerio
de agricultura y desarrollo rural. Bogota, Colombia. Mayo de 2003.

“8 RODRIGUEZ B., Gonzalo. La panela en Colombia frente al nuevo milenio. En Corpoica- Fedepanela, Manual de Cafia de
Azucar, 2000.

9 MARTINEZ, Op. cit., p. 35.

% |bid., p. 37.
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tierras de Bucaramanga, Piedecuesta, Rio negro, Floridablanca, Girén y especialmente la
zonha conocida como la Hoya del Rio Suarez, en donde convergen municipios del Sur de
Santander y el norte de Boyaca, se cultivaron con cafia. De hecho, en esta Ultima zona se
estima una produccion que oscila entre 45.000 y 60.000 hectareas sembradas.”*

Actualmente y segun la cadena agroindustrial de la panela, “el desarrollo de nuevos
productos derivados de la industria panelera avanza lentamente, especialmente en lo
concerniente a los usos alternativos de la cafia (alimentacion animal, alcohol carburante) y
de la panela (insumo de la industria de alimentos, farmacéutica, cosméticos, etc.).”52, todo
esto si se tiene en cuenta que entre el 20 y el 30% de la cafia procesada corresponde a
bagazo®, convirtiéndose éste en materia prima para obtener nuevos productos.

1.5.1 Caracteristicas fisico quimicas del bagazo. El bagazo es un material fibroso,
heterogéneo en cuanto a su composicién granulométrica y estructural, que presenta
relativamente baja densidad y un alto contenido de humedad, en las condiciones en que
se obtiene del proceso de molienda de la cafa.

“El contenido en cenizas del bagazo natural puede considerarse moderado, ubicandose
entre 2 y 5 % en base seca. Sin embargo, como consecuencia directa de la mecanizacion
de la cosecha, y sobre todo en época de lluvia, este parametro puede elevarse
considerablemente, llegandose a reportar valores extremos de 12 a 15 %™*. En los
cuadros 2, 3, 4 y 5 se muestran las caracteristicas fundamentales del bagazo de cafa.

Cuadro 2. Analisis inmediato (% base seca).

Caracteristica %
Carbono fijo 41,9
Volatiles 46,36
Cenizas (815°) 11,74

Fuente: MERENCIO D, GIRALDO G. Aproximacion experimental a la combustion del bagazo de cafia en
lecho fluidizado.

Cuadro 3. Analisis elemental (% base seca).

Caracteristica %
Carbono 42,54
Hidrogeno 5,17
Nitrogeno 0,63
Azufre 0,30
Oxigeno 39,62

Fuente: MERENCIO D, GIRALDO G. Aproximacion experimental a la combustion del bagazo de cafia en
lecho fluidizado.

*! http://www.banrep.gov.co/documentos/publicaciones/pdf/sant_1.pdf

*2 |bid. p. 23.

¥ VELASQUEZ ARREDONDO H, AGUDELO SANTAMARIA A, ALVAREZ GONZALEZ J. Mejorando la produccién de
panela. En : Revista de agroecologia LEISA. Vol 21. 2005.

>* MERENCIO D, GIRALDO G. Aproximacion experimental a la combustién del bagazo de cafia en lecho fluidizado. Espafia.
p4.
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Cuadro 4. Analisis sélidos (% base seca)

Lignocelulésicos 45%
Sélidos insolubles 2-3%
Sélidos solubles 2-3%
Humedad 50%

Fuente: Vaz Rossell Carlos Eduardo. Grupo energia — proyecto etanol.

Cuadro 5. Andlisis celulosa (% base seca)

Bagazo integral | Fibra | Medula
Celulosa% 46,6 47,7 41,2
Hemicelulosa% 25,2 25 26
Lignina% 20,7 19,5 21,7

Fuente: Vaz Rossell Carlos Eduardo. Grupo energia — proyecto etanol.
1.6 BIOMASA LIGNOCELULOSICA

La celulosa y la hemicelulosa son los principales componentes de las paredes celulares
de las plantas y los materiales biol6gicos mas abundantes sobre la tierra. Estos
compuestos polisacaridos estan conformados por azlcares; estos Ultimos pueden ser
obtenidos mediante hidrélisis enzimética. Algunos residuos urbanos, industriales,
agroindustriales y otros, contienen una cantidad significativa de estos compuestos. Sin
embargo, muchos de ellos son desechados o incinerados, contribuyendo a las emisiones
de di6xido de carbono®, y por lo tanto al calentamiento global.

En este contexto, “los materiales ricos en celulosa son una alternativa ante la fuerte
disminucién de combustibles fésiles que se da hoy dia en el mundo®®; por su composicion
pueden ser tratados fisicoquimica o biolégicamente previos a la hidrélisis enziméatica para
la produccion de azlcares fermentables, materia prima para biocombustibles™’. “Los
residuos lignocelulésicos constituyen una fuente de energia renovable y abundante, y no
afectan la disponibilidad de alimentos. Ademas, pueden utilizarse en la produccion de

alimentos para animales y productos quimicos”®.

En el mundo se llevan a cabo gran cantidad de estudios para desarrollar la produccion a
gran escala de alcohol a partir de biomasa lignocelulésica. Los materiales que mas se han
investigado son madera y residuos forestales, papel reciclado y residuos de la industria
papelera, bagazo de cafa, desechos agricolas (hojas, ramas, hierba, frutas, paja, etc.) asi
como residuos solidos urbanos. “Se ha estimado un valor de 6 para la relacion
salida/entrada de energia en el caso de la produccién de etanol a partir de biomasa™®, es
decir, la relacion entre la energia liberada durante la combustion de alcohol y la energia

necesaria para su produccién considerando todo el ciclo de vida del producto desde la

% VEGA JM, CASTILLO FY, CARDENAS F. La bioconversion de la energia. Madrid: Piramide; 1983.

% KUHAD RC, SINGH A, ERIKSSON KE. Microorganisms enzymes involved in the degradation of plant fiber cell walls. Adv
Biochem Eng Biotechnol. 1997; 57: 45-125.

¥ DETROY RW, JULIAN G. Biomass conversion: Fermentation chemicals and fuels. CRC. crit. Rev Microbiol. 1982; 10:203-
228.

8 BHAT MK. Cellulases and related enzymes in biotechnology. Biotech Adv. 2000; 18(5):355-383.

% Berg C (2001) World Fuel Ethanol. Analysis and Outlook. www.agra-europe.co.uk/FOLstudies/ FOL-Spec04.html
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extraccion de las materias primas y los insumos requeridos, pasando por su transporte,
hasta el proceso de transformacién hasta bioetanol.

Lo anterior hace a esta materia prima muy atractiva, “en especial en paises que no
cuentan con la facilidad de producir grandes cantidades de cafia de azucar. El valor de
esta relacién para el etanol producido a partir de almidén de maiz es de 1,1-1,2"° “y a
partir de cafia de azlcar es de 8”°'. El principal reto en la produccién de etanol a partir de
biomasa lignocelulésica es el pretratamiento e hidrélisis de la materia prima. El complejo
lignoceluldsico estd compuesto principalmente de una matriz de carbohidratos compuesta

de celulosa y lignina enlazada por cadenas de hemicelulosa.

El pretratamiento tiene como objetivo desintegrar esta matriz de tal manera que la
celulosa reduzca su grado de cristalinidad y aumente la celulosa amorfa, que es la mas
adecuada para el posterior ataque enzimatico. Adicionalmente, la mayor parte de la
hemicelulosa se hidroliza durante el pretratamiento y la lignina se libera o puede incluso
descomponerse.

En una etapa posterior, la celulosa liberada es sometida a hidrolisis enzimética con
celulasas exdgenas, lo cual hace que se obtenga una solucién de azlcares fermentables
gue contiene principalmente glucosa, asi como pentosas resultantes de la hidrélisis inicial
de la hemicelulosa. Estos azlcares son posteriormente convertidos en etanol mediante
microorganismos que pueden utilizar uno o varios de los azlcares presentes en el
material lignoceluldsico pretratado e hidrolizado.

Por las anteriores razones, dentro de las materias primas para la produccion de alcohol
carburante se encuentra el aprovechamiento del residuo generado durante las actividades
agroindustriales de extraccion de jugos de cafa panelera y/o azucarera o bagazo. Por la
cantidad generada, la capacidad de renovacién sostenible y por el contenido de fibras a
partir de las cuales se puede obtener azucares fermentables, el bagazo es una opcién de
bajo costo y abundante en los ingenios y trapiches.

El aprovechamiento de los azlcares presentes en la biomasa lignocelulsica permitiria
utilizar paja de cereales, residuos forestales, asi como el empleo de determinadas
variedades forestales de rapido crecimiento, como materia prima en la elaboracién de
bioetanol. Teniendo en cuenta que el 90% de la produccién mundial de biomasa es
lignocelulésica, la produccion de bioetanol se amplia considerablemente. Ademas esta
materia prima tiene un menor costo y no entra en competencia con los mercados
alimentarios. ®

La disponibilidad de bagazo actualmente se estima en algo mas de 200 millones de
toneladas (50% humedad) y su uso mas generalizado es como combustible y mas
recientemente se utiliza de forma creciente para la cogeneracion de energia. “La
operacion eficiente y con buenas précticas permite a su vez en determinadas condiciones,
generar hasta un 30% de bagazo sobrante del cual se puede disponer para numerosas

% prakash R, Henham A, Bhat IK (1998) Net energy and gross pollution from bioethanol production in India. Fuel 77: 1629-
1633.

¢! Berg. Op. cit., p. 123.

62 Desarrollo agroindustrial de los combustibles en Castilla y Leén. Op. cit., p. 65.
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aplicaciones industriales de gran valor agregado. La mayor disponibilidad corresponde a
Asia (40%) seguidos por Sur América (22,9%) y Centro América (18%)”®.

Estudios recientes que cuentan con el soporte de la practica industrial, demuestran la
viabilidad de satisfacer las demandas energéticas de las centrales azucareras con
practicamente la mitad del bagazo que se produce (Villar, et al., 1986; Gravitis, et al.,
2000; Chum and Overend, 2001). “Por lo tanto se puede afirmar que el sobrante del
bagazo constituye una alternativa como materia prima de otros articulos; gracias a sus
propiedades el bagazo es un material de interés industrial”®*.

1.6.1 Estructura y Composicion de la Biomasa Celul6sica. La vida en la tierra
depende de la fotosintesis, lo que produce biomasa vegetal que tiene a la celulosa como
el mayor componente. El ciclo del carbono esta estrechamente vinculado a la accion de
los microorganismos que utilizan celulosa, muchos de los cuales estan presentes en el
suelo y en el tracto digestivo de los rumiantes.

Asi la utilizacién microbiana de la celulosa es responsable de la degradacion de una de
las biomasas mas abundantes en la biosfera y tiene ahora un interés especial en términos
del andlisis del ciclo del carbono frente a los problemas ambientales a nivel global.

La utilizacion microbiana de la celulosa es un componente integral de los procesos
aerobios y anaerobio de digestion y de compostaje.

La biomasa vegetal es la Unica fuente predecible de combustible y de materiales
disponibles para la humanidad. Los materiales celulésicos son particularmente atractivos
en éste contexto debido a su relativo bajo costo y disponibilidad. ElI impedimento
tecnolégico central para su utilizacion masiva, es precisamente la carencia de una
tecnologia de bajo costo, para superar las dificultades de biodegradacién o rompimiento
de la biomasa celulosica.

“Una estrategia promisoria para superar este impedimento, involucra la produccion de
enzimas celuloliticas, hidrélisis de la biomasa y la fermentacion de los azlcares
resultantes o de los productos deseados en un proceso sencillo via microorganismos
celuloliticos o consorcios, tal tecnologia se conoce hoy en dia como Bioproceso
Consolidado (CBP) que ofrece una significativa reduccion de los costos en especial si se

logran desarrollar microorganismos que posean las caracteristicas deseadas”®.

La celulosa se encuentra principalmente en las paredes celulares de la plantas, aunque
también es producida por algunos animales (por ejemplo por los tunicados) y por algunas
bacterias. “A pesar de la enorme diferencia en la composicion y en la estructura
anatémica de las paredes celulares en los diferentes grupos o taxas, un contenido alto de

 RODRIGUEZ. N. EL BAGAZO Y LAS FIBRAS ANUALES: PRESENTE Y FUTURO PARA SU INDUSTRIALIZACION.
Congreso iberoamericano de investigacion en celulosa y papel 2000.
http://ciadicyp.unam.edu.ar/trabajos/trabajos/varios/Fernandez-95-C9-Cu.pdf. La Habana, Cuba.

% PARSONS, C. RAMITH, E. DISENO DE UNA PLANTA PILOTO PARA LA PRODUCCION DE ETANOL A PARTIR EL
BAGAZO DE LA CANA DE AZUCAR

% LEE R. LYND. Et al, 2002. Microbial Cellulose Utilization: Fundamentals and Biotecnology. P.N.A.S, Chemical and
Biochemical Engineering, Thrayer School of Engineering and department of Biologycal Science, Darmouth College,
Hanover, New Hampshire.
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celulosa, tipicamente ubicado en el rango del 35 al 50% del peso seco de las plantas es

una caracteristica uniforme”®.

“En muy pocos casos la celulosa se encuentra en estado puro, en la mayoria de los casos
las fibras de celulosa se encuentran embebidas en una matriz conformada por otros
biopolimeros principalmente hemicelulosa y lignina los cuales constituyen del 20 al 35% y

del 5 al 30% del peso seco de las plantas respectivamente™’; “aunque estas interacciones

con la matriz varian con relacion al tipo de célula vegetal y con la madurez de la planta”®.

La celulosa tiene una caracteristica estructural dominante que limita el grado de utilizacion
de la misma totalmente, especialmente en la biomasa no tratada.

Teniendo en cuenta su estructura quimica, se define como un polisacérido lineal formado
por residuos de glucosa unidos por enlaces beta 1-4 (B-1,4). La configuracién 3, le
permite a la celulosa formar cadenas largas y lineales, las cuales se presentan unidas
entre si por medio de enlaces de puentes de hidrégeno dando lugar a la formacion de
microfibrillas. Estas regiones, conocidas como regiones cristalinas, son altamente
ordenadas y le dan las caracteristicas de insolubilidad, rigidez y resistencia al ataque
enzimatico.

Asi, “una caracteristica importante de la celulosa, relativamente inusual en el mundo de
los polisacaridos es su estructura cristalina, la celulosa se sintetiza en la naturaleza como
moléculas individuales (cadenas lineales de residuos glucosilo), los cuales experimentan
un auto ensamblaje en el propio sitio de biosintesis™®. “Existe evidencia de que la

hemicelulosa asociada regula éste proceso de agregacion”™.

Aproximadamente 30 moléculas individuales de celulosa son ensambladas en una larga
unidad conocida como fibrillas elementarias (protofibrillas), las cuales a su vez estan
empaguetadas en unidades largas llamadas microfibrillas y estas se asocian conformando
una fibra de celulosa.

Este tipo de arreglo o empaquetamiento tan especial de las cadenas dentro de las fibrillas
elementarias ha sido ampliamente inferido a partir de los estudios y pruebas con
difraccion de rayos X, y de los datos de los modelos estadisticos que calculan la
estructura basada en su energia conformacional minima.

La naturaleza cristalina de la celulosa implica un orden estructural en el cual todos los
atomos estan arreglados en una posicion discreta una con respecto de la otra. Una
caracteristica importante de éste arreglo cristalino es que los componentes moleculares
de las microfibrillas individuales estan empaquetados tan estrechamente como para evitar

% LYND, Op. Cit., p. 777-793.

% MARCHESSAULT, R. H., AND P. R. SUNDARARAJAN. 1993. Cellulose, p. 11-95 InG. O. Aspinall (ed.), The
Eolysaccharides, vol. 2. Academic Press, Inc., NewYork, N.Y.

® WILSON, J. R. 1993. Organization of forage plant tissues, p. 1-32. In H. G.Jung, D. R. Buxton, R. D. Hatfield, and J.
Ralph (ed.), forage cell wall structure and digestibility. American Society of Agronomy—Crop Science Society of America—
Soil Science Society of America, Madison, Wisc.

% BROWN, R. M., JR., AND I. M. SAXENA. 2000. Cellulose biosynthesis: a model for understanding the assembly of
biopolymers. Plant Physiol. Biochem. 38:57—-67.

© ATALLA, R. H., J. M. HACKNEY, I. UHLIN, AND N. S. THOMPSON. 1993. Hemicelluloses as structure regulators in the
aggregation of native cellulose. Int. J. Biol. Macromol. 15:109-112.
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0 prevenir la penetracion no Unicamente de las enzimas sino de moléculas aun mas
pequefias como el agua.

Aunque la celulosa forma una estructura cristalina, las fibras de celulosa en la naturaleza
no son puramente cristalinas.

“El grado inicial o la naturaleza cristalina de la celulosa es variable y ha permitido el
surgimiento del concepto “distribucion de orden lateral” de la cristalinidad, lo cual
representa a una poblacion de fibras de celulosa en términos estadisticos como un
continuum desde una fibra puramente cristalina a una fibra amorfa con un rango muy

amplio de variacion caracteristico entre las dos”"*.

“La mayoria de las celulasas comerciales son producidas a partir de Trichoderma reesei,
del cual se obtiene basicamente una mezcla de celobiohidrolasas y endoglucanasas”’®.
Las primeras hidrolizan los enlaces (3(1,4) de la cadena de celulosa a partir de los
extremos no reductores o reductores liberando celobiosa o inclusive glucosa, mientras las
endoglucanasas rompen estos mismos enlaces en forma aleatoria dentro de la cadena.
Desafortunadamente, las celobiohidrolasas son inhibidas por la celobiosa, por lo que se
agrega B-glucosidasa de otra fuente para complementar la accion de las celulasas de este

hongo. La B-glucosidasa hidroliza la celobiosa obtenida en dos moléculas de glucosa.
1.7 FERMENTACION DE AZUCARES

Segun Biorefining Processes’, la fermentacion se encuentra en el centro del concepto de
biorrefineria, ya que es la ruta primaria para generar productos quimicos a partir de los
azucares obtenidos en la denominada plataforma de azlcares. La fermentacion es un
proceso bioldégico por el cual microorganismos convierten azlcares sencillos en
compuestos quimicos de bajo peso molecular, tales como acidos organicos y compuestos
neutros. Estos microorganismos, entre los que se encuentran bacterias, levaduras y
hongos, son capaces de utilizar los azlUcares para producir la energia y los compuestos
quimicos que necesitan para vivir y reproducirse, y, al mismo tiempo, generar
subproductos como diéxido de carbono, acidos organicos, hidrogeno, etanol y otros. Las
fermentaciones industriales se realizan en grandes depdésitos de temperatura controlada
denominados fermentadores. Los azlcares se mezclan con agua para formar el caldo de
fermentacion, en el cual se ajusta la concentracion de azlcares para satisfacer las
necesidades del microorganismo. Asimismo, deben afadirse otros nutrientes, como una
fuente de nitrégeno apropiada, para posibilitar y favorecer el proceso.

La fermentaciébn comienza cuando el caldo es inoculado con el microorganismo vy
transcurre paralelamente al crecimiento de éste, finalizando cuando todos los azlcares
fermentables han sido consumidos, o cuando los productos o subproductos de la
fermentacion inhiben o matan a los microorganismos. Los rendimientos de los productos
de las fermentaciones en relacion al azucar inicial nunca son del 100%, ya que una
fraccibn mas o menos importante del azucar fermentable es utilizada por el organismo

™ MARCHESSAULT, R. H., AND J. A. HOWSMON. 1957. Experimental evaluation of the lateral order distribution in
cellulose. Text. Res. J. 27:30-41

" LYND LR, WEIMER PJ, VAN ZYL WH, PRETORIOUS IS (2002) Microbial cellulose utilization: Fundamentals and
biotechnology. Microbiol. Mol.Biol. R. 66: 506-577.

® BIOREFINING PROCESSES. Fermentation of 6-Carbon Sugars and Starches. Wisconsin Biorefining Development
Initiative, EE.UU. www.wisbiorefine.org.
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para su propio crecimiento y para sintetizar otros productos. En los casos mas favorables
se han descrito rendimientos cercanos al 90%, pero lo mas normal son rendimientos mas
modestos, del orden del 50%. Otra desventaja de las fermentaciones es que la
concentracion final de los productos en el caldo de fermentacion es relativamente baja, lo
que supone una dificultad afiadida durante la purificacion de los mismos.

Sin embargo, la gran ventaja de los procesos de fermentacion es que las reacciones son
altamente especificas y que pueden controlarse hacia la formacion de productos quimicos
de alto valor. Mediante las tecnologias de fermentacion se pueden obtener tanto
productos quimicos de base, tales como el &cido lactico, el acido citrico, aminoacidos y
1,3-propanodiol, como especialidades quimicas, incluyendo antibiéticos, vitaminas y
enzimas.

1.7.1 Sacarificacién y fermentacion simultaneas (SSF). “Las fases de sacarificacion y
fermentacion tradicionalmente se han realizado de un modo separado y consecutivo,
configurando un proceso denominado hidrdélisis y fermentacién separadas (SHF, separate
hydrolysis and fermentation)”™. “Un paso adelante en la configuracion del sistema vino de
la posibilidad de realizar ambas fases simultaneamente. Es lo que se denomina
sacarificacion y fermentacion simultdneas (SSF, simultaneous saccharification and
fermentation)””®, y se consigue mediante la adicion al caldo de fermentaciéon de las
enzimas hidroliticas requeridas seguida de la inoculacion en el mismo del
microorganismo, de modo que éste pueda fermentar los azlcares segin van siendo

liberados de la biomasa por la accién enzimética.

La SSF presenta la ventaja de simplificar el proceso, ya que se reduce el nUmero de
reactores necesarios. Ademas, y de mayor importancia, evita el problema de la inhibicién
por producto asociada a la actividad enzimética. Durante el proceso de sacarificacion
enzimatica, la acumulacion de glucosa causa inhibiciéon de la enzima B-glucosidasa, que
deja de hidrolizar la celobiosa, con lo que esta se acumula también en el medio. Este
aumento en la concentracion de celobiosa origina, a su vez, el cese o inhibicién de la
hidrélisis de celulosa, afectando muy negativamente a la eficiencia del proceso de
sacarificacion. La SSF, al evitar la acumulacién de los azucares fermentables, que son
transformados por los microorganismos inmediatamente tras su liberacion, impide que
ocurra esa inhibicién por producto y consigue incrementar el rendimiento y eficiencia total
del proceso.

1.7.2 Co-fermentacién de azlUcares C6 (hexosas) y C5 (pentosas). Asi como los
azucares derivados de las materias primas de almidon son de un sélo tipo (glucosa) y, por
ello, son totalmente utilizables por ciertos microorganismos (levaduras) perfectamente
adaptados para tal fin, la utilizacion de los azlcares que se obtienen a partir de la
biomasa lignocelulésica presentan ciertos problemas técnicos. La hidrdlisis de la celulosa
y hemicelulosa que forman parte de la biomasa lignocelulésica genera una mezcla de
hexosas (glucosa, manosa y galactosa) y pentosas (xilosa y arabinosa), siendo las
levaduras convencionales incapaces de metabolizar estas ultimas, lo que redunda en una
significativa merma de la eficiencia y rentabilidad del proceso. En respuesta a esta

™ LYND, L.R., WEIMER, P.J., VAN ZYL, W.H. Y PRETORIUS, |.S. (2002) Microbial Cellulose Utilization: Fundamentals and
Biotechnology. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 66: 506-577.
® BIOREFINING PROCESSES. Op. cit., p. 37.
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situacion, mediante el empleo de tecnologias de ingenieria metabdlica se han creado
nuevas cepas de microorganismos recombinantes, tales como la bacteria Zymomonas
mobilis, a las que a su capacidad natural de fermentar la glucosa se ha afiadido la
capacidad de fermentar también las pentosas.

Al igual que lo descrito en el apartado anterior sobre la SSF, “si al caldo de fermentacion
se afiaden las enzimas necesarias para realizar la hidrolisis de la lignocelulosa, la
sacarificacion y la co-fermentacion de los dos tipos de azlcares ocurren de un modo
simultaneo, dando lugar a un proceso denominado SSCF (simultaneous saccharification
and co-fermentation)”’®. Este proceso se encuentra en sus fases iniciales de desarrollo y
necesita todavia mejorar considerablemente su eficiencia.

1.7.3 Bioproceso consolidado. El punto final de la integracién de los procesos de
sacarificacion y fermentacion supone que las enzimas hidroliticas (celulasas) sean
producidas in situ por el mismo microorganismo responsable de realizar la fermentacion
de los azulcares, de modo que la totalidad de los procesos (sintesis de celulasas,
sacarificacion y co-fermentacion de azucares C5 y C6) sean realizados simultaneamente
en un Unico paso y en un unico reactor (intensificacion de procesos, uno de los objetivos
incluidos en la Agenda de Investigacién Estratégica de la Plataforma Europea de Quimica
Sostenible, SUSCHEM). A esta configuracion se le ha denominado bioprocesado
consolidado (CBP, consolidated bioprocessing)””.

1.7.4 Conversién quimica de los azlicares y productos de fermentacién. La utilizacion
de carbohidratos (azucares) de bajo peso molecular para la produccion de productos
guimicos resulta de gran interés tanto desde el punto de vista ecolégico como también el
econémico. Por su parte, los azucares glucosa (obtenida de la celulosa y almidén),
fructosa (a partir de glucosa o de inulina), xilosa (de hemicelulosas) constituyen materias
primas de gran versatilidad para multitud de aplicaciones industriales pues son baratos y
accesibles a gran escala. Es por ello que, aparte de las rutas biotecnoldgicas ya
mencionadas, los procesos quimicos cataliticos presentan un potencial inmenso para
funcionalizar los azucares y establecer una industria quimica de productos derivados.

Las tecnologias son todas las actualmente empleadas para la fabricaciébn de compuestos
guimicos organicos, entre las que, a modo de ejemplo, se mencionaran:

* Reduccion, ya por hidrogenacién catalitica como en la produccion de sorbitol a partir de
glucosa con Ni Raney como catalizador a 100-150 atm y 100-150°C, ya por via
electroquimica. El desarrollo de nuevos catalizadores y materiales electrédicos es
fundamental para mejorar selectividades y compatibilidad medioambiental.

* Hidrdlisis. Por ejemplo en medio acido como en la obtencion de acido levulinico a partir
de hexosas y en la obtencion de furfural a partir de las pentosas de la hemicelulosa.

® R. GARCIA, M. BESSON AND P. GALEZOT, Applied Catalysis A: General 127, 165-176 (1995).
" LYND, Op. cit., p. 506-577.
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» Oxidacion, ya catalitica en presencia de catalizadores metalicos sélidos, como en el
caso de los acidos gluconico, lactobionico y maltobidnico, ya electroquimica. Al igual que
en la reduccién, el desarrollo de nuevos catalizadores y materiales electrodicos es
fundamental para mejorar selectividades y compatibilidad medioambiental.

* Introduccién de nuevos grupos funcionales mediante, por ejemplo, reacciones de
sustitucién. Mediante éstas es posible, por ejemplo, derivatizar biopolimeros como el
almidon o la celulosa para modificar sus propiedades y ampliar sus aplicaciones.

1.7.5 Conversién bioquimica de los azlUcares y productos de fermentacién. La
utilizacién de tecnologias de biocatalisis puede contribuir significativamente a ampliar el
catalogo de productos quimicos que pueden ser producidos en una biorrefineria,
partiendo para ello bien de los azlcares obtenidos de la biomasa o bien de los productos
primarios de fermentacion. El mismo proceso de sacarificacion enzimatica es ya de hecho
un proceso biocatalitico de despolimerizacién de polisacaridos.

La biocatalisis es la aplicacion de biocatalizadores o enzimas para la sintesis,
interconversion o degradacion de productos quimicos. Los biocatalizadores se
caracterizan por su elevada especificidad y actividad, lo que implica que los procesos por
ellos catalizados requieren generalmente un menor consumo de materias primas y
generan menores cantidades de subproductos y residuos que los procesos quimicos
correspondientes. Ademas, los procesos biocataliticos se suelen realizar a temperaturas y
presiones mucho mas reducidas que los procesos quimicos por lo que necesitan un
menor aporte energético. Todas estas propiedades hacen que, en conjunto, los procesos
biocataliticos presenten grandes ventajas desde el punto de vista de la sostenibilidad.

Entre todas estas propiedades es de destacar especialmente la elevada especificidad de
las reacciones biocataliticas, que las hace de especial interés a nivel industrial. Al
contrario que las sintesis quimicas convencionales, en las que generalmente se obtiene
una mezcla de los diferentes estereoisémeros del producto, las reacciones catalizadas
enzimaticamente especificamente generan un unico isémero del producto.

“Algunos ejemplos de reacciones de interés catalizadas por enzimas y que se utilizan
actualmente incluyen las sintesis de intermediarios de antibioticos semisintéticos (acido 7-
amino-cefalosporanico), acrilamida y acido acrilico, acido (S)-2-cloropropionico y

poliésteres”’®,

1.8 FRACCIONAMIENTO Y PRETRATAMIENTO DE LA BIOMASA

1.8.1 Fraccionamiento de los componentes de la biomasa. El fraccionamiento se
refiere exclusivamente al que debe realizarse sobre los cultivos agricolas, cuando se
recolecta integramente la cosecha completa. Otros tipos de biomasa (forestal, residuos
primarios) son muy homogéneos en su composicion, no requiriendo este paso.

® THE ORGANISATION FOR ECONOMIC COOPERATION AND DEVELOPMENT (OECD), Report (2001). “The
Application of Biotechnology to Industrial Sustainability”. OECD, Paris, Francia. wwwl.oecd.org/publications/e-
book/9301061e.pdf.
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El ejemplo mas representativo seria la recoleccion de la cosecha completa de cereales.
Esta biomasa esta constituida por dos fracciones: el grano, rico en almidoén, y la paja, de
composicion lignocelulésica. “La importancia de su separacion radica en los caminos
divergentes que debe seguir cada una de estas fracciones en su procesado posterior. El
fraccionamiento se realiza mecanicamente, generalmente mediante sistemas de
separacion por densidad en lechos fluidizados por aire, aprovechando la mayor densidad
del grano con respecto a la fraccion lignocelulésica””. “El otro gran ejemplo de necesidad
de fraccionamiento es el de la biomasa herbacea verde, al contrario de lo anteriormente
explicado, en este caso el fraccionamiento se realiza sobre la biomasa humeda, mediante
operaciones de trituracion, prensado, extrusion vy filtracién, obteniéndose finalmente una
fraccion fibrosa (lignocelulésica) y otra liquida rica en proteina, azucares, acidos
organicos, aminoacidos y pigmentos”®.

1.8.2 Pretratamiento de las fracciones de biomasa

e Pretratamiento de la biomasa lignocelulésica. La razén de esta operacion
es eliminar la capa de hemicelulosa y lignina que recubre a las fibras de
celulosa con objeto de facilitar su hidrélisis a glucosa. Diversos
procedimientos de pretratamiento, tales como los métodos basados en el
empleo de &cidos diluidos, de agua caliente presurizada o de vapor de agua a
presion, persiguen este objetivo a través de la hidrélisis de una cantidad
significativa de la fraccion de hemicelulosa de la biomasa. Otros procesos de
pretratamiento, como los métodos basados en el uso de A&lcalis, son
generalmente mas efectivos en la solubilizacion de una mayor fraccion de
lignina, aunque dejando gran parte de la hemicelulosa en una forma
polimérica insoluble. En todos los casos, Unicamente una fraccibn muy
reducida de la celulosa resulta hidrolizada tras el pretratamiento, pero queda
mucho mas accesible a su posterior hidrdlisis.

La separacién de la lignina de los materiales lignoceluldsicos es paso previo
para la obtencion de carbohidratos (celulosa + hemicelulosas) para su
posterior transformacion en productos quimicos. En la produccién de papel a
partir de la madera es preciso eliminar la mayor parte de la lignina, por lo que
las industrias del sector ya poseen procesos bien desarrollados para este fin.

Un proceso antiguo para el tratamiento de la madera, empleado desde los
tiempos de la Segunda Guerra Mundial consiste en la hidrélisis acida de la
madera. Se utiliza &cido sulftrico diluido o concentrado a temperaturas entre
120°C y 170°C. El residuo sélido que se obtiene contiene algunos
compuestos celulésicos y la mayoria de la lignina inicial. Otros procesos
emplean &cido clorhidrico para el pretratamiento de los materiales
lignocelulésicos, generalmente en concentraciones del 35-50% a
temperaturas entre 100 y 170°C.

" HOSKINSON, R.L., HESS, J.R., FOUST, T.D., MCKEAN, W.T. Y LEWIS, M. S. (2001) Fractionation of Higher Value Crop
Residue Components for Conversion into Bioenergy and Industrial Products. Paper number 016077, 2001 ASAE Annual
Meeting. American Society of Agricultural and Biological Engineers, Michigan, EE.UU.

% FOWLER, P.A., MCLAUCHLIN, A.R. Y HALL, L.M. (2003) The Potential Industrial Uses of Forage Grasses Including
Miscanthus. The National Non-Food Crops Centre (NNFCC), Reino Unido.
www.nnfcc.co.uk/nnfcclibrary/cropreport/download.cfm?id=27.
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El proceso mas comun en la actualidad para eliminar la lignina de la madera
es el proceso Kraft que consiste en tratar la madera en forma de escamas con
una mezcla hidréxido de sodio y sulfuro de sodio a alta temperatura. Una
variante de este proceso, empleado mas en Europa que en Estados Unidos,
consiste en tratar la madera con sales de sulfito para convertir la lignina en
compuestos solubles, los lignosulfonatos. En el proceso se degradan también
carbohidratos que generan un licor agotado que contiene azUcares
monomeéricos y oligoméricos fermentables. Algunas plantas de procesado de
la madera en Europa y Estados Unidos fermentan los azlcares presentes en
el licor agotado para producir etanol.

La lignina Kraft y los lignosulfonatos presentan una amplia variedad de
aplicaciones como polimeros. Aunque los carbohidratos justifican méas del
70% del peso seco de los materiales lignocelulésicos, muchos de ellos se
encuentran en forma que no puede fermentarse®.

“Es preciso un pretratamiento, quimico, mecanico, biolégico, o una combinacién de los
mismos. En principio los rendimientos obtenidos son bastante bajos, lo que disminuye su
interés econémico. Sin embargo, desde 1970 vienen realizandose esfuerzos en I+D para
desarrollar procesos de pretratamiento en los materiales lignocelulésicos basados en la
utilizacion de disolventes”. El objetivo es emplear disolventes apropiados que pudieran
permear en la estructura del material lignocelulésico y destruir su estructura cristalina,
provocando asi un aumento de la reactividad del material que facilite su hidrdlisis. Un
método para disolver la lignocelulosa se fundamenta en utilizar etilendiamina (25-30%) y
agua mas 6xido de cadmio (4,5-5,2%) a temperatura ambiente. Este tratamiento hace que
la lignocelulosa sea altamente reactiva generando glucosa con elevados rendimientos por
hidrolisis enzimética. En el pretratamiento de la lignocelulosa se han utilizado otros
disolventes como butanol, amoniaco etc. En general el empleo de estas sustancias para
hacer la lignocelulosa mas susceptible a procesos biologicos se denomina “proceso

organosolv” %,

“Otro proceso de pretratamiento es el AFEX (amonia freeze explosion), que ha sido
desarrollado para diferentes alimentaciones, incluyendo alfalfa, paja de trigo, hierba, etc.
Esta tecnologia emplea amoniaco liquido a temperaturas entre 50 y 90°C y elevada
presion para permear la biomasa lignocelulésica”™. Se produce entonces un
desmoronamiento de la estructura de la biomasa generando un material que es mucho
mas facil de tratar por degradacién microbiolégica o enzimatica. El proceso AFEX seguido
de un tratamiento con celulasas y hemicelulasas produce elevados rendimientos de
azucares a partir de diferentes materias primas y con bajas concentraciones de enzimas.
La mayoria del amoniaco empleado en el proceso AFEX puede recuperarse y reutilizarse.

AUn se encuentra en fase de desarrollo.

¥ BIOMASS PROGRAM TECHNOLOGIES. Energy Efficiency and Renewable Energy, Department of Energy, EE.UU.
www1.eere.energy.gov/biomass/technologies.html.

8 | ADISCH, M. R., DYCK K., Cellulose to sugars: New path gives quantitative yield Science 201: 743-745- 1979.

8 HOLTZAPPLE, M.T., HUMPREY A. E., Effect of Organosolv Pretreatment on Enzymatic Hydrolysis of Poplar. Biotech and
Bioenergy 6: 161-173, 1984.

% DALE B. E., MOREIRA M. A freeze explosion technique for increasing cellulose hydrolysis. Pp 31-43 in Fourth
Symposium on Biotechnology in Energy Production and Conservation, vol 12, C.D. Scott eds., New York; Willey&Sons.
(1983).
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“Otro pretratamiento prometedor consiste en la utilizacion de agua liquida comprimida a
temperaturas superiores a 200°C"®, “aunque todavia faltan datos para asegurar que es
completamente efectivo y competitivo. Sin embargo, a priori presenta una serie de
ventajas potenciales como son: la presurizacion de la madera a 45-50 atmosferas con la
consiguiente descompresion, desliga la estructura de la madera”®. “Este método puede
emplearse con diferentes alimentaciones y constituye la base de numerosos procesos
para desintegrar la biomasa lignocelulésica™’. La tecnologia se ha desarrollado a escala
de planta piloto pero no a escala industrial.

1.8.3 Procesado de las fracciones de biomasa y de sus productos intermedios

1.8.3.1 Hidrdlisis enzimética del almidén. Los primeros procesos de hidrélisis del
almidéon se realizaban quimicamente, mediante la utilizacién de &cidos y temperaturas
elevadas (150-200°C). “Estos procedimientos, sin embargo, han sido sustituidos a partir
de los afios 60 del siglo pasado por otros basados en la utilizacion de enzimas,
principalmente a causa de su mayor rendimiento en glucosa. El proceso se realiza en dos
fases, denominadas licuefaccion y sacarificacion”®. La harina de cereal obtenida tras la
molienda se introduce en primer lugar en un tanque de licuefaccion, donde se mezcla con
agua a alta temperatura (88°C) y con la enzima a-amilasa. Esta enzima ataca al almidén
al azar, produciendo maltosa (dimero de glucosa) y oligbmeros superiores. Después de la
licuefaccion, la masa resultante se calienta brevemente a 110°C y a continuacién se enfria
a 60°C, realizandose seguidamente la sacarificacion mediante la adicion de la enzima
glucoamilasa.

La glucoamilasa actla sobre el extremo no reductor de las moléculas de maltosa y
oligbmeros superiores, liberando glucosa. En el almidon, ademas de los enlaces a(1-4),
existen puntos de ramificacién unidos mediante enlaces a(1-6), que no pueden ser
atacados por ninguna de las dos enzimas anteriores. Sin embargo, estos enlaces pueden
hidrolizarse mediante una tercera enzima, la pululanasa, que probablemente se encuentra
presente como componente minoritario en las preparaciones enzimaticas comerciales. El
resultado es la conversion casi completa del almidon en glucosa.

1.8.3.2 Hidrdlisis quimica de la celulosa. La hidrdlisis de celulosa para dar sus
correspondientes azUcares se puede catalizar quimicamente por accién de distintos
acidos, tales como los &cidos sulfarico, clorhidrico y nitrico. Dado que el &cido sulfarico es
un reactivo barato resulta el mas comun en este tipo de procesos. En principio, la biomasa
se impregna con una disolucion diluida de este acido y se trata a temperaturas entre 140 y
260°C. La alimentacion se mezcla con &cido diluido reciclado (1,5-3% dependiendo de la
alimentacién y de la necesidad de neutralizacion). El proceso de biorrefino consiste en

% WALSUM VAN,. ALLEN S. G., SPENCER M.J., Conversion of Lignocellulosic Preteated with Hot Compressed Liquid
Water to Ethanol. Appl Biochem Biothecnol. 57/58:157-170. (1996).

% BUNGAY., H ENERGY. The biomass Options. New York: John Wiley&Sons. (1981).

8 CARRASCO., J.E., SAIZ M. C., NAVARRO A., Effects of Dilute Acid and Steam Explosion Preteatments on the Cellulose
Structure and kinetics of Cellulose Fraction Hydrolysis by Dilute Acids in Lignocellulosic Materials. Biochem Biotechnol
45/46:23-34, (1994).

% MCALOON, A., TAYLOR, F., YEE, W., IBSEN, K. Y WOOLEY, R. (2000) Determining the Cost of Producing Ethanol from
Corn Starch and Lignocellulosic Feedstocks. National Renewable Energy Laboratory, Department of Energy, EE.UU.
www.nrel.gov/docs/fy01osti/28893.pdf.
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dos etapas en serie en las que se persigue maximo rendimiento con la minima generacion
de productos de degradacion. El objetivo de la primera etapa es hidrolizar la mayor parte
de la materia en sus intermedios solubles. Suele producirse a una temperatura en torno a
190°C. La segunda etapa opera con la misma concentracion de catalizador a 215°C con el
objetivo de tratar la fraccion de celulosa mas resistente. Los productos volatiles se
recogen, los residuos soélidos se separan mediante un separador gravitatorio y el acido se
recupera para poder reutilizarlo en el sistema.

También es posible usar acidos concentrados a temperaturas inferiores (120-140°C). El
acido concentrado rompe los enlaces de hidrégeno entre las cadenas de celulosa
convirtiéndola en una masa amorfa. Una vez la celulosa ha sido descristalizada, forma
una gelatina homogénea con el &cido. En este punto la celulosa es extremamente
susceptible a la hidrdlisis. Al diluir con agua a temperaturas moderadas se hidroliza
rapidamente dando glucosa. En estos procesos se obtienen elevados rendimientos de
azucares acompafiados de una pequefa proporcion de productos de degradacion. La
rentabilidad econémica del proceso depende del éxito en recuperar el acido a bajo costo.

1.8.3.3 Hidrolisis enziméatica de la celulosa. “La hidrolisis enzimatica de la celulosa se
realiza mediante un grupo de enzimas denominadas celulasas’®. Sin embargo, la
celulosa se encuentra de modo natural recubierta por una capa de hemicelulosa y lignina
gue la protege de la hidrélisis, por lo que es necesario un tratamiento previo de la
lignocelulosa para facilitar la accién de las celulasas. La enzima conocida como celulasa
es en realidad un sistema complejo de enzimas que actlan conjunta y sinérgicamente
sobre la celulosa nativa, causando su descristalizacion e hidrolisis. Actualmente, se
conocen tres clases principales de celulasas:

* Endoglucanasas, que hidrolizan al azar enlaces internos de cadenas solubles o
insolubles de celulosa.

* Exoglucanasas, que liberan mondmeros (glucanohidrolasa) o dimeros (celobiohidrolasa)
de glucosa del extremo de las cadenas de celulosa; y

* B- Glucosidasas, que liberan D-glucosa a partir de los dimeros de celobiosa y de
celodextrinas solubles.

En la actualidad se encuentran comercialmente disponibles preparaciones enziméaticas de
celulasas para diversas aplicaciones, muchas de las cuales no implican una hidrdlisis
extensiva de la celulosa, al contrario que lo requerido para su uso en biorrefinerias. Son,
por tanto, preparaciones que no estan optimizadas para esta finalidad. Por otro lado, su
disponibilidad no es lo suficientemente elevada, lo que influye directamente en su alto
costo. En ambos aspectos existe, por tanto, un amplio margen de mejora.

8 Biomass Program Technologies. Op. cit., p. 56—77.
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1.8.3.4 Despolimerizacion de la lighina. La lignina se encuentra presente en
la biomasa lignoceluldsica en una proporcién en torno al 15-30%. Constituye
una parte fundamental de la biomasa que ayuda a mantener unida la matriz
celulosa/hemicelulosa aportando flexibilidad a la misma. La estructura
molecular de los polimeros constituyentes de la lignina consiste
mayoritariamente en anillos aromaticos con grupos metoxi, hidroxi y propilo,
entre otros, que se encuentran distribuidos al azar de forma desorganizada.
Estos se encuentran interconectados mediante polisacaridos. La lignina se
obtiene por procesos de deslignificacion y tiene diversos usos como tal. Sin
embargo, las estructuras aromaticas que constituyen la lignina presentan gran
potencial como productos quimicos intermedios. El problema reside en que la
separacion y recuperacion de estas estructuras es bastante complicada.

La tecnologia de deslignificacion ha sido y es ampliamente utilizada en
industrias como la de produccion de papel y de pasta papelera, siendo bien
conocidos los procesos Kraft, con sulfito o con sosa. El objetivo de estas
tecnologias reside en la eliminacién de la lignina de la madera u otros
materiales lignocelulésicos como la paja. La mayoria de esta lignina se
obtiene como componente mayoritario de los llamados licores negros (“black
liquor’) y se utiliza para quemar directamente. Supone entonces un
combustible de bajo valor.

Hay que considerar que la lignina se encuentra fuertemente modificada segun
sea el proceso por el cual se haya obtenido. Por ejemplo en el proceso con
sulfito se encuentra en forma de lignosulfonatos, en el proceso Kraft la lignina
original se convierte fragmentos de tiolignina de menor peso molecular. El
proceso con sosa origina que la lignina se divida en fragmentos mas
pequefios quimicamente no modificados. Algunas compafilas han
desarrollado tecnologias especificas para recuperar parcialmente la lignina de
estos licores y dar aplicaciones a las distintas formas de lignina diferentes a la
de combustible (por ejemplo, lignosulfonatos como tensoactivos Yy
dispersantes, alimentacién animal u horticultura, lignina Kraft como refuerzo
de gomas, sustituto de carbdédn negro o materia prima para metilsulfonatos,
lignina del proceso con sosa para nutricién animal...).

El futuro de la lignina se centra en ser fuente de compuestos aromaticos. El
primer paso para convertir la lignina en productos de mayor valor afadido,
consiste en su despolimerizacion con objeto de disminuir su peso molecular.
En la actualidad, se estan estudiando procesos que para ello emplean bases
(KOH, NaOH, Ca(OH),) en autoclaves agitados y reactores de flujo piston a
tempegrg;lturas moderadas y empleando tiempos de reaccion relativamente
cortos™.

% SMOOK G.A., Handbook for Pulp and Paper Technologies 2" Ed. Joint Textboook Committee of the Paper Industry,
TAP-PI Atlanta, USA, and CPPA, Montreal Canada.
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1.8.4 PRETRATAMIENTO DEL MATERIAL LIGNOCELULOSICO

El complejo lignoceluldsico esta compuesto principalmente de una matriz de carbohidratos
cuya composicion incluye celulosa y lignina enlazadas por cadenas de hemicelulosa. “El
pretratamiento tiene como objetivo desintegrar esta matriz de tal manera que la celulosa
reduzca su grado de cristalinidad y aumente la celulosa amorfa, que es la mas adecuada
para el posterior ataque enzimético o microbiano. Adicionalmente, la mayor parte de la
hemicelulosa se hidroliza durante el pretratamiento y la lignina se libera o puede incluso

descomponerse”,

“El pretratamiento permite que los rendimientos en la hidrolisis de celulosa aumenten de
menos del 20% de los rendimientos teéricos a valores mayores al 90%%. Para el
pretratamiento se han propuesto y desarrollado diferentes métodos de acuerdo a la
clasificacion de Sun y Cheng”®. “Sin embargo, ninguno de los métodos de pretratamiento
propuestos se puede aplicar en forma genérica a las diferentes materias primas”*. Esto
justifica la realizacion de andlisis detallados de estas tecnologias en cada caso en

particular.

La sintesis de procesos puede aportar las herramientas necesarias para descartar las
opciones con menos perspectivas en forma preliminar, teniendo en cuenta nuevos
procedimientos, esquemas y alternativas que se planteen en la etapa de disefio.

Durante el pretratamiento e hidrélisis de la biomasa lignocelulésica se forman, junto con
los azlcares fermentables, gran cantidad de compuestos que pueden inhibir la
fermentacion subsiguiente.

Las sustancias inhibitorias se originan como resultado de la hidrélisis de los diferentes
componentes de los acidos organicos esterificados a la hemicelulosa, y de los derivados
fendlicos solubilizados de la lignina. Asi mismo, los inhibidores se forman a partir de
productos de degradacién de los azUcares solubles y de la lignina (Lynd, 1996; Palmqvist
y Hahn-Hagerdal, 2000a, b). Por eso, y dependiendo del tipo de pretratamiento e hidrélisis
utilizados, es necesario llevar a cabo la destoxificacion de las corrientes que van a ser
sometidas a fermentacion.

Actualmente se reconocen métodos fisicos, fisico — quimicos, quimicos y bioldgicos, para
desarrollar el pretratamiento de la lignocelulosa.

1.8.4.1 Pretratamientos Fisicos
o Pulverizado Mecanico. En éste procedimiento el material pretratado que

generalmente son residuos de madera y forestales (paja, madera dura) desechos de
maiz, bagazo de cafia, alfalfa consiste en la reduccion a astillas, trituracion y molienda,

> SANCHEZ J., CARDONA C. Produccién biotecnoldgica de alcohol carburante 1: Obtencién a partir de diferentes materias
primas. 2005

2 LYND, Op. cit., p. 403-465.

% SUN Y, CHENG J (2002) Hydrolysis of lignocellulosic materials for ethanol production: a review. Bioresource Technol. 83:
1-11.

% CLAASSEN PAM, VAN LIER JB, LOPEZ CONTRERAS AM, VAN NIEL EWJ, SIJTSMA L, STAMS AJM, DE VRIES SS,
WEUSTHUIS RA (1999) Utilisation of biomass for the supply of energy carriers. Appl. Microbiol. Biotechnol. 52: 741-755.

47



ésta actividad se realiza en molinos vibratorios de bolas para dar tamafios finales
aproximados de 0,2 a 2 mm, o molinos de cuchillas o matillos que dan tamafios finales de
3a6mm.*®

o Pirdlisis. Es el procesamiento de sustratos tales como: madera y algodén de
desecho que se realiza a temperaturas mayores a los 300°C con formacion de productos
volatiles y carbdn, los residuos de la pirolisis pueden someterse a hidrolisis suave con
acido sulfarico para producir entre el 80 al 85 % de azucares reductores (> 50% de
glucosa), puede realizarse al vacio.”

1.8.4.2 Pretratamientos Fisico — guimicos.

o Explosién a vapor. Este pretratamiento se realiza para romper bagazo, madera
blanda, paja de arroz, madera de aspen, madera de eucalipto, se realiza utilizando vapor
saturado a 160 — 260°C, p= 0,69 — 4,85 Mpa, por varios segundos o minutos, luego
descompresién hasta presion atmosférica, éste sistema permite altas concentraciones de
sélidos, la hidrdlisis se logra en un 80 — 100% en hemicelulosa, destruye parte de la xilosa
obtenida, se forman inhibidores, por tanto se requiere posterior lavado con agua. Al
combinarse con &cido sulftrico, dioxido de azufre o diéxido de carbono mejora la
eficiencia de la posterior hidrélisis enzimatica, disminuyendo inhibidores, reduce el tamafio
de los substratos con un menor gasto energético comparado con la pulverizacién, durante
el proceso ocurre cierta despolimerizacion de la celulosa, la lignina no se solubiliza o lo
hace muy poco, pero se redistribuye.”’

o Agua Liquida Caliente. Se trata del rompimiento del bagazo de cafia con agua
caliente presurizada, a temperaturas que oscilan entre los 170 y los 230°C en un tiempo
comprendido entre 1 y 46 minutos, se parte de concentraciones de sélidos menores al
20%, durante el procesamiento ocurre cierta despolimerizacion de la celulosa. La
hidrdlisis esta en el orden del 80 al 100% de la hemicelulosa con produccion de mas del
50% de oligbmeros; la lignina sufre una solubilizacién parcial de entre el 20 al 50%, la
conversion de la celulosa es mayor del 90% con baja o nula formacién de inhibidores.®

o Explosion de Fibra con Amoniaco. Se utiliza para romper materiales herbaceos
(paja de trigo y cebada cascarilla de arroz, desechos de maiz), residuos sélidos urbanos,
papel periddico, alfalfa, astillas de aspen y bagazo, durante el tratamiento se aplica una
dosis de 1 a 2 kilogramos de amoniaco por kilogramo de biomasa seca a 90°C por 30
minutos. Se requiere la recuperacién del amoniaco, no produce inhibidores. La conversion
de la celulosa durante la hidrélisis es mayor al 90%, especialmente cuando el substrato es
bagazo o hierba de bermuda. Para la biomasa con alto contenido de lignina no es muy
eficiente ya que la conversion de la celulosa es inferior al 50%. Se presenta cierta
despolimerizaciéon de la celulosa y la hidrélisis de la hemicelulosa esta entre el 0 y el 60%
dependiendo de la humedad, con produccién de oligbmeros en un 90% y ocurre cierta
solubilizacion de la lignina aproximadamente entre el 10 y el 20%.%°

% Suny Cheng, Rivers y Emert, Cadoche y Lépez. En : Sanchez O. Op. cit., p.5.
% bid., p. 5.
" Ibid., p. 5.
% bid., p. 5.
% Ibid., p. 5.
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o Explosion con CO,. Se utiliza para el rompimiento de substratos como alfalfa,
mezcla de papel reciclado y bagazo de cafia usando para ello una dosis de 4 kilogramos
de CO, por kilogramo de fibra a una presién de 5,62 Mpa, el resultado es la conversion de
la celulosa a glucosa durante la hidrélisis mayor al 75% y no forma compuestos
inhibitorios.*®

1.8.4.3 Pretratamientos Quimicos.

o Ozondlisis. Este pretratamiento rompe fibras de paja de trigo, bagazo, heno
verde, cacahuate, pino, paja de algoddén y aserrin de alamo, se utliza ozono que
desarrolla una reaccion a temperatura y presion ambiental con degradacion
principalmente de lignina y conversion de la celulosa al 75% y no se forman inhibidores.'**

o Hidrdlisis con Acido Diluido. Este procedimiento permite romper desechos de
maiz, bagazo de cafia, madera de alamo, pastos y paja de trigo, se utiliza &cido sulfarico,
acido clorhidrico, acido nitrico al 1- 5 % en un proceso de flujo continuo para baja carga
de sélidos (5-10% peso sustrato/peso mezcla) a temperatura de entre 160 — 200°C o en
procesos por lotes a alta carga de sélidos (10 -40%) a temperatura de entre 120 — 160°C
a presiones cercanas a 1 Mpa. Durante el proceso se obtiene una hidrdlisis de entre el 80
al 100 % de la hemicelulosa y altas conversiones de Xilano a xilosa, la alta temperatura
del proceso es favorable para la hidrdlisis de la celulosa y se requiere neutralizar el pH
para la posterior hidrélisis enzimatica, ocurre cierta despolimerizacion de la celulosa. La
lignina no se solubiliza o lo hace muy poco, pero se redistribuye.'*

o Hidrdlisis con acido concentrado. Este proceso permite el rompimiento de fibras
de bagazo de cafia y aserrin de madera dura; se utiliza acido sulftrico al 10-30% a 170-
190°C en una relacion 1:1,6 sélido — liquido, acido paracético 21 -60% en un sistema tipo
silo. Durante el proceso se requiere la recuperacion del &cido y son necesarios tiempos de
residencia mayores que en la hidrélisis con acido diluido.*®

o Hidrolisis Alcalina. Este tratamiento permite la hidrélisis de madera dura, pajas
con bajo contenido de lignina (10-18%), desechos de maiz, bagazo de cafia y hojas de
cafla de azulcar, se utiliza hidroxido de sodio diluido a 60°C por 24 horas, durante el
proceso se consigue la remocién de la lignina entre un 24 y un 55% para la madera dura
con contenido inicial de lignina del 20%, es dificil la remocién para maderas blandas con
contenidos mayores al 26% en lignina. Se presenta una hidrélisis de la hemicelulosa
mayor al 50% y un sustancial hinchamiento de la celulosa y su conversion en un 78% en
paja de arroz y 67.1% en bagazo de cafa. La conversion durante la hidrélisis de la
celulosa en un proceso convencional es aproximadamente del 54% con hidroxido de
sodio mas perdxido de hidrégeno y de 65% en hojas de cafia de azacar.'**

o Deslignificacion Oxidativa. Proceso utilizado para el rompimiento del bagazo de
cafia con peroxidasa y peroxido de hidrégeno al 2% y a 20°C por 8 horas que termina en

19 Ihid., p. 5.
%% 1bid., p. 6.
192 |hid., p. 6.
198 Ihid., p. 6.
1% |bid., p. 6.
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la solubilizacién del 50% de la lignina y de casi la totalidad de la hemicelulosa y la
conversion de la celulosa durante la hidrélisis es del 95%.%

o Proceso Organosolv. Con éste proceso es posible la hidrolisis de la lignina de
madera de alamo usando solventes organicos (metanol, etanol, acetona, etilenglicol,
trietilenglicol, entre otros) o su mezcla con 1% de acido sulfurico o acido clorhidrico. Se
logra el rompimiento de las uniones de hemicelulosa, se solubiliza casi totalmente la
lignina, hidrdlisis casi total de la hemicelulosa, altos rendimientos de xilosa y es necesario
remover los solventes del sistema para no inhibir los procesos bioldgicos subsiguientes.'

1.8.4.4 Pretratamiento Bioldgico.

o Pretratamiento con Hongos. Se ha utilizado para el aprovechamiento de paja de
trigo y desechos de maiz, usando para ello hongos de la pudricién blanca, blanda y parda
gue tienen produccion de celulasas por fermentacion en sustrato sélido. Durante el
proceso los hongos producen celulasas, hemicelulasas y enzimas degradadoras de
lignina: ligninasas, lignin —peréxidasas, polifenoloxidasas, lacasas y enzimas reductoras
de quinonas, es un proceso muy lento llevado a cabo por hongos tales como: Pleurotus
ostreatus que convierte el 35% de la paja de trigo en azlicares en cinco semanas Yy
hongos de la pudricion parda que degradan celulosa y hongos de la pudricién blanca,
blanda que degradan celulosa y lignina.**’

o Enzimas celuloliticas. Al estudiar las enzimas celulasas que utilizan naturalmente
los hongos y bacterias para degradar la celulosa, se ha encontrado que la hidrdlisis
(degradacion) de este polimero es muy compleja. Por eso, ha sido necesario investigar
las estructuras y funciones de estas enzimas para conocer con mayor detalle los
mecanismos enzimaticos involucrados en la degradacién de la celulosa.

Si se revisa la estructura y la composicion de los substratos celulésicos naturales,
principalmente los materiales celulares de las plantas, se observa que estan compuestos
de polisacaridos heterogéneos y entrelazados con una importante variacién en el grado
de cristalinidad en la hemicelulosa y las pectinas embebidas en la lignina. Los
microorganismos producen enzimas multiples para degradar los materiales de que estan
compuestos las plantas, a éste grupo de enzimas se les denomina sistema enzimatico. La
funcion de éstas se ha considerado en términos de su accién sobre las fibras de celulosa
especificamente, sin embargo, hoy es considerada la actividad de éstos sistemas
enzimaticos sobre la hemicelulosa y se conoce que éstas son comunmente producidas
por microorganismos celuloliticos, incluye a los complejos enziméaticos celuloliticos de
bacterias aerobias y a sistemas no complejos enzimaticos de hongos y bacterias
anaerobias. Para los microorganismos que realizan la hidrélisis y el metabolismo de
celulosa insoluble, las celulasas extracelulares deben ser producidas libres o asociadas a
las células.

1% |bid., p. 6.
1% Ihid., p. 6.
97 |bid., p. 6.
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1.9 SISTEMA CELULASA

Segun Lee R. Lynd, Paul J. Weimer®, en su articulo Microbial Cellulose Utilization:
Fundamentals and Biotechnology, los componentes del sistema celulasa primero fueron
clasificados basados en sus modos de accion catalitica y han sido mas recientemente
clasificados basados en sus propiedades estructurales, tres tipos mayores de actividad
enzimatica se han encontrado: a) Endoglucanasas o 1-4 beta -D- glucan 4
glucanohydrolasas. b) Exoglucanasas, incluyendo a 1-4 beta — D- glucan -
glucanohydrolasa, también conocidas como cellodextrinasas y 1-4 beta — D- glucan —
celobiohidrolasas y c) beta glucosidasas o beta glucosido — glucohydrolasas.

Las endoglucanasas cortan al interior de la biomasa amorfa que forman las cadenas de
polisacarido de celulosa generando oligosacaridos de varias longitudes vy
consecuentemente nuevos extremos terminales en la cadena.

Las exoglucanasas actlan a continuacion en los extremos terminales reductores y no
reductores del polisacarido de celulosa liberando glucosa si el ataque lo realiza la enzima
glucanohydrolasa o celobiosa si lo realiza la enzima celobiohidrolasas como los mayores
productos.

Las exoglucanasas también pueden actuar sobre la celulosa microcristalina,
presumiblemente desnudando las cadenas de celulosa desde la estructura microcristalina.

Las beta glucosidasas hidrolizan celodextrinas solubles y celobiosa a glucosa. Las
celulasas se distinguen de otras, glucosa - hidrolasas por su habilidad para hidrolizar
enlaces beta 1-4 glucosidicos en la celulosa entre otros residuos glucosidicos. El
rompimiento enzimatico de los enlaces beta 1-4 glucosidicos en la celulosa procede a
través de un mecanismo de hidrélisis acida, usando un protén de un donador o una base.
Los productos de la hidrélisis pueden resultar en la inversibn o en la retencion
(mecanismo de doble reemplazo) de la configuracibn anomérica del carbono 1 en el
extremo reductor.

La insoluble y recalcitrante naturaleza de la celulosa representa un reto para el sistema
celulasa. Una caracteristica general de la mayoria de las celulasas es su estructura
modular a menudo incluyendo un modulo catalitico y un médulo de enlace al carbohidrato
llamados C.B.M. El efecto C.B.M. de adherencia a la superficie de la celulosa,
presumiblemente facilita la hidrélisis de la celulosa acercando el dominio catalitico del
complejo enzimatico aproximando al substrato la celulosa insoluble, la presencia de
C.B.Ms es particularmente importante para la iniciaciébn del proceso y los siguientes
eventos mediados por la exoglucanasa.

El sistema celulosa exhibe una alta actividad colectiva que es mas que la sumatoria de las
actividades individuales de las enzimas que lo conforman, a este fendbmeno se le conoce
como sinergismo, se han reportado cuatro formas de sinergismo: 1) Una sinergia Exo —
Endo entre las exoglucanasas y las endoglucanasas. 2) una sinergia Exo — Exo entre las
exoglucanasas que produce desde los terminales reductores y no reductores de las
cadenas de celulosa. 3) La sinergia entre Exoglucanasas y beta glucosidasas que

1% | ee R. Lynd, Paul J. Weimer. Op. cit., p.1-73.
51



remueven la celobiosa y las celodextrinas como producto de la actividad de las dos
primeras enzimas y 4) Una sinergia intramolecular entre el dominio catalitico y los C.B.Ms.

El sistema celulasa no es tan sélo una aglomeracion de enzimas que representa a los tres
grupos de enzimas con o sin CBMs, actla de una manera coordinada para hacer mas
eficiente la hidrélisis de la celulosa. Los microorganismos han adoptado diferentes
acercamientos para ser eficaces en la hidrélisis de la celulosa, la cual de forma natural
est& presente en particulas insolubles o embebidas dentro de una matriz de hemicelulosa
y lignina. Los hongos filamentosos celuloliticos y bacterias actinomycetes tienen la
habilidad para penetrar el substrato celulésico usando para ello hifas alargadas que se
extienden, asi a menudo presentando su sistema celulolitico en cavidades dentro de las
particulas de celulosa.

La produccién de celulosa libre con o sin CBMs pude ser suficiente para ocasionar una
hidrdélisis eficiente bajo estas condiciones. Las enzimas en éste sistema celulasa no
forman un complejo de alto peso molecular estable y por lo tanto son llamados sistemas
no complejos.

En comparacién, las bacterias anaerdbicas carecen de la habilidad de penetrar de forma
efectiva el material celuldsico y quiza haya tenido que encontrar mecanismos alternativos
para degradar la celulosa y tener acceso a los productos de la hidrélisis de la celulosa en
presencia de otros microorganismos competidores y con una disponibilidad limitada de
ATP para la sintesis de la celulasa, esto permitié el desarrollo de sistemas de celulasa
complejos llamados Celulosomas y en los cuales su posicion al interior de las células que
producen celulasa es en el sitio de la hidrdlisis, asi como se observa en el género
Clostridium y en las bacterias del rumen.

1.9.1 Sistema Celulasa No Complejo. Las celulasas que provienen de los hongos
aerobios han sido mas estudiadas que cualquier celulasa de cualquier otro grupo
fisiol6gico y las celulasas flngicas estan presentes y dominan las aplicaciones industriales
de las celulasas.

De esta forma, y segun lo expuesto por Lynd et al., 2002; Zhang y Lynd, 2004'%., la
mayoria de las celulasas comerciales son producidas a partir de Trichoderma reesei, del
cual se obtiene basicamente una mezcla de celobiohidrolasas y endoglucanasas Las
primeras hidrolizan los enlaces 3 (1,4) de la cadena de celulosa a partir de los extremos
no reductores o reductores liberando celobiosa o inclusive glucosa, mientras las
endoglucanasas rompen estos mismos enlaces en forma aleatoria dentro de la cadena.
Desafortunadamente, las celobiohidrolasas son inhibidas por la celobiosa, por lo que se
agrega B-glucosidasa de otra fuente para complementar la accion de las celulasas de este
hongo. La B-glucosidasa hidroliza la celobiosa obtenida en dos moléculas de glucosa.

Trichoderma reesei produce al menos dos exoglucanasas (CBHI y CBHII), cinco
endoglucanasas (EGI, I, lll, IV y la V) y dos beta glucosidasas (BGLI y BGLII). Los
esfuerzos que se han realizado en las Ultimas décadas para incrementar la eficiencia de la
celulasa han resultado en la generacién de cepas microbianas que producen arriba de

99| ee R. Lynd, Paul J. Weimer. Op. cit., p.1-73.
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0,33 gramos de proteina/gramo de carbohidrato utilizable. La necesidad de las dos
exoglucanasas (celobiohidrolasas) ha sido atribuida a su particular preferencia por los
extremos reductores y no reductores de las cadenas de celulosa de la celulosa
microcristalina. Esta idea también ha sido soportada por la sinergia exo-exo observada
entre estas dos enzimas, los procesos de cristalografia han elucidado la estructura
tridimensional de las dos celobiohidrolasas. CBI contiene 4 anillos o curvas que dan
origen a un tanel con una longitud de 50 A°; CBII contiene en la superficie dos anillos o
curvas que dan origen a un tanel de 20 A°, estos tuneles demuestran ser esenciales a las
celobiohidrolasas en el proceso de escindir las cadenas de celulosa desde los terminales
reductores y no reductores. La estructura tridimensional de CBHI ha confirmado que la
celobiosa es el mayor producto hidrolitico mientras la cadena de celulosa pasa a través
del tunel. Ocasionalmente, la celotriosa o la glucosa son liberadas durante los estados
iniciales de la hidrdlisis. La estructura de EGI (naturalmente relacionada a CBHII) también
ha sido determinada 6 explicada, revela la presencia de anillos o curvas cortas que crean
0 generan una muesca o canal mas que un tanel, la muesca presumiblemente permite la
entrada de las cadenas de celulosa para el proximo clivaje o escisién. Un canal similar se
observo en la estructura de EGIII, una endoglucanasa que carece de CBM.

La actividad celobiohidrolasa es esencial para la hidrélisis de la celulosa microcristalina.
CBHI y CBHII son los componentes principales del sistema celulasa de T. reesei,
representando el 60% y el 20% respectivamente del total de la proteina celulasa
producida por el hongo. El importante papel de CBM en la actividad de estas dos enzimas
para asegurar el enlace o unién durante el proceso ha sido demostrado claramente. Sin
embargo, las dos celobiohidrolasas son muy lentas en provocar la disminucién o el grado
de polimerizacion de la celulosa. Las endoglucanasas, se pensaba eran principalmente
responsables por el decrecimiento del grado de polimerizacidbn por que realizan una
escision o clivaje interno de las cadenas de celulosa en las regiones relativamente
amorfas y de esta manera generar nuevas terminales de cadena susceptibles a la accion
de las celobiohidrolasas.

La necesidad de cinco especies de endoglucanasas en el sistema celulasa de
Trichoderma reesei no ha sido claramente explicada.

1.9.2 Hidrdlisis Enzimatica de Material Lignocelulésico. En una etapa posterior, la
celulosa liberada es sometida a hidrélisis enziméatica con celulasas exégenas, lo cual hace
que se obtenga una solucién de azlcares fermentables que contiene principalmente
glucosa, asi como pentosas resultantes de la hidrdlisis inicial de la hemicelulosa. Estos
azlcares son posteriormente convertidos en Etanol mediante microorganismos que
pueden utilizar uno o varios de los azlcares presentes en el material lignocelulésico
pretratado e hidrolizado.

. Hidrdlisis y Fermentacién de material Lignocelulésico en la Obtencion de
Etanol. Las etapas de hidrdlisis y fermentacion se pueden realizar en forma secuencial
(hidrdlisis y fermentacion separadas, SHF por sus siglas en inglés) o llevando a cabo en
una sola unidad la hidrélisis y la fermentaciébn al mismo tiempo (sacarificacion vy
fermentacion simultaneas; SSF).

El microorganismo mas utilizado para este proceso es S. cerevisiae que fermenta las
hexosas presentes en el hidrolizado mas no las pentosas. La SSF muestra mayores
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rendimientos de Etanol y menores consumos energéticos, pero las temperaturas de
operacién no son Gptimas para la hidrélisis y se requiere de mayores dosis de enzimas.

Segun lo citado por Wyman et al'’®. En Lee R. Lynd, Paul J. Weimer*'. Microbial
Cellulose Utilization: Fundamentals and Biotechnology, se realizaron una evaluacion de
los rendimientos de alcohol a partir de diferentes materiales lignocelulésicos en procesos
de SSF y de SHF por lotes a 37°C con diferentes dosis de enzima y tiempos de proceso
de 7-8 dias. La tusa de maiz, los tallos y hojas de maiz, la paja de trigo y el pasto llorén,
en su orden, alcanzaron altas tasas de hidrdlisis y altos rendimientos de Etanol durante la
SSF; los diferentes tipos de madera pretratada estudiados mostraron conversiones
similares de celulosa a Etanol y rendimientos ligeramente inferiores a los desechos de
maiz, los cuales presentaron los mayores valores (92-94%). South et al. (1993) llevaron a
cabo ensayos de SSF en reactores por lotes adicionando celulasas a mezclas de madera
dura y de alamo pretratadas con &cido diluido utilizando S. cerevisiae.

o Sustancias Inhibitorias Producto del Pretratamiento del Material
Lignoceluldsico. Las sustancias inhibitorias se originan como resultado de la hidrélisis de
los diferentes componentes, de los &cidos organicos esterificados a la hemicelulosa, y de
los derivados fendlicos solubilizados de la lignina. Asi mismo, los inhibidores se forman a
partir de productos de degradacion de los aztcares solubles y de la lignina™?. Por eso, y
dependiendo del tipo de pretratamiento e hidrdlisis utilizados, es necesario llevar a cabo la
detoxificacion de las corrientes que van a ser sometidas a fermentacion.

1.10 MICROBIOLOGIA DE LA TRANSFORMACION DE RESIDUOS CELULOSICOS EN
AZUCARES FERMENTABLES

Los microorganismos celuloliticos (que degradan celulosa) desempefian un papel
importante en la biosfera reciclando este polimero. Existe una diversidad de estos
microorganismos, bacterias y hongos aerdbicos o anaerébicos, mesdfilos o terméfilos que
producen las enzimas celulasas. Algunos de ellos son:

Dentro del grupo de hongos aerébicos, el hongo filamentoso Trichoderma reesei es uno
de los mas estudiados y se caracteriza por su efectividad en la degradacion de la celulosa
nativa y cristalina mediante su complejo celulolitico que presenta las tres actividades
necesarias para la hidrolisis de la celulosa (endoglucanasa, exoglucanasa y -
glucosidasa). Otra ventaja que presenta el uso de este microorganismo, es su estabilidad
en reactores agitados bajo condiciones de pH &cido y a 50 °C durante 48 hs.

Entre los microorganismos, los termdéfilos son de interés por su capacidad para producir
enzimas celuloliticas termoestables, las cuales son en general estables bajo condiciones
severas, incluso en niveles de pH altamente acidos o alcalinos asi como temperaturas de
hasta 90 °C.

Las enzimas celuloliticas producidas por las bacterias del género Bacillus presentan
basicamente actividad endo-B-1,4-glucanasa y exo-B-1,4-glucanasa; pero tienen una

19 hid., p. 1-73.
| ee R. Lynd, Paul J. Weimer. Op. cit., p.1-73.
12 |bid., p. 1-73.
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caracteristica particular, en especial las enzimas de Bacillus subtillis y es la resistencia a
ser inhibida por la propia glucosa o celobiosa que producen.

En la actualidad existen disponibles numerosos preparados enzimaticos comerciales que
contienen principalmente actividad celulolitica (endo-B-1,4-glucanasa, exo-B-1,4-
glucanasa, f-1,4-glucosidasa). Estos preparados enzimaticos son obtenidos de
microorganismos de origen fungico y bacteriano, que principalmente provienen de los
microorganismos Trichoderma sp., Aspergillus niger y Bacillus subtillis.

Otros Microorganismos Utiles En La Transformacion Del Bagazo son: levaduras
(Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces ellipsodides, Saccharomyces carlsbergensis,
Saccharomyces fragilis, Saccharomyces ovaru, Saccharomyces pastorianus,
Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces marxianus IMB3,- Pichia stipites)., Mohos /
Hongos (Aspergillus oryzae, Aspergillus awamori, Candida shehatae.), Bacterias
(Escherichia coli, Zymomonas mobilis, Thermoanaerobacter mathrani, Clostridium
acetobutylicum, Clostridium beijerinckii).

1.10.1 Consorcios Microbianos. La dinamica poblacional de cultivos mixtos y
secuenciales en fermentaciones de derivados de la cafia de azlcar es un problema muy
interesante desde el punto de vista tedrico y tecnoldgico.

Por cultivos mixtos o consorcios nos referimos a que se encuentran presentes desde un
inicio mas de una especie/estirpe de microbio y por cultivo secuencial a que seran
afiadidas a lo largo de la fermentacion. Dichos procesos tienen un papel fundamental en
la industria de bebidas fermentadas, de ahi la importancia de su estudio y modelado. Los
modelos de estos procesos deben representar la dinamica de mudltiples especies de
microorganismos gue crecen en una mezcla de sustratos.

Durante décadas la investigacién en biotecnologia se enfocé en cultivos puros, ahora los
efectos sinérgicos en cultivos mixtos de microorganismos estan siendo objeto de un
creciente interés (Schink, 2002).

La dinamica del cultivo mixto de microorganismos en mezclas de sustratos es un
problema muy interesante desde el punto de vista teérico y tecnolégico. Hoy en dia se
reconoce que para entender la presencia, el crecimiento y el papel que juegan los
microorganismos en los bioprocesos se necesita un enfoque de ecologia microbiana (Dias
& Wacher, 2003)'*. Los cultivos mixtos que crecen en mezclas de sustratos juegan un
papel fundamental en la bioingenieria.

La produccién de bioetanol, es un ejemplo de mucho interés. La materia prima usada en
la fermentacion para producirlo consiste tipicamente en una mezcla de hexosas y
pentosas. Por tanto el bioetanol es el producto de la transformacion de una mezcla de
sustratos mediante microorganismos.

3 DIAS RG & WACHER RC (2003) Métodos para el estudio de comunidades microbianas en alimentos fermentados. Rev.
Latin. Microbiol. 45 (1-2): 30-40.
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Cuando un microorganismo crece en presencia de al menos dos sustratos, uno de ellos
es normalmente agotado primero, lo que resulta en un cambio en la pendiente de la curva
de crecimiento de biomasa. La poblacion de levaduras usadas en la produccion de
bioetanol, a escala industrial, puede variar de acuerdo con las condiciones particulares del
proceso de cada planta asi como del estrés que el ambiente fermentativo impone a los
consorcios de microorganismos. Por ello, las levaduras aisladas de una industria en
particular pueden estar adaptadas a dichas condiciones y por tanto son mejores para ese
proceso que una cepa comercial pura (da Silva-Filho et al., 2005).

Es muy importante la identificacion y el entendimiento de las interacciones que ocurren en
estos consorcios de levaduras y bacterias. Los trabajos pioneros de Jacob Monod y J. B.
S. Haldane han servido como un punto de inicio de importantes modelos matematicos que
dan cuenta de diferentes aspectos del crecimiento microbiano en monocultivos por lote,
lote-alimentado y continuos.

Estos trabajos suponen cultivos puros. “Actualmente existe una vasta cantidad de
articulos sobre modelos matematicos de crecimiento microbiano (Nielsen et al., 2003)"**,
Sin embargo, en el &mbito de cultivos mixtos la literatura se reduce considerablemente.
Por supuesto, en general, cuando la complejidad de un problema crece, la posibilidad de
analizarlo en términos precisos disminuye.

En el modelado de la mayoria de estos sistemas biolégicos se asume de manera implicita
que son de naturaleza continua, aplicando las ecuaciones diferenciales como la
herramienta para su modelado.

Las variables analizadas son denominadas estados, y son propiedades tales como la
concentracion de microorganismo (biomasa en g/l), concentracion del producto (g/l), y
concentracion de sustrato (g/l); y en algunos casos concentracion interna de enzimas. Sin
embargo todos estos estados son muy dificiles de medir (sino es que imposible) en
tiempo real. Se necesitan desarrollar modelos basados en ecuaciones diferenciales
ordinarias que contemplen entre sus estados variables que sean facilmente monitoreables
en tiempo real. Dichos modelos permitirian el desarrollo de controladores que hagan
frente a las perturbaciones inherentes a estos sistemas.

“Se ha descrito como es posible inferir tedricamente la presencia de cultivos mixtos a
partir de datos de biomasa total, usando una transformada ondeleta (lbarra-Junquera et
al., 2006%)"'*°, La idea central desarrollada por Ibarra-Junquera et al., (20062) se basa en
el hecho de que todo evento a nivel metabdlico (cambio de sustrato) o a nivel de
interacciones entre especies (crecimiento mixto con competencia o sin ella) genera la
presencia de singularidades en la sefial de biomasa total.

1.10.2 Fisiologia De Microorganismos Celuloliticos

o Preferencia por el substrato. El amplio rango de diversidad catabodlica entre
microorganismos es una de las caracteristicas distinguibles del mundo microbiano. El

14 NIELSEN J, VILLADSEN J & LIDEN G (2003) Bioreaction Engineering Principles. Kluwer Academic Plenum Publishers,
USA.

1% |IBARRA-JUNQUERA V, ESCALANTE-MINAKATA P, MURGUIA JS & ROSU HC (2006) Inferring mixed-culture growth
from total biomass data in a wavelet approach. Physica A. 370: 777-792.
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rango de esta diversidad varia ampliamente entre especies individuales, desde algunas
especies altamente especializadas las cuales pueden utilizar uno o muy pocos substratos
como fuente de energia hasta microorganismos altamente versatiles que pueden utilizar
alrededor de 100 compuestos como la Unica fuente de carbono.

Segin Nishise™®, Poulsen'’, y Rajoka''®, en general los microbios celuloliticos se
encuentran muy cerca del rango de los organismos especialistas. Ellos son principalmente
degradadores de carbohidratos y generalmente son incapaces de utilizar proteinas y
lipidos (o sus componentes) como una fuente de energia para su crecimiento. Los
microorganismos celuloliticos nativos del suelo por ejemplo, la bacteria Cellulomonas y
Cytophaga y la mayoria de los hongos, pueden generalmente utilizar una variedad de
otros carbohidratos ademas de la celulosa.

“Las especies celuloliticas anaerobias por ejemplo, aquellas del género Fibrobacter,
Ruminococcus, y Clostridium, estan mas limitadas en el rango de los carbohidratos que
les son dUtiles, y crecen sobre la celulosa y sobre sus productos hidroliticos, pero no
crecen a menudo sobre monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos basados en
azlcares que no sean a base de glucosa’"?, “C. thermocellum y R. albus usan celobiosa

en lugar de glucosa cuando los dos substratos se hallan presentes™?°.

“Unas pocas bacterias anaerobias celuloliticas pueden utilizar Xilano”?*. La naturaleza
especialista de los microbios celuloliticos anaerobios probablemente resulte
principalmente del desarrollo de una maquinaria enzimatica especializada para la
hidrdlisis de la celulosa, el significativo esfuerzo metabdlico dedicado para su sintesis y
otras caracteristicas peculiares para la utilizacion de la celulosa.

Estas caracteristicas junto con el alto valor cal6rico y la abundancia natural de la celulosa
en si misma, aplica una presion selectiva sobre los microorganismos para su utilizacién en
este tipo de procesos, en particular si el organismo desarrolla una estrategia para
posicionarse de tal forma que pueda obtener el acceso a los productos de hidrdlisis de la
celulosa. Un microorganismo especialista, suficientemente bien adaptado a la utilizacion
de la celulosa, es improbable que pase hambre en cualquier habitat (natural o artificial),
recibiendo una carga periédica de biomasa vegetal.

Algunas de las mas recientes especies anaerobias celuloliticas descritas (Anaerocellum
thermophillum'®, C. saccharolyticus *?* y Halocella cellulolytica ** muestran un espectro

M8 NISHISE, H., A. OGAWA, Y. TANI, AND H. YAMADA. 1985. Studies on microbial, glycerol dehydrogenase. 4: glycerol
dehydrogenase and glycerol dissimilation in Cellulomonas sp. NT3060. Agric. Biol. Chem. 9:629-636.

" POULSEN, O. M., AND L. W. PETERSEN. 1988. Growth of Cellulomonas sp. ATCC 21399 on different polysaccharides
as sole carbon source induction of extracellular enzymes. Appl. Microbiol. Biotechnol. 29:480-484.

18 RAJOKA, M. I, AND K. A. MALIK. 1997. Cellulase production by Cellulomonas biazotea cultured in media containing
different cellulosic substrates. Biores. Technol. 59:21-27

19 NG, T. K., AND J. G. ZEIKUS. 1982. Differential metabolism of cellobiose and glucose by Clostridium thermocellum and
Clostridium thermohydrosulfuricum. J. Bacteriol. 150:1391-1399.

120 THURSTON, B., K. A. DAWSON, AND H. J. STROBEL. 1993. Cellobiose versus glucose utilization by the ruminal
bacterium Ruminococcus albus. Appl. Environ. Microbiol. 59:2631-2637

2 HUNGATE, R. E. 1966. The rumen and its microbes. Academic Press, Inc., New York, N.Y.

22 QVETLICHNYI, V. A., T. P. SVETLICHNAYA, N. A. CHERNYKH, AND G. A. ZAVARZIN. 1990. Anaerocellum
thermophilum, new genus new species, an extremely thermophilic cellulolytic eubacterium isolated from hot springs in the
valley of geysers (Russian SFSR, USSR). Mikrobiologiya 59:598-604.
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méas amplio de utilizacion de carbohidratos con compuestos tales como el almidon y
diferentes monosacaridos los cuales sirven de diversos substratos. Parece haber una
tendencia a tener una mayor gama de carbohidratos Utiles en entornos mas extremos
como ambientes termdfilos y halofilos, quizd como consecuencia de una menor cantidad
de insumos de celulosa, posiblemente en combinacion con la presencia de un namero
menor de especies que compiten en éstos habitats.

Los requerimientos de nutrientes para el crecimiento de especies celuloliticas incluye la
disponibilidad de nitrégeno, fésforo, y azufre mas un complejo estandar de macro y micro
nutrientes y varias vitaminas, (ejemplo, &cidos grasos de cuatro o cinco carbonos
ramificados y volatiles en el caso de la predominante bacteria celulolitica ruminal). Aunque
los nutrientes adicionales presentes en los medios de cultivos complejos (ejemplo,
peptonas, y extracto de levaduras), no se requieren usualmente, ellos a menudo
estimulan el crecimiento de cepas de individuos, en algunas ocasiones dramaticamente.

o Formacion y Adhesién de Los Complejos Celulosa-Enzima —Microbio. El
catabolismo de la celulosa involucra ambas condiciones: la despolimerizacion enziméatica
de la celulosa insoluble y la utilizacion celular de los productos de la hidrdlisis, hay dos
estrategias principales para la utilizacién de la celulosa cristalina, las bacterias aerébicas y
los hongos no adhieren (o adhieren Unicamente débilmente) a la celulosa produciendo
celulasas no complejas y oxidacién de los productos hidroliticos a CO, y agua.

Los hongos y bacterias anaerébicas despliegan una gran tendencia (en algunos casos
como un requerimiento) a adherir a la celulosa y producen un complejo celulasa primario
que se ejemplifica por el organelo celulosoma y producen una variedad de fermentaciones
y de productos finales, estas dos estrategias no son completamente dicotémicas, ya que
diversas especies muestran o0 expresan diferentes combinaciones de estas
caracteristicas.

“La hidrodlisis de la celulosa requiere la unién previa de las enzimas a la celulosa, bien sea
conformando, un complejo binario enzima — substrato o un complejo terciario celulosa-
enzima- microbio (CEM). Algunas células con sistemas no complejos (ejemplo la cepa
Cellulomonas sp NRCC 2406"** “muestra una tendencia a adherir a la celulosa aunque
tal contacto no parece ser necesario para la utilizacion de la celulosa™?.

“En el hongo T. reesei, una considerable actividad celulasa esta localizada en la superficie

de la hifa de crecimiento”?’, “y crece en maiz en un reactor de lecho fluidizado como una

biopelicula de 30 micras de didmetro, la cual presumiblemente mantiene el contacto de

12 RAINEY, F. A., A. M. DONNISON, P. H. JANSSEN, D. SAUL, A. RODRIGO, P. L. BERGQUIST, R. M. DANIEL, E.
STACKEBRANDT, AND H. W. MORGAN. 1994. Description of Caldicellulosiruptor saccharolyticus gen. nov., sp. nov: an
obligately anaerobic, extremely thermophilic, cellulolytic bacterium. FEMS Microbiol. Lett. 120:263—-266.

?* SIMANKOVA, M. V., N. A. CHERNYCH, G. A. OSIPOV, AND G. A. ZAVARZIN. 1993. Halocella cellulolytica, gen. nov.
szp. nov., a new obligately anaerobic, halophilic, cellulolytic bacterium. Syst. Appl. Microbiol. 16:385-389.

% VLADUT-TALOR, M., T. KAURI, AND D. J. KUSHNER. 1986. Effects of cellulose on growth, enzyme production and
ultrastructure of a Cellulomonas species. Arch. Microbiol. 144:191-195.

126 KAURI, T., AND D. J. KUSHNER. 1985. Role of contact in bacterial degradation of cellulose. FEMS Microbiol. Ecol.
31:301-306.

27 BUSTO, M. D., N. ORTEGA, AND M. PEREZ-MATEOS. 1996. Location, kinetics and stability of cellulases induced in
Trichoderma reesei cultures. Biores. Technol. 57:187-192.
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las hifas con la celulosa”®. Durante la degradacion de las paredes celulares de las

plantas estdn en estrecha proximidad al substrato incluso si aquellas no estan
estrictamente adheridas y en éste medio ambiente confinado la perdida de enzimas y de
productos hidroliticos debida a la difusion y a la conveccion es probablemente limitada.

Para las bacterias anaerobicas, la adhesion de las células a la celulosa es mucho mas
comun, y para algunas especies parece ser un requerimiento para lograr una rapida y
eficiente hidrolisis. En diversas especies, por ejemplo, C. thermocellum, C. celluloliticum, y
F. succinogenes), la actividad celulolitica extracelular puede ser facilmente analizada en
cultivos estacionarios y los sobrenadantes y los cultivos han servido como un punto de
partida para el aislamiento de docenas de enzimas celulasas.

“Sin embargo, la adhesién defectuosa del mutante C.thermocellum, despliega una
hidrélisis substancialmente reducida y estos mutantes son a menudo inestables

regresando al fenotipo adherente™?.

En las fases tempranas del crecimiento en cultivo estacionario, C thermocellum*°, y C.
cellulolyticum™!, se encuentran en estrecho contacto con la celulosa, y la adhesién de C.
thermocellum ha sido explicada por la presencia de un modulo de unién a la celulosa
dentro del complejo celulosoma®, los cuales estan anclados a las celdas a través de la
modificacion de la cohesina tipo Il en el dominio terminal de la proteina estructural™**.

Entre las bacterias ruminales, la adhesién parece ser incluso mas pronunciada que en los
clostridios F. succinogenes los cuales producen una serie de proteinas de union o enlace
con la celulosa, algunas de las cuales tienen actividad endoglucanasa'* vy una fina

glicoproteina glicocalix que resulta en una fuerte adhesion a la celulosa*®.

Al igual que con C. thermocellum, la adhesion defectuosa del mutante de F.
succinogenes S85 muestra poca 0 ninguna actividad para degradar la celulosa y revierte
rapidamente al fenotipo adherente®®. R. flavefaciens y R. albus, producen un espeso y
tenaz glicocalix'®’, para la F. succinogenes y para el ruminococo la inhibicién de la
adhesion célula — celulosa o el desprendimiento de las células reduce o impide

8 TENGERDY, R. P., W. H. RHO, AND A. M. MOHAGHEGH]I. 1991. Liquid fluidized bed starter culture of Trichoderma
reesei for cellulase production. Appl. Biochem. Biotechnol. 27:195-204.

2 BAYER, E. A., R. KENIG, AND R. LAMED. 1983. Adherence of Clostridium thermocellum to cellulose. J. Bacteriol.
156:818-827.

NG, T. K., P. J. WEIMER, AND J. G. ZEIKUS. 1977. Cellulolytic and physiological properties of Clostridium thermocellum.
Arch. Microbiol. 114:1-7.

31 GELHAYE, E., H. PETITDEMANGE, AND R. GAY. 1993. Adhesion and growth rate of Clostridium cellulolyticum ATCC
35319 on crystalline cellulose. J. Bacteriol. 175:3452—-3458.

2 BAYER, E. A., R. KENIG, AND R. LAMED. 1983. Adherence of Clostridiumthermocellum to cellulose. J. Bacteriol.
156:818-827.

133 SHOHAM, Y., R. LAMED, AND E. A. BAYER. 1999. The cellulosome concept as an efficient microbial strategy for the
degradation of insoluble polysaccharides. Trends Microbiol. 7:275-281.

1% MIRON, J., AND C. W. FORSBERG. 1999. Characterisation of cellulose-binding proteins that are involved in the
adhesion mechanism of Fibrobacter intestinalis DR7. Appl. Microbiol. Biotechnol. 51:491-497.

% KUDO, H., K.-J. CHENG, AND J. W. COSTERTON. 1987. Electron microscopic study of the methylcellulose-mediated
detachment of cellulolytic rumen bacteria from cellulose fibers. Can. J. Microbiol. 33:267-271.

% GONG, J. H., AND C. W. FORSBERG. 1989. Factors affecting adhesion of Fibrobacter succinogenes subsp.
succinogenes S85 and adherence-defective mutants to cellulose. Appl. Environ. Microbiol. 55:3039-3044.

18 COSTERTON, J. W., K. J. CHENG, G. G. GEESEY, T. I. LADD, J. C. NICKEL, M. DASGUPTA, AND T. J. MARRIE.
1987. Bacterial biofilms in nature and disease. Annu. Rev. Microbiol. 41:435-464.
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completamente la adherencia impidiendo la utilizacion de la celulosa™®, por lo tanto, la
adherencia parece ser una estrategia importante para la utilizacion de la celulosa entre
las bacterias anaerébicas y el complejo ternario CEM es probablemente el mayor agente
de la celulolisis.

El papel de las celulasas libres de células es menos claro que el papel de la celulasas que
hace parte del complejo CEM. Mientras que las enzimas libres de células pueden ser
capaces de hidrolizar la celulosa en un ensayo in vitro, estas enzimas pueden competir en
un cultivo microbiano con celulasas adherentes a las células.

Durante el crecimiento continuo de F. succinogenes'® y R.flavefaciens® en celulosa —
limitada quimiostato, ambas actividades: CMCasa y Avicelasa fueron esencialmente
indetectables en los sobrenadantes del cultivo a pesar de las altas tasas de remocién de
celulosa del cultivo. Es poco probable que la falta de celulasa libre de células se haya
debido a la adsorcién de celulasas extracelulares de la celulosa, por que las particulas de
la superficie de la celulosa fueron completamente colonizadas por las bacterias y sus
glycocalis, no dejando un margen para una mayor absorcion de enzimas libres. Entre los
anaerobios celuloliticos no hay demostracion experimental que hasta la fecha la celulasa
secretada haga parte de una actividad celulolitica de un activo crecimiento continuo, con

la excepcion de Clostridium stercorarium®**.

La habilidad para digerir la celulosa esta ampliamente distribuida entre varios géneros del
dominio bacteria y en varios grupos fangicos del dominio Eucaria dentro de las
eubacterias hay una concentracion considerable de capacidades celuloliticas entre los
ordenes predominantes aerébicos Actinomycetales (Phylum Actinobacteria) y el orden
Clostridiales anaerébicos (Phylum Firmicutes), la utilizacion de la celulosa por parte de los
hongos estd muy distribuida desde los protistas Chytridomycetes hasta los avanzados
basidiomicetes.

La capacidad celulolitica también se ha registrado para al menos 700 especies de
Zygomycetes, algunos miembros del género Mucor del cual es bien conocido su habilidad
para utilizar substratos solubles. Del mismo modo diversas subdivisiones de
Ascomycetes, Basidiomycetes y Deuteromycetes, incluye géneros de Bulgaria,
Chaetomiun, y Helotium; Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Geotrichum, Myrothecium,
Paecilomyces, Penicillium y trichoderma (Deuteromycetes); Bacterias gram positivas
aerobias Cellulomonas y Thermobifida al igual que Cytophaga y Sporocytophaga.

De acuerdo con Lynd Lee 2002, se han desarrollado ensayos con diferentes géneros de
bacterias y hongos aerobios y anaerobios para la obtencién de la transformacion de la
celulosa o de los complejos lignocelulésicos entre los cuales se destacan como
microorganismos aerobios los siguientes: Acidothemus cellulolitycus gram positivo
termofilico, Bacillus pumilis gram positivo mesofilico endosporado, Caldibacillus

1% KUDO, H., K.-J. CHENG, AND J. W. COSTERTON. 1987. Electron microscopic study of the methylcellulose-mediated
detachment of cellulolytic rumen bacteria from cellulose fibers. Can. J. Microbiol. 33:267-271.

1% WEIMER, P. J. 1993. Effects of dilution rate and pH on the ruminal celluloytic bacterium Fibrobacter succinogenes S85 in
cellulose fed continuous culture. Arch. Microbiol. 160:288-294.

149 SHI, Y., AND P. J. WEIMER. 1992. Response surface analysis of the effects of pH and dilution rate on Ruminococcus
flavefaciens FD-1 in cellulose-fed continuous culture. Appl. Environ. Microbiol. 58:2583—-2591.

! BRONNENMEIER, K. AND W. L. STAUDENBAUER. 1988. Resolution of Clostridium stercorarium cellulase by fast
protein liquid chromatography (FPLC). Appl. Microbiol. Biotechnol. 27:432-436.
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cellovorans, termofilico endosporado gram positivo, cellulomonas flavigena, gram positiva
termofilica, Cellvibrio fulvus gram negativo mesofilico, Erwinia carotovora gram negativa
mesofilica flagelar, Pseudomonas fluorescens gram negativa, mesofilica flagelar,
Streptomyces reticuli gram positiva, mesofilica, entre otras y los géneros anaerobios que
se sefialan en la siguiente en el anexo A. Géneros de bacterias y hongos aerobios vy
anaerobios para la obtencion de la transformacion de la celulosa.

Ante este panorama nutrido de métodos y de grupos microbianos de alto impacto
ambiental, un incipiente desarrollo de procesos limpios y la necesidad de hacer mas
eficiente la conversién de biomasa en bioetanol, se requiere avanzar en el conocimiento
de métodos méas seguros ambientalmente y viables industrialmente, posiblemente los
medios bioldgicos representen esa oportunidad.

1.10.3 Medios de Cultivo utilizados en el Aislamiento de Microorganismos. Los
medios para el cultivo de microorganismos contienen las substancias necesarias para
soportar el crecimiento de los mismos. Debido a la diversidad de los microorganismos y a
sus diversas vias metabdlicas hay numerosos medios, asi una pequefia modificacion en
la composicion de un medio de cultivo resulta en el crecimiento de un microorganismo
abiertamente distinto al que se requeria.

Cuando los métodos para el cultivo de microorganismos fueron desarrollados en el siglo
XIX principalmente por Robert Koch y sus colegas, tejidos de plantas y animales fueron
utilizados como una fuente de nutrientes para soportar el crecimiento microbiano. Uno de
los mayores descubrimientos llevados a cabo por Fanny Hesse en el laboratorio de Koch,
consistié en que el agar podia ser usado para dar forma y solidificar al medio de cultivo en
el cual el microorganismo podria crecer. Entonces extractos de plantas y de tejidos
animales fueron preparados como caldos y mezclados con agar para formar una gran
variedad de medios de cultivo. Virtualmente cualquier 6rgano de planta o animal fue
considerado Util en la preparaciéon de infusiones para enriquecer a los medios de cultivo,
han incluido desde: carne de corazon, cerebro de ternero, carne de higado por citar
algunos ejemplos. Esta clase de infusiones aun forman parte de los componentes
principales de los medios de cultivo que hoy son ampliamente utilizados, tales como: las
infusiones de cerebro y corazén y el caldo de higado con agar.

La composicion de cada medio de cultivo describe los ingredientes que forman parte del
medio, las cantidades y el pH. Se lista en orden decreciente aquellos ingredientes. Los
componentes sélidos son listados mostrando el peso en gramos o miligramos a ser
adicionados, seguido por los componentes liquidos mostrando los volumenes que deben
ser incluidos en el medio.

El medio para el cultivo de los microorganismos tiene una fuente de carbono que debe ser
incorporado a la biomasa, para los microorganismos autotrofos la fuente de carbono
bastante a menudo es el diéxido de carbono, el cual puede ser incorporado en forma de
bicarbonato dentro del medio. Los carbohidratos tales como la glucosa u otro compuesto
organico tales como el acetato, los lipidos, proteinas, hidrocarbonos y otros compuestos
organicos estan incluidos en el medio como una fuente de carbono para los
microorganismos heterétrofos. Estas fuentes de carbono también pueden actuar como
una fuente de energia a través de reacciones de oxido — reduccion. Otros componentes
tales como los iones de amonio, iones nitrito, azufre elemental y el hierro reducido pueden
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ser usados como una fuente de energia para el cultivo de los microorganismos autétrofos,
el nitrégeno también se requiere para el crecimiento microbiano y podria ser suplido como
compuestos nitrogenados inorgénicos, pero mas comunmente se suple a través de
proteinas, peptonas o aminoacidos. Los elementos tales como el fosfato y metales tales
como el magnesio y el hierro son también componentes necesarios de los medios de
cultivo microbiol6gicos. El fosfato puede servir como una solucion buffer para mantener el
pH del medio dentro de los limites en los cuales los microorganismos lo toleran, suele ser
necesario adicionar factores de crecimiento al medio de cultivo.

1.10.3.1 Componentes de los Medios de Cultivo Microbiano.

o Agar. Es el componente solidificante mas comunmente utilizado en la fabricacion
de los medios de cultivo. El agar es un extracto polisacarido obtenido a partir del alga
marina Agar agar, se desnaturaliza a los 84°C y se solidifica a los 38°C. Las
concentraciones de agar de 15.0 gramos/litro son comuUnmente utilizadas para la
fabricacion de medios de cultivo sélido. A menores concentraciones se utiliza para
producir medios semisélidos o casi liquidos.

o Peptonas. Muchos medios de cultivo complejos que en los cuales no todos los
componentes quimicos especificos son conocidos , contienen peptonas como una fuente
de nitrogeno, las peptonas son proteinas hidrolizadas formadas por digestion enzimatica o
acida. La caseina es a menudo utilizada como un substrato proteico para la formacion de
peptonas, pero otras substancias tales como: carne de soya son también comunmente
empleadas como fuentes de peptonas.

o Extractos de Plantas y de Carne. Las infusiones de carne y de plantas son
extractos acuosos que son comunmente utilizados como una fuente de nutrientes para el
cultivo de microorganismos. Tales infusiones contienen aminoacidos y péptidos de bajo
peso molecular, carbohidratos, vitaminas y minerales y trazas de metales. Los extractos
de tejido animal contienen relativamente altas concentraciones de componentes de
proteina soluble en agua y glicégeno. Los extractos de tejidos de plantas contienen
relativamente altas concentraciones de carbohidratos.

o Factores de Crecimiento. Muchos microorganismos tienen requerimientos
especificos en términos de sus factores de crecimiento los cuales deben ser incluidos en
los medios de cultivo para lograr un cultivo exitoso, vitaminas aminoacidos, acidos grasos,
trazas de metales y componentes de la sangre son a menudo utilizados con éste fin. La
incorporacién de factores de crecimiento a los medios de cultivo se realiza con el fin de
enriqguecer el medio que significa aumentar el nimero de especies particulares de
microorganismos. A menudo se utiliza una mezcla de factores de crecimiento en los
medios de cultivo. La hidrdlisis acida de la caseina comdnmente se utiliza como una
fuente de aminoacidos. El extracto de células de levadura también se emplea como fuente
de aminoéacidos y vitaminas para el cultivo de microorganismos. Muchos medios
particularmente aquellos empleados en el laboratorio clinico contienen sangre o
componentes de la sangre que sirven como nutrientes esenciales.

El factor de crecimiento heme y el factor v NAD, a menudo son suplidos por adicion de la
hemoglobina.
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o Componentes Selectivos. Muchos medios de cultivo contienen componentes
selectivos que inhiben el crecimiento de microorganismos no deseados y favorecen el
crecimiento de los microorganismos de interés. Los medios de cultivo selectivo son
utilizados especificamente para el aislamiento de microorganismos especificos a partir de
poblaciones mezcladas. En muchos medios de cultivo para el estudio de los
microorganismos en la naturaleza, estos compuestos son incluidos como la Unica fuente
de carbono, nitrégeno, asi que tan so6lo unos pocos tipos de microorganismos pueden
crecer. Los compuestos toxicos selectivos son también con frecuencia usados para
seleccionar microorganismos en un cultivo de una especie en particular. El aislamiento de
patdgenos a partir de una muestra fecal por ejemplo, donde hay una alta abundancia de
microorganismos no patdgenos requiere medios de cultivo selectivos. A menudo se
utilizan compuestos quimicos antimicrobianos como compuestos que incorporan el
potencial selectivo que favorece el desarrollo de sdlo los organismos tolerantes al mismo
dada su capacidad genética o metabdlica. Estos compuestos generalmente suprimen el
crecimiento de la microbiota no deseada mientras que permite el desarrollo de los
microorganismos deseados. Sales biliares, selenito, tetrationato, telurito, acida,
feniletanol, lauril sulfato de sodio, cloruro de sodio en altas concentraciones, y varios tipos
de colorantes, tales como: eosina, cristal violeta, y azul de metileno, son utilizados con
éste fin.

Los agentes antimicrobianos utilizados para suprimir un tipo especifico de microorganismo
incluyen a la ampicilina, cloranfenicol, colistin, cicloheximida, gentamicina, kanamicina,
acido nalidixico, sulfadiazina y vancomicina, aplicados sélos o en varias combinaciones de
antimicrobiales que son efectivos para suprimir alguna clase de microorganismo tal como
una bacteria entérica.

o pH Buffers. Estos compuestos mantienen el pH del medio dentro de los rangos
adecuados para el desarrollo de los microorganismos, se mantiene por la inclusién de
compuestos que deben ser aplicados con precision, ya que el cambio de pH es muy
sensible a los cambios de estos buffers y los microorganismos responden muy
sensiblemente al mismo.

1.10.4 Medio de Fermentacion en Estado Sdlido. El término indica el cultivo aerobio o
anaerobio de microorganismos que crecen en la superficie o al interior de una matriz
sélida porosa. Esta matriz puede estar constituida por un substrato humidificado o por un
soporte inerte capaz de absorber los nutrientes que se encuentran disueltos en una
solucién sin escurrimiento de liquidos.

Por lo general los cultivos de microorganismos en medio sélido se realiza utilizando
substratos agricolas como el bagazo de cafia al cual se le agrega una solucion de sales y
una suspension de esporas de hongo como inoculante; se puede utilizar un soporte
artificial en donde los nutrientes estan disueltos en una solucién nutritiva absorbida sobre
un soporte solido.

Los principales parametros fisicos quimicos que afectan la fisiologia y bioquimica de los
microorganismos durante su crecimiento en fase soélida son la humedad, la actividad del
agua, la aireacion y la transferencia de oxigeno, la regulacion de la temperatura y del pH.
De otra parte juega un papel muy importante el tipo de microorganismo y la cantidad de
inéculo.
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2. METODOLOGIA

La metodologia que se aplicé para el desarrollo del proyecto se enfocé en el desarrollo de
5 fases complementarias, conformadas por diferentes &reas que interactian
permanentemente a través de canales de informacién establecidos dentro de la
estructura organizacional del proyecto, que permitieron una realimentacién permanente de
cada uno de los procesos desarrollados en las &reas de trabajo; éstas fases fueron:

Fase 1. Organizacion de recursos e inicio de actividades
Fase 2. Pre — operativa

Fase 3. Operacion

Fase 4. Validacion técnica

Fase 5. Socializacion y divulgacion

Se estim6 un tiempo de ejecucion de 5 meses.

2.1 FASE 1. ORGANIZACION DE RECURSOS E INICIO DE ACTIVIDADES

Comprendi6 las actividades relacionadas con la organizacion del trabajo, la localizacion
del sitio de muestreo (trapiche), seleccion del sustrato y descripcion de equipos
requeridos para el desarrollo del trabajo.

Se determiné el lugar posible para la seleccién de las muestras de bagazo considerando
los trapiches que transforman la variedad Republica Dominicana (RD).

Se consideraron las condiciones de almacenamiento del bagazo, tiempo transcurrido
desde la molienda, condiciones ambientales, temperatura, humedad relativa.

Se describieron los diferentes equipos, materiales y reactivos, para el procesamiento de la
informacién ambiental y de laboratorio registradas.

2.2 FASE 2. PRE - OPERATIVA
En la cual se establecieron las diferentes actividades que permitieron determinar la
composicion fisico - quimica del sustrato (bagazo) y la preparacion de éste para realizar

las pruebas de laboratorio (picado y tamizado). En esta fase se destacaron las siguientes
actividades:

e Logistica. Este periodo de tiempo se destiné para:
Acordar con el laboratorio del CEIAM de la UIS las condiciones en las cuales se llevarian
a cabo los analisis de laboratorio para la determinacion de la composicion fisico —quimica

del bagazo de cafa panelera objeto de éste proyecto.

Acordar con el laboratorio del CEIAM de la UIS, el protocolo y la cadena de custodia que
finalmente se realizé para obtener y procesar las muestras de substrato a analizar.

Acordar con la Directora de proyecto de monografia, las condiciones de toma de muestra
en campo (trapiche) y procesamiento para el trabajo microbiol6gico en el laboratorio.
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Determinar los métodos de cultivo microbiano utilizados, considerando el tipo de
biorreactor (FES) utilizado en el pretratamiento.

Adquirir los recursos fisicos y técnicos para el desarrollo de las pruebas que se realizaron
en cumplimiento de los objetivos de éste proyecto.

e Revisiéon conceptual

Se estudiaron los métodos para procesar el substrato para el analisis fisico-quimico,
incluido el sugerido por el CEIAM de la UIS.

Se recopilé y estudio la informacion sobre: Pretratamientos microbianos de complejos
lignocelulésicos, posteriormente se estudiaron las caracteristicas de las fibras de celulosa,
hemicelulosa y lignina.

Adicionalmente se estudié la composicion y fisiologia de los complejos enziméaticos
microbianos aerobios, se estudiaron las caracteristicas de los microorganismos aerobios
celuloliticos y se estudio el sistema de fermentacion en fase sélida (FES).

o Preparacion del substrato. Se realiz6 la preparacion de la muestra de bagazo de
cafa panelera para obtener una muestra homogénea, realizando un secado a condiciones
ambientales por 7 dias, hasta reducir su humedad a niveles que oscilan entre el 20 y el
25%, posterior picado y tamizado para homogenizar a particulas no mayores a 2 mm,
envasado en bolsas plasticas de cierre hermético y conservacion bajo refrigeracion (2 -
5°C) hasta el momento de su uso para el pretratamiento microbiolégico y el analisis fisico
-quimico.

2.3 FASE 3. OPERATIVA
Esta fase se destaco por:

o Analisis fisico —quimico del bagazo. Se realizaron los andlisis de las variables:
contenidos de celulosa, hemicelulosa, lignina, solubles, nitrégeno y azlcares
fermentables, previo proceso de pretratamiento y posterior a él para comparar su
composicion sin pretratamiento microbioldgico y con pretratamiento.

Se obtuvo la composicién de celulosa determinando la Fibra neutro detergente FND, la
hemicelulosa determinando la fibra &cido detergente FAD vy la lignina por determinacion
de la lignina &cido detergente LAD, segun Goering y Van Soest (1970).

o Seleccién de los microorganismos y experimentacion ex situ. En ésta etapa
se ejecutaron las siguientes actividades:

Seleccion de los microorganismos que se encontraron en la muestra de bagazo de cafa

panelera obtenido del trapiche Ward CIMPA utilizando para ello medios de cultivo con
caracteristicas quimicas especiales.
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Posteriormente se describieron e identificaron las caracteristicas de los microorganismos
que crecieron en el medio de cultivo especial y de las condiciones fisicas y quimicas de
crecimiento (pH, Temperatura), determinando el tipo de microorganismo, hongo o bacteria
individual o el consorcio obtenido en el medio selectivo, que se estimaron Utiles en la
biotransformacién del substrato durante el pretratamiento del bagazo de cafa panelera,
los cuales se cultivaron y aislaron los microorganismos Utiles en la transformacion del
bagazo de cafia panelera en hexosas y pentosas obtenido(s) en los medios selectivos.

Seguidamente se elabordé el medio para la fermentacién en fase sélida (FES) a ser
utilizado para el pretratamiento microbiolégico.

Se llevé a cabo el proceso de pre-tratamiento durante 7 dias, controlando las variables pH
y Temperatura de la muestra preparada de bagazo de cafia panelera en FES en
presencia de los microorganismos previamente seleccionados y su posterior analisis fisico
quimico.

Se evalué la eficiencia en la conversion de celulosa, hemicelulosa y lignina en azlcares
reductores hexosas y pentosas por pretratamiento bioldgico de las fibras del bagazo de
cafa panelera variedad RD por accion de microorganismos aislados del bagazo de cafia
panelera, comparando los resultados iniciales de composicién fisico —quimica contra los
resultados fisicos —quimicos obtenidos posterior al pretratamiento microbioldgico.

Se establecieron las condiciones de operatividad (evolucion de las variables pH y
temperatura) del proceso desde la literatura preexistente, que inciden en el bioproceso
para la generacion de azUcares reductores.

2.4 FASE 4. VALIDACION TECNICA

En esta fase se realizd la evaluacién de los resultados a través de las siguientes
actividades: validacién estadistica de los datos obtenidos durante las pruebas, (usando
para ello: analisis de varianza y separacion de medias segun la prueba Tukey), andlisis de
la informacion obtenida, y discusién de los datos obtenidos para el pretratamiento
microbioldgico frente a otros pretratamientos utilizados, para por ultimo poder concluir los
resultados encontrados.

25 FASES5. SOCIALIZACION Y DIVULGACION
Se redacté un informe técnico, que se presenta ante la universidad. Este contiene la
documentacién recolectada a través de la realizacion de cada una de las etapas del

proyecto.

La figura 4. Proceso metodoldgico, representa cada una de las fases descritas, en donde
se destacan las principales actividades ejecutadas en cada una de ellas.

66



Figura 4. Proceso metodolégico.
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3. RESULTADOS

Este capitulo describe los resultados obtenidos luego de haber realizado el respectivo
trabajo de campo y los subsecuentes analisis de laboratorio, la metodologia
implementada cumplié los requisitos sefialados en el proyecto de investigacion, entre
tanto, los procedimientos empleados para la toma de muestras y los métodos
microbioldgicos y fisico — quimicos utilizados en el desarrollo de los analisis del bagazo de
cafa se relacionan en el Anexo B. Materiales, métodos y procedimientos, en donde se
destacan los elementos recomendados por Van Soest y la norma SM 4 500B.

Se resalta que en los materiales y métodos empleados siguieron protocolos para el
desarrollo de cada una de las fases metodoldgicas propuestas, los que especificamente
se relacionaron con: toma de muestras, procesos de esterilizacion, preparacion de los
medios de cultivo tanto para bacterias como para hongos, aislamiento de bacterias y
hongos, montajes de fermentacion en estado sélido, y el conteo de variables por siembra
invertida

3.1 PREVIOS AL PRETRATAMIENTO
Los resultados de los parametros de interés, se han adaptado en el cuadro 6.

Cuadro 6. Resultados del andlisis fisico —quimico del bagazo previo al pretratamiento
biolégico.

RESULTADOS
- MUESTRA TECNICA .
PARAMETROS UNIDAD BASE BASE ANALISIS METODO
HUMEDAD SECA
Humedad % 21,53 Gravimétrico NTC529
Sélidos Totales % 78,48 Gravimétrico Estandgé 4I\(A)ethods
. . AOAC 7,009/84
0 il
Ceniza % 3,17 Gravimétrico 94205/90
Sélidos volatiles % 96,83 Gravimétrico Estand;sr 4l\gethods
Carbono fijo % 3,08 Gravimétrico
Material volatil % 93,73 Gravimétrico ASTM D 3175-07
Nitrégeno total % 0,45 Kjeldahl NTC 1556
Proteina bruta % 2,79 Kjeldahl NTC 1556
Celulosa % 38,82 Gravimétrico Kurschner Y Hoffer
Lignina % 29,51 Gravimétrico Klason
Holocelulosa % 59,82 Gravimétrico Jayme —Wise
Hemicelulosa % 21 Gravimétrico
pH % 5.67 Potenciométrica

Fuente: Adaptado resultados laboratorio CEIAM, ver anexo C.

3.2 ANALISIS MICROBIOLOGICO

3.2.1 Cultivo y seleccion de microorganismos. La caracterizacion de bacterias aisladas
del bagazo de la cafa panelera se realizé en medios modificados con extracto de bagazo

de cafa panelera al 10% en agar nutritivo, ver cuadro 7.
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Cuadro 7. Caracterizacibn macroscépica bacteriana.

FORMA BORDES DIAMETRO ASPECTO TEXTURA
cad |cep coLor |ALTUR
ANo | A [CIRCULA JIRREGULA | ENTERO |RAMIFICAD | ONDULADO 7 172 |RUGOS [MUCOS |SEC JOPAC |BRILLANT | ALGODONOS | TERROS A
R R s o s S gm | mm A A A A E A A OTRA
1AN]| 11 1 1 30% 1 1 1 BLANCO] 5mm
AN | 12 1 1 25% 1 1 1 ATERCIOPELADO] BLANCO | 1mm
1AN | 13 1 1 5% 1 1 1 BLANCO | 0.1mm
2AN| 21 1 1 5% 1 1 1 1 BLANCO | 0.3 mm
2AN| 2.2 1 1 90% 1 1 1 ATERCIOPELADO] BLANCO | 05mm
3AN| 3.1 1 1 90% 1 1 1 1 BLANCO] 8mm
3AN] 3.2 1 1 % 1 1 1 BLANCO | 0.1mm
3AN| 3.3 1 1 5% 1 1 1 1 BLANCO | 0.5mm
4AN| 41 1 1 90% 1 1 1 ATERCIOPELADO] BLANCO | 0.2 mm
4AN| 4.2 1 1 5% 1 1 1 BLANCO | 0.1mm
5AN | 5.1 1 1 98% 1 1 1 1 BLANCO | 22 mm
5AN | 52 1 1 5% 1 1 1 BLANCO | 0.5mm
6AN]| 6.1 1 99% 1 1 1 1 BLANCO] 8mm
6AN| 6.2 1 1 5% 1 1 1 BLANCO | 0.5mm
7AN] 7.1 1 1 97% 1 1 1 ATERCIOPELADO| BLANCO | 0.1mm
7AN| 7.2 1 1 4% 1 1 1 1 BLANCO | 0.5mm
8AN]| 8.1 1 1 100% 1 1 1 1 BLANCO | 0.5mm
8AN| 8.2 1 1 0.1% 1 1 1 BLANCO | 0.1mm
9AN]| 91 1 1 80% 1 1 1 ATERCIOPELADO] BLANCO | 05mm
10AN| 0.1 1 1 30% 1 1 1 1 BLANCO| 1mm
10 AN| 02 1 1 60% 1 1 1 1 BLANCO| 1mm
LAN| 11 1 1 85% 1 1 1 CAFE | 1mm
TOTAL 0 7 5 4 » 22 B 7 3 3 16 1
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Entretanto, la caracterizacién de hongos filamentosos, se realiz6 en medios de cultivo modificados con extracto de bagazo de
cafa Panelera al 10% en medios de cultivo AEM, ASD y ARB.

Cuadro 8. Caracterizacion macroscopica de los hongos filamentosos.

VEL.
CAJA cera |on |acar TAMARNO FORMA BORDES ELEVACION DI?:E‘:RO CROE((:LI::IJEANT SUPERFICIE ASPECTO TEXTURA COLOR
No /DIA)
GRANDE |MEDIANO | PEQUENO | CIRCULAR |IRREGULAR | ENTERO |ONDULADO |ALTA |[BAJA |5 |2A3 |1A2 |1 |v2 |3/4 |LISA |RUGOSA | SECA |OPACA |BRILLANTE | ALGODONOSO |FILAMENTOSO |PULVERULENTO |CREMOSO |DURA ANVERSO REVERSO

1 1 N M 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Blanco Blanco

N| M 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Blanco Blanco
2|1 ]Aalm 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Bt | P
2 2 |Al M 1 1 1 1 1 111 1 1 Amarillo Amarillo
3 1 Al M 1 1 Blanco Blanco
3 2 |Al M 1 1 Blanco Amarillo
4 1 Al S 1 1 Blanco Amarillo
4 2 |A]l S 1 1 Amarillo café
5 1 |N] S 1 1 Negro Café amarillo
5 2 IN| S 1 1 Blanco Blanco
5 3 [N|] S 1 1 Verdoso Blanco
6 1 |A] RB 1 1 1 1 1 1] 1 1 1 Naranja Naranja
6 2 |A|lRB 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Blanco Blanco
6 3 |A|RB 1 1 1 1 1] 1 1 1 Verdeclaro | No Identifica
6 4 | A| RB 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | verdeoscuro | No Identifica
6 5 |A|RB 1 1 1 1 1 111 1 1 Rojo Rojo
7 1 |N]RB 1 1 1 1 1 1] 1 1 1 Verdeclaro | No identifica

TOTAL 6 3 8 2 7 8 2 3 7 3] 2 | 5]3[1|6] 6 4 3 1 6 7 2 1 3 4
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Cuadro 9. Registro fotografico y principales caracteristicas de los hongos cultivados y
seleccionados.

Hongo No.
identificacion

Observacion macroscépica

Observacion microscépica
100X

Breve descripcion

Hongo 1.
Mucor sp

Esporangios oscuros; se
ven tallos curvados.
Se ven tallos largos sin
ramificar y tallos cortos
ramificados de forma
simpodial que en
ocasiones se curvan hacia
abajo presenta anchas
hifas- Caracteristicas de
las esporangiosporas: de
pared lisa, elipsoidales.

Hongo 2
Penicillium sp

Cuerpo fructifero asexual
del grupo de los
Plectomycetes, se pueden
observar el conidi6foro, el
fidlide, la métula y la hifa
basal.

Hongo 3.
Aspergillus sp

Se puede observar hifas
tabiculares y conidi6foros
cuya cabeza esta
localizada en el extremo de
una hifa, cabezas conidial
lisa de una pared redonda,
dispuesta en forma radial,
estipes de pared delgada
lisas y pronunciadas, de
color café a negro, hay
conidias abundantes
desprendiéndose de la
cabeza.

Hongo 4.
Aspergillus sp

Hongo negro, algodonoso
con esporas negras
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Hongo No.
identificacion

Observacion microscépica

100X Breve descripcion

Observacion macroscépica

Cabezas conidiales
uniseriadas y biseriadas,
radiales; estipes rugosos,
de color marrén palido.
Vesicula esférica; métulas
ocupando  préacticamente
toda la superficie de la
vesicula. Conidios globoso,
ligeramente rugosos.

Hongo 5.
Aspergillus sp

Hongo filamentoso, donde
sobresalen del micelio las
Cabezas conidiales
redondeadas, en columnas
compactas; Vesiculas de
forma esférica; métulas
ocupando la mitad o dos
tercios de la vesicula.
Conidios lisos, globosos.

Hongo 6
Aspergillus Sp

Hongo 7
Aspergillus Sp

Hongo amarillo,
algodonoso, sin borde.

Hongo 8 Blanco, algodonoso

3.2.2 Resultados del proceso con Bacterias. El cultivo de bacterias aisladas del
bagazo de la cafia panelera para su caracterizacion se realiz6 en medios modificados
con extracto de bagazo de cafia panelera al 10% en agar nutritivo.
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Cuadro 10. Conteo de cepas bacterianas aisladas del bagazo de cafia panelera.

CEPA | UFC/ml | CEPA | UFC/ml | CEPA | UFC/ml | CEPA | UFC/ml | CEPA | UFC/ml | CEPA | UFC/ml

1.1 1.210° 3.1 1.7*10° 5.1 1.3*10° 7.1 1.4%10° 9.1 1.4%10° | 11.1 1.3*10°

1.2 1.4*10° | 3.2 1.1*10° 5.2 1.7¢10° | 7.2 1.3*10° 9.2 1.5%10° | 11.2 1.2%10°

1.3 1.3*10° 3.3 1.5%10° 5.3 1.7*10° 7.3 1.3*10° 9.3 1.4%10° | 11.3 1.2*10°

2.1 1.2*¢10° | 4.1 1.7*10° 6.1 1.6*10° | 8.1 15%10° | 10.1 | 1.2*10°

2.2 1.2*10° 4.2 1.2*10° 6.2 1.4%10° 8.2 1.5%10° | 10.2 | 1.2*10°

2.3 1.1*10° | 4.3 1.3*10° 6.3 1.4*10° | 8.3 1.5%10° | 10.3 | 1.3*10°

Las cepas bacterianas relacionadas en el cuadro 11. Cepas bacterianas para prueba
de compatibilidad, corresponden al tercer repique de cepas bacterianas cultivadas y
aisladas por triplicado en medio de cultivo Agar Nutritivo modificado con bagazo de
cafa panelera al 10% en cajas de petri. EI pH del medio de cultivo fue de 6,2 e
incubadas a temperatura ambiente correspondiente a 27°C en laboratorio.

Figura 7. Cepas bacterianas en UFC / ml
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Para la selecciéon de las cepas se analizé el comportamiento de cada una de ellas, y
se le realizo un andlisis estadistico, fundamentado en andlisis de varianza ANOVA vy
una separacion de medias de TUKEY, los que determinaron que no existian
diferencias significativas con un nivel de confianza del 95%; lo que permitid
seleccionar las cepas teniendo en cuenta su concentracién y su crecimiento en cajas
de petri.

Cuadro 11. Andlisis de varianza cepas de bacterias

Origen de las vanacones  Suma de aiodmdas Grodas de ibertad Promedio de bs aiodradas F Probabiidad  Valor critico pora

Enfre grupos 476363 636364 10 47.636.363.636 2 0 2
Dentro delos gupos 5131331113313 2 23313313133
Total 930 696.90.697 4
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Cuadro 12.Cepas Bacterianas Elegidas para Prueba de compatibilidad.

Cepa Seleccionada Porcentaje de UFC o Conteo de

crecimiento Viables
3.1 90 1.7*10°
4.1 90 1.7*10°
5.1 98 1.3*10°
6.1 99 1.6*10°
7.1 97 1.4*10°
8.1 100 1.5*10°
11.1 85 1.3*10°

La figura 8. Registro fotografico de prueba de compatibilidad en cepas bacterianas,
evidencia el crecimiento compatible e incompatible entre las cepas bacterianas
cultivadas. En la caja A, se cultivaron en consorcio 2 cepas de interés para analizar su
crecimiento a 24 y 48 horas, y poder determinar su compatibilidad; entretanto, para la
caja C se consideraron 3 diferentes capas bacterianas y para las caja B y D cinco
cepas.

Figura 8. Registro fotografico de prueba de compatibilidad en cepas bacterianas.

Las anteriores cepas bacterianas se seleccionaron como potenciales para la prueba
de compatibilidad y posible cultivo en FES en consideracién a su rapido y extenso
crecimiento en las cajas de petri en 48 horas en medio de cultivo de Agar Nutritivo
modificado al 10% con extracto de bagazo de cafa panelera, a temperatura ambiente
y con un pH de 6,2 (como lo muestra el cuadro 7), y al resultado del conteo de

" Ver cuadro 7. Caracterizacién macroscopica bacteriana.
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viables, sin embargo, se les practicé una prueba de compatibilidad para el trabajo en
consorcio y los resultados se muestran en el siguiente cuadro.

Cuadro 13. Prueba de Compatibilidad cepas bacterianas para trabajar en consorcio.

CEPAS | 31 | 41 | 51 | 621 | 7.1 | 81 | 11.1
31 No No No No No No
4.1 No No No Si No No
5.1 No No No No No No
6.1 No No No No No No
7.1 No Si No No No No
8.1 No No No No No No
111 No No No No No No

De la prueba de compatibilidad realizada a las cepas sefialadas se observé que sélo
las cepas 4.1 y 7.1 resultaron compatibles en su crecimiento en medio de cultivo de
Agar Nutritivo modificado al 10% con extracto de bagazo de cafia panelera a 48 horas,
con temperatura ambiente y pH 6,2.

De acuerdo con éste resultado las cepas mencionadas como compatibles a saber:
cepas 4.1y 7.1, se seleccionaron para la prueba o cultivo en FES y con el fin de poder
establecer la presencia de azlUcares por Molish (cualitativo), azlcares reductores por
Fehling A y B cualitativo y en diluciones seriadas, Seliwanoff cualitativo, selectiva de
Multistix G10 y para medir su efectividad en la formacion de azlcares fermentables
hexosas.

De los FES realizados a 7 dias de duracion, con las cepas bacterianas seleccionadas
se obtuvieron soluciones de bagazo de cafa por lavado con 100 ml de agua destilada
y desmineralizada, filtrada con algodon y gasa y filtrada por segunda vez con papel de
filtro marca MUNKTELL, de referencia 3hw con diametro 110 mm, para realizar las
pruebas que se sefalan en el cuadro 14.

Cuadro 14. Molish, Fehling, Seliwanoff, Multistix en soluciones o0 extractos
provenientes de los medios de cultivo en FES para las cepas bacterianas 4.1y 7.1

Replica 1
. o Fehling Seliwanoff Multistix G10
Cepa | Molisch (cualitativo) | o ~litative) | (cualitativo) mg/di
4.1 Positiva al 0,1 % + - Menor a 100
7.1 Positiva al 0,1 % + - Menor a 100
Consorcio Positiva al 0,1 % + - Menor a 250
Replica 2
. o Fehling Seliwanoff Multistix G10
Cepa | Molisch (cualitativo) | o ~litative) | (cualitativo) mg/di
4.1 Positiva al 0,1 % + - Menor a 250
7.1 Positiva al 0,1 % + - Menor a 250
Consorcio Positiva al 0,1 % + - Menor a 250
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El mayor valor obtenido en la prueba cuantitativa para azlUcares reductores se
considerd como criterio para determinar cuél prueba debia ser enviada para analisis
fisico — quimico, debido al numero de analisis autorizados para la presente
investigacion por la Escuela de quimica de la UIS.

En consideracién y de acuerdo con los resultados relacionados en el cuadro 13.
Molish, Fehling, Seliwanoff, Multistix en soluciones o extractos provenientes de los
medios de cultivo en FES para las cepas bacterianas 4.1 y 7.1, se determind no
enviar estas muestras para andlisis fisico quimico al laboratorio del CEIAM de la UIS
ya que la concentracion de glucosa por Multistix, obtenida posterior al pretratamiento
no resulté ser mayor a la concentracion obtenida en FES para las preparaciones de
hongos filamentosos (ver cuadro 17)

3.2.3 Resultado del proceso con Hongos Filamentosos. El cuadro 14, relaciona el
conteo de esporas en Camara de Newbauer para las Cepas de Hongos Filamentosos
cultivados y aislados en los medios de cultivo AEM (Agar Extracto Malta), ASD (Agar
Saboreaud Dextrosa) y ARB (Agar Rosa Bengala) por duplicado a concentracion
comercial y modificados con extracto bagazo de cafia panelera al 10%, incubados a
temperatura ambiente y a 37 °Cy a pH comprendido entre 5.2 y 5.5.

Cuadro 15. Conteos de esporas para las cepas de hongos filamentosos.

Replica 1
AEM. No de Esporas en 10° ASD No de Esporas en 10° ARB No de Esporas en 10°
Cepa Comercial Modi{i(;:;do a Comercial Modiii(;:[yaodo a Comercial Modificado al 10%

27°C 37°C 27°C 37°C 27°C 37°C 27°C 37°C 27°C 37°C 27°C 37°C
1 1.8 1.9 1.9 2.0 1.3 1.3 1.5 1.6 2.1 2.2 2.1 2.3
2 1.7 1.8 1.9 2.1 1.3 1.5 1.5 1.8 2.0 2.0 2.2 2.3
3 1.7 1.8 1.8 2.0 1.4 1.5 1.5 1.8 1.9 1.9 2.1 2.6
4 1.7 1.8 1.8 1.9 1.3 1.4 1.5 1.8 2.0 2.1 2.2 2.5
5 1.6 1.8 1.9 2.0 1.3 1.4 1.6 1.7 2.0 2.1 2.3 2.6
6 1.8 2.0 1.9 2.1 1.3 1.5 1.5 1.6 2.0 2.1 2.3 2.5
7 15 1.6 1.9 2.1 1.3 1.5 1.7 1.9 1.9 2.1 2.2 2.3

Replica 2
AEM. No de Esporas en 10° ASD No de Esporas en 10° ARB No de Esporas en 10°
Cepa Comercial MOdiIi(;:(Z’do el Comercial Modi{i(():(;do el Comercial Modificado al 10%

27°C 37°C 27°C 37°C 27°C 37°C 27°C 37°C 27°C 37°C 27°C 37°C
1 1.8 1.9 1.8 1.8 1.3 1.3 1.4 1.6 2.1 2.2 2.0 2.1
2 1.5 1.4 1.9 1.9 1.3 1.5 1.1 1.8 2.0 2.1 2.2 2.3
3 1.3 1.4 1.6 2.0 1.5 1.7 1.2 1.7 1.9 1.9 2.0 2.2
4 1.6 1.5 1.7 1.6 1.1 1.4 1.3 1.6 1.8 2.1 2.1 2.3
5 1.6 1.7 1.7 1.8 1.1 1.3 1.2 1.5 1.8 1.9 2.3 2.6
6 1.4 1.6 1.6 2.1 1.3 1.5 1.4 1.6 1.8 2.0 2.1 2.4
7 1.5 1.7 1.8 2.1 1.2 1.4 1.5 1.9 1.9 2.2 2.0 2.1
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De acuerdo con los resultados de los conteos de esporas de los hongos filamentosos
cultivados, se seleccionaron las cepas cultivadas y aisladas en medio Agar Rosa
Bengala (ARB) modificado al 10% con extracto de bagazo de cafa panelera para
adelantar las pruebas de compatibilidad y se decidi6 trabajar a una temperatura de
37°C para las pruebas o cultivo en FES a 7 dias, dado el nUmero mayor de esporas
reportados para el medio ARB tanto en medio comercial como en medio modificado al
10%. Estos Hongos se sometieron a la prueba de compatibilidad y los resultados se
muestran a continuacion.

Figura 9. Conteo de esporas a 27°C
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Figura 10. Conteo esporas a 37°C
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En el andlisis de varianza para hongos filamentosos correspondiente a la réplica 1y 2
a 27°C y a 37°C, se puede determinar que no existen diferencias significativas entre
las cepas del mismo medio de cultivo, entre tanto existe diferencia significativa entre
las poblaciones desarrolladas de cada cepa en los diferentes medios de cultivo.

Cuadro 16. Andlisis de varianza cepas de Hongos filamentosos a 27°C y a 37°C.

Replica 1 a 27°C
Origen delas variociones  Sumo de cuvadmdos  Grodos de hbertad  Promedo de bscoodmdos  F Probabidod Valor oiicopara F

Alas 0,007142557 6 0,001190476 01765 0979799599 2,66130053
Cohamnas 1161071479 3 038705381 57371 2,06089E-(8 319007598
Eor 0121478571 18 0,0067 36052

Total 1, ZE962 857 =

Replica 2 a 27°C
Origen de las vaviaciones  Sumo de avodrados  Grados de Sberiod  Promedio de los wodmdos . F Probabifdad  Valor critico para F

Az 0,B7142857 6 0016190476 07907  0,EBE9ISTS 26613453
Colummas 1,003928571 3 033642857 16,38 2. 23%-(6 3159907598
Error 0368571429 18 0,2M7619

Total 1,369642857 27

Replica 1 a 37°C
Origen de bs vaviooones  Sumo de cuvodrodos  Grodes de fberlod  Promedio de fos cvodrodos . F Probobided  Volbr oitien poro F

Filas 0038571429 6 0006428571 05827 Q73993151 2,661304523
Columnas 1,231428571 3 041047619 37,209 6,3278%-08 3, 159907598
Error 0,1968571429 18 0011031746

Total 1,968571429 7

Replica 2 a 37°C
Origen de ks vaviecones  Suma de cuvadmdos  Grodos de lberind  Promedo de los cvodrados . F Probabiided  Vobr oitko para F

Alas 0167142857 6 0RTESIIB 108 0410607105 2,66130453
Columnas 0,758214786 3 025273805 9,7985 000965776 3, 15990758
Eor 0,364285714 18 0@S7IRE5L

Total 1, 3EOGAZEST 74

Una vez se ha reconocido que las diferencias significativas estan sujetas al medio de
cultivo y no a la cepa, se relacionaron cada una de las cepas contra el medio en el que
se registré el mayor numero de esporas por mililitro, correspondiendo al medio Agar
rosa bengala modificado al 10% e incubado a 37°C. El cuadro 17. Test de rango
Multiple, sefala estadisticamente al medio 4 como un medio que varia de forma
significativa frente a los demas medios de cultivo. Este aspecto es compatible con el
crecimiento observado en dicho medio.
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Cuadro 17. Test de rango Multiple

Method: 95,0 percent LSD

Count Mean Homogeneous Groups
Col 3 q 1,31429 X
Col 4 7 1,5428 X
Col 1 7 1,68571 X
Col 2 7 1,87143 X
Contrast Difference +/- Limits
Col. 1.~ Col. 2 *-0,185714 0,0807462
Col 1 - Col 3 *0,371429 0,0807462
Col 1 - Col 4 *0,142857 0,0807462
Col 2 - Col_3 %*0,557143 0,0807462
Col 2 - Col 4 %*0,328571 0,0807462
Col 3 - Col 4 *-0,228571 0,0807462

* denotes a statistically significant difference.

Cuadro 18. Prueba de Compatibilidad para Hongos Filamentosos.

Cepa 1 2 3 4 5 6 7

1 NO | NO | NO | NO | NO | NO
2 NO NO | NO | NO | NO | NO
3 Sl NO Sl NO | NO SI
4 NO | NO Sl NO | NO | NO
5 NO | NO | NO | NO NO | NO
6 NO | NO | NO | NO | NO NO
7 NO | NO Sl NO | NO | NO

Realizada la prueba de compatibilidad para las cepas de hongos filamentosos se
seleccionaron las parejas de prueba 3:1, 3:4 y 3:7 que fueron compatibles entre siy se
probaron en FES, todas las cepas tuvieron concentraciones de inéculo superiores a
2.0 * 10° esporas por mililitro como puede observarse en el cuadro 13.

La figura 11. Registro fotografico de prueba de compatibilidad en cepas de hongos
filamentosos, evidencia el crecimiento compatible e incompatible entre las cepas
fungicas cultivadas. En la caja A, se cultivaron en consorcio 2 cepas de interés para
analizar su crecimiento a 24 y 48 horas, y poder determinar su compatibilidad;
entretanto, para la caja B se consideraron 2 diferentes capas fungicas y para la caja C
las siete cepas.
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La figura 11. Registro fotografico de prueba de compatibilidad en cepas de hongos
filamentosos

De los FES realizados con las cepas fungicas seleccionadas se obtuvieron soluciones
de bagazo de cafia por lavado con 100 ml de agua destilada y desmineralizada,
filtrada con algodén y gasa y filtrada por segunda vez con papel de filtro marca
MUNKTELL, de referencia 3hw con diametro 110 mm, para realizar las pruebas que se
enuncian en el cuadro 16.

Figura 12. Registro fotogréfico del desarrollo de los Medios de Cultivo de FES.
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Cuadro 19. Prueba de Molish, Fehling cualitativo, Seliwanoff y Multistix G10 aplicadas
medios de cultivo en FES para los Hongos Filamentosos 3:1, 3:4 y 3:7.

Replica 1
. o Fehlin Seliwanoff Multistix
e el (ErneliEive) (cualitati?/o) (cualitativo) G10 mg/dl
3:1 Positiva al 0,01 % + - 500
3:4 Positiva al 0,01 % + - 2 000 0 mas
3.7 Positiva al 0,01 % + - 500
Replica 2
Cepa . o Fehlin Seliwanoff Multistix
(consgrcio) el (ErneliEive) (cualitati?/o) (cualitativo) G10 mg/dl
3:1 Positiva al 0,01 % + - 500
3:4 Positiva al 0,01 % + - 2 000 0 mas
3.7 Positiva al 0,01 % + - 1000

De los resultados anteriores se determiné analizar fisico —quimicamente la muestra de
bagazo sometido a cultivo en FES e inoculada con el consorcio de las cepas de
hongo filamentoso 3:4 para comparacion con la muestra control, en razén de su mayor
concentracion en la prueba Multistix.

3.3 Resultados del analisis fisico —-quimico del bagazo posterior al
pretratamiento biol6gico

Cuadro 20. Resultados del andlisis fisico-quimico del bagazo posterior al
pretratamiento bioldgico.

) RESULTADOS MUESTRA TECNICA )
PARAMETROS UNIDAD BASE BASE ANALISIS METODO
HUMEDAD SECA
Humedad % 41,83 Gravimétrico NTC529
Sélidos Totales % 58,17 Gravimétrico Estandar Methods 2540
Ceniza % 0,44 Gravimétrico | AOAC 7,009/84 94205/90
Sélidos volatiles % 99,56 Gravimétrico Estandar Methods 2540
Carbono fijo % 0,15 Gravimétrico
Material volatil % 99,41 Gravimétrico ASTM D 3175-07
Nitrégeno total % 6,09 Kjeldahl NTC 1556
Proteina bruta % 38,03 Kjeldahl NTC 1556
Celulosa % 23,15 Gravimétrico Kurschner Y Hoffer
Lignina % 0,16 Gravimétrico Klason
Holocelulosa % 33,23 Gravimétrico Jayme -Wise
Hemicelulosa % 10,08 Gravimétrico
oH % 3.24 Poter_lciomét
rica

Fuente: Adaptado resultados laboratorio CEIAM, ver anexo D.
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CONCLUSIONES

o El aislamiento y caracterizacion de microorganismos a partir del bagazo de
cafia panelera permite usar el potencial biotecnolégico de las poblaciones de bacterias
y hongos presentes en el bagazo de cafia panelera. El proceso biotecnol6gico que se
deriva permite emplear la capacidad lignocelulolitica de los microorganismos aislados.

o Se obtuvieron once (11) cepas bacterianas, de las cuales las de mayores
crecimientos en numero y en didmetro en las cajas de petri fueron seleccionadas para
los analisis cualitativos y cuantitativos de azucares reductores, sin embargo, producto
de las pruebas en FES para la cuantificacion de azlcares reductores en Multistix,
estas mostraron valores no mayores (menos de 250 mg/dl) a los obtenidos en iguales
condiciones para los hongos filamentosos (mayor a 2 000 mg/dl), por lo cual no se
consideraron para su andlisis de parametros fisico quimicos. Sin embargo, es muy
probable que si se prueban en FES y se analiza su eficiencia en la degradacion de las
fracciones lignocelulésicas muestren resultados de interés con miras a establecer
consorcios con hongos filamentosos y con levaduras, en esta investigaciéon no se
realizaron debido al alcance de la misma.

o Los medios de cultivo para las bacterias y los hongos corresponden a medios
modificados con extracto de bagazo de cafa, éste aspecto permiti6 un mejoramiento
en el desarrollo de los microorganismos con miras a su utilidad como lignoceluloliticos.
El porcentaje del 10% de modificacién del medio de cultivo, esta relacionado con la
mejor condicién para el aumento del in6culo, aspecto crucial para el desarrollo en
FES.

o Se probaron tres (3) medios de cultivo Gtiles para el desarrollo de hongos, vy
fueron probados en las concentraciones comerciales y modificados con extracto de
bagazo de cafia, el interés estuvo en identificar el mejor medio de cultivo que permite
el mayor desarrollo y produccién de esporas, también se probaron dos temperaturas
(27°C y 37°C) para cada uno de los medios relacionadas con las condiciones tipicas
en las que se almacena el bagazo de cafia en los trapiches Ward CIMPA.

o Se obtuvieron por aislamiento a partir del bagazo de cafa panelera variedad
RD, en medios de cultivo maodificados, el grupo de bacterias relacionadas en el cuadro
12 con potencial lignocelulolitico. A los consorcios bacterianos establecidos por las
pruebas de compatibilidad a saber: cepas 4.1 y 7.1 se les midi6 su capacidad de
producir azucares fermentables arrojando valores por el método de Multistix G10
menores a 250mg/ml.

. Las Cepas bacterianas 3.1, 4.1, 5.2 y 5.3 obtuvieron las concentraciones
mayores de in6culo en UFC, y deben ser probadas en medios FES individuales para
establecer su potencial lignocelulolitico y establecer su capacidad de trabajar en
consorcio con levaduras o con hongos filamentosos en medios especiales y
modificados con extracto de bagazo de cafa panelera.
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o Se obtuvieron por aislamiento a partir del bagazo de cafa panelera variedad
RD, en medios de cultivo modificados, el grupo de hongos filamentosos relacionados
en el cuadro 15 con potencial lignocelulolitico. A los consorcios fingicos establecidos
por las pruebas de compatibilidad a saber: cepas 3, 1, 4, y 7 se les midi6 su capacidad
de producir azlcares fermentables en los siguientes consorcios: 3:1, 34, y 3.7
relacionados en el cuadro 19 arrojando valores por el método de Multistix G10 de 500,
2000 y 1000 mg/ml, respectivamente, en tal sentido el consorcio 3:4 fue seleccionado
para el pretratamiento, las mediciones de Fehling cuantitativo y los andlisis fisicos-
quimicos de su composicién.

o El consorcio con mayor produccion de azucares fermentables por Multistix G10
a saber: la asociacion de las cepas 3:4 arrojo un valor de 6,89 g/l posterior al
pretratamiento usando para cuantificar el método de Fehling cuantitativo. Estas cepas
actuando en consorcio fueron muy Utiles en la biotransformacion de las fracciones de
celulosa, hemicelulosa y lignina, en su solubilizacion que alcanz6 un porcentaje total
del 55,94%, como se deriva de la interpretacion de los resultados fisico - quimico.

o Es necesario destacar que el consorcio 3:4 tiene una alta potencialidad como
lignolitico, afirmacion sustentada en el informe de analisis del CEIAM de la UIS que
sefiala una solubilizacién de la fraccién de lignina del 99,45%. Este resultado debe
llevar al disefio de pruebas para confirmar su potencial en otros bagazos de cafa de
otras variedades o en biomasas con alto contenido de lignina, probablemente de
interés industrial como alternativa para el blanqgueamiento de la pulpa de papel.

o La prueba de varianza y la prueba de Tukey establecieron que no se presentan
diferencias significativas entre las cepas fungicas para el mismo medio de cultivo, pero
en cambio existen diferencias significativas entre las poblaciones desarrolladas de
cada cepa fungica en los diferentes medios de cultivo. Este resultado permitio justificar
la seleccidn de las cepas con mejor crecimiento y desarrollo para FES como se sefialé
en el cuadro 17. Test de rango mdltiple.

o La eficiencia del proceso de pretratamiento se mide en funcién de la fraccion de
solubilidad del material lignoceluldsico presente; por esta razén se hizo necesario
realizar diferentes andlisis al material antes del pretratamiento, en especial los que
determinaron el contenido de celulosa, hemicelulosa, lignina, solubles, contenido de
nitrdgeno y el contenido de azlcares reductores por el método de Fehling cuantitativo
dada la dificultad técnica para realizar el método DNS previsto.

o De acuerdo con la informacion del cuadro 21 se pudo establecer que la
composicion quimica del bagazo no tratado, sefiala un 38,82 % de celulosa, el pre-
tratamiento microbiano buscaba reducir éste porcentaje, ya que tedricamente es la
principal fuente de azlcares reductores; interpretando que su reduccion corresponde
al trabajo enzimatico de los hongos sobre la fibra, que produce a su vez, una
reduccion del grado de cristalinidad, de los datos se puede inferir que el pretratamiento
con hongos filamentosos logré éste objetivo reduciendo en un 40,36% el contenido
inicial sin tratar y generando solubles que pueden ser utiles en los procesos
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industriales para la generacién de etanol, superior al valor reportado por Pernalete et
al, 2008 usando PDA.

Cuadro 21. Comparativo de la Eficiencia del Proceso

. - % Sin % Con % Fraccion %
Parametro YeTeorico Pretratamiento Pretratamiento solubilizada | reduccién
%Celulosa 46,6 38,82 23,15 15,67 40,36

%Hemicelulosa 25,2 21 10,08 10,92 52
%Lignina 20,7 29,51 0,16 29,35 99,45
%AzUcares
Reductores 100 -500 mg/ml 500-2000 mg/mi
Multistix G10
Fehling
Cuantitativo 2,1 mg/l 6,899/l
UNISANGIL
Total 55,94
o La hidrdlisis obtenida de la fraccion de celulosa por hongos filamentosos en

éste estudio es menor a la hidrdlisis reportada por Rivers y Emert, 1988 y Lynd et al,
2002, quienes obtuvieron valores para hidrolisis de la celulosa en un 67.1% usando
hidrdlisis alcalina con NaOH a 60°C, sin embargo no reportan datos sobre la hidrélisis
de las fracciones de hemicelulosa y lignina.

o Se esperaba una reduccién de los porcentajes de hemicelulosa por hidrélisis
del pretratamiento; los resultados permiten establecer que se redujo al menos en un
52% por accion microbiana de los hongos filamentosos, este resultado es importante
porgque se constituye en la fuente de azucares Cs.

o Pernalete et al 2008, reporta un porcentaje de solubilizacion de la hemicelulosa
igual al 57,3 % posterior a un pretratamiento del bagazo de cafa de azlcar tratado por
presurizacion y despresurizacion amoniacal PDA que es un valor muy cercano al
obtenido con el pretratamiento con hongos filamentosos del 52% y que a su vez es
inferior al conseguido por Sung y Cheng, 2002, quienes reportaron hidroélisis de la
hemicelulosa entre el 80 y el 100% con acido diluido, sulfarico, clorhidrico o nitrico al
1,5%, pero con una minima despolimerizacion de la celulosa y nula de la lignina, la
temperatura para el proceso llega a los 200°C, parametros de solubilizacion
ampliamente superados con el pre-tratamiento biol6gico con hongos filamentosos.

o En el mismo sentido Cusenz y Millar 1997 y Texeira 1999, reportan hidrolisis de
la hemicelulosa con acido concentrado al 30% y Sun y Cheng, 2002, reportaron
hidrélisis total de la hemicelulosa por deslignificacion oxidativa usando peroxidasa y
peroxido de hidrégeno al 2%.

o Para el caso de la lignina se esperaba que la mayor parte se hidrolizara
durante el pretratamiento, los datos de los resultados permiten confirmar lo esperado,
el porcentaje inicial de la muestra corresponde al 29,51% y la lignina cuantificado
posterior al pre-tratamiento con hongos filamentosos fue de 0,16%, presentandose en
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la practica una reduccion del 99,45% o biotransformacion total de la lignina por efecto
de la actividad microbiana, superando lo publicado por Pernalete et al, 2008, que
asume una minima variacion para el parametro después de PDA y a lo reportado por
Sun y Cheng, 2002, quienes reportaron hidrdlisis de la lignina en un 50% por
deslignificacion oxidativa usando peroxidasa y peroxido de hidrégeno al 2%; los
mismos autores reportan que la lignina no se solubiliza por explosion a vapor; y Lynd
et al, 1996, reportaron una solubilizacion parcial de la lignina de entre el 20 y el 50%
usando agua liquida caliente a 230°C y presurizada.

o Estos resultados, permiten sefalar que el pretratamiento con hongos
filamentosos genera, porcentajes importantes de eficiencia en la solubilizacion de la
fibora compleja polimérica hasta solubles, que pueden ser Utiles en los procesos
industriales y que se relacionan con el aprovechamiento de las fibras lignocelul6sicas
del bagazo de cafia, el cual, en la mayoria de los casos iguala o supera en la eficiencia
de la transformacion a los pretratamientos quimicos, fisicos y fisico quimicos en forma
integral.

o Es notoria la constante del comportamiento degradativo de los pretratamientos
quimicos y fisicos en el sentido de que si se obtiene una importante solubilizacién de
una de las fracciones lignocelulésicas, una o las dos restantes fracciones no
experimentan reducciones considerables, comparativamente con el pretratamiento
microbiano que usa hongos filamentosos que arrojaron valores de solubilidad del
40.36, 52 y 99,45% de celulosa, hemicelulosa y lignina respectivamente, sin
requerimientos mayores en un medio FES, en condiciones de pH é&cido y a
temperatura de 37°C.

o La demostracién de la produccion de azucares reductores se determiné por el
método de Multistix G10 y Fehling cuantitativo, ante la dificultad técnica del laboratorio
de andlisis para montar el método 3,5 DNS debido a la carencia del reactivo de DNS.

o Se esperaba que la hidrélisis de las fibras de celulosa, hemicelulosa y lignina
liberaran azucares reductores que pudieran ser detectadas en los analisis cualitativos
y cuantitativos para azulcares; durante los ensayos realizados se logré establecer que
las muestras relacionadas en los cuadros 14 y 19 para bacterias y hongos
respectivamente, en los cuales, los resultados de las pruebas de Molish, Fehling
cualitativo, Seliwanoff, fueron positivos para la presencia de azlcares reductores y el
ensayo con el método Multistix G10, reportan valores de glucosa superiores a 2 000
mg/dl, en el caso de hongos filamentosos. La prueba confirmativa realizada consistio
en una prueba de Fehling cuantitativo desarrollada en el laboratorio académico de
guimica analitica de UNISANGIL, reportando un valor para la muestra pretratada de
6,89 g/l, en relacion con el valor obtenido sin pretratamiento que fue de 2,1 g/,
presentandose un incremento de 4,79 g/l de azlcares reductores correspondiendo a
un incremento del 30,47 %, datos que se buscé validar por el CEIAM de la UIS por el
método de Fehling cuantitativo, sin embargo por razonas ajenas a nuestra
competencia y propias del laboratorio no fue posible realizar.
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o No obstante, Pernelete et al 2008, reporta que la generacion de azucares
reductores por PDA es muy bajo. Entretanto, Ferrer et al, 2002, reportaron
producciones de azUcares reductores por hidrolisis 4cida con acido sulfarico al 6%,
con concentraciones que variaron de 2,58 a 20,45 g/l con un promedio de 10,53 g/l
medido por el método del DNS.

o Se debe corroborar la informacion obtenida por el método de Multistix G10 y
precisar el valor obtenido por Fehling para azucares reductores realizado en el
laboratorio de analisis de UNISANGIL, con la prueba 3,5 DNS, que a la vez debe servir
para identificar la cepa y la condicion mas potencial para FES y como criterio para
definir la realizaciébn de los analisis fisico quimicos completos de la muestra de
bagazo.

o Durante los ensayos no estaba prevista la realizacion de analisis para
demostrar la presencia de inhibidores microbianos de la actividad enzimética que se
esperan como productos fendlicos solubilizados de la lignina, mencién especial, ya
que la lignina se degrad6 casi totalmente. Se puede acotar que probablemente la
concentracion de la substancia inhibidora no alcanz niveles de concentracion criticos
para la actividad enzimatica o que el tiempo de residencia de la prueba es muy corta
para alcanzar dicha concentraciébn. En el mismo sentido debe ser considerada la
inhibicion por los &cidos orgénicos esterificados de la hemicelulosa.

o Se debe disefiar una prueba en la que se estime la concentracion del inhibidor
y determinar la concentracién a la cual la actividad enzimatica es afectada por el
inhibidor en condiciones particulares de temperatura, pH, concentracién de indculo, lo
anterior, probablemente usando un biorreactor en el que se pueda correr el proceso
en cultivo continuo o discontinuo y en el que se pueda garantizar el control del aporte
de aire en el sistema.

o Deben considerarse disefios experimentales que permitan probar consorcios
microbianos celuloliticos usando las cepas aisladas en la presente investigacion y en
los cuales se pueda medir la actividad celulolitica del complejo enzimatico
(endoglucanasa y exoglucanasa) de hongos filamentosos, asi como probar diferentes
porcentajes de modificacion de medios.

o Vale la pena anotar que de acuerdo con los resultados de los analisis fisicos —
guimicos, el bagazo resultante del proceso de biotransformacién microbiana en medio
FES, se revela como un abono potencial, en razén de su alto contenido de nitrégeno
total y de materia organica.
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ANEXO A. Géneros de bacterias y hongos aerobios y anaerobios para la obtencion de la transformacion de la

celulosa
7
C
]
-
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TABLE 1. Major morphological features of celiabolytic bacteria
Onga Gens L L N Cfu;‘} Ref  waly  Fowsdckbesse  Rebnon
Aebic  Acidoch A celliohe 4+ Rd Thermo Nonccesplened, cell free 48
Bacilus B, pumilis + Rod Meso  Eodspore  Flagellar  Noocoephexed, cell free 200
Calddbacilius C. cellovorans + Rod Thermo  Endospore Noncomplened, cell free &8
Clulomenss’ . flvigena, €. uds + R Themo  Nome  Fhgelr  Noocoosplened, cell free 25, 26,403
Celfvbrio C. fubus, C. gifus = Cunedrod Meso None Flagellar  Noacomplexed, cell free 612
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Micromosospors M. chaicoe +  Flmeowesrod  Meso Spm‘ Nosmotike  Noocomphesed, cell free 00, 215
Pseudomonas P. fluorescens vas. celldoss = Rod Meso Noae Fagellar  Nooocesplexed, ool free 331
Sporocyoplhoge S, mycoceoid - R Moo Swore!  Ghidng  Noncoephowed,cell free 697
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ANEXO B. Materiales, métodos y procedimientos
1. TOMA DE MUESTRA

o LUGAR: municipio de Valle de San José, vereda los Cinchos, finca los
Cinchos, trapiche Valle de San Luis.

o DESCRIPCION: se realizé una visita al trapiche para conocer el proceso de
molienda y obtencidn de azlcares para la produccion de panela, que se lleva a cabo y
posteriormente se procedié a tomar una muestra de bagazo que tenia 2 semanas de
almacenado.

La muestra se tomoé de la parte central del almacenamiento de bagazo con el animo de
obtener el material con menores posibilidades de contacto con el medio y asi evitar
problemas de contaminacién. La temperatura y humedad relativa del material
seleccionado fue de 37 °C y 77,7 % respectivamente.

La muestra se guardd en bolsas plasticas estériles y sellada con cinta adhesiva de tal
forma que se mantuvieran las caracteristicas iniciales y asi poder transportarla al
laboratorio para posterior analisis fisico quimico y microbioldgico.

La muestra de bagazo fue guardada a temperatura ambiente en el laboratorio de
microbiologia.

Para el trabajo de laboratorio se tom6 una muestra de bagazo con una humedad
relativa del 77,7 % y una temperatura de 29,1 °Cy se fragmentaron 500 gr de bagazo
en partes entre un (1) mm y dos (2) mm para realizar analisis fisico quimicos y
microbioldgicos iniciales.

Esta muestra fue conservada en una Incubadora STABIL THERM — DRY TYPE
BACTERIOLOGICAL INCUBATOR — Gravity Convection, GS Blue M. Electric a unit of
General Signal; a temperatura ambiente.

Figura 13. Registro fotogréafico del lugar de almacenamiento de bagazo de cafa para
la toma de muestra en el trapiche.
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2. METODOS FiSICOS
2.1 PROCESO DE ESTERILIZACION

Se preparé la autoclave llenandola de agua hasta la parrilla 1 o 2 cm arriba de la
misma.

Se envolvieron los materiales a esterilizar en papel aluminio, asegurandolos con cinta
de en mascarar y debidamente marcadas.

Se depositaron en la autoclave de forma organizada.

Se cerrd la autoclave teniendo en cuenta que la tapa tenga todo el perimetro a la
misma distancia de la base, se reviso que la salida de escape de vapor estuvieran en
su sitio, se verificO que la tapa estuviera cerrada correctamente, se revisé que el
mandmetro al iniciar estuviera en ceros (libras de presion) y en los primeros minutos
se colocd la perilla de control de temperatura al méaximo.

Se dej6 que la temperatura llegara a 121 °C y se mantuvo durante 20 minutos, luego
de este tiempo, se llevo la perrilla de control de temperatura al minimo, se apagé la
autoclave y se subi6 la valvula de escape de vapor y se dej6 por 7 minutos.

Se abrié la autoclave, se sacaron los materiales, se marcaron y se depositaron en la
nevera para su uso.

Este procedimiento se repitid cotidianamente para cada procesamiento de muestras.
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3. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA EL CULTIVO Y
AISLAMIENTO DE BACTERIAS

3.1 PREPARACI(?N DE MEDIO DE CULTIVO MODIFICADO CON EXTRACTO DE
BAGAZO DE CANA PANELERA UTILIZANDO AGAR NUTRITIVO

3.1.1 Materiales:

Agar Nutritivo

Papel filtro

Alcohol

Barras agitadoras

1000 ml de agua destilada.
Autoclave

Erlenmeyer

Agitador magnético

Vasos precipitados de 200 ml
Morteros con pistilo

Papel crack

Papel aluminio

Cinta de enmascarar
Isopos

Cajas de petri

Espatulas

Asas redondas

3.1.2 Procedimiento:

Se midieron 250 ml de agua destilada en un erlenmeyer de 250 ml y se sellé.

Se midieron 100 ml de agua destilada en un vaso precipitado de 250 ml y se sellé.
Se midieron 10 ml de agua destilada en un vaso precipitado de 250 ml y se sell6.
Se esterilizaron los materiales a utilizar en la autoclave.

Se pesaron 10 gr de bagazo en la balanza electronica.

Se maceraron los 10 gr de bagazo agregando agua destilada estéril poco a poco.
Se filtré la muestra.

Se prepard 250 ml de medio de cultivo agar extracto malta.

Se adicion6 al medio comercial la muestra ya filtrada.

Se llevo a la autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Se dividi6 el medio de cultivo modificado (agar Nutritivo/ extracto de bagazo) en
dos Erlenmeyer de 250ml en cantidades iguales denominandose medio 1 y medio
2.

e Al medio 1 se le agregé NaOH 0.01 N para llevarla a un pH neutro.

e Al medio 2 se le agregé HCI al 0.3 N. para llevarla a un pH acido.

e Sellevo ala autoclave al21°C durante 15 minutos.
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Se sirvio el medio en las cajas de petri (dos cajas de medio de cultivo acido y dos
cajas de medio de cultivo neutro).

Se preparé el indculo pesando 1g de bagazo y se adicioné en 10 ml de agua
destilada y esterilizada.

Se agit6 con el agitador magnético.

Se realiz6 la siembra en las cajas de petri correspondientes.

Se realizdé una siembra masiva en medio de cultivo neutro y una siembra masiva
en medio de cultivo acido.

Se realiz6 una siembra en profundidad en medio de cultivo neutro y una siembra
en profundidad en medio de cultivo &cido.

Se sellaron las cajas y se conservaron a temperatura ambiente.
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3.2 CONTEO DE VIABLES POR UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC)

Para calcular el nimero de bacterias vivas por cada mililitro de la muestra, se puede
emplear el recuento en placa por el método de las diluciones seriadas en tubo cuya
técnica es la siguiente:

3.2.1 Materiales:

Muestra

Cuatro tubos rotulados con numeracién correlativa, conteniendo 9 ml de agua
destilada estéril c/u o solucién salina estéril para efectuar las diluciones

Cinco pipetas de 1 ml (estériles). Para cada dilucién se debe emplear una pipeta
limpia y estéril.

Cuatro placas de petri, estériles, rotuladas con las respectivas diluciones (1:10,
1:100, 1:1.000 y 1:10.000).

Un matraz conteniendo 100 ml de agar peptona licuado y enfriado a 45°C hasta el
momento de su empleo (para evitar la solidificacion).

3.2.2 Procedimiento:

Agitar totalmente la muestra de agua y con una pipeta estéril extraer un ml vy
transvasarlo al tubo No 1 que contiene 9 ml de agua estéril: se obtiene la dilucion
1/10.

Agitar totalmente el tubo No 1 y con la segunda pipeta extraer un (1) ml de esta
dilucién 1/10 y depositarlo en la placa rotulada 1:10. Con esta misma pipeta se
extrae nuevamente 1 ml de la diluciéon 1:10 y se transvasa al tubo No 2. Se
obtiene una dilucion 1:100.

Agitar totalmente el No 2, y con la tercera pipeta extraer 1 ml de esta dilucién
1:100 y depositarlo en la placa rotulada 1:100. Con ésta misma pipeta extraer
nuevamente 1ml de la dilucién 1:100 y transvasar al tubo No 3. Se obtiene la
dilucion 1:1000.

Agitar totalmente el tubo No 3 y con la cuarta pipeta extraer 1 ml de dilucién
1:1000 y depositarlo en la placa rotulada 1:1000. Con esta misma pipeta extraer
nuevamente 1 ml de la dilucion 1:1000 y transvasarla al tubo No 4. Se obtiene
asi la dilucién 1:10.000.

Agitar totalmente el tubo No 4 y con la quinta pipeta extraer 1 ml de esta dilucion
1.10.000. Depositarlo en la placa rotulada 1:10.000

Agregar en forma aséptica, aproximadamente 20 ml de agar fundido y enfriado a
45°C a cada una de las placas de Petri con las diferentes diluciones de agua y
mezclar bien por suaves movimientos de inclinacion y rotacion de las placas.
Dejar enfriar el agar, invertir las placas e incubar a 37°C durante 24 horas.

3.2.3 Resultados e interpretaciéon. El nimero de colonias ira en disminucion en las
placas sembradas con las diluciones mas altas.
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Para efectuar el recuento de colonias se descartan las placas que contiene menos de
30 o mas de 300 colonias, ya que es posible que los recuentos a partir de ellas no
sean exactos. Se cuentan las colonias en cada una de las placas que quedan. Cada
colonia se supone que representa un solo organismo de la muestra original. En cada
caso se multiplica este recuento de placa individual por la diluciéon de la muestra de
esa placa, obteniéndose asi el numero de gérmenes por 1 ml de muestra original.
Como resultado final, se calcula el promedio de cada una de las muestras.
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4. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA EL CULTIVO Y
AISLAMIENTO DE HONGOS Y HONGOS FILAMENTOSOS

4.1 PREPARACIQN DE MEDIO DE CULTIVO MODIFICADO CON EXTRACTO DE
BAGAZO DE CANA PANELERA UTILIZANDO AGAR EXTRACTO MALTA

4.1.1 Materiales:

Agar extracto malta

Papel filtro

Alcohol

Barras agitadoras

1000 ml de agua destilada.
Autoclave

Erlenmeyer

Agitador magnético

Vasos precipitados de 200 ml
Morteros con pistilo

Papel crack

Papel aluminio

Cinta de enmascarar
Isopos

Cajas de petri

Espatulas

Asas redondas

4.1.2 Procedimiento:

Se midieron 250 ml de agua destilada en un erlenmeyer de 250 ml y se sellé.

Se midieron 100 ml de agua destilada en un vaso precipitado de 250 ml y se sellé.
Se midieron 10 ml de agua destilada en un vaso precipitado de 250 ml y se sell6.
Se esterilizaron los materiales a utilizar en la autoclave.

Se pesaron 10 gr de bagazo en la balanza electronica.

Se maceraron los 10 gr de bagazo agregando agua destilada estéril poco a poco.
Se filtré la muestra.

Se prepararon 250 ml de medio de cultivo agar extracto malta.

Se adicion6 al medio comercial la muestra ya filtrada.

Se llevo a la autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Se dividi6 el medio de cultivo modificado (agar extracto malta/ extracto de
bagazo) en dos erlenmeyer de 250 ml en cantidades iguales denominandose
medio 1 y medio 2.

Al medio 1 se le agregdé NaOH 0.01 N. para llevarla a un pH neutro.

Al medio 2 se le agregd HCI al 0.3 N. para llevarla a un pH é&cido.

Se llevo a la autoclave al21°C durante 15 minutos.
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Se sirvio el medio en las cajas de petri (dos cajas de medio de cultivo acido y dos
cajas de medio de cultivo neutro).

Se preparé el indculo pesando 1g de bagazo y se adicioné en 10 ml de agua
destilada y esterilizada.

Se agit6 con el agitador magnético.

Se realiz6 la siembra en las cajas de petri correspondientes.

Se realizdé una siembra masiva en medio de cultivo neutro y una siembra masiva
en medio de cultivo acido.

Se realiz6 una siembra en profundidad en medio de cultivo neutro y una siembra
en profundidad en medio de cultivo acido.

Se sellaron las cajas y se conservaron a temperatura ambiente.
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5.2 PREPARACI(?N DE MEDIO DE CULTIVO MODIFICADO CON EXTRACTO DE
BAGAZO DE CANA PANELERA UTILIZANDO AGAR SABOREAUD DEXTROSA

5.2.1 MATERIALES:

Agar Saboreaud

Papel filtro

Alcohol

Barras agitadoras

1000 ml de agua destilada.
Autoclave

Erlenmeyer

Agitador magnético

Vasos precipitados 200 ml
Morteros con pistilo

Papel crack

Papel aluminio

Cinta de enmascarar
Isopos

Cajas de petri

Espatulas

Asas redondas

5.2.2 PROCEDIMIENTO:

Se midieron 250 ml de agua destilada en un Erlenmeyer de 250 ml y se sellé.

Se midieron 100 ml de agua destilada en un vaso precipitado de 250 ml y se sellé.
Se midieron 10 ml de agua destilada en un vaso precipitado de 250 ml y se sell6.
Se esterilizaron los materiales a utilizar en la autoclave.

Se pesaron 10 gr de bagazo en la balanza electrénica.

Se maceraron los 10 gr de bagazo agregando agua destilada estéril poco a poco.
Se filtr6 la muestra.

Se prepararon 250 ml de medio de cultivo Agar Saboreaud.

Se adicion6 al medio comercial la muestra ya filtrada.

Se llevo a la autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Se dividi6 el medio de cultivo modificado (Agar Saboreaud / extracto de bagazo) en
dos erlenmeyer de 250ml en cantidades iguales denominandose medio 1 y medio 2.
Al medio 1 se le agregd NaOH 0.01 N. para llevarla a un pH neutro.

Al medio 2 se le agregd HCI al 0.3 N. para llevarla a un pH é&cido.

Se llevo al autoclave a121°C durante 15 minutos.

Se sirvio el medio en las cajas de petri (dos cajas de medio de cultivo con pH acido
y dos cajas de medio de cultivo con pH neutro).

Se prepar6d el in6culo pesando 1g de bagazo y se adicioné en 10 ml de agua
destilada y esterilizada.

Se agit6 con el agitador magnético.

103



Se realiz6 la siembra en las cajas de petri correspondientes.
Se realiz6 una siembra masiva en medio de cultivo neutro y una siembra masiva en
medio de cultivo acido.

Se realizé una siembra en profundidad en medio de cultivo neutro y una siembra en
profundidad en medio de cultivo &cido.
Se sellaron las cajas y se conservaron a temperatura ambiente.
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5.3 PREPARACI(?N DE MEDIO DE CULTIVO MODIFICADO CON EXTRACTO DE
BAGAZO DE CANA PANELERA UTILIZANDO AGAR ROSA BENGALA

5.3.1 MATERIALES:

Agar Rosa Bengala

Papel filtro

Alcohol

Barras agitadoras

1 000 ml de agua destilada.
Autoclave

Erlenmeyer

Agitador magnético

Vasos precipitados de 200 ml
Morteros con pistilo

Papel crack

Papel aluminio

Cinta de enmascarar
Isopos

Cajas de petri

Espatulas

Asas redondas

5.3.2 PROCEDIMIENTO:

Se midieron 250 ml de agua destilada en un erlenmeyer de 250 ml y se sellé.

Se midieron 100 ml de agua destilada en un vaso precipitado de 250 ml y se sellé.

Se midieron 10 ml de agua destilada en un vaso precipitado de 250 ml y se sell6.

Se esterilizaron los materiales a utilizar en la autoclave.

Se pesaron 10 gr de bagazo en la balanza electrénica.

Se maceraron los 10 gr de bagazo agregando agua destilada estéril poco a poco.

Se filtr6 la muestra.

Se prepararon 250 ml de medio de cultivo Agar Rosa Bengala.

Se adicion6 al medio comercial la muestra ya filtrada.

Se llevé a la autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Se dividi6 el medio de cultivo modificado (agar rosa de bengala/extracto de

bagazo) en dos erlenmeyer de 250ml en cantidades iguales denominandose medio

1y medio 2.

¢ Al medio 1 se dejo tal cual se prepard, pues las condiciones iniciales del medio
tenian un pH neutro.

e Al medio 2 se le agregd HCI al 0.3 N. para llevarla a un pH &cido de 4.

e Se llevo al autoclave a121°C durante 15 minutos.

e Se sirvio el medio en las cajas de petri (dos cajas de medio de cultivo acido y dos

cajas de medio de cultivo neutro).

105



Se prepar6d el indculo pesando 1g de bagazo y se adicioné en 10 ml de agua
destilada y esterilizada.

Se agit6 con el agitador magnético.

Se realiz6 la siembra en las cajas de petri correspondientes.

Se realiz6 una siembra masiva en medio de cultivo neutro y una siembra masiva en
medio de cultivo acido.

Se realiz6 una siembra en profundidad en medio de cultivo neutro y una siembra en
profundidad en medio de cultivo &cido.

Se sellaron las cajas y se conservaron a temperatura ambiente.
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5.4 AISLAMIENTO DE LOS HONGOS QUE CRECIERON EN EL MEDIO (AEM-ASD-
ARB) MODIFICADOS CON EXTRACTO DE BAGAZO DE CANA PANELERA

5.4.1 MATERIALES:

Asas de punta recta
Agar Malta

Agar Saboreaud
Agar Rosa de Bengala
Cajas de petri
Laminillas

Porta objetos

Auto clave

Guantes
Tapabocas

Alcohol

Tubos de ensayo

5.4.2 PROCEDIMIENTO:

Se observaron las cajas que se habian cultivado en preparacion de medio de cultivo
modificado con bagazo utilizando Agar Saboreaud, Agar Rosa de Bengala y Agar
Extracto Malta, para determinar si hubo crecimiento de microorganismos y hacer
una descripcion macroscoépica de estos.

Se seleccionaron los hongos que presentaron un mejor desarrollo en agar Extracto
Malta.

Se seleccionaron los hongos que presentaron un mejor desarrollo en agar Rosa de
Bengala.

Se seleccionaron los hongos que presentaron un mejor desarrollo en agar
Saboreaud.

Se escogieron los hongos con mejor crecimiento y que presentaban menos
contaminacién para su posterior purificacion y se descartaron las levaduras que se
desarrollaron en el agar extracto de malta dado que en teoria hay un
comportamiento altamente mas favorable para los hongos miceliales en la
trasformacion de azucares complejos.

Se esterilizaron los materiales a utilizar en la autoclave.

Se calentaron los medios de cultivo que estaban en la nevera por una anterior
preparacion y se esterilizaron en la autoclave.

Se esterilizé el mesén con hipoclorito de sodio y alcohol.

Se marcaron las cajas de petri, para saber cuales eran los hongos a aislar.

Se realizé el aislamiento de los hongos teniendo en cuenta los siguientes pasos:
flamear el asa al rojo vivo y dejar enfriar, destapar la caja de petri y flamearla, tomar
el in6culo, flamear la caja y cerrar, hacer una puncion en el Agar, sellar la caja con
cinta de enmascarar, marcar la caja con el nombre del hongo, envolver cada caja
en papel crack y dejarla a temperatura ambiente.
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e Este procedimiento se aplicé para cada uno de los hongos seleccionados y se hizo
sobre el Agar en el que inicialmente crecieron.

e Se realizé un cultivo sobre portaobjetos siguiendo el procedimiento descrito a
continuacién: se cortaron dos circulos pequefios de un medio sélido adecuado
(Agar Rosa de Bengala), que ha sido vertido en una capsula de Petri, hasta una
altura de 2,5 cm. Los circulos fueron cortados con la ayuda de un tubo de ensayo
estéril sin reborde (lo que permite obtener un taco redondo), colocar un
portaobjetos estéril sobre una caja de petri estéril e introducir el circulo de Agar
rosa de Bengala sobre el portaobjetos, con un asa de punta recta, inocular los
cuatro cuadrantes del taco de Agar Rosa de Bengala con el microorganismo a
identificar, colocar un cubreobjetos estéril sobre la superficie del circulo de Agar
Rosa de Bengala, tapar la caja de Petri que contiene el cultivo e incubar a
temperatura ambiente, finalizado el periodo de incubacién, retirar el cubreobjetos
(este proceso se realiz6 en una cabina de seguridad bioldgica), y se colocé en un
portaobjetos que contenia azul de lactofenol.
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5.5 MONTAJE EN MEDIO FERMENTACION ESTADO SOLIDO (FES)

5.5.1 MATERIALES:

15 vasos de precipitado
Céamara Neubauer
Microscopio

Cuchillo

Bagazo

Micro pipeta

Alcohol

8 asas rectas

Espatula

Pipeta

7 erlenmeyer estériles de 250 ml
Hipoclorito de sodio

1 000 ml de agua destilada
Autoclave

Agar Rosa de Bengala
Cinta de enmascarar

19 cajas de petri

Porta objetos

Laminillas

Papel crack

5.5.2 PROCEDIMIENTO:

Finalizado el periodo de incubacion, se retird el cubreobjetos, y se colocd en un
portaobjetos que contenia azul de lactofenol.

Se observo el desarrollo que presenté cada cultivo y se determind que hongos
estaban totalmente puros y cuales presentaban contaminacion.

Se compararon las caracteristicas de cada hongo con las de la cepa original, para
afirmar que el hongo aislado fuera el mismo.

Los hongos que se encontraban puros se almacenaron y fueron rotulados e
identificados como: hongo 1, hongo 2, hongo 3, hongo 4, hongo 5, hongo 6 y hongo
7.

Los hongos que presentaban contaminacion se les realiz6 nuevamente el proceso
de purificacion.

Se preparé un inéculo de cada uno de los hongos seleccionados para proceder a
observar y contar microscopicamente utilizando un Montaje en Camara de
Neubauer.

Se hace un montaje con bagazo como sustrato para Fermentacion en Estado Sélido
en erlenmeyer teniendo en cuenta los siguientes pasos:

109



Se realizé en erlenmeyer, utilizando como sustrato bagazo el cual fue el 10% del
total del volumen del recipiente a utilizar, se adicionaron nutrientes que el sustrato
como tal no posee, los cuales deben ser adicionados al sustrato por impregnacion.
En cuanto al inéculo éste se adicioné en proporciéon 1% (v/v) con relaciéon al
sustrato.

Se llevé a fermentar teniendo en cuenta una temperatura entre 27 y 37°C, para
garantizar la actividad enzimatica y una agitacion manual o mecéanica
periédicamente para favorecer la oxigenacion y degradacion uniforme del sustrato.
Se realizan observaciones periddicas (cada 24 horas), para establecer cambios en
el sustrato.

Se tom6 una muestra al finalizar el proceso para realizar los andlisis fisico-
guimicos pertinentes.
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6. DETERMINACION DEL INOCULO
Para realizar la preparacion del in6culo se tuvo en cuenta:

e Se prepara un inoculo iniciador de la fermentacion, que para el caso de los hongos
esta en el orden de 1*10° esporas flingicas.

e Para ello el cultivo debe estar puro y haberse confirmado su capacidad degradativa
(produccién de enzimas), su adaptacion al sustrato a fermentar y su compatibilidad
con otros microorganismos, si se utiliza un pool.

o Para lograr el conteo se debe realizar una suspension de esporas en un volumen
conocido de agua destilada estéril y proceder a su observacién en la Camara de
Neubauer.

6.1 CONTEO EN CAMARA DE NEWBAUER.

Se procedio6 a realizar la observacién y conteo microscépico por medio del Montaje en
Camara de Neubauer de acuerdo al siguiente procedimiento:

e Se limpi6 la cadmaray la laminilla de cuarzo suavemente con alcohol.

e Se reviso la laminilla de cuarzo que no debe estar desbordada o quebrada.

e Se coloco la laminilla de cuarzo sobre la camara en forma vertical, esta debe
quedar centrada.

e Se procedio a llenar la camara. Este paso es muy importante y definitivo en la
distribucion de las células. Es recomendable llenarla con micro pipeta pequefia.

e Elllenado fue continuo en un sélo intento.

e La camara no puede quedar seca esto se detecta porque en las esquinas del
recuadro de llenado se ven porciones secas. Tampoco se debe inundar, la
apariencia en la cAmara es de liguido abundante en las terminaciones del recuadro.

e Se realiz6 conteo en la camara de Neubauer teniendo en cuenta el siguiente
procedimiento: se llevd la camara al microscopio y se enfoc6 el cuadro de conteo
con el ocular de 4X para contar las células grandes en los cuadrantes de las
esquinas, asi:

Observacion en 4X. Si las células que va a contar son pequefias como son las
levaduras, bacterias, etc. ubicarse en la cuadricula central y pasar al ocular de 10X. Se
visualizara de la siguiente manera:

En esta cuadricula se visualizan 25 cuadros, de los cuales se cuentan las células
presentes en 5 campos, generalmente se cuentan los cuadros de las esquinas y el
central, lo que garantiza un conteo aleatorio.

Vista de la cuadricula con el ocular 10X. Para realizar el conteo se pasa al ocular de
40X, donde se visualiza cada uno de los campos y con ayuda de el carro del
microscopio se desplaza la cuadricula hasta contar en todos los cuadros. El conteo en
estos campos de la camara se conoce como AP (alto poder). Con el lente de 40X cada
cuadro se ve de la siguiente manera:
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Las células se cuentan cuadro por cuadro y se hace un total. Se recomienda realizar el
conteo siguiendo las flechas para evitar que se cuenten las células dos veces 0 no que
no se cuenten. Alrededor de cada cuadricula se observa que hay tres lineas que
delimitan el cuadro, que son fundamentales en el momento del conteo ya que definen
cuales células son contables o cuales estan fuera del campo de conteo. Las células
que no tocan la segunda linea son contables, si la tocan o estdn encima de ella no se
incluyen.

6.2 Calculo de la suspensién de esporas:
Se deben tener en cuenta las siguientes formulas matematicas:
6.2.1 Para concentracion de células pequefias (esporas/ml):

Esporas/ml = # de esporas en los 5 grupos/5 x 50000 x 1/factor de dilucion x ml de
solucion.

6.2.2 Para concentracion de células grandes (esporas/ml):

Esporas/ml = # de esporas en los 4 cuadrados/4 x 10000 x 1/factor de dilucién x ml
de solucion.
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7. METODOS FiSICO QUIMICOS REALIZADOS AL BAGAZO

7.1 DETERMINACION DE FIBRA CRUDA POR DETERGENTE NEUTRO, FND,
SEGUN VAN SOEST.

El método esta basado en la solubilidad de un agente tensioactivo, por medio de una
solucién neutra.

El contenido soluble se define como soluble de detergente neutro (NDS).

El residuo es compuesto por los componentes fibrosos de las células hemicelulosa de
la planta, de lignina, de sustancias minerales insolubles y algunas proteinas de las
paredes de la célula.

7.1.1 Reactivos:

e Solucién de detergente neutro Borato de sodio decahidratado, 6.81 g. EDTA etilen
diamino tetracetato, 18.61 g. Sodio lauril sulfato neutro, 30 g.

e Ethoxyethanol, 10 ml. Fosfato disédico anhidro, 4.56 g. Agua destilada, 1000 ml.
Verter el borato de sodio y EDTA disédico en un vaso y disolver con una parte de
agua destilada mientras se calienta. Agregar lauril sulfato y 2-ethoxyethanol
Disolver por separado fosfato disédico en agua destilada, calentando hasta obtener
la soluciébn completa Mezclar las soluciones con el agua restante Controlar el pH:
rango admisible entre 6.9y 7.1.

¢ n-octanol (alcohol octilico).

¢ Sulfito de sodio anhidro.

e Acetona.

7.1.2 Procedimiento:

¢ Moler la muestra seca, apertura malla de tamiz: 1 mm.

e Pesar en un crisol 1 g de muestra molida, (1 mm), precision + 1mg.

Agregar 100 ml de solucién de detergente neutro a temperatura ambiente y 0.5 g de

sulfito de sodio con algunas gotas de n-octanol.

Calentar hasta hervir y recircular por 60 minutos.

Filtrar y lavar 3 veces con agua hirviendo y luego 2 veces con acetona fria

Secar 8 horas a 105°C. Enfriar en un desecador.

Pesar.

Calcular la fibra detergente neutro: FND % = peso del crisol + peso del residuo -

peso del crisol x 100 peso de la muestra Detergente neutro soluble: NDS%=FND%.

Colocar en mufla a 550° por 2 horas. Enfriar en desecador.

e Pesar.

e Calcular la ceniza insoluble en detergente neutro: pérdida por incineracion x 100
peso de la muestra.
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7.2 I?ETERMINACION DE FIBRA CRUDA POR DETERGENTE ACIDO, FAD,
SEGUN VAN SOEST

El método estd basado en la solubilidad de un agente tensioactivo, por medio de una
solucién acida.

El residuo fibroso est4 compuesto por celulosa, lignina y por las sustancias minerales
insolubles en un ambiente &cido, esto se define como FAD.

La diferencia en FND (fibra detergente neutra) y FAD (fibra detergente &cida)
generalmente esta determinado por las hemicelulosas.

7.2.1 Reactivos:

Solucién de detergente acido. Cetil Trimetil Amonio Bromuro, grado técnico, 20 g.
Acido sulfurico 1N (49.04g/l) 1 I. Disolver el tensioactivo en el acido, agitando, para
facilitar la disolucion.

n-octanol (alcohol octilico).

Acetona.

7.2.2 Procedimiento:

Moler la muestra seca, apertura malla de tamiz: 1 mm.

Pesar en un crisol 1 g de muestra molida, (1 mm), precision +1mg.

Agregar 100 ml de solucion de detergente acido a temperatura ambiente y algunas
gotas de n-octanol.

Calentar hasta hervir y recircular por 60 minutos.

Filtrar y lavar 3 veces con agua hirviendo y luego 2 veces con acetona fria.

Secar 8 horas a 105°C. Enfriar en desecador.

Pesar.

Calcular la fibra detergente acida: FAD% = peso del crisol + peso del residuo - peso
del crisol x 100 peso de la muestra.

Colocar en mufla a 550°C por 2 horas. Enfriar en desecador.

Pesar.

Calcular la ceniza insoluble en detergente &cido: pérdida por incineracion x 100
peso de la muestra.
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7.3 PRUEBA PARA LA DETERMINACION DEL NITROGENO TOTAL

7.3.1 Objetivo. Determinar la concentracion de nitrdgeno presente en la muestra para
luego ser transformado a través de un factor en proteina.

7.3.2 Alcance y campo de aplicacion. El método es aplicable a alimentos en general.

7.3.3 Fundamento. El método se basa en la destruccion de la materia organica con
acido sulfarico concentrado, formandose sulfato de amonio que en exceso de
hidréxido de sodio libera amoniaco, el que se destila recibiéndolo en: a) Acido sulfarico
donde se forma sulfato de amonio y el exceso de acido es valorado con hidroxido de
sodio en presencia de rojo de metilo, o b) Acido bérico formandose borato de amonio
el que se valora con &cido clorhidrico.

7.3.4 Referencias.

A.O.A.C. Official Methods of Analysis 13 th Edition, 1984.
FAO Food and Nutrition Paper 14/7 Roma, 1986

7.3.5 Material y equipo:

Balanza analitica, sensibilidad 0.1 mg.
Equipo Kjeldahl

Manto calefactor

pHmMetro

Material usual de laboratorio.

7.3.6 Reactivos:

Acido sulftrico concentrado, p.a.

Sulfato de potasio o sulfato de sodio, p.a.

Sulfato cuprico, p.a.

Solucién de hidréxido de sodio al 15 %. Disolver 150 g de NaOH y completar a 1
litro.

Solucion de &cido sulfarico 0.1 N. Tomar 2.7 ml de H2SO4 concentracion. y
completar a 1 litro, luego estandarizar con Na2CO3 anhidro p.a.

Solucién de hidroxido de sodio al 30 %. Disolver 300 g de NaOH y completar a 1
litro.

Solucién indicadora de rojo de metilo al 1 % en etanol. Disolver 1 g de rojo de metilo
en 100 ml de etanol (95 %).

Solucién de hidréxido de sodio 0.1 N. Tomar 4 g de NaOH y enrasar a 1 litro con
agua recientemente hervida y enfriada. Valorar con acido succinico.

Acido borico al 3 %. Disolver 30 g de &cido bdrico y completar a 1 litro.

Indicador de Tashiro: rojo de metilo al 0.1 % y azul de metileno al 0.1 % en relacién
de 2:1, en alcohol etilico.
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e Solucién de acido clorhidrico 0.1 N. Tomar 8.3 ml de HCI concentracion. y enrasar a
1 litro. Valorar con Na2CO3 anhidro.

7.3.7 Procedimiento:

¢ Realizar la muestra en duplicado.

e Efectuar un ensayo en blanco usando una sustancia organica sin nitrégeno
(sacarosa) que sea capaz de provocar la reduccion de los derivados nitricos y
nitrosos eventualmente presentes en los reactivos.

e Pesar al 0.1 mg. alrededor de 1 g de muestra homogeneizada (m) en un matraz de
digestién Kjeldanhl.

e Agregar 3 perlas de vidrio, 10 g de sulfato de potasio o sulfato de sodio, 0.5 g de
sulfato cuprico y 20 mL de &cido sulftrico concentrado.

e Conectar el matraz a la trampa de absorcién que contiene 250 mL de hidréxido de
sodio al 15 %. El disco poroso produce la division de los humos en finas burbujas
con el fin de facilitar la absorcion y para que tenga una duracién prolongada debe
ser limpiado con regularidad antes del uso. Los depésitos de sulfito sédico se
eliminan con acido clorhidrico.

e Cuando la solucién de hidroxido de sodio al 15 % adicionada de fenolftaleina
contenida en la trampa de absorcibn permanece incolora debe ser cambiada
(aprox. 3 andlisis).

e Calentar en manta calefactora y una vez que la solucion esté transparente, dejar en
ebullicion 15 a 20 min. mas. Si la muestra tiende a formar espuma agregar acido
estearico o gotas de silicona antiespumante y comenzar el calentamiento
lentamente.

e Enfriar y agregar 200 ml de agua.

e Conectar el matraz al aparato de destilacion, agregar lentamente 100 mL de NaOH
al 30 % por el embudo, y cerrar la llave.

e Destilar no menos de 150 ml en un matraz que lleve sumergido el extremo del
refrigerante o tubo colector en: a) 50 ml de una solucién de acido sulftrico 0.1 N, 4
a 5 gotas de rojo de metilo y 50 ml de agua destilada. Asegurar un exceso de
H2S04 para que se pueda realizar la retrotitulacion. Titular el exceso de acido con
NaOH 0.1 N hasta color amarillo 0 b) 50 ml de &cido bérico al 3 %. Titular con acido
clorhidrico 0.1 N hasta pH 4.6 mediante un medidor de pH calibrado con soluciones
tampo6n pH 4y pH 7, o en presencia del indicador de Tashiro hasta pH 4.6

e Cada cierto tiempo es necesario verificar la hermeticidad del equipo de destilacion
usando 10 mL de una solucion de sulfato de amonio 0.1 N (6.6077 g/L), 100 ml de
agua destilada y 1 a 2 gotas de hidroxido de sodio al 30 % para liberar el amoniaco,
asi como también verificar la recuperacion destruyendo la materia orgéanica de 0.25
g de L(-)-Tirosina. El contenido tedrico en nitrégeno de este producto es de 7.73 %.
Debe recuperarse un 99.7 %
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7.3.8 Célculo y expresién de resultados.

14 x NxV x 100
7.1-%N =

m x 1000

14 x N x V x 100 x factor
7.2.- % Proteina =

m x 1000
Donde:
V: 50 mL H2S0O4 0.1 N - gasto NaOH 0.1 N o gasto de HCI 0.1 N
m : masa de la muestra, en gramos.
Factores:

6.25: para carne, pescado, huevo, leguminosas y proteinas en general
5.7: para cereales y derivados de soya

6.38: leche

5.55: gelatina

5.95: arroz

7.3.9 Repetibilidad del método. La diferencia entre los resultados de dos
determinaciones efectuadas una después de otra, por el mismo analista, no debe
exceder 0.06 % de Nitrégeno o 0.38 % de proteina.

En la planilla de resultados se indicard método utilizado, identificacién de la muestra,

peso de muestra, gastos de titulacion, factor utilizado y resultados obtenidos de la
muestras en duplicado con 2 decimales.
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8. DETERMINACION DE pH
8.1 NORMA SM 4500-B.

8.1.1 Objetivo. Determinar el pH de una muestra de agua, para conocer la intensidad
de su caracter acido o basico.

8.1.2 Muestras probadas. Esta prueba se realiza a muestras de APN, ARIy ARD.

8.1.3 Definiciones. La medida del pH es muy importante en la quimica del agua y es
uno de los ensayos mas frecuentemente usados. El pH da una medida de la acidez o
alcalinidad de un agua residual doméstica o industrial. La acidez depende de la
presencia de &cidos inorganicos fuertes o débiles, sales de bases fuertes y sales de
metales pesados. La alcalinidad depende de la presencia de carbonatos y
bicarbonatos de metales alcalinos y alcalinotérreos, silice libre, silicatos solubles,
fosfatos y boratos, sales de bases organicas e inorganicas débiles.

8.1.4 Contenido.

8.1.4.1 Muestreo, preservacion y almacenamiento. Se recomienda hacer la
determinacion del pH en el sitio del muestreo, si esto no es posible, tome una muestra
representativa de agua de 50 mL en un recipiente de vidrio o plastico, protéjala del sol
y antes de 2 horas determinele el pH.

8.2 METODO POTENCIOMETRICO.

e Principio. La diferencia de potencial que existe entre un electrodo de vidrio y un
electrodo de referencia (calomel KCI saturado) sumergidos en una misma solucién,
es una funcién lineal del pH de ésta

La medida de esta diferencia de potencial se efectlia con ayuda de un pHmétro en
el cual el cuadrante del galvanémetro esta directamente graduado en unidades de
pH.

e Interferencias. El electrodo de vidrio est& relativamente libre de interferencias por
color, turbiedad, materia coloidal, oxidantes, reductores y salinidad alta, excepto por
un error de sodio a pH > 10. Este error se reduce usando electrodos especiales
llamados de "error de sodio”. Las medidas de pH son afectadas por la temperatura
en dos formas: a) Efectos mecanicos que son causados por cambios en las
propiedades de los electrodos, b) Efectos quimicos causados por cambios en el
equilibrio.

En el primer caso, la pendiente Nernstiana aumenta al aumentar la temperatura y el

electrodo gasta tiempo para alcanzar el equilibrio térmico. Esto puede causar un pH
inestable en un periodo largo de tiempo. Debido a que el equilibrio quimico afecta el
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pH, los buffers de pH patron, tienen un pH especificado a una temperatura
determinada. Siempre se debe informar la temperatura a la cual el pH se midio.

8.2.1 Equipos

¢ Medidor de pH o potenciémetro
e Vasos de precipitados de polietileno o de teflén

8.2.2 Reactivos:

e BufferdepH =7
e Bufferde pH =4

8.2.3 Procedimientos
8.2.3.1 Calibracion con dos Soluciones Buffer

¢ Seleccionar dos soluciones buffer de tal forma que el pH de la muestra esté dentro
del valor de éstos. La primera de pH = 7,0 (isopotencial) y la segunda de un pH
cerca al pH esperado en la muestra (pH = 4 6 pH = 10).

e Lavar primero el electrodo o los electrodos con agua destilada y luego colocar el
electrodo en el buffer pH = 7,0.

e Esperar que se estabilice el aparato.

e Lavar primero el electrodo o los electrodos con agua destilada y luego colocar el
electrodo en el segundo buffer.

e Cuando la lectura sea estable, colocar el valor especificado del pH del segundo
buffer teniendo en cuenta el manual de instrucciones del aparato.

e Sitodas las etapas estan ejecutadas correctamente y la pendiente esta entre 92 y
102%, proceda a la medida de pH.

8.2.3.2 Medida del pH

Calibre el electrodo o los electrodos como se describié anteriormente.

Lavar el electrodo o los electrodos con agua destilada y luego con la muestra.
Colocar el electrodo o los electrodos en la muestra.

Registrar el pH y la temperatura de la muestra cuando la lectura sea estable.
Calibrar antes de usarlo

Agitar las soluciones buffer y las muestras durante la determinacion del pH.
Lavar el electrodo o los electrodos al terminar el trabajo.

8.2.4 Calculos y resultados. Se leen los resultados directamente del potenciometro.

8.2.5 Precision y vias. Una muestra sintética de una solucién buffer de Clark y Lubs
de pH 7.3, se analizé electrométricamente en 30 laboratorios con una desviacion
estandar de +0.13 unidades de pH.

8.2.6 Normas de referencia. NORMA SM 4500-B.
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9. METODO DEL ACIDO DINITROSALICILICO (DNS)

9.1 Procedimiento

Disolver 1,6 gramos de NaOH en H,O destilada

Adicionar 30 gramos de tartrato de sodio y potasio

Adicionar 1 gramo de DNS

Aforar a 100 ml con H,O destilada

Almacenar en frascos &mbar a 4°C

Se debe mantener un stock de glucosa 4 mg/mly almacenarlo a 4°C

A partir de la solucién de glucosa se preparan las soluciones para hacer la curva
patrén con la siguientes concentraciones (g/l) 0,25, 0,5, 1,2y 4

Procedimiento:

Tomar 0,5 ml de cada dilucién y agregar 0,5 ml del reactivo de DNS

Preparar una muestra blanco por dilucién de 0,5 ml de H,O destilada a 0,5 ml del
reactivo de DNS

Agitar todas las muestras

Colocar a ebullir todas las muestras en bafio maria por 5 minutos

Enfriar con hielo

Adicionar 5 ml de H,O destilada

Agitar y dejar en reposo 15 minutos

Leer a 540 nm

Realizar la curva Absorbancia versus concentracion. Debe tener un coeficiente de
concentracion de 0.001 a 0.999

9.2 PRUEBA DE SENSIBILIDAD PARA MOLISCH

Se prepararon soluciones diluidas para extracto de bagazo de cafia de azUcar para
determinar la sensibilidad de la prueba de Molish, se consideraron positivas las
diluciones seriadas que mostraron después del procedimiento cualitativo de Molish un
anillo color violeta o morado en la interfase.

9.2.1 Procedimiento:

Se obtuvo un macerado de 10 gramos de bagazo de cafia previamente picado a
tamafios menores a 2 mm diluidos en 100 ml de agua destilada.

Se realiz6 filtracion en embudos Buchner con algodén y gasa, filtracion adicional
con papel de filtro de la solucién o extracto a vasos de precipitado.

Posteriormente, partiendo del filtrado obtenido se realizaron diluciones seriadas
1:10, 1:100, 1:1000, 1:10.000 y se procedi6 a realizar la prueba de Molish
cualitativa.
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9.3 PRUEBA CUALITATIVA DE MOLISCH

La prueba de Molisch es una prueba cualitativa para la presencia de carbohidratos en
una muestra de composicion desconocida. Para determinar la cantidad y naturaleza
especifica de los carbohidratos se requieren otras pruebas. Esta prueba sirve para
detectar la presencia de grupos reductores presentes en la muestra. (Clark 1964)

Todos los glucidos por accion del &cido sulfdrico concentrado se deshidratan formando
compuestos furfaricos (las pentosas dan furfural y las hexosas dan
hidroximetilfurfural).

Estos compuestos furflricos reaccionan positivamente con el reactivo de Molish
(solucién alcoholica de alfa-naftol). (Clark 1964).

9.3.1 Procedimiento:

e Se coloca en un tubo de ensayo 1 ml de la solucién problema

e Se agregan 5 gotas del reactivo de Molish y se agita

e En otro tubo de ensayo seco, se pone 1 ml de 4cido sulfarico concentrado del 90%
con cuidado.

e Se inclina el tubo y se agrega el acido sulfurico dejando correr por la pared y sin
agitar, se deja reposar.

9.4 PRUEBA DE FHELING CUALITATIVA

El reactivo de Fehling, también conocido como Licor de Fehling, es una disolucion
descubierta por el quimico aleman Hermann von Fehling y que se utiliza como reactivo
para la determinacion de azlcares reductores. Sirve para demostrar la presencia de
glucosa, asi como para detectar derivados de esta tales como la sacarosa o la
fructosa.

El licor de Fehling consiste en dos soluciones acuosas:

o Sulfato de cobre cristalizado, 35 g; agua destilada, hasta 1.000 ml.
o Sal de Seignette(Tartrato mixto de Potasio y Sodio), 150 g; solucién de hidroxido de
sodio al 40%, 3; agua, hasta 1.000 ml.

Ambas se guardan separadas hasta el momento de su uso para evitar la precipitacion
del hidroxido de cobre (Il).

9.4.1 Fundamento. El ensayo con el licor de Fehling se fundamenta en el poder
reductor del grupo carbonilo de un aldehido. Este se oxida a acido y reduce la sal de
cobre (1) en medio alcalino a 6xido de cobre (l), que forma un precipitado de color rojo.
Un aspecto importante de esta reaccion es que la forma aldehido puede detectarse
facilmente aunque exista en muy pequefia cantidad.
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9.4.2 Lectura. Si un azucar reduce el licor de Fehling a éxido de cobre (I) rojo, se dice
que es un azucar reductor.

Esta reaccion se produce en medio alcalino fuerte, por lo que algunos compuestos no
reductores como la fructosa que contiene un grupo cetona puede enolizarse a la forma
aldehido dando lugar a un falso positivo.

9.4.3 Procedimiento:

e Se prepara la solucion problema para analisis (obtencion del filtrado del bagazo de
cafa).

Se toma un volumen de 1 ml de la solucién problema en un tubo de ensayo.

Se agrega al tubo partes iguales de solucion de Fehling A y Fehling B (0,5 ml).

Se lleva al bafio maria a 60°C por 5 minutos.

Se retira el tubo a una gradilla y se observa la reaccion.

9.5 PRUEBA DE SELIWANOFF
Soluciones patron de carbohidratos: FRUCTUOSA Y GLUCOSA.

9.5.1 Procedimiento. Coloque en un tubo de ensayo 2.0 ml de la solucién del
carbohidrato y agregue 2 ml del reactivo de Seliwanoff, caliente en bafio maria a
ebulliciébn por dos minutos. La formacion de una coloracion roja es prueba positiva
para cetosas.

9.6 PRUEBA PARA LA DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA GLUCOSA
MULTISTIX 10 SG

9.6.1 Fundamento:

Esta prueba se basa en una doble reaccién secuencial de enzimas, una enzima la
glucosa oxidasa, cataliza la formacion de acido glocénico y peréxido de hidrégeno, a
partir de la oxidacion de la glucosa. Una segunda enzima, la peroxidasa cataliza la
reaccion del peroxido de hidrégeno con un cromégeno de yoduro de potasio, el cual es
oxidado produciendo colores que van del verde al café. La prueba es especifica para
la glucosa. El &rea reactiva no reacciona con lactosa, galactosa, fructosa o metabolitos
reductores.
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ANEXO C. Resultados de los Analisis Fisico Quimicos del Bagazo antes

Del Pretratamiento Microbiano

INFORME DE RESULTADOS

FECHA: 13 de Octubre de 2010

DATOS DEL CLIENTE

NOMBRE/EMPRESA: BIOL. FRANK VARGAS
NIT: 91°071.875

DIRECCION: Calle 3 #122-15 Urbanizacion Bella Islas
TELEFONO: 3107601961

DATOS GENERALES

NOMBRE DE LA MUESTRA: BAGAZO DE CANA

VARIEDAD: REPUBLICA DOMINICANA
LUGAR: TRAPICHE WARD CIMPA — HOYA DEL RIO SUAREZ

CODIGO0:09-063

ANALISIS FISICOQUIMICO

RESULTADO )
PARAMETROS UNIDAD Bas'\iUESTRABase Tiﬂ}'ﬁélgE METODO
humedad seca
Humedad % 21,53 Gravimétrico NTC529
Sélidos Totales % 78,48 Gravimétrico Estandar Methods 2540
Ceniza % 3,17 Gravimétrico Aogfzggggmd'
Sélidos volatiles % 96,83 Gravimétrico Estandar Methods 2540
Carbono fijo % 3,08 Gravimétrico

Material Volatil % 93,73 Gravimétrico ASTM D 3175-07
Nitrégeno Total % 0,45 Kjeldahl NTC 1556
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* % Libre de Extraibles

RESULTADO ]
PARAMETROS UNIDAD BaSZAUESTR';ase TiCNNAlﬁélgE METODO
humedad seca
Proteina Bruta % 2,79 Kjeldahl NTC 1556
Celulosa * % 38,82 Gravimétrico Kurschner Y Hoffer
Lignina* % 29,51 Gravimétrico Klason
Holocelulosa * % 59,82 Gravimétrico Jayme -Wise
Hemicelulosa * % 21,00 Gravimétrico
pH 5,67 Potenciométrica

NOTA: ESTE INFORME DE RESULTADOS CORRESPONDE UNICAMENTE A LAS MUESTRAS ANALIZADAS, NO PUEDEN SER NI PARCIAL
NI TOTALMENTE REPRODUCIDOS SIN LA APROBACION DEL LABORATORIO.

YANETH QUINTERO LOPEZ

Qca. Esp. Qca ambiental P.Q.1744
Directora Laboratorio CEIAM —-UIS
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ANEXO D. Resultados de los Analisis Fisico Quimicos del Bagazo después

Del Pretratamiento Microbiano

INFORME DE RESULTADOS

FECHA: 13 de Octubre de 2010

DATOS DEL CLIENTE

NOMBRE/EMPRESA: BIOL.FRANK VARGAS

NIT: 91°071.875

DIRECCION: Calle 3 #122 — 15 Urbanizacion Bella Isla
TELEFONO: 3107601961

DATOS GENERALES

NOMBRE DE LA MUESTRA: BAGAZO PRETRATAMIENTO MICROBIOLOGICAMENTE F.E.S

VARIEDAD: -
LUGAR: -

CcODIG0:10-032

ANALISIS FISICOQUIMICO

RESULTADO )
PARAMETROS UNIDAD Bas'\gUESTR/;\Base TI/E_\C’:\INAISQIQE METODO
humedad Seca
Humedad % 41,83 Gravimétrico NTC529
Sélidos Totales % 58,17 Gravimétrico Estandar Methods 2540
Ceniza % 0,44 Gravimétrico AOAC 7,009/84 94205/90
Sélidos volatiles % 99,56 Gravimétrico Estandar Methods 2540
Carbono fijo % 0,15 Gravimétrico -

Material Volatil % 99,41 Gravimétrico ASTM D 3175-07
Nitrogeno Total % 6,09 Kjeldahl NTC 1556
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PARAMETROS | UNIDAD RE;:;T s MUE?: . Ti(r:\lNAlﬁgts)E METODO
humedad Seca
Proteina Bruta % 38,03 Kjeldahl NTC 1556
Celulosa * % 23,15 Gravimétrico Kurschner Y Hoffer
Lignina* % 0,16 Gravimétrico Klason
Holocelulosa * % 33,23 Gravimétrico Jayme -Wise
Hemicelulosa * % 10,08 Gravimétrico -
pH 3,24 - Potenciométrico

* % Libre de Extraibles

NOTA: ESTE INFORME DE RESULTADOS CORRESPONDE UNICAMENTE A LAS MUESTRAS ANALIZADAS, NO PUEDEN SER NI PARCIAL
NI TOTALMENTE REPRODUCIDOS SIN LA APROBACION DEL LABORATORIO.

YANETH QUINTERO LOPEZ

Qca. Esp. Qca ambiental P.Q.1744
Directora Laboratorio CEIAM -UIS
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