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RESUMEN

TITULO: OBTENCION DE ETANOL POR LA FERMENTACION A*LCOHC')LICA DEL
HIDROLIZADO ENZIMATICO DEL BAGAZO DE CANA DE AZUCAR

AUTOR: Natalie Alexandra Amézquita Fonseca'

PALABRAS CLAVE: Bagazo de cafia de Azucar; pretratamiento,  Hidrolisis
enzimatica, Fermentacion, Etanol.

DESCRIPCION

Los avances en la biotecnologia industrial ofrecen oportunidades potenciales para la
utilizacion econdémica de residuos agroindustriales como el Bagazo de cafia de azucar,
el cual es un subproducto de la industria aztcarera.

Este trabajo muestra los resultados de la investigacién en la produccion de etanol a
partir de la glucosa presente en los hidrolizados hemicelulosicos del bagazo de cafa de
azucar utilizando Saccharomyces Cerevisiae.

El bagazo de cafia de azucar fue sometido a procesos de pretratamiento con
Hidréxido de Calcio (0.4 g Cal/ g de Biomasa, 70°C, 150 rpm, 36h) y con Peréxido de
Hidrogeno (7.335% H202, v/v; pH 11.5; 25°C, 1h) antes de su hidrdlisis enzimatica
(50°C, pH 4.8, 100rpm, 48 a 72h) utilizando concentraciones de Celulasa de 3.42
FPU/g de biomasa seca y de [-glucosidasa 1.01 CBU/g de biomasa seca. Los
hidrolizados fueron concentrados a vacié para obtener una concentracion de glucosa
alrededor de los 15 g/l. El proceso de fermentacion de los hidrolizados (pH 5.0 a 34°C)
fue realizado en frascos erlenmeyer de 500 ml a 200rpm durante 18 h. El
acompafiamiento analitico se hizo a través de analisis de glucosa, xilosa, glicerol y
etanol por medio de cromatografia liquida HPLC, y de masa seca por gravimetria.

El estudio cinético permitié observar la produccion de etanol y el comportamiento de la
Saccharomyces Cerevisiae durante la fermentacion de este tipo de hidrolizados. El
rendimiento de etanol y las inhibiciones se cuantificaron con base en una fermentacion
de referencia con glucosa pura, obteniéndose un rendimiento de 90.7% en pre-
hidrolizados con Cal, y de 88.1% en pre-hidrolizados con Peroxido de Hidrogeno.
Posteriormente los datos experimentales fueron ajustados a un modelo matematico
desarrollado en FORTRAN 6.6 que describié satisfactoriamente el proceso fermentativo
en las condiciones establecidas.

: Trabajo de Grado
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ABSTRACT

TITLE: OBTAINING ETHANOL FROM ALCOHOLIC FERMENTATION OF THE
HYDROLYZED ENZYMATIC FROM THE SUGAR CANE BAGASSE

AUTOR: Natalie Alexandra Amézquita Fonseca’

KEY WORDS: Sugar cane bagasse, Pretreatment, Enzymatic Hydrolysis,
Fermentation, Ethanol

DESCRIPTION:

Advances in industrial biotechnology offer potential opportunities for the economic use
of agro-industrial residues such as sugar cane Bagasse, which is a byproduct of the
sugar industry.

This work shows the results of research in ethanol production from glucose present in
hydrolysates of sugarcane bagasse using Saccharomyces Cerevisiae.

The sugar cane offal underwent treatment processes by using calcium hydroxid (0.4
gm Cal / gm biomass, 70grades, 150 rpm, 36h) and by using hydrogen peroxide
(7.335% H202, v/v; pH 11.5; 25°C, 1h) before its enzymatic hydrolysis (50 grades, pH
4.8, 100 rpm, 48 to 72h) by using celulasa concentrations with 3.42 FPU/g dried
biomass and with B- glucosidasa 1.01 CBU/g dried biomass. The hydrolyzed were
concentrated in vacuum to obtain a glucose concentration around of 15 gm/L. The
fermentation process of the hydrolysates (pH 5.0 at 34 °C) were carried out in 500ml
Erlenmeyer flasks, 200 rpm for 18 h. The analytic attendance was done through
glucose, xilosa, glycerol, and ethanol analysis by means of liquid chromatography,
HPCL, and mass dry gravimetric.

The kinetic study allows for observing ethanol production and the behavior of
Saccharomyces Cerevisiae during the fermentation of such hydrolysates. The yield of
ethanol and inhibitions were quantified based on the reference fermentation with pure
glucose, obtaining a 90.7% in pre-hydrolysates with Cal, and 88.1% in hydrogen
peroxide hydrolyzates Subsequently, experimental data were adjusted to a
mathematical model developed in FORTRAN 6.6 that successfully described the
fermentative process in the established conditions.

: Degree Work.

f Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Director: Ph. D
Rubens Maciel Filho



1. INTRODUCCION

El desarrollo de tecnologias para el tratamiento de materiales lignoceluldsicos ha
sido visto con buenos ojos desde el punto de vista econdmico al considerarse su
utilizacién como substrato en procesos para la produccién de etanol. Un residuo
lignoceluldsico que tiene un potencial muy grande para su bioconversion es el
bagazo de la cafia de azucar, un residuo de la industria del azucar y de las
destilerias auténomas productoras de combustible. EI bagazo de cafia como
substrato para la bioconversion presenta las ventajas de contener un alto
porcentaje de carbohidratos (celulosa y hemicelulosa), ademas de ser un

substrato barato, con un abastecimiento constante dentro de la fabrica de azucar.

Los tres componentes que estan en mayor proporcion en la biomasa
lignoceluldsica, como el bagazo de cafia, son la celulosa, la hemicelulosa y la
lignina. La celulosa y la hemicelulosa no son directamente viables para su
bioconversion, porque tienen una fuerte proteccion de la lignina. Para aumentar la
digestibilidad de la biomasa lignoceluldsica, ésta es tratada fisica, quimica o
biolégicamente. La biomasa pretratada es hidrolizada enzimaticamente a azucares
productos de la celulosa y hemicelulosa. Los azucares resultantes son
fermentados a etanol por medio de fermentacién alcohdlica utilizando levaduras.
(Pessoa et al., 1997).

La conduccién de la fermentacion del licor con azucares reductores obtenidos
después de la hidrélisis de los materiales lignoceluldsicos es un una etapa critica

para que un proceso de obtencidn de etanol asegure una conversion minima de



estos azucares y sea compatible con un costo de produccion factible, sobre una
visidn técnico- econdmica. Debe ser tenido en cuenta el consumo energético
asociado a las condiciones de fermentacién y el rendimiento del etanol obtenido
en el vino final. Teniendo en cuenta la necesidad de realizar procesos de
pretratamiento  del bagazo sin los cuales la hidrdlisis se torna inviable,
independientemente de que esta sea catalizada por acidos o por enzimas, habra
la formacion de una serie de compuestos secundarios de estos pretratamientos,
que inhiben fuertemente la actividad fermentativa de los microorganismos.
(Rosell., 2006)

El gran desafié de la produccion econdmicamente viable del bioetanol a partir de
una biomasa lignocelulésica consiste en determinar la mejor forma de
disponibilizar la glucosa a partir de la hidrdlisis de la celulosa en términos del costo

global, rendimiento glucdsido y fermentabilidad del hidrolizado.

El objetivo basico de este trabajo fue avalar y comparar la fermentabilidad con
Saccharomyces Cerevisiae del hidrolizado enzimatico obtenido tras el
pretratamiento con Peroxido de Hidrogeno Alcalino y con Hidroxido de Calcio
sobre el bagazo de cafia de azucar. Los parametros operacionales para la
produccion del hidrolizado fueron definidos en otras investigaciones en las cuales

los resultados se consideraron satisfactorios.



2.REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.BIOETANOL

Uno de los biocombustibles mas importantes es el etanol, el cual puede ser
utilizado como oxigenante para la gasolina, elevando su contenido en Oy, lo que
permite una mayor combustion de la misma disminuyendo las emisiones

contaminantes de hidrocarburos no oxidados completamente.

En el mundo se llevan a cabo gran cantidad de estudios para desarrollar la
produccion a gran escala de etanol a partir de la biomasa lignoceluldsica. Para
mejorar la competitividad del bioetanol frente a los combustibles derivados del
Petroleo se deben reducir los costes de produccién, y para ello se necesita reducir
el precio de las materias primas, ya que estas suponen alrededor del 60% del
coste final del etanol. El etanol se obtiene a partir de la cafa de azucar en paises
tropicales como Brasil, Colombia e India. En algunos paises europeos como
Francia se utilizan melazas de remolacha azucarera. La materia prima principal
para la produccion de etanol en los Estados Unidos es el almidon. Los recursos
renovables se pueden ver como una opcion para ponerle limite al consumo de
recursos no renovables, por consiguiente la biomasa lignoceluldsica es vista

como un recurso atractivo para los suministros en el futuro de etanol.

2.2. BIOMASA LIGNOCELULOSICA

2.2.1. Fuentes de biomasa
El bioetanol se produce a partir de materiales con biomasa celulésica, abarcando

este término toda la materia organica de origen vegetal, incluyendo también los



materiales procedentes de su transformacién natural o artificial. (Fernandez et al.,

1995). La biomasa puede provenir de varios tipos de cultivos:

e Residuos forestales eCultivos y residuos agricolas

e Cultivos Energéticos eOtras fuentes de biomasa

2.2.2.Composicion y estructura

Los principales componentes de los residuos lignocelulésicos son la celulosa, la
hemicelulosa y la lignina, ademas de otros componentes que no hacen parte de la
pared celular. En el bagazo de cana la celulosa representa el 50%, la

hemicelulosa el 25% vy la lignina el 25 % restante. (Pandey et al., 2000).

2.2.2.1. Celulosa

Es el componente mayoritario de las paredes celulares de la generalidad de
plantas, es un polimero lineal de B-D-Glucosa, que tiene una parte amorfa y una
parte cristalina. El numero de azucares de cadena (grado de polimerizacion G.P),

varia en los diferentes materiales celulésicos.

2.2.2.2.Hemicelulosa.

La hemicelulosa esta constituida por polimeros de unidades de anhidro azucares
unidas por enlaces glucosidicos, formadas por mas de un tipo de azucar (hexosas
0 pentosas), y ademas presentan ramificaciones y sustituciones. Su papel es

suministrar la unién entre la lignina y la celulosa.

2.2.2.3.Lignina

Es la tercera fraccion mayoritaria de la biomasa lignoceluldsica. Se trata de un
polimero tridimensional amorfo formado por la polimerizacion deshidrogenativa de
unidades de fenilpropano ligadas por diferentes tipos de enlaces que se alternan

de manera desordenada.



2.3. PROCESOS DE OBTENCION DE ETANOL A PARTIR DE LA BIOMASA
LIGNOCELULOSICA

El complejo lignoceluldsico estd compuesto principalmente de una matriz de
celulosa y lignina entrelazada 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 incluso
se puede descomponer. En una etapa posterior, la celulosa liberada es sometida
hidrolisis enzimatica con celulasas exdgenas, lo cual hace que se obtenga una
solucion de azucares fermentables que contiene principalmente glucosa, asi como
pentosas resultantes de la hidrdlisis inicial de la hemiceluldsa. Estos azucares son
posteriormente convertidos en Etanol mediante microorganismos que pueden
utilizar uno a varios azucares presentes en el material lignoceluldsico pretratado e

hidrolizado. Este complejo proceso puede ser representado por las reacciones:

pretratamiento

Hemicelulosa ————""— C.H,,O,+ C;H ,0,+ Otros.Azucares.

Xilosa Glucosa

endoglucan asas .y .
celobiohid ralasas
(CeH ,04),, >nC,H,, 0, — 2nC H, 0

Celulosa Celobiosa Glu cos a

CcH,,04 + S.cerevisiae — 2C,H ,OH — 2CO,

E tan ol

3C,H,,O, + Pichia.Stipitis - 5C,H,OH — 5CO,

E tan o/

2.3.1. Hidrolisis Enzimatica

La hidrdlisis enzimatica es un proceso catalizado por un grupo de enzimas
denominadas genéricamente celulasas, que son en realidad, una mezcla de
distintas actividades enzimaticas cuya accion conjunta produce la degradacion de

la celulosa. Las enzimas presentan elevada especificidad en relacion al sustrato y



su utilizacion reduce la obtencién de subproductos indeseables en la reaccion,
disminuyendo asi los costos de separacion de los productos, y los problemas de

tratamiento de efluente.

2.3.1.1.Pretratamientos de la biomasa lignoceluldsica

Los objetivos fundamentales del pretratamiento van encaminados a reducir la
cristalinidad de la celulosa, disociar el complejo celulosa-lignina, aumentar el area
superficial del material y disminuir la presencia de aquellas sustancias que
dificulten la hidrdlisis.

Por su naturaleza, los pretratamientos se pueden dividir en cuatro grupos: fisicos,
fisico-quimicos, quimicos y biologicos (Sun et al., 2001). Los pretratamientos
quimicos actualmente han recibido mucha atencién por ser simples y limpios que
los otros. Por lo tanto en el presente trabajo se va a hacer énfasis en los

pretratamientos quimicos, utilizando pretratamientos Oxidativos y Alcalinos.

2.3.1.1.1.Pretratamientos Quimicos.

Entre los pretratamientos quimicos se encuentran los tratamientos con alcalis, con
agentes oxidantes, con agua caliente, oxidacion humeda, ozono, acidos, vy
organo solventes. Dentro de los diferentes tipos de pretratamientos quimicos se va
a destacar el pretratamiento con alcalis y el pretratamiento oxidativo para el

proceso del trabajo.

2.3.1.1.1.1 Pretratamiento con Alcalis

El principal efecto del pretratamiento consiste en la remocion de la lignina de la
biomasa, promoviendo mayor reactividad de la fibra. El alcali (generalmente soda
o Cal) tiende a causar una degradacion de la fibra de la biomasa, de modo que la
cristalinidad de la celulosa decrece, mientras ocurre un incremento de la
superficie especifica de contacto y de la porosidad de la misma. Se evidencia una

ruptura de las ligaciones lignina-carbohidrato, ademas de la fragmentacién de la



estructura de la lignina. La efectividad de esta clase de pretratamiento depende

del contenido de lignina del material a tratar.

2.3.1.1.1.2. Pretratamientos Oxidativos Alcalinos.

Los pretratamientos oxidativos han sido usados para disolver los componentes de
la matriz lignoceluldsica y acelerar la hidrélisis enzimatica y la biodegradacién. El
método utiliza H>O, como oxidante (“Wet Alcaline Peroxide Oxidation”) y
tratamiento tiene la ventaja de generar muy pocos productos de degradacion
como el furfural e HMF ( Klinke et al., 2002).

2.3.2. Fermentacion a Etanol

Se puede conseguir la produccién de etanol por via destilatoria, por via sintética y
por via fermentativa. La via fermentativa es la mas importante para obtener
alcohol etilico. La fermentacion alcohdlica es un proceso bioquimico, en el cual,
por medio de 12 reacciones (Figura 1), el substrato es metabolizado a alcohol
etilico, gas carbdnico y glicerol, sobre la accién de las levaduras. (Basso et al.
2001).

@ G-3-P
NS
&
Fosfoexose Fosfof . /
as ; s Fosfofrutoquinase
GLI Hexoquinase GLI6.P Isomerase FRU-6.P 4 FRU-1,6-DiP
ATP (7/%
ATP ADP %
ADP 5e\\ DHAP
gliceceraldeido-3-
fosfato- Fosfoglicerato
desidrogenage _ fosliceratoquinase « as . _ .
%‘mm Ac.1,3-DP Glicerato %‘M%Ac. 3-P Glicerato 8¢~ Ac. 2-P Glicerato =——=
NAD  NADH2 ATP  ADP
0 CO, 2NADH 2NAD
. Piruvat inase .
é Fosfoenolpiruvato [uva’o JUme® Piruvato - Acetaldeido > Etanol
Enolase Piruvato Alcool
descarboxilase desidrogenase
ATP  App

Figura 1- Esquema de la via metabdlica de obtencion del etanol.



La levadura Saccharomyces cerevisiae es un aerobio facultativo. Tiene varias
ventajas para la produccion de etanol de materiales lignocelulésicos. Es un
productor eficiente de etanol de glucosa, no necesita oxigenacion, tiene pH bajo
optimo y una tolerancia relativamente alta para etanol y supresores. Los procesos
conversion de celulosa en etanol pueden dividirse en dos grandes grupos que se

muestran en la Figura 2:

BIOMASA

‘ LIGNOCELULOSICA )

Procesos en dos etapas Procesos en una etapas

/ \ 7\

Hidrdlisis Hidrdlisis SFS

dcida enzimdtica Celulasas I

\Azucnrcs I Orgﬂ:hsmo
etanologénico - -
“9 [ Monocultivo| | Cocultivo |

IFermzn’mcian

Organismo Orgenismo
celulolitico celublitico
Organismo etanologénico *

etanologénico etanologénico

Figura 2. Vias de conversioén a etanol. (Oliva.J.M. 2003).

2.3.2.1. Procesos en dos etapas. SFH.
En los procesos en dos etapas la hidrélisis (acida o enzimatica) y fermentacion se
realizan por separado (SFH). La glucosa obtenida en el reactor de la hidrolisis
pasa a otro reactor, donde se realiza la fermentacion mediante la accion de los

microorganismos. La ventaja de este proceso es que, al estar separadas la etapa



de hidrdlisis y de fermentacién, ambas pueden realizarse en sus condiciones
Optimas. La etapa de hidrolisis se realiza a la temperatura Optima del enzima (en
torno a los 50 °C), mientras que la de fermentacidn se realiza a la temperatura

optima del microorganismo productor de etanol. (Oliva., 2003).

2.3.2.2. Procesos discontinuos

Este tipo de proceso presenta serias desventajas, como el tiempo para llenar,
vaciar y esterilizar el equipo, pero también tiene flexibilidad por el hecho de que el
mismo equipo puede estar disponible para la produccion de diferentes productos
de acuerdo a la necesidad. En la investigacidn este tipo de procesos es muy util
para el calculo de la cinética del proceso sin embargo la alta concentracién de
sustrato en el inicio de la fermentacion puede causar la inhibicién del crecimiento

del microorganismo, llevando a bajos valores de rendimiento y productividad.

2.3.2.3. Balance de masa

En el reactor discontinuo, se considera que nada es adicionado al mismo durante
la fermentacién, excepto antiespumantes, controladores de pH vy otros.
Concentraciones de nutrientes, células y producto varian a lo largo del tiempo y
crecimiento microbiano.

Para un proceso discontinuo, las ecuaciones que describen el balance de masa

para concentracion de biomasa, sustrato, y etanol son:

ax ds dpP _

R ]/'x — = _rs —_— = rp
dt dt dt

(Ec.1) (Ec.2) (Ec.3)

Donde X es la concentracion de masa celular (g/l), S es la concentracion de

sustrato (g/l) y P es la concentracién de etanol (g/l).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIA PRIMA

El material lignoceluldsico utilizado fue BAGAZO DE CANA DE AZUCAR el cual
se obtuvo de una misma cosecha y fue suministrado por la industria Sdo Luiz —
Dedini S/A agroindustria de la hacienda S&o Luiz — Sector A, de la zona rural de
la ciudad de Pirassununga, Estado de Sao Paulo (Brasil). El bagazo no paso por
ningun proceso mecanico después de almacenado, se utilizo con el tamafno

natural que sale de la industria.

3.2. EQUIPOS

Los equipos utilizados en el trabajos se presentan en el anexo E.

3.3.ENZIMAS.
Fueron utilizadas las enzimas Celulasa de Tricoderma Reesei (celluclast) y B-
Glucosidasa de Asperguillus Niger (Novozime-188). La actividad enzimatica de

cada enzima fue determinada experimentalmente como se muestra en el Anexo A.

3.4.MEDIOS DE CULTIVO.
Los medios de cultivos utilizados para el mantenimiento y crecimiento del

microorganismo se presentan en el Anexo C1.

3.5.MICROORGANISMO.

El microorganismo utilizado para la fermentacion del hidrolizado fue
Sacchamomyces cerevisiae cultivado en el Laboratorio de Ingenieria de
Bioprocesos de la Facultad de Ingenieria de Alimentos, LEBFEA de la UNICAMP,

y obtenido de una planta industrial.
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3.6.DETERMINACIONES ANALITICAS

3.6.1. Determinaciéon de los Azlcares Reductores Totales. ART
Las concentraciones de ART fueron determinadas de acuerdo al método de acido
Dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959). La descripcion del método y el

procedimiento para la cuantificacion de ART se puede observar en el Anexo B.

3.6.2. Determinacion de la concentracion de Glucosa

Su determinacion fue hecha por via enzimatica utilizando el método Glucosa
GOD-PAP, descrito por Henry (1974). El método se basa en la oxidacién de la
glucosa por la enzima glucosa-oxidasa (GOD) y peroxidasa resultando en
Peréxido de Hidrogeno, el cual es subsecuentemente usado en la generacion de
la coloracion rosada por la peroxidasa (PAP). La concentracion de glucosa
presente fue determinada a través de la lectura de absorbancia a 540nm, la
absorbancia de la muestra es comparada con una curva patrén construida con

concentraciones conocidas de glucosa.

En el procedimiento con el auxilio de una pipeta automatica se transfieren 10uL de
muestra a un tubo de ensayo. Se adicionan 1.0 ml de reactivo y se lleva a bafio
termostatico por 10 min a 37°C, en seguida se agregan 3 ml de agua destilada a
cada muestra y se realizan las lecturas de absorbancia en el espectrofotdmetro a
540nm de longitud de onda.

3.6.3. Determinacion de la Actividad de la Celulasa

La actividad de la enzima celulasa fue determinada como actividad de filtro de
papel (FPA) y expresada en unidades de filtro de papel (FPU — Filter Paper Units)
por volumen de enzima original, como es recomendado por la IUPAC (Ghose et
al. 1987). El procedimiento y los resultados de la actividad de esta enzima se

presentan en forma resumida en el Anexo A1.
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3.6.4. Determinacién de la Actividad de la B-Glucosidasa

Para la B-glucosidasa, la medida de la actividad fue determinada a través de una
solucién de celobiosa y expresada en unidades de celobiosa (CBU) por volumen
de enzima original, como es recomendado por la [IUPAC (Wood et al., 1988). El
procedimiento y los resultados de la actividad de esta enzima se presentan en

forma resumida en el Anexo A2.

3.6.5. Determinacion de masa seca

La concentracién de biomasa en el transcurso de la fermentacion fue determinada
por medio de muestras de 8 ml de medio fermentado que fueron retiradas
periodicamente, luego centrifugadas por 15 min a 3300rpm y el precipitado de
estas lavado 3 veces con agua destilada y transferido a tubos de ensayo
previamente tarados a la misma temperatura de secado de las muestras (70 C) en
una estufa con circulacion de aire, hasta que el peso fue constante. La masa

celular se encontré de acuerdo con la siguiente ecuacion:

(Tubo con biomasa - Tubo Seco )g

Biomassa (‘y) =
I volumen .Centrifuga do (1)

(Ec. 4)

3.6.6. Determinacion de la Concentracién de Etanol, Glicerol, Glucosa y
Xilosa.

Las concentraciones de etanol, glucosa, xilosa y glicerol fueron determinadas por

sistema de cromatografia liquida (HPLC) marca Varian. El procedimiento se puede

que se siguid se puede observar en el Anexo D.

3.7. PRETRATAMIENTO
Muestras de 4.0 g de bagazo de cana seco fueron tratadas con 100 ml de una
solucién determinada por el tipo de pretratamiento, inmediatamente después se

llevaron las muestras a una incubadora con agitacion de 150 rpm, en las

12



condiciones de temperatura respectivas. Después del tiempo de pretratamiento
pertinente, se descarto el liquido reaccional, se lavaron los residuos solidos con
agua destilada y se centrifugaron hasta que toda la coloracién desapareciera. Las
muestras fueron secadas en estufa a 110° C, pesadas y almacenadas en el

refrigerador para la posterior hidrdlisis.

3.7.1.Pretratamiento con Peréxido de Hidrogeno. H,O,.

Se parti6 del las condiciones optimas encontradas por investigadores del
Laboratorio de Ingenieria de procesos fermentativos y enzimaticos,
LEPFE/UNICAMP, para el pretratamiento con Peréxido de Hidrogeno sobre el
bagazo de cafa in-natura, que fueron 25° C de temperatura, concentracion de
peréxido de 7.355% (v/v) con pH de 11.5 y 1 h de tiempo reaccional. (Rabelo,
2007) El pH de la solucion de Peréxido de Hidrogeno fue ajustado a 11,5 con
Hidréxido de Sodio y Acido clorhidrico. En el proceso de lavado son necesarias

por lo menos 12 lavadas de los residuos después del pretratamiento.

3.7.2.Pretratamiento con Hidréxido de Calcio. Ca(OH);

Se partié de las condiciones que dieron los mejores resultados en estudios de
Pretratamiento con Hidroxido de Calcio sobre el bagazo de cafa in-natura llevados
a cabo por investigadores del Laboratorio de Ingenieria de procesos fermentativos
y enzimaticos, LEPFE/UNICAMP. Estas condiciones fueron 70° C de temperatura,
0.4 g de Cal/ g de biomasa seca y 36 h de tiempo reaccional (Rabelo., 2007).
Estas condiciones no son las oOptimas ya que para optimizar esta clase de
pretratamiento se necesita manejar temperaturas por encima de los 70° C y los

equipos no alcanzan esta temperatura.

3.8.HIDROLISIS ENZIMATICA
A muestras de 1.0 g de bagazo pretratado seco se le agregaron 300 ml de agua
destilada en erlenmeyes de 500 ml y se les ajusto el pH a 4.8 con Hidroxido de

Sodio y Acido clorhidrico. Luego a cada uno se le adiciono 1,0 ml de
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B-glucosidasa (1.01 CBU/g de biomasa seca pretratada) y enseguida 1 ml de
Celulasa (3.42 FPU/g biomasa seca pretratada). Los erlenmeyer fueron sellados vy

luego llevados al shaker a temperatura de 50° C y 100rpm.

Durante la hidrolisis fueron recolectadas muestras de 2 ml, en periodos de tiempo
predeterminados, asi 0, 1, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 h con el fin de determinar el
perfil de la hidrdlisis midiendo la masa de ART y Glucosa liberadas en funcién del
tiempo. La hidrdlisis de bagazo pretratado con H,O, fue culminada a las 48 h, sin
embargo la hidrdlisis con bagazo pretratado con Ca(OH), fue terminada a las 72
h de acuerdo a los resultados de trabajos anteriores con estos pretratamientos
(Rabelo. S. C ., 2007).

3.9.EVAPORACION
El proceso de evaporacion se realizé en un Roto-evaporador marca Fisatom. Se
concentro la fraccion liquida obtenida tras la hidrolisis enzimatica hasta obtener la

concentracion de glucosa deseada.

3.10.ESTERILIZACION

La esterilizacion del medio asi como del reactor fue realizada por medio de vapor
saturado a 121 ° C por 20 minutos en autoclave marca PHOENIX. La camara de
flujo laminar en la que se realizo el primer repique de Sacchamomyces cerevisiae
tuvo sus superficies esterilizadas con alcohol etilico 70° GL y radiacion ultravioleta

por 30 minutos, antes de manipulacion de material en la misma.

3.11. FERMENTACION
3.11.1. Preparacién del inéculo

La composicion de los medios y el procedimiento que se siguid para la

preparacion de inéculo se encuentran especificados en el Anexo C2.
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3.11.2. Conduccion de los ensayos

Erlenmeyes con 500 ml de medio fueron esterilizados en autoclave de acuerdo al
item 3.10, luego a cada uno se le adiciono 50ml de in6culo (10% del medio)
obtenido como se describe en el Anexo C2. Posteriormente los erlenmeyers
fueron incubados en Shaker a 200rpm y 34° C por 18 h. Muestras de 8ml fueron
retiradas asépticamente para determinaciones peridédicas de Glucosa, Xilosa,

Etanol, Glicerol y biomasa.

3.12. DETERMINACION DE RENDIMIENTO Y PRODUCTIVIDAD.
Se calcularon dos rendimientos, uno con respecto al tedrico, y otro con respecto a

las fermentaciones de referencia asi:

» Rendimiento con respecto al teérico Ry: (Yp;s/0.51)*100
»Rendimiento con respecto a la referencia Rg:  (Yeis/Ypis ™ )*100
»La productividad volumétrica (Qp)= Maxima concentracion de etanol producido
dividido en el tiempo que adquirio tal concentracion. (g/ I*h).
» El rendimiento en etanol (Yp;s) = Concentracion maxima de etanol producido
divido en la concentracion de azucar inicialmente presente en el medio. (g/g)
»El rendimiento en biomasa (Yxis) = Produccién de biomasa (final — inicial)

dividido por la concentracion inicial de glucosa. (g/g)

Donde Yp;s R el rendimiento en etanol de la referencia.

3.13. AJUSTE DE LOS PARAMETROS CINETICOS
Los parametros cinéticos fueron ajustados a un modelo que se desarrollo a partir
de una rutina de ajuste hecha en el software COMPAQ VISUAL FORTRAN
version 6.6 por investigadores del Laboratorio de optimizacion y control avanzado
LOPCA/UNICAMP, aplicando el algoritmo Quasi-Newton de optimizacion (Rivera
et al., 2007). EIl proceso que se siguid y las ecuaciones utilizadas para este

calculo se encuentra descrito en el Anexo F.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1. PRETRATAMIENTO CON PEROXIDO DE HIDROGENO. H,0,

En el pretratamiento alcalino de 4 g de bagazo de cafa seco, fueron obtenidos
2.05g (aproximadamente el 52%) de bagazo seco y deslignificado, El resultado
después de seco es una pulpa casi blanca. En la fotografia de la Figura 3 se ve

notablemente la diferencia entre el bagazo pretratado y sin pretratar.

Figura 3. Foto del bagazo de caria de azucar, antes y después del pretratamiento con
Peroxido de Hidrégeno alcalino.

Durante el proyecto, se trabajo con Peroxido de Hidrogeno MERCK, sin embargo
se hicieron varios pretratamientos con un Peréxido de Hidrégeno comercial marca
ECIBRA, con el objetivo de comparar el comportamiento de éste reactivo dentro
del proceso de deslignificacion y si era posible reducir costos. Los resultados de

este reactivo se muestran en el apartado 4.3.

4.2. PRETRATAMIENTO CON CAL. Ca(OH);

En el pretratamiento con Ca(OH), de aproximadamente 4.0 g de bagazo de cafia,
fueron obtenidos 2.73 g de bagazo seco y deslignificado (aproximadamente 69%),
la cual es una cantidad significativamente mayor a la del otro pretratamiento. El
proceso de lavado es uno de los pasos mas dificiles dentro de esta clase de

pretratamiento, ya que la fibra del bagazo no cambia significativamente, su color
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es practicamente igual, lo que hace dificil de diferencial el bagazo que ya fue
sometido al proceso y el que no, por lo que es necesario lavarlo por lo menos 17

veces como se puede observar el la Figura 4.

Figura 4. Foto del bagazo de caria de azucar, antes y después del pretratamiento con
Hidréxido de Calcio.

4.3. HIDROLISIS ENZIMATICA DEL BAGAZO DE CANA PRETRATADO

Se llevo a cabo la hidrdlisis enzimatica con dos clases de bagazo pretratado, uno
con H,O, y otro con Ca(OH),, este material pretratado fue hidrolizado de acuerdo
a las condiciones Optimas de temperatura y pH de la enzima, como se explico en
el procedimiento descrito en el item 3.8. Para este paso del proceso se utilizaron
concentraciones de celulasa y (B-glucosidasa bajas, 3,42 FPU/g de biomasa seca
y 1,01 CBU/g de biomasa seca, respectivamente. La construccién de la curva de
patrén utilizada en el método DNS para cuantificacion de ART, siguio el

procedimiento descrito en el Anexo B.

La actividad de las enzimas se encontré de acuerdo al procedimiento descrito en
el item 3.6.3y 3.6.4, y sus resultados se pueden ver en el Anexo A. De acuerdo a
estos resultados la actividad de la enzima Celulasa fue de 11.19 FPU/ml de
enzima bruta, y la de la enzima B-Glucosidasa fue determinada como 308,37

FPU/mL de enzima bruta.
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En el transcurso de la hidrdlisis fueron recolectadas muestras periodicamente con

las cuales se hizo el calculo de ART y de GLUCOSA de acuerdo a la metodologia

descrita en los apartados 3.6.7y 3.6.2, y con estos datos se graficaron los perfiles

promedio de las hidrélisis que se ven en la Figura 5.
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Figura 5. Perfiles promedio de la hidrdlisis enzimatica del bagazo de cafa, con diferentes
pretratamientos y sin pretratamiento. (A)-Produccién de ART por gramo de biomasa
pretratada. (B) Produccion de ART y Glucosa por gramo de biomasa pretratada con
Peréxido de Hidrégeno ECIBRA (C).Producciéon de ART y Glucosa por gramo de biomasa.
Pretratada con Perdxido MERCK, Pretratada con Cal y sin pretratamiento.
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Los resultados mostrados en la Figura 5 y en las tablas 10 y 11, indican que el
bagazo pretratado con el Peroxido de Hidrogeno es mas susceptible al ataque
enzimatico que el bagazo obtenido en el proceso realizado con Hidroxido de
Calcio, y asi mismo se muestra que el bagazo sin pretratamiento practicamente
no se hidroliza, ya que tanto la celulosa como la hemicelulosa, se encuentran
protegidas al ataque enzimatico, esta proteccion es debida principalmente a la
asociacion de estos polisacaridos con la lignina, que actua como una barrera
envolviéndolos, lo que confirma la necesidad de algun tipo de pretratamiento antes

de la hidrdlisis para aumentar la conversion en azucares reductores.

Es importante resaltar que en este estudio el proceso con Cal tuvo un tiempo mas
largo tanto de pretratamiento como de hidrdlisis, y ademas unas condiciones que
todavia no son 6ptimas lo que hace que los resultados todavia no sean los

mejores para la comparacion de este paso del proceso.

En los resultados de las lecturas de glucosa y xilosa en HPLC que se muestran
en la Tablas 10 y 11 del Anexo G1, asi como en la diferencia entre los ART y la
glucosa mostrada en la Figura 5C, se observa que la fraccion hidrolizada con
material pretratado con Peroxido presento muy bajo contenido de xilosa (menos
de la mitad) en comparacién con el contenido de xilosa presente en el otro
hidrolizado, sin embargo en ambos casos el contenido de pentosas es inferior al
de hexosas. Esto se debe probablemente a que el pretratamiento con Perdxido
retira no solo la lignina, sino también buena parte de la hemicelulosa, mientras que
el pretratamiento con Cal retira la lignina y mantiene la hemicelulosa que luego es

hidrolizada por las enzimas. ( Holtzapple et al., 1997).

En la Figura 5B y en la Tablas 10 y 11 se puede observar el perfil de la hidrolisis
del bagazo pretratado con Peroxido de Hidrogeno comercial marca ECIBRA, se
nota que este reactivo funciona practicamente igual al Perdxido analitico Merck,

siendo ésto de gran importancia en la reduccion de costos globales del proceso.
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4.4. FERMENTACION ALCOHOLICA DE LOS HIDROLIZADOS
PRETRATADOS

Es de gran importancia investigar la fermentabilidad de los hidrolizados

enzimaticos obtenidos tras la aplicacion de pretratamientos ya que algunos

inhibidores biolégicos de la fermentacion, como fenoles y furfurales, pueden ser

producidos o desprendidos en el hidrolizado durante el pretratamiento. En el

presente trabajo se va a determinar si el licor del hidrolizado enzimatico

pretratado con Cal y con Peréxido de Hidrégeno alcalino es fermentable o no.

Vale la pena resaltar que el hecho de que no se tomen las condiciones optimas del
pretratamiento con Cal no influye en el analisis de la fermentacién de los dos
hidrolizados pretratados (principal objetivo de este trabajo), ya que para éste paso

del proceso se parte de concentraciones de substrato similares.

4.4.1.Ensayos de fermentacion.

Inicialmente se hizo un test de fermentacién con material pretratado con Perdxido
para establecer el tiempo de fermentacion, recolectando muestras peridédicamente
hasta que se verifico el agotamiento de la fuente de carbohidratos indicado por la
disminucién en la concentracion de azucares reductores, los cuales se
cuantificaron con la Prueba de DNS descrita en el item 3.6.1. El tiempo total de
fermentacion fueron 18 horas, sin embargo a partir de la 8 hora, el valor de ART
fue practicamente constante, lo cual indica que para esta hora el substrato
(glucosa) ya habia sido consumido totalmente. Los resultados de este Test se

pueden ver en la Tabla 12, y en la figura 6A .

Como referencia para establecer la existencia de inhibidores dentro de los
hidrolizados, se hicieron dos fermentaciones con glucosa pura, partiendo de
concentraciones iniciales similares a las de los hidrolizados y siguiendo las

mismas condiciones de fermentacion, sus resultados se pueden observar en la
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Figura 8 y en las tablas 18 y 19. Para el estudio de la fermentabilidad de los
hidrolizados asi como de ajuste de los parametros cinéticos se hicieron ensayos,

con las condiciones especificadas en la Tabla1.

Tabla 1. Datos iniciales de los ensayos de fermentacion.

Medio Pretratamiento Nombre ﬁllilé?;:s(;'”)
H. Enzimatico H20, Test 18.688
H. Enzimatico H20 Ensayo 1 20.704
H. Enzimatico H20 Ensayo 2 14.596
H. Enzimatico H20, Ensayo 3 17.568
H. Enzimatico Ca (OH), Ensayo 1 14.476
H. Enzimatico Ca (OH), Ensayo 2 17.672

Referencia ----- Ensayo 1 16.996

Referencia ----- Ensayo 2 15.418

Al ensayo 3 con Peroxido se le retiro muestra solamente inicial y final, para
comprobar como se ve en los resultados presentados en la tabla 15 del Anexo G,

que el retiro de muestras de 8ml no afectaba el rendimiento del proceso.

A continuacion en las Figuras 6, 7 y 8 se muestran los perfiles de la fermentacion
de los hidrolizados pretratados con Peréxido de Hidrogeno, con Cal y de
referencia respectivamente. Los resultados experimentales de las lecturas de
Glucosa, Xilosa, Glicerol y Etanol leidos en el HPLC asi como los de Biomasa, de
los ensayos de fermentacion con los diferentes hidrolizados se pueden ver en el
Anexo G2, G3 y G4. Posteriormente en la figura 9 se muestran en una misma
grafica cada perfil (glucosa, etanol, glicerol y biomasa en funcion del tiempo)
obtenido con los tres medios de fermentacién; con el fin de ver claramente las

diferencias presentes en el proceso de fermentacion alcohdlica de cada uno.
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4.4.1.1. Fermentacién con Hidrolizado Pretratado con H,O»
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Perfiles de la fermentacion por S. Cerevisiae, del hidrolizado enzimatico

del bagazo de cana pretratado con Peroxido de Hidrégeno. (A) Test., Perfil de consumo
de Azucares (ART, glucosa, xilosa) y produccion de etanol. (B) Test., perfiles
fermentativos. (C) Ensayo 1. Perfiles fermentativos. (D) Ensayo 2. Perfiles fermentativos.
Simbolos usados Simbolos usados: ART (#); Xilosa (®); Glucosa (4 ); Etanol (®) y
biomasa (=)
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4.4.1.2. Fermentacion con Hidrolizado pretratado con Ca (OH),
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Figura 7. Perfiles de la fermentacion por S. cerevisiae, del hidrolizado enzimatico del
bagazo de cafa pretratado con Hidroxido de Calcio. (A) Ensayo 1, Perfil de consumo de
Azucares. (B) Ensayo 1. Perfiles fermentativos. (C) Ensayo 2. Perfiles fermentativos.
Simbolos usados: ART (#); Xilosa (*); Glucosa (); Etanol (#) y biomasa (=)

23



4.4.1.3. Fermentacion de Glucosa Pura- Referencia
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Figura 8. Perfiles de la fermentacién de referencia con glucosa Pura.
(A) Ensayo 1, (B) Ensayo 2. Simbolos usados:
Glucosa (4 ); Etanol (®) y biomasa (®)
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4.4.1.4. Comparacion de los perfiles
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Figura 9. Perfiles de la fermentacion alcohélica del hidrolizado enzimatico del bagazo de
cana, pretratado con Peréxido, Cal y referencia. (A) Consumo de Glucosa, (B) Produccion
de Etanol, (C) Produccién de Glicerol, (D) Biomasa. Simbolos usados: Pre-Hidrolizado
con Cal (=); Pre-Hidrolizado con Peréxido () y Referencia ().
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En la Figura 9 se muestra que para los tres casos, al inicio hay un consumo rapido
de glucosa, que coincide con la parte en donde se da un gran crecimiento de
microorganismos y donde la produccion de alcohol es muy pequefia. También se
observa que la levadura presenta un consumo rapido de substrato en las primeras
cuatro horas, independientemente de la concentracion inicial de cada ensayo. La
formacion de etanol en los hidrolizados pretratados tuvo un comportamiento
similar, y crece exponencialmente a partir de la 1 h, alcanzando la produccion
maxima de etanol a las 8 horas para pretratados con Peréxido y a las 10 horas
para pretratados con Cal, mientras en la fermentacion de referencia la produccién
de etanol fue mas alta y empezo6 desde la primera media hora hasta alcanzar su
produccion maxima de etanol a las 13 h. El consumo de glucosa a lo largo de la
fermentacion fue igual para el hidrolizado pretratado con Cal y para la referencia
(10h), mientras que en el hidrolizado pretratado con Perdxido la glucosa tuvo un

consumo mas rapido, de 8 horas.

En los procesos fermentativos convencionales existe una fase en donde se
presenta primero la adaptacién de la levadura, luego un fase de crecimiento
exponencial y posteriormente una fase estacionaria en la que se alcanza una
maxima concentracion de microorganismos. En la figura 9D se ve que en todas las
fermentaciones la levadura no presento una fase inicial de adaptacién o retraso
‘lag”, lo cual indica que la presencia de sustancias toxicas es muy baja y que las
células tenian actividad completa. La produccién de etanol por levaduras depende

en gran parte de las condiciones experimentales.

En las Figuras 6A y 7A, se muestra que el consumo de ART durante la
fermentacién, tiene un comportamiento similar al de Ila glucosa,
independientemente del medio. Al final de la fermentacidn se observa que para
hidrolizado pretratado con Peroxido un 5.440 g/l, equivalente al 18.3% del total de
los azucares reductores no fueron consumidos, mientras que en la fermentacién

con Hidrolizado pretratado con Cal un 4.506 es decir el 14.86%, no fue consumido,
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esto se debe a que dentro de los azucares reductores se encuentran pentosas y
otros azucares que son de dificil asimilacién para la levadura, tales como Xilosa y
Arabinosa, que no son fermentables por la Sacchamomyces cerevisiae, esto se
confirma en el comportamiento de la xilosa (figuras 6A y 7A) dado por su
cuantificacion en HPLC, en donde también se observo que la arabinosa (no
cuantificada) era otro de los azucares constantes durante todo el proceso, La
glucosa y la Xilosa representan aproximadamente el 85% del total de los azucares
reductores presentes en los hidrolizados hemicelulosicos de bagazo de cafa.
(Pessoa. etal., 1997).

El glicerol es el producto secundario de la fermentacion (Lima et al., 2001).
Analizando el perfil de la produccion de glicerol y comparandolo con el perfil de la
produccion de etanol a través de las figuras 9B y 9C, puede ser observado que
ambos tienen el mismo comportamiento y se ve la vinculacion de la produccion de

glicerol con el crecimiento celular.

4.5. PRODUCTIVIDAD Y RENDIMIENTO

La tabla 2 muestra los datos de Rendimiento y productividad obtenidos de
acuerdo con el item 3.12, con los resultados de los diferentes pre-hidrolizados.
Estos parametros cinéticos sirven para facilitar el disefio de un sistema de

fermentacion a una mayor escala siguiendo las mismas condiciones de operacion
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Tabla 2. Parametros fermentativos observados durante la fermentacion
discontinua del los hidrolizados enzimaticos.

(9 (9 @M  (g/9) (g/g) (gM*h) % %

Nombre

Test-H,0, 14076  5.052 1.6800 036 012 063 706 837
Ensayo 1-H,0,  17.260  6.386 1.943 037 011 080 725 86.0
Ensayo 2-H,0, 12568  4.652 1.450 037 012 058 725 881

Ensayo 1-Ca(OH), 12.736  4.924 1.850 038 014 049 745 905
Ensayo 1-Ca(OH), 15932  6.189 2.030 039 013 061 765 90.7
Referencia -1 15.512 6.728 1.430 043 009 052 843 -
Referencia -2. 12.870 5.464 1.170 042 009 042 823 -

En la Tabla 2, se puede ver que los ensayos de fermentacion de los pre-
hidrolizados con Cal dieron un rendimiento global de produccion de etanol Yp/s y
un Rr ligeramente mayor al rendimiento de los pre-hidrolizado con peroéxido,
independiente de la concentracion inicial de glucosa. También se puede ver que la
mayor produccion de masa celular Yx/s fue para el hidrolizado pretratado con Cal,
seguido del pretratado con Peréxido y la menor produccion de Masa celular se dio

en la fermentacion con glucosa pura.

El rendimiento que se obtuvo en general fue muy bueno, si se tiene en cuenta que
solo se esta fermentando la glucosa y se compara con resultados de
investigaciones anteriores como la que hizo Carlos Martin en la universidad de
Matanzas en Cuba sobre la fermentacion a etanol del hidrolizado enzimatico del
bagazo de cafa pretratado con Oxidacién Himeda a un pH de 10 y Explosion a
vapor utilizando la levadura S. Cerevisiae, obteniendo un rendimiento de 0.2 g
etanol/g azucar para el pre-hidrolizado con Explosion a vapor y de 0.25g etanol/g

para el hidrolizado con Oxidacion Humeda. (Martin et al. 2006).
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Badal C. (2002) realizé estudios de fermentabilidad sobre hidrolizados
enzimaticos de paja de trigo pretratados con Perdxido de Hidroégeno y fermentados
con Escherichia coli, que es una levadura capaz de fermentar multiples azucares
(glucosa, xilosa y arabinosa) a etanol, y obtuvo un rendimiento 0.41g etanol/ g

azlcar en SFH.

El hecho de que todos los hidrolizados pretratados presenten un rendimiento
alcohdlico mas bajo que el obtenido con la referencia de Glucosa Pura, sugiere
la presencia de inhibidores como derivados por la lignina, productos de
degradacion de los azucares y de la hemicelulosa, como por ejemplo furfural, e
hidroximetilfurfural (HMF).

En el pretratamiento con Cal se emplean altas temperaturas, lo que hace que los
azucares originados en la hidrdlisis, principalmente de la hemicelulosa, se
degraden originando dos compuestos derivados del furano: el furfural, formado a
partir de la degradacién de las pentosas (xilosa y arabinosa) y el 5-
hidroximetilfurfural (HMF), formado como consecuencia de la degradacién de las
hexosas (glucosa, manosa y galactosa). A su vez, estos dos compuestos se
pueden degradar a otros productos. El furfural puede degradarse a acido férmico o
bien polimerizarse (Dunlop et al, 1948). EI HMF origina cantidades
equimoleculares de acidos formico y levulinico (Ulbricht et al. 1984). Ademas de
estos dos acidos alifaticos (férmico y levulinico), se origina acido acético
procedente de la hidrélisis de los restos acetilos de la hemicelulosa. La
composicién de la fraccion obtenida tras el pretratamiento depende del tipo de

biomasa que se esté tratando.

En el pretratamiento con Peroxido no se trabaja con altas temperaturas por lo que
se cree que la inhibicién que se origino en la fermentacion se debe que durante el
pretratamiento, una parte de la lignina también se degrada originado una gran

variedad de compuestos fendlicos. Se trata de un grupo de compuestos muy
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heterogéneo que se pueden encontrar en forma de mondémeros, dimeros y
polimeros con una gran variedad de sustituyentes (Larsson et al. 2000). Entre
ellos se encuentran acidos, aldehidos y alcoholes aromaticos. Los fenoles
originados en el pretratamiento varian segun el tipo de biomasa, ya que existe una
gran diferenciacion de la lignina atendiendo al grupo taxonémico al que pertenezca

la especie vegetal.

Las dos clases de hidrolizados antes de someterlos al proceso de fermentacion
pasaron por el proceso de evaporacion, lo cual elimina los compuestos volatiles
como el furfural, acido acético y acido féormico, Pero compuestos como el acido
levulinico, el hidroximetilfurfural y los compuestos fendlicos no son eliminados. Por
lo que se presume que éstos compuestos son los causantes de la diferencia en el
rendimiento alcohdlico de los hidrolizados con respecto a la referencia. Estos
compuestos es posible detectarlos por medio de un analisis en HPLC, sin
embargo en el presente estudio no se tenian las condiciones necesarias para

cuantificar estos posibles inhibidores.

4.6. AJUSTE DE PARAMETROS Y MODELAMIENTO MATEMATICO.

Después de un analisis de los datos experimentales, se realizé el modelamiento
matematico del proceso fermentativo, calculando los siguientes parametros: pmax,
Pmax, Ypx, Yx. Los parametros Ks (g.l)= 6, Ki (g.l) = 84, n=1, mp=0.1 y mx=0.2,
fueron los mismos utilizados en trabajos anteriores por Tosseto, 2002 y Andrieta,
2004 para glucosa como unico sustrato de fermentacién a 34° C.

En el Anexo G estan las tablas que contienen los resultados experimentales
obtenidos en cada fermentacion, los cuales fueron utilizados como base para el

calculo de los parametros fermentativos.

Las Figuras 10 y 11, representan el modelamiento cinético del proceso

discontinuo para la fermentacion de hidrolizado lignocelulésico en las condiciones
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establecidas. El modelo matematico computado consiste en el sistema de
ecuaciones 1, 2, 3, 9,10 y 11 y sigue el procedimiento que se presenta en el
Anexo F. El ajuste de los parametros por el método Quasi-Newton y posterior
simulacién, permite representar bien los datos experimentales para Sustrato
(glucosa), biomasa y Producto (etanol). Los mejores resultados fueron los que
minimizaron la funcion obijetivo, representada por la Ecuacion 12. La Tabla 3
muestra los valores de los parametros cinéticos obtenidos con el modelo

propuesto, utilizando las diferentes clases de hidrolizado testadas.

Tabla 3. Resultados de los parametros cinéticos optimizados por el método

Quasi-Newton.

Test En.1 En.2 En.1 En.2 En.l1 En.2

Parametros | H,0, H,O, H,0, Ca(OH), Ca(OH), Ref. Ref.
Hmax (™Y 0.45 0.38 0.37 0.45 0.43 0.30 0.31

Pmax.(9/L) 8.25 8.15 8.25 8.250 8.23 8.28 8.01
Ypx 3.75 3.61 3.53 3.75 3.65 3.75 3.75

Yy 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.08 0.09

Las figuras 10 y 11 muestran los mejores ajustes obtenidos para cada clase de
hidrolizado asi como para la referencia, donde los valores calculados para cada

modelo ajustado son comparados a los datos experimentales obtenidos.

Se observa que los perfiles de consumo de sustrato, produccién de etanol y
células presentaron ajustes bastante satisfactorios a los datos experimentales, lo
cual indica que el modelo propuesto puede ser utilizado para describir procesos
fermentativos que utilicen glucosa como sustrato y como levadura S. cerevisae
hidrolizados lignocelulésicos pretratados a las mismas condiciones de los ensayos

experimentales.
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Figura 10. Modelamiento cinético del
proceso discontinuo de la fermentacion de
hidrolizados enzimaticos pretratados con
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5.CONCLUSIONES

La evaluacién de la fermentabilidad con S.Cerevisiae de los hidrolizados
enzimaticos con diferentes pretratamientos, indicd, que en los dos casos con
Peréxido de Hidrogeno Alcalino y con Hidréxido de Calcio, es posible fermentar a

etanol obteniendo rendimientos de 88.1 y 90%, respectivamente.

El proceso de produccion del hidrolizado fue adecuado para la aplicacion como
sustrato en la fermentacion etanolica, teniendo en cuenta que hubo formacion
inferior de subproductos inhibidores durante los pretratamientos en comparacion a

una fermentacion de referencia de glucosa pura en las mismas condiciones.

Se comprobo que el uso de reactivos comerciales como el peroxido de Hidrégeno
en el proceso de pretratamiento, no afecta la deslignificacion del bagazo, ni
produce sustancias que afecten las etapas posteriores de hidrdlisis y fermentacién

etanolica, reduciendo asi costos del proceso.

Fue demostrado que la susceptibilidad de la celulosa para la hidrdlisis enzimatica
fue superior en bagazo pretratado con Peréxido de Hidrégeno alcalino que para el
proceso con Hidroxido de Calcio. Viéndose esto reflejado en la produccion de

azucares fermentables.

Se ajustaron los datos experimentales a un modelo matematico desarrollado en
FORTRAN 6.6 que describié satisfactoriamente el proceso, y que puede ser
utilizado para describir fermentaciones que utilicen glucosa como sustrato y como
levadura S. cerevisae en hidrolizados lignocelul6sicos pretratados en las mismas

condiciones a las de los ensayos experimentales.
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6.RECOMENDACIONES

Aunque estos resultados son importantes para demostrar las implicaciones de
métodos diferentes de pretratamiento en la convertibilidad enzimatica de celulosa
y en la fermentabilidad de los prehidrolizados, un estudio de con una configuracién
de proceso con hidrdlisis y fermentaciéon simultanea SSF, teniendo en cuenta una
proporcion superior de bagazo, seria de gran interés para la aplicacion del

industrial.

La fermentacion de las pentosas a etanol continua siendo una barrera tecnolégica
dificil de superar. Es importante estudiar el rendimiento del proceso utilizando
levaduras que también fermenten la xilosa, ya que es uno de los componentes

mayoritarios del hidrolizado.

Es de gran importancia optimizar el pretratamiento con Hidréxido de Calcio,

contando con equipos que proporcionen altas temperaturas.
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ANEXO A- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS

A.l. Actividad de la celulasa

Para la determinacién de la actividad de la enzima Celulasa, inicialmente se
preparo una solucién 1:20, es decir una concentracion de 0.05 de enzima. A partir
de esta solucion se efectuaron 5 diluciones mas en tampon citrato 0,05 mol/L,
pH 4,8.

Se utilizan 5 diluciones diferentes para la determinacion de la actividad. Primero se
adicionan a 5 tubos de ensayo 1.0 ml de tampon citrato 0,05 mol/L, pH 4,8, a cada
uno se le agrega 50 mg de filtro de papel, y son llevados a bafo termostatito a
50°C. Después se adicionan 0.5 ml de la enzima previamente diluida incubados
por 60 minutos. Después de este tiempo se sacan los tubos y se les agrega 1.5 ml
del reactivo DNS y se lleva a 95 °C por 5 minutos y luego se transfieren a un bafo
de hielo. Al final, se adicionan 10,5 mL de estabilizante se espera a que la pulpa
se sedimente para leer el color formado en el espectrofotémetro.

Después de las lecturas de las absorbancia, fue trazada una curva donde se
relaciona la dilucidn de la enzima con la concentracidon de glucosa liberada por 0.5
mL de enzima y se determina la actividad de la enzima teniendo en cuenta que la
unidad FPU se basa en la liberacién de exactamente 2,0 mg de glucosa siendo
esto equivalente a 2,0/0,18016 pmol de 50 mg de filtro de papel por 0,5 mL de

enzima diluida en 60 minutos de reaccion.

Se siguié el procedimiento descrito en el item 3.6.3 utilizando la curva patron del
el método DNS (Anexo B1) para calcular la concentracion de ART liberada por
cada dilucion de la enzima. En la tabla 4 se muestran las concentraciones de

enzima con la concentracion de ART por 0.5 ml de enzima.
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Tabla 4. Valores de absorbancia y concentracion de ART liberados por cada

dilucion de enzima.

Log Abs. Abs Abs Abs. [ART]

Dilucion [enzima] _ :
[enzima] muestra Enzima substrato Final (mg/0,5ml)

20 0,050 -1,301 0,646 0,028 0.003 0,615 2,174
40 0,025 -1,602 0,565 0,004 0.003 0,558 1,994
100 0,010 -2,000 0,362 0.000 0.003 0,359 1,204

133,33 0,007 -2,124 0,335 0.000 0.003 0,332 1,121

200 0,005 -2,301 0,280 0.000 0.003 0,277 0,957
400 0,002 -2,602 0,156 0,001 0.003 0,152 0,578
800 0,001 -2,903 0,107 0,002 0.003 0,102 0,493

Se trazo una curva donde se relacionaron los logaritmos de las diferentes
concentraciones de la enzima y la concentracion de glucosa liberada por 0.5 ml de

enzima. Como se muestra en la Figura 20.

Segun Ghose et al. (1987), una unidad de la actividad de la enzima celulasa
(FPU) se basa en la liberacion de exactamente 2,0 mg de glucosa equivalente, es
decir, 2,0/0,18016 umol de 50 mg de filtro de papel por 0,5 mL de enzima diluida
en 60 minutos de reaccidn. Por lo tanto con la ecuaciéon que mejor modelo la curva
obtenida en la Figura 12, se determino la concentracion de enzima necesaria para

liberar 2.0 mg de glucosa.
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Concentracion de Glucosa (mg/ 0,5 mL)

Figura 12. Grafico de la concentracion de la enzima celulasa en cada dilucién en

funcién de la concentracion de glucosa liberada por 0.5 ml de enzima.

La ecuacion 5 (poli nébmica de segundo grado) fue la que modelo mejor la curva

obtenida:

y =-0,1985x2 + 1,3495x - 3,3854  con R?=0,982 (Ec 5)
[Enzima] = -0,1985*[2.0 mg glucosa]® + 1,3495*[2.0 mg glucosa] - 3,3854

[Enzima] = 0,033

Teniendo el valor de la disolucién, se calculo la actividad enzimatica de la

celulasa, por medio de la siguiente ecuacion.

2,0

Actividad de la Celulasa =
(0,18016x0,5x60x0,033)

=11.19 FPU/mL

Por lo tanto la actividad de la Celulasa es de 11.19 FPU/mL de enzima bruta.
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A.2. Actividad de la B-Glucosidasa

Para la B-glucosidasa, la medida de la actividad fue determinada a través de una
solucion de celobiosa y expresada en unidades de celobiosa (CBU) por volumen
de enzima original, como es recomendado por la IUPAC (Wood y Bhat et al.
1988).

Se utilizaron 4 diluciones de la enzima para la determinacién de la actividad
enzimatica. A cada uno de los cuatro tubos de ensayo se le adiciono 1.0 ml de la
enzima diluida en el tampodn citrato 0.05 mol/l, pH 4.8 y luego fueron llevados al
bafio termostatito a 50° C para equilibrar la temperatura. Después de 10 min., se
adiciono 1,0 ml da solucién de sustrato (solucién de 15 mmol/L de celobiosa en
tampdén citrato) y la reaccién fue incubada por 30 minutos. Al término de la
reaccion, los tubos fueron sumergidos en agua hirviendo por 5 min. y luego
llevados a un bafio de hielo. La determinacion de la concentracion de glucosa
liberada por cada concentracion de enzima fue determinada por el método de
glucosa GOD-PAP como se describié en el item 3.6.2. Al final de cuantificar la
glucosa se adicion6 0.2 ml de acido sulfurico 72% en cada tubo de ensayo para

garantizar que la reaccion haya terminado.

La ecuacion 6 muestra el calculo de la actividad

CBU/mL = 05 . , pmol - min™ - mL"
0,1816-1,0-30.[enzima diluida]
0,0926 (Ec. )
CBU/mL = —
[enzima diluida]
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Para la determinacion de la actividad de la B-glucosidasa se parti6 de una
solucién de enzima con dilucion de 1:1000, ésea, concentracion de 0,001 de
enzima. Con esta solucién se efectuaron cuatro nuevas diluciones en tampodn
citrato 0,05 mol/L pH 4,8. Las concentraciones de las soluciones de [3-glucosidasa

son mostradas en la Tabla 5.

Tabla 5. Valores de las concentraciones de la enzima, con sus respectivas
absorbancias.

Absorbancia Absorbancia Absorbancia Absorbancia Glucosa

enzima] . .

muestra enzima sustrato final (mg)
0,00050 0,005 0,000 0,000 0,005 2,50
0,00030 0,006 0,003 0,001 0,002 1,00
0,00020 0,004 0,002 0,001 0,001 0,50
0,00010 0,003 0,003 0,000 0,000 0,00

Con las lecturas de la absorbancia se trazo la curva de la Figura 13, donde se
relaciona la concentracion de la enzima en cada concentracion y la de la masa de

glucosa liberada (mg) por 1.0 ml de enzima

5,0E-04 -

4,0E-04 4

3,0E-04 -

y = 0,0002x + 0,0001
R?=0,9878
2,0E-04 4

Concentragdo da enzima (-)

1,0E-04 9

0,0E+00

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25

Massa de glicose liberada (mg)

Figura 13: Grafica de la concentracion de la encima en funcion de

la glucosa liberada por 1.0 ml de enzima.
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Segun Wood y Bhat (1988), una unidad de la actividad de la B-glucosidasa (CBU)
esta basado en la liberacion de 1.0 mg de glucosa, es decir 0,5/0,18016 umol de
celobiosa convertida por 1,0 ml de enzima diluida en 30 minutos de reaccion. Por
lo tanto con la ecuacién de la recta obtenida en la Figura 15, se logro determinar la

concentracion de enzima necesaria para liberar exactamente 1,0 mg de glucosa:

[enzima] = 0,0002 - (massa de glicose liberada) + 0,0001
[enzima] = 0,0002 - 1,0 + 0,0001 (Ec.7)
[enzima] = 0,0003

Con el valor de la dilucién de la enzima, se puede calcular la actividad enzimatica

de la B-glucosidasa a través de la Ecuacion 8.

0,5

=308,37 CBU/mL (Ec. 8)
0,1816-1,0-30.0,0003

Actividad de la B-glucosidasa =

Por lo tanto el valor de la actividad de la enzima B-glucosidasa es de 308,37

FPU/mL de enzima bruta.
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ANEXO B. METODO DNS

Segun este método, el DNS (Figura 14) sufre la reduccién de uno de sus grupos
nitro al reaccionar con los carbohidratos, formando un compuesto rojizo que

presenta una fuerte absorcién en los 540nm.

0OsN  OH O-N  OH Produtos
Acqucar ) B
‘ ' ©~( 0OH —= @( oon de
redulor
05N HAN oxidagdo

FIGURA 14. Reaccién de azucares reductores en el acido 3.5 dinitro-salicilico

Para el procedimiento fueron adicionados 0,5 ml de muestra y 0,5 ml de DNS en
un tubo de ensayo. El medio reaccional permanecié en agua a 95°C por
exactamente 5 minutos y enseguida fue enfriado en un bafio de hielo y a cada
tubo se le adicionaron 3,5 ml de una solucién de tartarato de sodio y potasio
para estabilizar el color. Se hace la lectura en el espectrofotometro a 540nm. La
cuantificacion de ART fue obtenida a través de la curva de calibracion obtenida
como se explica en el apartado B1, de este Anexo, utilizando el azucar reductor de
interés (glucosa) como patron. La curva de calibracién se baso en soluciones

patrén que fueron sometidas al mismo procedimiento de las muestras.

B.1 Construccién de la curva patrén para el método DNS

Para la determinacién de la concentraciéon de ART (Azucares Reductores Totales)
por el método DNS, es necesario construir una curva patron que relacione la
concentracion de glucosa con la absorbancia de la muestra en una longitud de
onda de 540nm. En la Tabla 6, se muestra la concentracion de las soluciones de

glucosa y sus respectivas absorbancia después de aplicarles el método DNS
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Tabla 6. Absorbancia de la solucion de glucosa después de la reaccion con el

método DNS para construccion de la curva patrén.

[ART]

(mg/mL) Absorbancia
0,20 0,149
0,30 0,169
0,40 0,371
0,50 0,461
0,60 0,570
0,70 0,650
0,80 0,742
0,90 0,796
1,00 0,917

Con los datos mostrados en la tabla 6, se traz6 la curva patron que se ve en la
Figura 16, la cual se utilizé en todos los calculos de ART que se hicieron en el

trabajo.

y =0,11%4x + 0,0069
R'=0%8%

0,00 T T T T 1
0000 0200 0400 0,600 0,800 1000

Absorbanioa S40 im ()

Figura 15: Curva patrén de glucosa (aztcar reductor).

44



ANEXO C- INOCULO PARA LA FERMENTACION

C.1. Composicion de los medios de cultivo

C.1.1 Medio liquido basal (MLB).
El medio utilizado para activacion del microorganismo presenta la composicion
mostrada en la tabla 7. Todos los componentes se pesan y se disuelven en agua

destilada, y antes de ser utilizado pasan por esterilizacion en autoclave.

Tabla 7. Composicion del medio MLB de activacion

para el cultivo de S. cerevisiae.

Compuesto Concentracion
(Kg/m®)
Extracto de levadura 3
Extracto de malte 3
Peptona 5
Glucosa 10

C.1.2. Medio Liquido

El medio liquido de crecimiento para el inéculo tiene la composicidon que se
presenta en la tabla 8. Todos los componentes se pesan y se disuelven en agua
destilada, y antes de ser utilizados pasan por esterilizacién en autoclave durante
20 min.
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Tabla 8. Composicion del medio liquido para el crecimiento del indculo.

Compuesto Concentracion
(Kgim®)
Sacarosa 20

Extracto de levadura

K.HPO,
NH,CI 1,5
KCl 1,15
MgS04.7 H,0 0,65

C.1.3. Medio Semi-Solido

Para la preparacion del medio semi-solido para la activaciéon de la levadura se
prepara un medio con la composicién de la tabla 9. Todos los componentes se
pesan y se disuelven en agua destilada caliente, y antes de ser utilizados pasan
por esterilizacién en autoclave. Se inclina el tubo hasta que se solidifique con el
fin de que cuando se haga el repique de la levadura, esta tenga mayor area de

contacto con el medio.

Tabla 9. Composicion del medio semi- sélido para el crecimiento del inéculo.

Compuesto Concentracion
(Kg/im®)
Sacarosa 20

Extracto de levadura

KoHPO4
NH4CI 1,5
KCI 1,15
MgS0Q4.7 H,O 0,65
Agar-Agar 20
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C.2. Preparacion del inéculo

Inicialmente se hace la activaciéon de la Saccharomyces cerevisiae de la cultura
estoque transfiriéndola para un tubo de ensayo que contiene 10 ml de el medio
semi-solido y se mantiene a 30° C por 24 horas en una incubadora. Después de
este periodo, se transfiere la levadura del medio semisolido para dos tubos de
ensayo que contienen 10 ml de MLB cada uno y se conservan a 30° C en una
incubadora por 24 horas mas. En la préxima etapa, se transfieren los dos medios
semisolidos a 30 ml del Medio liquido contenido en un erlenmeyer de 250 ml y se
situa en la incubadora a 30° por 24 horas mas y con agitacién de 150 rpm.

En la Figura 16 se muestra el esquema del procedimiento que se siguié en la

preparacion del indculo para los estudios fermentacion.

] 2 3 | "

30°C 4 >
Cultura 30°C a0°C
estoque 24 horas 24 horas 30°C 200
i -Soli rpm
Inclinado Semi -Solido MLB 150 rpm P
24 horas 24 horas

Figura 16. Esquema de las etapas de preparacion del indculo para la fermentacion.
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ANEXO D-DETERMINACION DE ETANOL, GLICEROL, GLUCOSA Y XILOSA

Las concentraciones de etanol, glucosa, xilosa y glicerol fueron determinadas por
sistema de cromatografia liquida (HPLC) marca Varian. Las muestras
recolectadas en el proceso de fermentacion de todos los ensayos, fueron
descongeladas y centrifugadas a 3300 rpm en temperatura ambiente por 15
minutos, se separo el sobrenadante para analisis de azucares, glicerol y etanol y
el precipitado para determinacion de masa seca, como fue descrito en el item
3.6.5.

El sobrenadante resultante de la centrifugacién del medio reaccional fue diluido
1:2, filtrado con membrana micro poro de éster de celulosa (diametro de poro de
0,22 um) y colocado en “vials” para inyeccion automatica con el fin de analizar

azucares reductores, etanol e glicerol.

El cromatografo liquido modelo Varian 9010 (HPLC- “high performance liquid
cromatography”), fue operado a través del uso de una fase movil, siendo ésta
una solucion de H,SO4 con pH de 1,4; preparada con agua ultra-pura (Milli-Q).
Para estabilizacion de la fase mévil se espero aproximadamente 12 horas antes
de la inyeccidon de las muestras. La columna para separacion de los
componentes fue Aminex HPX 87-H (columna de exclusion iénica), mantenida en
un horno con circulacion de aire a temperatura controlada de 40 °C.

La preparacion de la solucién patron fue hecha con una mezcla de glucosa,
xilosa, glicerol y etanol, y la curva de calibracién utilizada presentaba coeficiente
de correlacion cercano a 0.99, alcanzado a través del uso de un Diluidor de alta
precision. En la Figura 17 se ve una foto del equipo “HPLC” utilizado para la

lectura de Etanol, Glicerol, Glucosa y Xilosa.
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Figura 18. Foto en detalle del equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia. Varian

modelo 9010, utilizado en los analisis.

1.Sistema de distribucidn de solvente.
2.Inyector automatico de muestras tipo carrusel.
3.Columna cromatografica con horno.
4.Sistema de lectura de absorbancia.
5.Detector de indice de refraccion.

6.Computador con software Millenium para cuantificacion
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ANEXO E. EQUIPOS

Los equipos utilizados en el presente trabajo fueron:

vV V VvV VvV V V

Balanza analitica de marca Bel Engineering con precisién de + 0,001 g.
Balanza semianalitica de marca Marte con precision de £ 0,01 g.

Bafo termostatico modelo MA-184 de marca Marconi.

Centrifuga microprocesada NT 810 de marca Nova técnica.
Espectrofotometro 600S de linea Fento

Estufa de secado especial modelo MA-035/2 de marca Marconi, con
circulacion de aire.

Incubadora refrigerada con agitacion, modelo MA-832 de marca Marconi
con precision de £ 0,1°C.

Medidor de pH industrial MPI 2000 de marca MS Tecnopon

Autoclave marca PHOENIX.

Cromatografo liquido modelo Varian 9010 (HPLC- “high performance
liquid cromatography”) con columna de separacién HPX 87-H (columna
de exclusion ionica).

Roto-evaporador Fisatom
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ANEXO F- AJUSTE DE LOS PARAMETROS CINETICOS

Los datos experimentales fueron ajustados a un modelo que se desarrollo a partir
de una rutina de ajuste desenvuelta en el software COMPAQ VISUAL FORTRAN
version 6.6 por investigadores del Laboratorio de Optimizacion y Control Avanzado
LOPCA/UNICAMP, aplicando el algoritmo Quasi-Newton de optimizacion. A
continuacion se presenta una pequena descripcion de las ecuaciones que utiliza el

modelo utilizado.

Para la fermentacioén con S. cerevisiae, se recurrié al modelo de Ghose (1979)
Modificado, que fue utilizado por Andrieta y por Tosetto (2002), considerando
como substrato unicamente la glucosa, y el cual tiene presente el efecto del
sustrato limitante (K), la inhibicion por el sustrato (Kj)y por el producto lineal

(Pmax), Y esta dado por la ecuacién 9.

_ G 1— Py
Ix = Hmax - 2 P (Ec.9)

KS+G+S ma
K

1

Segun Bailey (1986), en el caso de fermentacion alcoholica en procesos
discontinuos, la formacion de producto acontece junto con el crecimiento
microbiano. La mayor cantidad de producto se forma en la fase exponencial de
crecimiento microbiano, 0Osea, la cinética para el producto esta asociada al

crecimiento.
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La ecuacion 10, de Leudeking-Piret (1959) presenta buen ajuste para amplios
tipos de fermentaciones, ya que tiene en cuenta términos de contribuciéon asociado
o no al crecimiento.

rp =Ypxix +mpX (Ec.10)

p

La tasa de consumo de sustrato rs esta dada por:

r, :(%)+mxX (Ec.11)

Esta ecuacion describe el consumo de azucar durante la fermentacion, que
conduce al incremento de la masa celular y de etanol. Yy y my, son el limite de
produccion celular (Kg./Kg.), y el parametro de mantenimiento (Kg./[Kg*h]),

respectivamente.

El software Microcal Origin 6.0 fue utilizado para el ajuste de los datos
experimentales a una expresion sigmoidal (esta funcion fue escogida para el
ajuste de los datos experimentales por ser simple y presentar un buen ajuste de
los datos experimentales), de manera que la funcién obtenida y sus parametros
fueran utilizados en FORTRAN para la representacion de los datos
experimentales. Asi, los valores obtenidos por el modelo cinético fueron
comparados con los de la curva y minimizados a través del programa de
optimizacién. Los parametros cinéticos optimos fueron los que por medio de la
rutina encontraron un valor de la variable 6 que minimizara la funcion E(6),

representada por la Ecuaciéon 12.

n 2 2 2 n
E@)= Y| Ko Ken)” | (S = Sen) = Pen) Se,®  (Ec.12)
n=1

2 2 -
Xemax Semax Pemnax n=1
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En la ecuacion 12, los valores de Xe,, Se, y Pe, son datos experimentales de
concentracion de biomasa, substrato e producto. X,, S,y P, son los valores de
concentracion calculados por el modelo. La variable np representa el numero de
muestras recolectadas en cada experimento, y los subindices max corresponden a

la mayor concentracién experimental para cada variable, X, Sy P

A partir de las ecuaciones anteriores y por medio de la rutina descrita, se trazaron
los perfiles de concentraciones de substrato, representado por la glucosa, biomasa
y producto durante el tiempo de fermentacion. Los parametros optimizados vy el
modelo fueron aplicados para trazar los perfiles de la fermentacion como funcién

del tiempo.
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ANEXO G - DATOS EXPERIMENTALES

G.1. Hidrolisis Enzimatica

Tabla 10. Masa de ART liberada por gramo de biomasa

pretratada en la Hidrdlisis enzimatica del Bagazo de cafia .

TIEMPO Masa ART/Biomasa pretratado (g/g)
(h) H20> H20, SIN
MERCK ECIBRA | Ca(OH), | PRETRATAMIENTO
0 0 0.000 0.000 0.000
1 0.036 0.029 0.145 0.033
3 0.294 0.175 0.245 0.041
6 0.391 0.367 0.314 0.051
12 0.631 0.598 0.364 0.080
24 0.811 0.771 0.426 0.105
36 0.825 0.798 0.526 0.107
48 0.828 0.801 0.555 0.106
60 - - 0.612 0.102
72 - - 0.623 0.109
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Tabla 11. Masa de Glucosa liberada por gramo de biomasa

pretratada en la Hidrdlisis enzimatica del Bagazo de cafia .

Masa GLUCOSA / Biomasa pretratado (g/g)

TIEMPO
(h) H20 H20 SIN

MERCK | ECIBRA |Ca(OH), | PRETRATAMIENTO
0 0.000 0,000 0,000 0,000
1 0.025 0,033 0,004 0,000
3 0.126 0,093 0,013 0,000
6 0.256 0,173 0,052 0,002
12 0.363 0428 0,09 0,002
24 0.496 0,597 0,193 0,000
36 0.642 0,640 0,211 0,004
48 0.668 0,659 0,285 0,004
60 - - 0,305 0,008
72 - - 0,346 0,000
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G.2 .Fermentacion con Hidrolizado pretratado con Perdoxido de Hidrégeno.

Tabla. 12. Concentracion en g/l de azucares Reductores totales (ART), glucosa,
xilosa, etanol, glicerol y biomasa, en muestras de la fermentacion del hidrolizado

de bagazo de cana pretratado con Peroxido de Hidrégeno- Test.

TIEMPO ART GLUCOSA XILOSA ETANOL GLICEROL BIOMASA

(h) (9/1) (9/) (9/1) (9/1) (9/) (9/)
Sin Indculo 29.642 18,668 1,632 0,000 0,000 0
0 25726 14,076 1,59 0,000 0,032 0,57
1 23930 13344 1,504 1,420 0,140 0,75
2 18,526 8,284 1,048 2,136 0,188 1
3 14650 5712 1,316 4,084 0,416 1,75
4 12,640 2,952 1,040 4,152 0,588 1,75
6 8,460 0,642 0,952 5,052 0,784 2,25
8 5,920 0,000 0,644 4,820 0,776 2
10 5,940 0,000 0,948 4,712 0,788 1,75
13 5,592 0,000 0,896 4,802 0,752 2,25
16 5,360 0,000 0,652 4,588 0,728 2,25
18 5,440 0,000 1,308 4,768 0,624 2,25
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Tabla. 13. Concentracion en g/l de glucosa, xilosa, etanol, glicerol y biomasa, en
muestras de la fermentacién del hidrolizado de bagazo de cafa pretratado con
Peréxido de Hidrogeno- ENSAYO 1.

TIEMPO BIOMASA GLUCOSA ETANOL XILOSA  GLICEROL
(h) g/l g/l g/l (a/) (a/)

Sininoculo (oo 20.704 0.000 0,952 0
0 1,000 17,260 0,000 0,960 0
1 1,250 14,440 0,872 1,132 0,528
2 1,500 11,504 1,940 1,728 0,635
4 2,250 5,700 3,804 1,728 0,688
5 2,150 2,812 4,700 1,772 0,86
6 2315 1,520 4,956 1,804 0,856
8 2,650 0,000 6.386 1,500 0,836
10 2,943 0,000 6,380 1,684 0,78
13 2,865 0,000 6.376 1,696 0,836
18 2,853 0,000 6,385 1,644 0,78
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Tabla. 14. Concentracion en g/l de glucosa, xilosa, etanol, glicerol y biomasa, en

muestras de la fermentacion del hidrolizado de bagazo de cana pretratado con
Peroxido de Hidrogeno- ENSAYO 2.

TEMPO BIOMASA GLUCOSA ETANOL XILOSA GLICEROL
(h) (9/1) (9/1) (9/1) (/) (/)
0 0,000 14,596 0,000 0,240 0

0 1,000 12,568 0,000 0,204 0

1 1,250 11,944 0,452 0,504 0,208
2 1,475 8,720 1,692 0,348 0,284
4 2,000 2,880 3,692 0,348 0,408
6 2,250 0,000 3,940 0,392 0,576
8 2,250 0,000 4,652 0,368 0,628
13 2,450 0,000 4,590 0,312 0,624
18 2,450 0,000 4,640 0,352 0,64

Tabla. 15. Concentracion en g/l de glucosa, xilosa, etanol, glicerol y biomasa, en

muestras de la fermentacion del hidrolizado de bagazo de cafa pretratado con
Peréxido de Hidrogeno. ENSAYO 3

TIEMPO GLUCOSA XILOSA ETANOL GLICEROL BIOMASA

(h)

(g/h)

9/

9/

(9

(g/L)

Sin Inéculo 17.204
0 15.868
18 0

0,932

0,952

0,941

0

0

5.653

0

0

0.724

0

0

2.230




G.3.Fermentacion con Hidrolizado pretratado con Hidroxido de Calcio..

Tabla. 16. Concentracion en g/l de azucares Reductores totales (ART), glucosa,
xilosa, etanol, glicerol y biomasa, en muestras de la fermentacién del hidrolizado

de bagazo de caina pretratado con Hidréxido de Calcio. Ensayo 1.

TIEMPO ART  GLUCOSA XILOSA ETANOL GLICEROL BIOMASA

(h) (g/) (9/) (9/l) (9/l) (9/) (9/)
Sin Inéculo 30,316 14,476 4,392 0,000 0,000 0,000
0 27,796 12,736 4,276 0,000 0,000 1,150
0.5 22,777 11,446 4,352 0,552 0,012 1,750
1 21,926 10,656 4,276 0,728 0,040 1,750
15 21,574 9,376 4,212 0,972 0,228 1,750
2 13,954 7,364 4,236 1,596 0,620 2,500
4 12,831 1,956 3,936 3,432 0,824 2,630
6 5,711 1,292 3,988 3,524 0,836 2,750
8 5,672 0,000 4,062 4,720 0,856 2,750
10 5,425 0,000 4,206 4,924 0,824 2,750
13 4,256 0,000 3,972 4,656 0,844 3,000
18 4,506 0,000 4,062 4,840 0,846 2,850
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Tabla. 17. Concentracion en g/l de azucares Reductores totales (ART), glucosa,

xilosa, etanol, glicerol y biomasa, en muestras de la fermentacion del hidrolizado

de bagazo de cafa pretratado con Hidroxido de Calcio. Ensayo 2.

TIEMPO  GLUCOSA  xjLosA ETANOL  GLICEROL BIOMASA
(h) (g CL (g (g (g

Sin Inéculo 17.672 5,920
0 15,932 5,317 0,000 0,000 1,250
0.5 14,042 5,470 0,694 0,019 1,870
1 12,652 5,374 0,915 0,062 1,890
15 10,772 5,294 1,222 0,356 1,910
2 8,160 5,324 2,006 0,967 2,680
4 2,152 4,947 4,314 1,285 2,830
6 0,888 5,012 4,429 1,304 2,970
8 0,000 5,105 5,932 1,335 2,990
10 0,000 5,286 6,189 1,285 3,010
13 0,000 4,992 6,186 1,317 3,280
18 0,000 5,105 6,171 1,285 3,150
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G.2. Fermentacion de Referencia con Glucosa pura.

Tabla. 18. Concentracion en g/l de glucosa, xilosa, etanol, glicerol y biomasa, en

muestras de la fermentacion de Referencia hecha con Glucosa pura- ENSAYO 1

TIEMPO BIOMASA GLUCOSA ETANOL GLICEROL

(h) (9/l) (9/l) (9/l) (g
Sin inéculo 0,000 16,996 0,000 0,000
0 0,820 15,512 0,000 0,000

1 0,875 14,816 0,512 0,000

2 1,150 11,284 1,488 0,224

4 1,250 3,996 2,016 0,344

5 1,500 2,868 2,696 0,512

6 1,500 1,904 3,952 0,740

8 2,250 0,000 4,832 0,836

10 2,000 0,000 5,828 0,680

13 2,250 0,000 6,728 0,780

18 2,200 0,000 6,624 0,725
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Tabla. 19. Concentracion en g/l de glucosa, xilosa, etanol, glicerol y biomasa, en

muestras de la fermentacion de Referencia hecha con Glucosa pura. ENSAYO 2

TIEMPO BIOMASA GLUCOSA ETANOL GLICEROL
(h) (g/1) (g/1) (g/1) (g/1)
Sin in6culo 0,000 15,418 0,000 0,000
0 0,830 12,870 0,000 0,000
1 0,934 12,174 0,420 0,000
2 0,976 8,642 1,220 0,206
4 1,076 2,472 1,930 0,316
5 1,326 1,974 2,712 0,471
6 1,326 1,316 3,241 0,681
8 1,972 0,000 3,962 0,769
10 1,996 0,000 4,779 0,626
13 2,000 0,000 5,464 0,718
18 2,000 0,000 5,432 0,482

62



