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“La mayoria de los seres humanaos, son como
hojas que caen de los arboles, que vuelan y
revolotean por el aire, vacilan y por ultimo se
precipitan en el suelo. Otros, por el contrario,
casi son como estrellas; siguen su camino
fijo, ningun viento los alcanza, pues llevan en

su interior su ley y su meta”

Siddhartha






Agradecimientos

Agradezco a mis padres, hermano y amigos por su motivacién para seguir en busca de
mis suefios y por su apoyo inquebrantable. También agradezco a la profesora Angela

Ruiz por su guia y conocimiento, junto al profesor Hader Castafio por su invaluable
colaboracién y consejo.

Al grupo de investigacion de Bioprocesos y Flujos Reactivos, al Politécnico Jaime Isaza

Cadavid, Universidad Nacional y Colciencias por su apoyo econdmico e infraestructura.






Resumen y Abstract VII

Resumen

Para mitigar los efectos ambientales y econémicos de fuentes no renovables de energia,
a nivel mundial se ha impulsado el uso de materiales renovables que no presenten
problemas de seguridad alimentaria. De esta forma los materiales lignoceluldsicos se
han convertido en el objetivo de investigacion de la comunidad cientifica que trabaja en
la la produccién de etanol. Sin embargo, la estructura compleja de los materiales
lignocelulosicos, hace dificil el acceso a los azucares fermentables, por lo tanto, se
implementaun pretratamiento adecuado, junto a estrategias de sacarificacion y
fermentacion eficientes. Uno de estos materiales lignoceluldsicos proviene del cultivo de
yuca, el cual genera 96,2% de residuos sélidos al afio, entre los que se incluyen los tallos
de yuca que representan el 40% de la planta y que en su mayoria son desechados en el
ambiente. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la produccién de etanol de
tallos de yuca de la variedad Copiblanca de la region de Urabda, Antioquia. Se evaluaron
los efectos de los factores sobre la digestibilidad enzimatica en los pretratamientos
hidrotérmico y &cido diluido utilizando como variable respuesta el rendimiento de
azlcares (glucosatxilosa)g/g biomasa inicial. Siendo el porcentaje de solidos
significativo para el pretratamiento hidrotérmico con un R? de 0,74, y la temperatura
significativa para el pretratamiento acido diluido con un R? de 0,80. El pretratamiento
acido report6 el mejor rendimiento de azucares fermentables y sus condiciones 6ptimas
fueron 0,85% de H,SO4 y 164°C con rendimientos de 0,679 azucares (xilosa+glucosa)/g
biomasa inicial y digestibilidad enzimatica de 26,75%. También se evalué la produccion
de etanol utilizando como estrategia de fermentacion la Hidrélisis y Fermentacion
independiente (HFI) con una cepa modificada genéticamente de E.coli (MS04) con la
capacidad de fermentar tanto hexosas como pentosas. En la HFI con E. coli, la mayor
produccion de etanol fue de 8,87g/L a las 24 horas, con rendimiento de 94% de etanol.
Finalmente, se evalu6 el efecto de la carga enzimatica y concentracion del inéculo en la
Sacarificacion y Fermentacion Simultdnea (SFS) usando Saccharomyces cerevisiae
(Ethanol Red), siendo estos efectos significativos sobre la produccion de etanol y
teniendo un R? de 0,95. En la SFS se obtuvo a las 24 horas de fermentacién 1,09¢/L de
etanol con rendimiento de 18,5%. Se evidencio los mejores resultados en HFI con E.
Coli.

Palabras clave: Tallos de yuca, Pretratamiento, Sacarificaciéon y Fermentacion

Simultanea, Hidrélisis Enzimatica, Materiales Lignoceluldsicos.
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Abstract

The enviromental and economic effects relief from non-renewable energy sources, It has
been promted the renewable materials use, which do not have safety food problems.
Nowadays, the lignocellulosic materials have become the principal goal in the scientific
community for ethanol production. However, its complex structure makes it difficult the
access to the fermentable sugars. For this reason, it is necessary not only an appropiate
pretreatment implementation but also efficients saccharification and fermentation
strategies. One of these lignocellulosic materials comes from cassava, which generates
96,2% of solid waste, including cassava stems which represents 40% of the plant and
most of them are discarded in the environment. The aim of this study was to evaluate the
ethanol production from cassava stems, especially the Copiblanca variety from Uraba,
Antioquia. Moreover, there were evaluated the factors’ effects about the enzymatic
digestibility of hydrothermal and dilute acid pretreatments using as response variable
yields of sugars (glucose + xylose)g/g initial biomass. For being significant the solids
percentage for hydrothermal with a R? of 0,74, and for being significant the temperature
for dilute acid with a R? of 0,80. The acid pretreatment reported the best performance of
fermentable sugars and its optimum conditions were 0,85% H,SO4 and 164°C with yields
0,679 sugars (xylose + glucose)/g initial biomass and enzymatic digestibility of 26.75%.
Also, it was evaluated the ethanol production using the Separate Hydrolysis and
Fermentation (SHF) with a genetically modified strain of E.coli (MS04) with the ability to
ferment hexoses and pentoses. In the SHF with E.coli, the maximum ethanol production
was 8,87g/L at 24 hours, with an ethanol yield of 94%. Finally, it was evaluated the
enzyme loading and inoculum concentration effect, using Simultaneous Saccharification
and Fermentation (SSF) with Saccharomyces cerevisiae (Ethanol Red), those were
significant in ethanol production with a R? of 0,95. In the SFS, was obtained 1,09g/L of
ethanol with an ethanol yield of 18,5%. Clearly, the best fermentation results were with

E.coli.

Keywords: Cassava Stems, Pretreatment, Simultaneous Saccharification and

Fermentation, Enzymatic Hydrolisis, Lignocellulosic Raw.
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Introduccidén

Més del 50 % del petrdleo es usado por el sector de transporte, y su demanda aumenta a
ritmo acelerado debido al crecimiento de paises en via de desarrollo, hay un descenso de
las reservas y ademas problemas ambientales asociados como el efecto invernadero
(Galbe y Zacchi, 2002). Ante la necesidad de controlar este efecto, se crearon a nivel
internacional politicas para la blusqueda de fuentes de energias renovables y amigables
con el ambiente como el bioetanol (Hu et al., 2008), el cual ha sido tradicionalmente
producido por procesos de primera generacién a partir de materiales azucarados y
amilaceos (Krishna y Chowdary, 2000), que son materia prima de alto costo y son parte de
la alimentacién humana, lo cual ha generado incertidumbre frente al incremento de precios
de los alimentos y el desplazamiento de la oferta al sector energético (Hahn et al., 2006).
Esto ha llevado a los investigadores a buscar materias primas alternativas, como los
materiales lignocelulésicos, que se proponen como solucibn por su bajo costo y
disponibilidad, y lo mas importante es la reduccion del 80% de los gases invernadero cuyo
porcentaje es mayor si se compara con la reducciéon del 40 a 60% de los materiales de
primera generacion (amilaceos y azucarados) (Londo et al., 2010).

La conversién de la biomasa lignoceluldsica en etanol es dificil debido a la compleja
estructura de su pared celular, por lo que se requieren de pretratamientos (Cuervo et al,
2009, Han et al, 2011), estos representan el 33% del costo total de produccion,
generandose la necesidad de desarrollar tecnologias eficientes que ademas, mejoren los
rendimientos en cuanto a digestibilidad enzimatica y la produccién de etanol (Gang et al.,
2003).

Se han desarrollado diversos tipos de pretratamientos, y se clasifican en fisicos, quimicos
y biolégicos (Cuervo et al, 2009). Uno de los pretatamientos que mas ha llamado la
atencion es el Hidrotérmico que genera una alta concentracion de oligosacaridos y
mondmeros con la produccién de pocos inhibidores, ademas de su bajo costo (O Hgren et
al., 2007), pero los rendimientos tienden a ser limitados (Shen y Wyman, 2011). Otro
pretratamiento de gran uso, es el pretratamiento con &cido sulfarico diluido con el que se
han logrado una alta recuperacidon de azlcares (Cara et al., 2007). Sin embargo, las
limitantes de este son la destruccion parcial de la hemicelulosa y la separacion incompleta

de la lignina y de los carbohidratos, asi como la generacion de compuestos inhibitorios
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para los microorganismos utilizados en procesos de fermentacion (Mackie et al, 1985).

Se ha logrado identificar en los pretratamientos que los factores que afectan el proceso
son el tiempo de residencia, la temperatura, el tamafio de particula y el contenido de
humedad de la biomasa (Duff y Murray, 1996)

Posterior al pretratamiento, la celulosa liberada es despolimerizada a glucosa a través de
una mezcla enzimética de tres tipos de actividades que se conocen como
endoglucanasas, exoglucanasas y B glucosidasas (Hahn-Héagerdal et al, 2006, Lynd,
1996). Siendo la fermentacion una de las etapas determinantes del proceso de produccion
de etanol y usando especies nativas como Saccharomyces cerevisiae y modificadas,
justifican los crecientes esfuerzos investigativos por optimizar las capacidades metabdlicas
de éstos (Cardona y Orrego, 2009). Esta levadura presenta una osmotolerancia alta de
etanol y temperatura, disminuyendo procesos de enfriamiento y costos (Mukhtar et al.,
2010). A diferencia de cepas etanolgénicas tal como S.cerevisiae, la bacteria entérica
Escherichia coli modificada metaboliza una amplia variedad de azucares (Orencio et al,
2010) y ha sido blanco de ingenieria metabdlica para generar cepas homo-etanolgénicas
(Fernandez et al, 2012).

En esta tesis se planted la produccion de bioetanol a partir de Tallos de Yuca, partiendo
de las siguientes hipotesis, el resultado de los pretratamientos Acido diluido e
Hidrotérmico permitiran alcanzar una alta digestibilidad enzimatica de los Tallos de Yucay
extraer un alto contenido de azlcares fermentables como, la xilosa y glucosa. La
fermentacion con microorganismos consumidores de azucares C5 y C6, producird altos
rendimientos de etanol. Y la optimizacion del proceso de sacarificacién y fermentacion
simultdnea permitira obtener mayores rendimientos de etanol que el proceso de hidrélisis
y fermentacion independiente. La justificacion de esta tesis es que, en Colombia hay una
produccion 1,6 millones de tallos de Yuca anuales, que actualmente son dejados en el
campo donde se descomponen o0 son quemados (Castafio et al., 2011). Y este residuo
agricola potencialmente podria servir como materia prima de bajo costo para incrementar
la produccién de etanol carburante a través del apropiado pretratamiento, hidrolisis y

fermentacion (Han et al., 2011).
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar la produccién de etanol a partir de tallos de yuca pretratados.

Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la temperatura, tiempo y relacion sélido-liquido sobre la
digestibilidad enzimética en el pretratamiento hidrotérmico.

e Evaluar el efecto de la concentracion del &cido y temperatura sobre la
digestibilidad enzimatica en el pretratamiento con acido diluido.

e Evaluar la produccion de etanol de segunda generacion a partir de tallos de yuca
utilizando la cepa de E.coli fermentadora de azicares C5y C6.

e Evaluar el efecto de la carga enzimatica y del indculo sobre la produccion de

bioetanol en la estrategia de proceso SFS de azlcares C6.
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CAPITULO 1. PRODUCCION DE BIOETANOL
DE MATERIALES LIGNOCELULOSICOS

Resumen

El descenso de las reservas de petréleo, y los problemas de contaminacién ambiental
como el efecto invernadero, han llevado a la busqueda de materias primas renovables
para la produccién de biocombustibles. Entre estas materias primas, los materiales
lignocelulésicos surgen como la fuente alternativa para la produccion de bioetanol, sin
embargo, por su compleja estructura es necesario realizar un adecuado pretratamiento e
hidrélisis enzimatica, para permitir liberar la mayor cantidad de azlcares, los cuales van a
ser consumidos por microorganismos en procesos conocidos como fermentacién, cuyo

producto final es el etanol.

1. Introduccion

El preocupante incremento por la seguridad de las reservas de petréleo y el impacto
negativo de los combustibles sobre el ambiente, particularmente los gases de efecto
invernadero, ha presionado a la sociedad a hallar fuentes alternativas renovables. La
fuente renovable mas comun en la actualidad es la produccion de etanol de materiales
amilaceos o de azlcares, sin embargo estos presentan problemas de seguridad
alimentaria, lo cual ha centrado la mirada de la comunidad cientifica en los materiales
lignocelulésicos, cuyo reto actual es la optimizaciéon de los pretratamientos, la tecnologia
de fermentacion, la ingenieria metabdlica y la ingenieria enzimatica (Hahn Hagerdal et al,
2007).

2. Marco teérico

2.1 Problemética de Combustibles fésiles y seguridad alimentaria
Durante los ultimos siglos el petréleo y sus derivados han creado en la humanidad una

dependencia total, ya que el 94% es utilizado para la locomocién y el resto para fabricar
materiales y productos de uso diario como plasticos, latex, pinturas, fibras, etc (Lopez,
2011). Esta materia prima no renovable ha aumentado su consumo por el incremento

demografico y econémico del 1% vy 3,1% anual respectivamente (Lépez, 2011) que ha
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conllevado a una alta demanda energética mundial, hasta el punto de llegar al pico o cenit
de Hubbert en el 2006, donde a partir de aqui anualmente las reservas de petréleo
disminuyen alrededor de 7% (Zandvliet, 2011). A esto se le afiade los graves problemas
de contaminacion ambiental, principalmente el efecto invernadero causado principalmente

por gases como el CO; (70%), metano (24%) y oxido nitroso (6%) (LOpez, 2011).

Por tal motivo, aparecieron alternativas energéticas para mitigar estos problemas, como es
el uso de biomasas de primera generacion como el maiz, los cereales y los tubérculos de
yuca en la produccion de etanol, generando en el sector agrario una demanda doble y un
conflicto de seguridad alimentaria; por consiguiente, la produccién de biocombustibles a
partir de biomasas lignoceluldsicas de residuos agricolas, forestales, industriales vy
municipales surge como una salida tecnoldgica en proceso de maduracion conceptual que
da respuesta a la problematica ambiental, energética y de seguridad alimentaria (Sanchez
y Cardona, 2007). Otro efecto importante del uso de los materiales lignocelulésicos como
biocombustible, es la reduccibn de gases de efecto invernadero en un 89% en

comparacion de un 14% con los de primera generacion (Acosta, 2003).

2.2 Biomasa lignhocelulésica
La biomasa lignocelulésica representa una fuente de azlcares de gran disponibilidad para

la produccion de alcohol carburante. Muchos de los materiales con alto contenido
lignoceluldsico son residuos de diferentes actividades econdmicas del hombre, en
particular los residuos agricolas, por lo que su utilizacion en la produccion de
biocombustibles representa el aprovechamiento de material vegetal no destinado a la

produccion de alimentos (Sanchéz, 2008).

La biomasa lignocelulésica consta principalmente de 3 componentes, celulosa,
hemicelulosa y lignina formando una matriz sélida que dependiendo de las proporciones
de cada polimero le confiere al material propiedades de dureza y flexibilidad (Bridgewater,
1999). Ver Figura 1-1.
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Figura 1-1. Estructura de la biomasa lignoceluldsica. (Adaptado de Menon y Rao, 2012)

2.2.1 Celulosa
La celulosa es una cadena de azlcares unidos mediante enlace glucosidico B (1,4) D-
glucopiranosa. La celulosa conforma tanto estructuras cristalinas como amorfas. Las fibras

de celulosa son en mayoria independientes y se unen mediante enlaces de hidrégeno
(Pérez et al., 2005). Ver Figura 1-2.
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Figura 1-2. Fibrilla elemental de la celulosa (Barroso, 2010).

2.2.2 Hemicelulosa
La hemicelulosa es un polisacarido complejo que existe en asociacion con la celulosa en

las paredes vegetales. Es una mezcla de azucares como la glucosa, manosa, xilosa,

arabinosa y &cidos como como el metil glucorénico y galacturénico. El principal
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componente de la hemicelulosa de maderas duras y plantas agricolas como pastos y paja
es el xilano, mientras que para maderas blandas es el glucomanano (Sanchez y Cardona,
2007).

La solubilidad de los diferentes compuestos de la hemicelulosa en orden descendente es
manosa, xilosa, glucosa, arabinosa y galactosa. La solubilidad incrementa con el aumento
de la temperatura (Gray et al., 2003). La solubilizaciéon en agua de los compuestos de la
hemicelulosa inicia aproximadamente en 180°C bajo condiciones neutras (Bobleter, 1994).
Otras variables como el pH y la humedad influyen en este proceso (Balaban y Ucar, 1999),
de esta manera el ambiente acido o alcalino permite extraer xilano, sin embargo el
glucomanano dificilmente puede extraerse en medio acido y necesita ambientes alcalinos

fuertes (Cardona y Orrego, 2009).

2.2.3 Lignina
Es un polimero aromatico mononuclear altamente ramificado y sustituido que se encuentra

adyacente a las fibras de celulosa, abundante en especies madereras (Ana Rita e lan,
1996). Este consta de un heteropolimero de tres unidades de fenilpropano (p-cumaril,
coniferil y sinail) cuya funcién principal es de dar soporte estructural a la planta,
impermeabilidad y resistencia contra el ataque microbiano y otros agentes oxidantes
(Cardona y Orrego, 2009). La lignina no es soluble en agua y es 6ptimamente inactiva lo
gue hace dificil su degradacion que es alrededor de 180 °C bajo condiciones neutrales
(Bobleter, 1994). La solubilidad depende del precursor (p-cumaril, coniferil y sinail) en
ambiente &cido, neutro o alcalino (Grabber, 2005).

2.2.4 Clasificacion de materiales lignoceluldsicos
Segun el origen de los materiales lignocelulésicos mas importantes en la produccion de

etanol se clasifican en seis grupos (Sanchez y Cardona, 2007):

e Residuos agricolas (materiales derivados del cultivo, pajas y tallos)

e Residuos agroindustriales (bagazo de cafia, rastrojo de maiz y pulpa de aceituna)
e Maderas (duras como aserrin, virutas, ramas y las blandas como las coniferas)

e Biomasa herbacea (pastos, heno y alpiste)

e Desechos celuldsicos (residuos del procesamiento del papel)

e Residuos sélidos urbanos (papel, carton, cascaras de frutas y verduras)
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En la biomasa lignocelulésica, la celulosa es generalmente la fraccion mayoritaria
alrededor de 40-50% en peso y la hemicelulosa, alrededor de 20-40% (McKendry, 2002).
Por ejemplo, el bagazo de cafia de azucar contiene 40-50% de celulosa, 20-30% de
hemicelulosa, 20-25% de lignina y 1,5-3,0 % de cenizas (Cardona y Orrego, 2009).

En la Tabla 1-1 se observa, los diferentes materiales lignoceluldsicos con la composicion
porcentual en base seca. También se aprecia en esta tabla, que las maderas duras
presentan altos contenidos de celulosa y son muy apreciados para la produccion de
etanol; caso contrario, las maderas blandas por sus contenidos altos de lignina hace méas
dificil extraer los azUcares por pretratamiento (Sanchez y Cardona, 2007), y los pastos

pueden llegar a presentar contenidos mas altos de hemicelulosa que celulosa.

Tabla 1-1. Composicién porcentual de varios materiales lignocelulosicos (Betts et al.,
1991).

Materia Prima Lignina (%) Celulosa (%) Hemicelulosa (%)
Madera dura 18-25 45-55 24-40
Madera blanda 25-35 45-50 25-35
Pastos 10-30 25-40 25-50

2.2.5 Componentes no estructurales de los materiales lignoceluldsicos
Estos componentes no hacen parte de la estructura de la pared celular. Hay dos tipos, los

solubles en agua y en solventes organicos y los insolubles, que son los materiales

inorganicos (Barroso, 2010; Caparros, 2009).

Los solubles en agua y disolventes organicos:
e Terpenos, se consideran polimeros de isopreno y estan relacionados con los
alcoholes terpénicos y algunas cetonas.
e Resinas, son las grasas, acidos grasos, alcoholes, fitoesteroides.
e Fenoles, como los taninos derivados de acido galico y de la catequina.
e Proteinas: de presencia intrinseca a la naturaleza de materiales vivos

e Otros, hidratos de carbono de bajo peso molecular, alcaloides y lignina soluble.
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Insolubles:

e Cenizas, que son principalmente compuestos inorganicos principalmente sales

minerales, como carbonatos y oxalatos.

2.3 Tecnologias de pretratamientos
La conversién de biomasa lignoceluldsica a etanol es un proceso complejo debido a la

estructura quimica de la pared celular de este material vegetal, por lo tanto, es necesario
implementar un tratamiento previo el cual permita pasar de un complejo celulésico a
azucares fermentables que contengan principalmente glucosa (Han et al., 2011). En la
Figura 1-3 se ilustra, el objetivo del pretratamiento sobre la biomasa lignocelulésica que
es la exposicion de la celulosa rompiendo la lignina y hemicelulosa que la cubren (Mosier
et al., 2005). Como proceso de pretratamiento se han explorado diferentes métodos
como la hidrélisis acida concentrada (Liao et al., 2006), acida diluida (Cara et al., 2008),
tratamiento alcalino (Carrillo et al., 2005), tratamiento con solventes organicos (Xu et al.,
2006) entre otros.

: Celulosa
Lignina .
.
. o °
Region amorfa{ ’5 —_— e
L2 | pretratamiento. *
lf .
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k /
. -
Hemicelulosa

Figura 1-3. Efecto del pretratamiento sobre la biomasa lignocelulésica (adaptado de
Mosier et al., 2005)

A pesar de que se han desarrollado diferentes métodos, éstos no son aplicables de
manera genérica, por lo cual, debe realizarse un andlisis detallado a cada materia prima
de manera particular (Sanchez, 2008). El cuello de botella del proceso de obtencion de
etanol de segunda generacion se concentra en el pretratamiento, que puede ser de

naturaleza fisica, quimica, biolégica y/o combinacion de las anteriores (Dominguez, 2003).
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El rendimiento economico del proceso se asocia a la efectividad de las etapas de
pretratamiento del material y a la dosis de enzima requerida para la hidrélisis de la
biomasa pretratada; ademés de ello, un pretratamiento eficaz debe reunir otras
caracteristicas como: bajo consumo energético, bajos costos de inversion, utilizacion de
reactivos econémicos y facilmente recuperables y debe ser aplicable a diversos sustratos
(Dominguez, 2003). En la Tabla 1-2 se observan, los diferentes tipos de pretratamientos
lignocelulésicos entre los que se encuentran los biolégicos, los fisicos y los quimicos y su
efecto sobre la biomasa lignocelulésica. El pretratamiento mecénico es el Unico que no
genera subproductos ni inhibidores pero los costos son altos. Su principal ventaja es la
reduccién de la cristalinidad de la celulosa (Menon y Rao, 2012). Los acidos minerales
tienen como ventaja una alta hidrélisis de celulosa y hemicelulosa y alteracién de la
estructura de la lignina, sin embargo, su composicion lo hace peligroso, téxico, corrosivo y
produce inhibidores (Menon y Rao, 2012). El alcalino tiene efectos similares al de los
acidos sobre la biomasa pero su desventaja es el largo tiempo residencia y las sales
formadas no son recuperables (Menon y Rao, 2012). El agua caliente tiene la ventaja de
producir pocos inhibidores y los costos son menores, su desventaja es el largo tiempo
residencia y una menor remocion de lignina (Menon y Rao, 2012). Los otros
pretratamientos, tienen una destruccion incompleta de la matriz lignina carbohidratos y los
costos son altos, ademas que algunos como los solventes idnicos se encuentran en fase

de experimentacion (Menon y Rao, 2012).
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Tabla 1-2. Tecnologias de pretratamientos (Adaptado de Menon y Rao, 2012)

Método de Rendimiento Forn&zcmn Generacion de Reﬂg';i?ﬁ/'gg de Apé';:?élr']?:: a Costo de P;L;ig;a
pretratamiento en aziacares . . . subproductos P . : equipamiento :
inhibidores guimicos materias primas piloto
Mecénico B - No No Si A Si
Acidos minerales A A A Si Si A Si
Alcalino A B A Si Si - Si
Agua Caliente A A B No - - Si
Solventes organicos A A A Si Si A Si
Oxidacion humeda AoB - B No - A -
Ozondlisis A B A No - A No
Explosién por CO2 A B B No - A -
Explosién por vapor A A B - Si A Si
AFEX A B - Si - A -
Solventes iénicos A/B B - Si Si - -

A: ALTO B:BAJO
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2.4 Inhibidores

La naturaleza y la concentracion de compuestos potencialmente toxicos generados en los
pretratamientos pueden variar en gran medida de acuerdo a las condiciones como la
temperatura, la presion, el tiempo de residencia, el tipo de materia prima y de la presencia
de catalizadores acidos (Garcia y Aparicio et al., 2006).

Estos compuestos potencialmente inhibidores para los microorganismos encargados de la
etapa de fermentacion pueden clasificarse de acuerdo a su estructura quimica en acidos
carboxilicos (alifaticos), furaldehidos y compuestos aroméaticos. Los furaldehidos
generados son principalmente furfural, producto de degradacién de las pentosas y 5-
hidroximetilfurfural (HMF), producto de degradacién de la celulosa (Martin y Jonsson,
2003). Los compuestos aromaticos son compuestos fendlicos procedentes de la
degradacion de la lignina siendo el 4-hidroxibenzaldehido, vainillina, sinringaldehido,
acetosiringona, acido vainillico y acido siringico los que se suelen encontrar en mayor
medida (Klinke et al., 2002). Los acidos alifaticos que pueden generarse son
principalmente el acido acético, producido a partir de los restos acetilo de las
hemicelulosas, y el acido formico y levulinico, procedente de la degradacién del furfural y
HMF (Almeida et al., 2007). El acido oxalico, acido bicarboxilico, se genera de la reaccion
del ozono con compuestos de degradaciéon de la lignina como la vainilina o el

siringaldehido. (Ver Figura 1-4).
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Figura 1-4. Compuestos inhibidores generados del pretratamiento (Témas-Pejé, 2009)
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2.5 Hidrdlisis enzimatica
La hidrélisis enzimatica de carbohidratos de plantas ha emergido como la tecnologia mas

prominente para la conversion de biomasa en monomeros de azlcares para la
subsecuente fermentacion y generacion de bioetanol. Durante el pretratamiento el
sustrato lignocelulésico aumenta la digestibilidad con el incremento de la porosidad
permitiendo la accesibilidad de las celulasas a la celulosa. Las celulasas son una mezcla
de tres enzimas que actian simultdineamente en la hidrélisis de la celulosa:
endoglucanasa, celobiohidrolasa y celobiasa (B—glucosidasa). Las primeras dos enzimas
actian directamente en la celulosa. Los principales productos de reacciébn son la
celobiosa y la glucosa; la celobiosa es entonces hidrolizada a glucosa por la celobiasa.
Las endoglucanasas y las celobiohidrolasas degradan a las celodextrinas solubles y a la
celulosa amorfa (ver Figura 1-5); sin embargo, la celobiohidrolasa degrada a la celulosa

cristalina de una manera mas eficiente (Bohorquéz y Herrera, 2005).
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Figura 1-5. Representacion esquematica de la hidrélisis de la celulosa microcristalina y

amorfa por el complejo celulasa (Lynd et al, 2002).

La hidrdlisis enzimatica esta limitada por varios factores tales como, la cristalinidad, grado
de polimerizacién, contenido de humedad, area superficial disponible y contenido de
lignina (Cardona y Orrego, 2009). Si se disminuye el tamafio de particula e incrementa el
area superficial en vez de la cristalinidad afecta la velocidad y extension de la hidrolisis
(Caulfeld y Moore, 1974). La conversion de la celulosa cristalina es mas lenta que la
amorfa, por lo que el porcentaje de cristalinidad se vera incrementado bajo la hidrélisis de

la biomasa (Zhang y Lynd, 2004).

El tamafio del poro en relacién con el tamafio de las enzimas es el principal factor limitante
en la hidrélisis (Grous et al., 1986). Una forma de incrementar el tamafio del poro es

remover la hemicelulosa para que haya una mejor probabilidad de hidrolizar la celulosa
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(Palonen et al. 2004). Otros dos fendmenos que afectan el desempefio enzimético son la
lignina que limita la velocidad y extension de la hidrélisis actuando como escudo (Zhang y
Lynd, 2004) y que las celulasas queden atrapadas en el poro si el area interna del material
es mayor que la externa (Chang y Holtzapple, 2000).

2.6 Microorganismos fermentadores
Una de las etapas determinantes del proceso de produccién de etanol es la fermentacion.

El uso de microorganismos en la produccion de este biocombustible y la amplia variedad
de especies nativas y modificadas, justifican los crecientes esfuerzos investigativos por
optimizar las capacidades metabdlicas de estos (Cardona y Orrego, 2009).

Los microorganismos como levaduras y bacterias pueden ser usados para la
fermentacion, especialmente las levaduras como S.cerevisiae. Tedricamente, 100 gramos
de glucosa produce 51,49 de etanol y 48,89 de CO.. Sin embargo, en la realidad los
microorganismos usan la glucosa para el crecimiento dando un rendimiento real menor al
100% (Cardona y Orrego, 2009).

Las bacterias son consideradas en los procesos fermentativos como los microorganismos
mas efectivos en la produccion de alcohol ya que crecen a velocidades mayores que la S.
cerevisiae y generan mayores rendimientos (Drapcho, 2008). Algunas bacterias tienen la
capacidad de producir etanol en cantidades significativas para su potencial aplicacién
industrial. Entre ellas la mas investigada ha sido la bacteria gram-negativa Zymomonas
mobilis. La principal diferencia entre esta bacteria y las levaduras radica en que la
fosfofructoquinasa que cataliza la reaccion de fructosa 6 fosfato a fructosa 1,6 difosfato
gque es clave en las levaduras, no interviene en Z. mobilis produciendo en las bacterias
una molécula de ATP, con lo que se desvela que la produccion de etanol en esta bacteria
esta desligada de la generacién de energia y por consiguiente, menor produccién de
biomasa y una mayor de etanol, obteniéndose rendimientos de hasta 97% (Cardona y
Orrego, 2009).

2.7 Fermentacion
La fermentacién es un proceso bioldgico que a través de una fuente de carbono como lo

es la glucosa por via anaerdbica es convertida a etanol (Chandel et al., 2007). Para el
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caso de los materiales lignoceluldsicos la conversidén no es tan facil a menos que se haya
hecho un pretratamiento e hidrdlisis, los cuales son disefiados para optimizar el proceso
fermentativo (Gamage et al., 2010).

2.7.1 Hidrdlisis y fermentacion independiente (HFI)
En el proceso HFI el pretratamiento, la hidrélisis enzimatica y la fermentacion se realizan

en pasos separados. La ventaja primaria de este enfoque al separar cada etapa del
proceso se evitan las interacciones indeseadas. Usar reactores separados permite que
cada paso se lleve a cabo en sus temperaturas Optimas: 40-50°C para la hidrélisis
enzimatica y 30°C para la fermentacién. La desventaja de este método es la inhibicion de
las enzimas celulasa y B-glucosidasa por la glucosa liberada durante la hidrdlisis, lo que
hace necesario disminuir la carga de sélidos y aumentar la carga enzimatica para alcanzar
rendimientos razonables. Bajos rendimientos de azlcar resultan en concentraciones bajas
de etanol y por lo tanto, incremento en el costo de la fermentacion y recuperacién de

etanol (Silverstein et al., 2007).

2.7.2 Sacarificacion y fermentacién simultanea (SFS)

El proceso de sacarificaciéon y fermentacién simultaneas (SFS) ha sido estudiado e
implementado con el fin de reducir los efectos inhibitorios de los productos finales de la
hidrélisis (Saxena et al., 1992). Los azlcares reductores producidos en la hidrélisis de la
celulosa son fermentados a etanol simultdneamente, lo cual reduce en gran medida los
productos de inhibicion. La hidrélisis es la etapa limitante del proceso ya que las
temperaturas éptimas no son las mismas para el desarrollo del microorganismo. Con el fin

de evitar esto se utilizan cepas termolerantes (Ballesteros et al., 1991).

En comparacién con la hidrolisis y fermentacion en dos etapas, la SFS incrementa la
velocidad de hidrdlisis mediante la conversion de azlcares que inhiben la actividad de las
celulasas, también disminuyen los requerimientos de estas, menores tiempos de proceso
y menor volumen del reactor (Sun y Cheng, 2002). En cuanto a las desventajas este
proceso hay incompatibilidad de temperaturas y pH entre hidrélisis y fermentacion, la

tolerancia de algunos microorganismos al etanol y la inhibicion de las enzimas por éste.
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2.7.3 Hidrdlisis y co-fermentacién simultaneas (HCS)
En este proceso las pentosas provenientes de la hemicelulosa son fermentadas, al mismo

tiempo en que se llevan a cabo la hidrolisis de la celulosa y fermentacion de las hexosas
obtenidas a etanol. (Decker et al., 2007; Ghosh y Prelas, 2011).

2.7.4 Bioproceso consolidado (BC)
Este proceso tiene el gran atractivo por su bajo costo de produccién ya que se simplifica

mucho el procesamiento del material lignocelulésico, bajo costo energético y rendimientos
eficientes. Consiste en la produccion de enzimas, hidrolisis del sustrato y fermentacion,
todo en un solo paso y en el mismo reactor (Joshi et al., 2011; Xu et al., 2009).
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CAPITULO 2. CARACTERIZACION DE LOS
TALLOS DE YUCA VARIEDAD COPIBLANCA

Resumen

Los tallos de yuca son residuos agricolas que en la actualidad no son usados por la
agroindustria y que podrian generar un valor agregado para la produccion de etanol. En
este trabajo se molieron los tallos de yuca variedad Copiblanca de la regién de Urab4,
Antioquia, hasta un tamafio de particula de 2-3mm de diametro y se caracterizaron
mediante la metodologia NREL, cuyo contenido de celulosa fue de 39,82%, de
hemicelulosa de 7,34% y de lignina de 30,36% en base seca. Dada la caracterizacion esta
biomasa presenta potencialidad para la producciéon de azlcares fermentables y también
podria aumentar los rendimientos de etanol en el cultivo de yuca bajo el modelo de
aprovechamiento integral (tubérculo y tallos), con un pretratamiento y una fermentacién

adecuada.

1. Introduccion

La yuca es uno de los componentes principales de produccion agricola en América Latina
y el Caribe. Colombia es el tercer productor de yuca en América, después de Brasil y
Paraguay, con una produccion de 2 millones de toneladas al afio (Barroso, 2010). Este
cultivo ha sido utilizado en todo el mundo especialmente en las areas rurales donde se
cultiva principalmente por su alta produccion de calorias, su adaptacion a la sequia,
resistencia a los insectos y consumo animal (Gunz et al., 1985). Su estructura esta
compuesta por los tubérculos y la parte aérea (tallos y hojas) como se observa en la

Figura 2-1.
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Figura 0-6. Estructura del cultivo de yuca. (Adaptado de

https://liberiamissionblog.wordpress.com/, 2014)

En Colombia, en el procesamiento de la yuca se producen aproximadamente 96,2% de
residuos solidos, los cuales tienen un inadecuado manejo causando un impacto negativo
sobre el ambiente (Marmolejo et al., 2008). Entre estos sdélidos se encuentran los tallos de
yuca, lo cuales son generados en grandes cantidades y tienen poca aplicacion en la
agroindustria diferente a servir como abono y como fuente de nutricibn animal (Castafio,
et al, 2011). Esta biomasa se puede adquirir a bajo precio disminuyendo los costos en el
proceso de produccion de etanol (Castafio et al., 2008). En teoria es posible aumentar la
produccion de etanol en un 25% con la utilizacion integral del cultivo de yuca (uso del
tubérculo y de los tallos). Con base en el porcentaje de distribucion de la biomasa del
cultivo de la yuca. (50% tubérculo, 40% tallos y 10% follaje) y la generacion del tubérculo
en el pais, se calcula una generacion anual de 1,6 millones de toneladas de tallos de
yuca, una cantidad interesante de biomasa para la obtencion de etanol de segunda

generacion (Castafio et al., 2011).
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Actualmente existen variadas metodologias normalizadas para el andlisis de los
lignocelulésicos, tomando importancia los métodos estandar NREL (National Renewable
Energy Laboratory), en el contexto de la produccién de bioetanol (Caparros, 2009).

2. Metodologia

2.1 Biomasa
La fuente de biomasa lignocelulésica fueron los tallos de yuca variedad Copiblanca

provenientes de la regién del Uraba Antioquefio. Los tallos se colectaron en el momento
de la cosecha del tubérculo, a éstos se les elimind las hojas, e inmediatamente fueron
transportados al laboratorio. Estos se secaron hasta peso constante a temperatura
ambiente, posteriormente fueron triturados en molino de cuchillas VOGES modelo JM
(potencia 3HP), con malla de 2mm vy luego llevados a horno a 45°C hasta lograr humedad
menor al 10% (Figura 2-2). Después el material fue cuarteado y almacenado en bolsas
plasticas a 23°C. Finalmente, se llevé a cabo un analisis granulométrico para determinar

el tamafio de particula de la biomasa molida.

Figura 2-7. Tallos de yuca en natura. Molino con malla de 2mm de didmetro.

La biomasa fue caracterizada siguiendo las metodologias especificadas por NREL, Tabla
2-1. La proteina cruda se determiné mediante la técnica de Kjeldahl basado en NTC 4657,
y el contenido de almidén se evalu6 por polarimetria ISO 10520. La determinacion de
carbohidratos, se realizé por cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa
(HPLC). Usando la columna Aminex HPX-87H, HPX-87P marca BIORAD. La fase movil
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utilizada fue 0,008N H>SO, con un caudal de 0,5ml/min. Se utiliz6 como deteccién un
sistema de indice de Refraccién, la temperatura de los 20uL inyectados se mantuvo a

30°C con la ayuda de un horno.

Tabla 2-3. Protocolos NREL.

Procedimiento Protocolo
1. Preparacion de las muestras NREL/TP-510-42620
2. Determinacion de humedad NREL/TP-510-42621
3. Determinacion de cenizas NREL/TP-510-42622
4. Extractivos con agua y etanol NREL/TP-510-42621
5. Lignina soluble e insoluble NREL/TP-510-42618
6. Celulosa y Hemicelulosa NREL TP-510-42618
7. Azlcares e inhibidores HPLC/NREL/TP-510-42623

2.2 Tamafo de particula
Cuando la biomasa es molida se obtiene una variedad en el tamafio de particula, siendo

necesario un analisis granulométrico para determinar su distribuciéon. Este analisis fue
llevado a cabo por el método de tamizado (referenciar, con tamices de diferentes
diametros de malla acoplados uno encima de otro, ordenados en forma decreciente por la
luz de abertura. Los tamices utilizados fueron Pinzuar referencia Sieve Test, utilizdndose

8 tamices observados en la Tabla 2-2.

Para el tamafio de particula en la caracterizacién, primero se utilizan los tamices malla 20
y 80. Se ubica el material molido en la malla 20 y se agita por 15 minutos. La fraccién que
queda retenida en la malla 20 debe ser procesada (pasa de nuevo a la molienda) hasta
que el material no quede retenido. La fraccion en la malla 80 se utiliza para el analisis
composicional de la biomasa (celulosa, hemicelulosa, lignina y extractivos) y el material

gue queda en la bandeja colectora se utiliza para analisis de so6lidos, humedad y cenizas.



Produccion de bioetanol de Tallos de Yuca 40

Tabla 2-4. Namero de tamiz y diametro

N Diametro
(micrémetros)

18 1000

20 850

35 500

40 425

70 212

80 180

100 150
200 75

3. Resultados y discusién

3.1 Tamafo de particula
En la Figura 2-3, se observa variedad en el tamafio de particula obtenido después de
moler y tamizar en malla de 2mm.

Figura 2-8. Tallos de yuca molidos.

En la Figura 2-4, se observa como la mayoria de las particulas de los tallos de yuca
molidos se encuentran retenidas en un 43,90% en la malla de 1mm de didmetro. Ademas
se observa, una retencion de 15% aproximadamente en malla de 2,36mm que es superior
al tamafio de malla (2mm) en el molino. Lo que indica, que el tamafio de particula con el
gue se trabajé estaba entre 2 y 3mm aproximadamente, teniendo un valor parecido a lo
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mencionado por Ballesteros et al., (2002), el cual dice que los contenidos de glucosa,
teniendo en cuenta la relacion de tamafios de particulas, evidencia, que la mayor

solubilizacion de la glucosa se da cuando se tienen los tamafios de particula de 2-5mm.
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30.00 -

20.00 -

10.00
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z o
236 100 085 050 043 021 0.18 015 008
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Figura 0-9. Distribucién de tamafo de particulas

3.2 Caracterizacion de los Tallos de Yuca
La humedad inicial de los tallos en natura fue de 12,38%. Los andlisis de caracterizacion

de los tallos de yuca variedad Copiblanca permitieron determinar una composicion de
azucares de 47,16%, 39,82% corresponden como mayor constituyente a glucanos y de
xilanos el 7,34%; el contenido de lignina fue del 30.36% demostrando que es un material
lefloso y de dificil acceso a la celulosa. ElI remover la lignina puede sustancialmente
reducir la biomasa recalcitrante para la hidrélisis enzimatica (Wyman et al., 2005). Las
cenizas presentan un contenido de 2,0% (Tabla 2-3), resultado que entra en el rango de 2
al 6,7% de cenizas presentado por Maogui et al., 2014 para los tallos de yuca. Estos
autores ademas mencionan que las cenizas estan constituidas entre 37 y 51%
principalmente por potasio y calcio, seguidos de magnesio, silice, sodio, fésforo, azufre y

cloro, los cuales varian segun la locacion, variedad y tiempo de cultivo.

El contenido de celulosa en los tallos indica que la biomasa puede ser una buena fuente
de azucares para la bioconversion a etanol o a otros metabolitos. La caracterizacion de los
tallos de yuca variedad Copiblanca es similar a los reportes de Han et al., 2011, utilizando
la metodologia NREL, en cuanto a la celulosa (35,32%), pero los contenidos de
hemicelulosa son mayores (24,3%), obteniéndose valores de 59,62% en la composicion

de azucares de esta variedad siendo mas altos que la Copiblanca.
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Si se comparan los resultados de este trabajo con el de Castafio et al., 2011, se observa
similitud en cuanto a la celulosa 38,8% y hemicelulosa 7,2% por ser el mismo tipo de
variedad a pesar de utilizar un método que es especifico para forrajes o pastos que
genera una diferencia en los contenidos de lignina, siendo més bajos (11,8%) que los de
este trabajo 30,36%. Otro estudio fue hecho por Martin et al., 2007, utilizando la
metodologia NREL y revela contenidos de celulosa de 31,0% similares al de este trabajo y

contenidos ligeramente mas altos de hemicelulosa 12,3%.

Tabla 2-5. Comparacion de los resultados de caracterizacion de los tallos de yuca de

otros autores con este trabajo.

Castafio et Martin et Sovorawet y

Han etal, al., 2011** al., 2007  Kongkiattikajorn,

Componente  Este estudio* (%) 2011* (%)

(%) *(%) 2012* (%)
Celulosa 39,82+ 0.6 35,2 38,8 31,0 21,4
Hemicelulosa 7,34+0.1 24,3 7,2 12,3 11,6
Lignina 30,36 £ 0.4 33,8 11,8 24,8 22,6
Cenizas 2,00+ 0.0 2,2 - 8,0 -
Extractivos 22,25 +0.9 - - - -
Total 101,77 95,5 57,8 94,1 55,6

*Peso seco ** Lignina método Van Soest e igual variedad de yuca que este proyecto.

Comparando los resultados de la caracterizaciéon de los tallos con otros materiales
lignocelulésicos, se observa que los valores se aproximan al tipo de madera blanda que
se caracteriza por altos contenidos de lignina observados en la Tabla 2-4. Estas
variaciones en la composicion de esta biomasa se deben a varios factores, entre estos, a

la zona, edad, tipo de suelo, clima, etc. (Caparros, 2007).
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Tabla 2-6. Maderas y residuos agricolas comunes. Adaptado de P. Kumar et al., 2009

Materiales lignocelulésicos Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
Maderas duras 40-55 24-40 18-25
Maderas blandas 45-50 25-35 25-35
Cascarones de nuez 25-30 25-30 30-40
Cultivos de maiz 45 35 15
Pastos 25-40 35-50 10-30
Desechos de trigo 30 50 15
Hojas 15-20 80-85 0
Tallos de yuca (este trabajo) 39,82 7,34 30,36

4. Conclusiones

Los tallos de yuca de la variedad Copiblanca, presentan un potencial para la produccion
de azucares fermentables. El contenido de lignina de esta biomasa es alto y requiere de
pretratamientos adecuados para removerla, y de esta manera poder acceder a los

azucares de la celulosa.
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CAPITULO 3. EVALUACION DE LOS EFECTOS
DE LOS PRETRATAMIENTOS SOBRE LA
DIGESTIBILIDAD ENZIMATICA

Resumen

La utilizaciobn de materiales lignocelulésicos como los tallos de yuca, por su alta
disponibilidad, bajo costo y porque no generan problemas de competitividad alimentaria,
surgen como la alternativa para la produccion de bioetanol, sin embargo, por su dificil
acceso a la celulosa requieren de pretratamientos adecuados. Los tallos de yuca, fueron
pretratados usando el pretratamiento hidrotérmico y acido diluido. Las condiciones de
cada uno fueron evaluadas utilizando la metodologia de superficie de respuesta. Se
evalud el efecto de la temperatura, porcentaje de solidos y tiempo sobre la digestibilidad
enzimatica en el pretratamiento hidrotérmico. Este pretratamiento presenté un R? de 0,74
y un valor p significativo para el porcentaje de sélidos. También se evalu6 el efecto de la
concentracion de acido y la temperatura sobre la digestibilidad enzimatica en el
pretratamiento acido diluido. Este present6é un R? de 0,80 y un valor p significativo para la
temperatura. Se escogid el pretratamiento acido diluido para la fermentacion por el mejor
rendimiento de azlcares y menor cantidad de inhibidores. El resultado de las condiciones
optimas fue 0,85% de H.SO. y 164°C con un rendimiento de 0,67g de azlcares

(Glucosa+Xilosa)/g biomasa en natura.

1. Introduccion

La reaccion hidrotérmica de los polisacaridos como la celulosa y hemicelulosa ricos en
enlaces tipo éter y éster, lleva a la produccion de oligosacaridos, monémeros e isémeros,
ademas de productos de degradacion como furfurales, fenoles y acidos carboxilicos
(Amadeus-Castro et al., 2008). Se ha demostrado que con el pretratamiento hidrotérmico
es posible eliminar hasta un 80% de la hemicelulosa y mejorar la digestibilidad enzimatica
de biomasa de materiales como bagazo de cafia (Parveen et al., 2012). Ademas de su
bajo costo, por lo que es denominado como un pretratamiento ecoldgico (O” Hgren et al.,
2007).
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La hidrdlisis 4cida diluida se ha estudiado ampliamente como tratamiento precedente a la
hidrélisis enzimética, pues se ha considerado como un proceso promisorio para la
conversion de materiales lignoceluldsicos a etanol (Cara et al., 2007). En este sentido, el
acido sulfarico ha sido el mas comunmente usado, también se han empleado los acidos
clorhidrico, nitrico y fosférico (Cara et al., 2007). La ventaja del pretratamiento acido es la
solubilizacion de hemicelulosa y la conversién de hemicelulosa solubilizada en azucares
fermentables. Es necesario neutralizar los acidos para los procesos posteriores de

hidrélisis enzimatica o el de fermentacion (Pedersen y Meyer, 2010).

En el pretratamiento acido e hidrotérmico las variables mas influyentes consideradas, son:
Temperatura: el intervalo de temperatura comunmente empleado es 80-240°C,
normalmente: 100- 170°C para el acido y 140-240°C para hidrotérmico (Choi & Mathews
1996; Caparrés & Garrote 2006). Tiempo de residencia- temperatura, es una variable
fundamental en el pretratamiento, puesto que permite determinar la recuperacion final de
azucares asi como la degradaciéon de estos durante el pretratamiento. En trabajos de
investigacion previa (Pabén y Ospina, 2009), se determinaron rangos adecuados al
proceso arrojando un rango 6ptimo entre 3 y 10 minutos. Concentracién del &cido, son
muchos los estudios que presentan la adicion de un &cido o catalizador al pretratamiento
con vapor de materiales lignocelulésicos, como un hecho beneficioso; ya que se ha
observado que mejora la digestibilidad enzimatica de los materiales pretratados, asi como
la recuperacion de azucares hemicelulésicos (Cara et al., 2008). El pretratamiento con
acido diluido (0,5-1% &acido sulfarico) a una moderada temperatura (140-190°C) puede
remover efectivamente y recuperar la mayoria de los aztcares de la hemicelulosa disuelta.
Bajo este pretratamiento, los rendimientos de glucosa incrementan con la remocion de
casi el 100% de hemicelulosa (Knappert et al.,, 1981). El tamafio de particula, es una
variable determinante en la solubilizacién de los polimeros durante el pretratamiento por
explosiébn a vapor ya que a bajas temperaturas, con cortos periodos de tiempo de
pretratamiento, sumado esto a grandes tamafios de particula, se pueden generar
(dependiendo del tipo de biomasa estudiada) zonas crudas en el material (Kabel, et al.,
2007).

En plantas piloto se ha reportado como maxima concentracion de materia seca 15-20%;
durante la fase inicial, ya que el material es licuado y la viscosidad disminuye

significativamente (Jorgensen et al., 2007). El incremento en las concentraciones de
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glucosa y celobiosa en procesos de hidrélisis con alta carga de solidos, resulta en
inhibicion de la adsorcion de las enzimas, pero la adsorcion es requerida para la hidrélisis
del sustrato insoluble, obteniendo por ello bajas conversiones (Kristensen, 2008).

El paso siguiente después del pretratamiento, es la hidrélisis enzimética que permite
liberar los azlcares necesarios para posteriores fermentaciones. De esta hidrélisis se
espera, un pretratamiento adecuado que permita a la celulasa acceder a la celulosa,
también se espera que exista una digestibilidad del material cercana al 90% para un
tiempo de hidrdlisis de 3 dias con baja dosis de enzima, que exista baja degradacién de
azucares y baja concentracion de compuestos toxicos y finalmente se espera al final del

proceso una alta concentracion de azucares (Alvira et al, 2009).

La digestibilidad enzimatica de materiales lignocelul6sicos como el bagazo es de 66%,
cascarilla de arroz de 22%, cascara de mani 17,3% y la mas baja es de tallos de yuca de
14,8%. Las anteriores convertibilidades han sido llevadas hasta un tiempo de 60 minutos
(Martin et al., 2007).

2. Metodologia

2.1 Pretratamientos
Se utilizé un reactor cilindrico de acero inoxidable 304, con 200m! de volumen efectivo,

con control de temperatura y presion. El factor fijo evaluado para el pretratamiento
hidrotérmico fue el tamafio de particula (2-3mm) y los factores aleatorios fueron la
temperatura (159,8-210,2°C), la concentracion de soélidos (8,3-12,5% p/v) y el tiempo (16-
18,4 minutos). Los factores fijos para el pretratamiento &cido diluido fueron el tiempo, la
concentracion de sélidos (10% p/v), el tamafio de particula (2-3mm) y los aleatorios, la
temperatura (135-164°C) y la concentracion de acido (0,15-0,85% p/p) (Tabla 3-1). La
variable de respuesta evaluada para ambos, fue el rendimiento de azucares (xilosa +

glucosa) sobre los gramos de biomasa inicial.
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Tabla 3-7. Factores de cada pretratamiento con diferentes niveles.

Pretratamiento Factores Niveles Tipo de
factor
Temperatura (°C) 159,8 — 210,2 Aleatoria
Hidrotérmico Tiempo (minutos) _ 16,0 -18,4 Aleator?a
Concentracion de sélidos (% p/v) 8,3-125 Aleatoria
Tamanfo de particula (mm didmetro) 2,0-3,0 Fija
Temperatura (°C) 135-164 Aleatoria
Concentracion de acido (%op/p) 0,15-0,85 Aleatoria
Acido diluido Concentracion de sélidos (% p/v) 10,0 Fija
Tamafo de particula (mm didmetro) 2,0-3,0 Fija
Tiempo (minutos) 5,0 Fija

2.2 Diseflo experimental
La metodologia de superficie de respuesta es una técnica estadistica empleada para el

analisis de regresiones mdltiples de datos cuantitativos multivariables. La representacion
gréafica de su funcion es llamada superficie de respuesta la cual es usada para describir el
efecto individual y acumulado de las variables a probar y sus efectos sobre la variable de
respuesta (Roberto et al., 2003). Se realizé un disefio central compuesto de 20 corridas
para el hidrotérmico (Tabla 3-2) y de 14 para el acido diluido (Tabla 3-3), cada uno con 6
puntos centrales utilizando el programa estadistico Minitab 15 version prueba. Para la
prueba de Shapiro Wilk se utilizé6 SPSS version prueba.

Tabla 3-8. Condiciones del disefio experimental del pretratamiento hidrotérmico.

Corrida Temperatura (°C) Tiempo (min) % Soélidos
1 159,77 10 12,5
2 185 10 8,3
3 185 10 12,5
4 185 10 12,5
5 185 10 12,5
6 200 15 15
7 185 10 12,5
8 185 18,41 12,5
9 185 1,59 12,5
10 200 5 15
11 185 10 16,7
12 170 15 15
13 210,23 10 12,5
14 185 10 12,5
15 170 5 15
16 200 5 10
17 170 15 10

18 185 10 12,5
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19 170 5 10
20 200 15 10

Tabla 3-9. Condiciones del disefio experimental del pretratamiento acido diluido.

Corrida Acido (%) Temperatura (°C)
1 0,5 150
2 0,854 150
3 0,5 150
4 0,5 150
5 0,146 150
6 0,5 164,142
7 0,5 135,858
8 0,75 140
9 0,5 150
10 0,5 150
11 0,25 140
12 0,75 160
13 0,5 150
14 0,25 160

2.3 Hidrdlisis enzimatica
Se utilizé la enzima Multiefect B de la empresa GENECOR vy su actividad enzimética se

determiné de acuerdo con los procedimientos recomendados por NREL/TP 510-42628
measurement of cellulase activities, cuyo valor fue de 56,92 FPU/mL. Se realizé la
hidrélisis segun el protocolo de Enzymatic Saccharification of lignocellulosic biomass
NREL/TP 510-42629 con las siguientes condiciones de operacion, temperatura 50°C, pH
4,8 con un porcentaje de sélidos de 10% de la biomasa en Erlenmeyer de 50 mL con
buffer citrato de sodio 0,1 M pH 4,8, tomando muestras para analisis de carbohidratos
(Glucosa, xilosa, arabinosa, celobiosa), inhibidores (acido acético, acido levulinico,
Hidroximetilfurfural, furfural) y pH alas 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48 y 72 horas.

2.4 Optimizacion del Pretratamiento acido diluido
Con el uso de la herramienta de optimizacion Minitab 15 version prueba, se identificaron

las condiciones de proceso que generaron los mayores valores de digestibilidad
enzimatica. Para realizar la validacion del éptimo se evaluaron las variables
Temperatura y Concentracién de acido en 4 condiciones incluyendo el 6ptimo (ensayo 2),

observadas en la Tabla 3-4.
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Tabla 3-10. Condiciones evaluadas para el éptimo

Ensayo Temperatura (°C) Acido (%)
1 160 0,75
2 164 0,85
3 170 1
4 175 15

Para la hidrdlisis enzimatica se sigui6é segun el protocolo de Enzymatic Saccharification of
lignocellulosic biomass NREL/TP 510-42629 con las siguientes condiciones de operacion,
temperatura 50°C, pH 4,8 con un porcentaje de soélidos de 10% de la biomasa
previamente pretratada y lavada con agua destilada para remover inhibidores. Esto se
llevé a un volumen de operacion de 100 mL en Erlenmeyer de 250mL con buffer citrato de
sodio 0,1M pH 4,8, tomando muestras 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48 y 72 horas. Se determiné el
porcentaje de solubilizacion en las etapas de pretratamiento e hidrolisis enzimatica
mediante la ecuacion (3.1), también en la hidrélisis se calculd el porcentaje de
recuperacion, el porcentaje de hidrdlisis y la digestibilidad enzimatica usando las
ecuaciones (3.2), (3.3) y (3.4) (Castafo et al., 2011).

Masa inicial seca(g)—Masa final seca(g)

%Solubilizacion = —— x 100 (3.1)
Masa inicial seca(g)
.z Hemicelulosa o Celulosa en Corriente de salida de Fase Sélida(g)
%Recuperacion = 3.2
% p Hemicelulosa o Celulosa inial(g) ( )
%Hidrdlisis = 100 — %Recuperacion (3.3)

Glucosa(9/,)x Volumen recolectado hidrolisis(L)

%Digestibilidad enzimatica = x 100 (3.4)

Biomasa seca final(g)x Celulosa(%) x 1,11

2.5 Métodos analiticos
La fraccion sdlida y liquida de los pretratamientos, asi como los productos de la hidrdélisis

enzimatica de la biomasa pretratada fueron caracterizados siguiendo las metodologias
NREL. La determinacion de carbohidratos e inhibidores se realiz6 por cromatografia
liquida de alta resolucion en fase reversa (HPLC) usando una columna Aminex HPX-87H,
HPX-87P (BIORAD). La fase movil utilizada 0,008N H.SO4 con un caudal de 0,5ml/min.
Se utiliz6 como deteccion un sistema de indice de Refraccion, la temperatura de los 20pL

inyectados se mantuvo a 30°C con la ayuda de un horno.
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3. Resultados y discusion

3.1 Pretratamiento hidrotérmico
En la Tabla 3-5, se observan los resultados de la caracterizacion de la fase liquida de la

hidrélisis enzimatica a las 72 horas del pretratamiento hidrotérmico. En cuanto a glucosa
el valor mas alto fue de 4,77g/L en la condicién 13 a una temperatura de 210,23°C y
12,5% de sdlidos con un tiempo de 10 minutos, siendo estas las condiciones mas
extremas del disefio. De este mismo ensayo se produjo la mas alta concentracion de
acido acético (0,73g/L) y de Hidroximetilfurfural (0,20g/L). Se observa también que la
produccién de &cido levulinico fue nula, lo que indica que se necesita valores mas altos de
las condiciones evaluadas para que el hidroximetilfurfural se convierta a acido levulinico.
Se nota que la arabinosa tiene valores muy altos y esto es basicamente porque en estos
resultados experimentales no hubo procesos de lavados de la biomasa pretratada antes
de llevar a cabo la hidrdlisis.

Tabla 3-11. Caracterizacion de la fase liquida de la hidrélisis enzimatica de pretratamiento

hidrotérmico a las 72 horas.

Celobiosa Glucosa Xilosa Arabinosa HMF Furfural Acido Acido

SO ) @h @D @Y @@L @ acsticol) N
1 054 113 168 1661 003 004 000 0,00
2 055 187 035 2295 001 002 002 0,00
3 037 287 065 2898 009 008 030 0,00
4 061 25 195 2286 012 008 037 0,00
5 020 332 194 31,79 006 003 026 0,00
6 208 152 174 1392 014 021 081 0,00
7 097 28 08 2603 014 015 042 0,00
8 146 217 181 1873 016 017 046 0,00
o 068 279 149 3286 002 003 029 0,00
10 166 433 170 3206 008 015 057 0,00
11 063 330 164 3642 005 004 013 0,00
12 049 311 111 3213 006 006 007 0,00
13 209 477 085 3309 020 017 073 0,00
14 065 271 057 248 005 010  0A1 0,00
15 026 316 108 3025 004 004 033 0,00
16 012 210 184 1773 004 004 0,00 0,00
17 033 319 047 3367 004 004 0,00 0,00
18 046 177 070 1450 006 003 017 0,00
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19 0,27 2,99 1,06 31,45 0,04 0,04 0,00 0,00
20 0,96 2,84 0,64 30,32 0,04 0,11 0,41 0,00

Mediante un analisis de varianza (ANAVA) fueron evaluados los efectos de los factores
sobre la variable respuesta que son ilustradas en la Tabla 3-6. Este andlisis revela que
sélo el factor concentracién de solidos presentd efecto significativo sobre la digestibilidad
enzimatica. No hubo un valor significativo con respecto a la relaciéon entre factores lo que
indica que actian de manera independiente sobre la variable respuesta. El ajuste de los
datos al modelo fue de 0,74 (un R? > 0,75 indica un modelo apropiado, Han et al., 2011)
que es un valor cercano a 0,75 lo que significa que hubo un buen ajuste entre los datos
tedricos y los experimentales usando este modelo. La desviacion del modelo fue de 0,005
y presenta un R? Ajustado de 0,49, siendo este R? Ajustado una herramienta Util para
comparar la potencia explicativa de modelos con diferentes predictores, este valor
aumentard solamente si el nuevo factor mejora el modelo mas de lo que se esperaria solo

por razones de probabilidad (Minitab 15).

La prueba de normalidad usada fue la de Shapiro-Wilk con un valor de significancia mayor
de 0,05 validando la hipotesis de tener una distribucion normal de los residuales, con un
valor p de 0,837.

Tabla 3-12. Andlisis de Varianza del rendimiento azlcares (G+X/Biomasa inicial),

pretratamiento hidrotérmico.

Termino Coeficiente p

Constante 0,0269 0,0000
Temperatura (°C) (A) 0,0018 0,4620
Tiempo (min) (B) -0,0047 0,0750
Sélidos (%) (C) 0,0089 0,0040
(A)*(B) -0,0107 0,0690
(A)*(C) 0,0009 0,8710
(B)*(C) -0,0039 0,4710

R?0,74 S0,005 R?Ajustado 0,49

La ecuacion de este modelo es la siguiente, Rendimiento de azlcares fermentables
(Glucosa+Xilosa/ Biomasa inicial) = 0,0269 + 0,0018 (A) - 0,0047 (B) + 0,0089 (C) +
0,0045 (A)*(A) + 0,0051 (B)*(B) + 0,0061 (C)*(C) — 0,0107 (A)*(B) + 0,0009 (A)*(C) —
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0,0039 (B)*(C).

En la Figura 3-1, se puede observar el efecto de la concentracién de sélidos, con valores
mayores de rendimiento de azlcares, con un porcentaje de sélidos cercano al 16%,
indicando que al incrementar la carga de solidos, el resultado de la concentracion de
azUcares y por consiguiente de etanol incrementara (Katzen, 1999). Desafortunadamente
también hay desventajas al incrementar la concentracion de sélidos y es el aumento de la
concentracion de inhibidores, como se observa en la Tabla 3-4, la concentracion de
inhibidores en el ensayo 13, el cual tiene las condiciones mas extremas de temperatura y
de sélidos. También la alta concentracion de sélidos provoca un mezclado insuficiente con

un excesivo consumo de energia (Mohagheghi et al, 1992).

El efecto principal que tiene el pretratamiento hidrotérmico sobre la biomasa
lignocelulésica es la hidrélisis de la hemicelulosa ya que es el mas labil de sus
componentes (Fengel and Wegener, 1989). El vapor formado por las altas temperaturas
se condensa en la biomasa y como resultado los &cidos organicos (acético y urénico) son
liberados por la saponificacion de los grupos acetilos de la hemicelulosa (Waldron, 2010).
Para lograr esto, las condiciones del agua deben alcanzar un pH de 5,6 para actuar como
acido (Marshall and Franck, 1981). Bajo estas condiciones de pH &cido y de altas
temperaturas, las hexosas y pentosas son liberadas y son altamente inestables, lo que
provoca una reaccion de deshidratacion y produce furfural, hidroximetilfurfural, acido
levulinico y acido férmico (Ramos, 2003), esto explica las concentraciones de inhibidores
observados en la Tabla 3-4. Afortunadamente, la tasa de formacion de estos componentes
es mas baja que la depolimerizacion de la hemicelulosa, y permite controlar la formacién
de inhibidores mediante una temperatura mas baja y un corto tiempo de residencia (Laser
et al., 2002).

En el pretratamiento hidrotérmico la lignina también es depolimerizada a una tasa muy
lenta. Sin embargo, la lignina se repolimeriza casi inmediatamente, y mientras una porcion
es soluble en medio acuoso, la mayoria es hidrofébica y forma gotas en el lumen de la
estructura y se depositan finalmente sobre la fibra (Michalowicz et al., 1991; Kristensen et
al., 2008). Esto provoca obstruccion para el proceso de adsorcion de la enzima sobre la

celulosa.
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%% Solidos*Tiempo

g azucares/g

16 hiomasa inicial
] < 0,025

14 Il 0,025 - 0,030
B 0,030 - 0,035

12 0,035 — 0,040
0,040 — 0,045

10 M 0,045 - 0,050
B 0,050 - 0,055

| > 0,055

5 10 15
Figura 3-10. Relacion % Solido- Tiempo — Rendimiento de azlcares

(Xilosa+Glucosa)/gramos biomasa inicial.

Otro de los factores evaluados fue la temperatura, que no tuvo un efecto importante sobre
la digestibilidad enzimatica ya que en la hidrélisis enzimatica se mantuvo estable la
temperatura (50°C), favoreciendo las condiciones de la enzima. Finalmente se podria
afirmar que el pretratamiento hidrotérmico no fue eficiente en este tipo de biomasa ya que
mientras el proceso es altamente efectivo en maderas duras, no lo es tanto en maderas
suaves (Ewanick et al., 2007), como es el caso de los tallos de yuca. Y si se hubiese
utilizado un reactor con flujo contracorriente para este pretratamiento, se podria controlar
mejor la degradacion de los azlcares. El sistema de flujo contracorriente en reactores,
generalmente generan unos rendimientos altos de azlcares y de digestibilidad de
celulosa, mientras que los sistemas en lote, como en este trabajo, requieren para operar

menos agua y energia (Yang and Wyman, 2004).

3.2 Pretratamiento acido diluido
En la Tabla 3-7 se observa, la caracterizacion de la fase liquida de la hidrélisis enzimatica

de pretratamiento acido diluido a las 72 horas. La mayor concentracion de glucosa y xilosa
se hall6 en el ensayo 2 (0,85% acido, 150°C), con 10,04g/L y 2,79g/L respectivamente. No
hubo produccién de inhibidores (Furfural, HMF, Acido levulinico) a excepciéon de Acido
acético, siendo el ensayo 11 (0,25% acido, 140°C) el que presentd mayor concentracion
(2,550/L). Al compararse la concentracion de &cido acético y de xilosa del pretratamiento
acido con el hidrotérmico se observa, que hay mayor produccién en el acido, lo que indica
gue hubo un mayor impacto sobre la hemicelulosa. Esto es debido a que, el pH &cido

descompone la hemicelulosa, evitando de esta manera el uso subsecuente de
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hemicelulasas (Nguyen et al., 2000). Esta susceptibilidad a la solubilizacion es lo que hace
gue la hemicelulosa sea un referente de la eficiencia del pretratamiento sobre los tallos de
yuca. La hidrdlisis de la hemicelulosa, también da una idea de la accesibilidad enzimatica
al material, ya que el contenido de hemicelulosa residual puede obstaculizar el acceso de
la enzima a la celulosa (Ballesteros, 2002).

Tabla 3-13. Caracterizacion de la fase liquida de la hidrdlisis enzimatica de pretratamiento

acido diluido a las 72 horas.

Celobiosa Glucosa Xilosa Arabinosa HMF Furfural Acido Acido

Ensayo acético levulinico

(9/L) (o)  (g/b) (9/L) L Wb g (/L)
1 0,27 2,73 0,50 2,92 0,00 0,00 0,28 0,00
2 0,49 10,04 2,79 3,90 0,00 0,00 1,06 0,00
3 0,36 3,60 0,64 4,09 0,00 0,00 0,44 0,00
4 0,44 4,08 0,85 4,42 0,00 0,00 0,38 0,00
5 0,13 3,50 0,29 3,74 0,00 0,00 0,25 0,00
6 0,57 4,32 1,32 9,37 0,00 0,00 0,50 0,00
7 0,19 3,37 0,48 3,88 0,00 0,00 0,32 0,00
8 0,52 3,80 0,84 4,43 0,00 0,00 0,60 0,00
9 0,45 3,27 0,59 4,16 0,00 0,00 0,40 0,00
10 0,60 3,58 0,57 4,29 0,00 0,00 0,23 0,00
11 0,12 4,02 0,75 4,43 0,00 0,00 2,55 0,00
12 3,94 3,27 1,31 3,51 0,00 0,00 0,43 0,00
13 0,64 4,07 0,82 4,46 0,00 0,00 0,36 0,00
14 0,91 4,14 2,10 4,02 0,00 0,00 1,04 0,00

Mediante un analisis de varianza (ANAVA) fueron evaluados los efectos de los factores
sobre la variable respuesta. Este andlisis revela un valor significativo para la temperatura
con un valor p de 0,008 (Tabla 3-8).

La influencia de la temperatura es debido a que, para lograr un maximo rendimiento de
azlUcares, se requiere temperaturas altas con tiempos de residencia cortos (Wyman,
1996). Sin embargo, las altas temperaturas conducen a la rapida degradaciéon de azlcares
que no solo disminuyen la concentracion de éstos, sino que también favorecen la
formacion de inhibidores que afectan la produccién de etanol durante el proceso de

fermentacion (Taherzadeh & Karimi, 2007).
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Tabla 3-14. Andlisis de Varianza del rendimiento azucares (G+X/Biomasa inicial),

pretratamiento acido diluido.

Termino Coeficiente p

Constante 0,0664 0,0000
Concentracién acido (%) (A) 0,0027 0,6960
Temperatura (B) 0,0238 0,0080
(A)*(B) 0,0229 0,1270

R?0,80 S=0,013 R? Ajustado=0,67

Las altas temperaturas con acido diluido también provocan que los residuos de lignina
migren a la pared celular y se depositen en la superficie de la celulosa para impedir la
adsorcion de las enzimas a la celulosa (Waldron, 2010). También se observa en la Tabla
3-8, que no existe una relacion dependiente entre la concentracion del acido y la
temperatura con un valor p de 0,126. Ixcotoyac, 2013, menciona en su estudio con aserrin
utilizando como pretratamiento acido diluido, que la temperatura y la concentracién tiene
un efecto significativo sobre la hidrdlisis de la celulosa ya que al haber un incremento de la
temperatura disminuye el grado de cristalinidad en la estructura de la celulosa. Ademas
reporta que existe una interaccion entre la temperatura y concentracion del acido que
digiere la hemicelulosa y modifica la estructura de la lignina, resultados que difieren a los
de este trabajo. Han et al., 2011, muestra unos resultados iguales a los de este trabajo, en
cuanto a que la concentracion de acido y el tiempo no tienen efecto significativo y la
temperatura si lo tiene. Solamente difieren, en que la temperatura y tiempo presentan
interaccion, siendo estos resultados acordes a los de N'guyen, 1998, el cual afirma que la
temperatura tiene un efecto significativo sobre el pretratamiento acido diluido, y el tiempo

poco o nulo.

La prueba de normalidad usada fue la de Shapiro-Wilk con valores de significancia
mayores de 0,05 (0,296) validando la hip6tesis de tener una distribucion normal de los
residuales. Los coeficientes del modelo fueron evaluados usando regresion lineal,
dandose un ajuste del modelo a los datos experimentales en 0,80, lo que significa que
hubo un buen ajuste. La desviacion del modelo fue de 0,013 y presenta un R? Ajustado de

0,67, es decir, que la potencia explicativa del modelo es mejor en el pretratamiento acido
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gue en el hidrotérmico (0,49). Estos resultados comparados con los de Han et al., 2011
son bajos ya que presenta en su estudio R?2de 0,94 y R? Ajustado de 0,87, indicando que

hubo un mejor ajuste de los datos.

Ademas se observa la ecuacion del rendimiento de azucares para este pretratamiento,
Rendimiento de azlcares fermentables (Glucosa + Xilosa/ Biomasa inicial) = 0,0664 +
0,0027 (A) + 0,0238 (B) + 0,0229 (A)*(B) — 0.0043 (A)*(A) + 0,0388 (B)*(B). La
combinacion &cido*acido y temperatura*temperatura no tiene significado fisico, y son

usados para mejorar el ajuste matematico del modelo estadistico.

0,8 4
Rendimiento
0,7 4 azucares
0 < 0,06
6 4
Acido (%) 0,06 - 0,08
oo § 008 - 0,10
g 010 - 012
0,4
B o12- 014
0,3 l > 0'14
0,2
140 145 150 155 160
Temperatura
Figura 3-11. Relacion % Acido — Temperatura — Rendimiento de azlcares

(Xilosa+Glucosa) / gramos biomasa inicial.

En la Figura 3-2, se observa el efecto del factor temperatura, que indica que el mejor valor
de la variable respuesta esta a temperaturas mayores a 160°C. El resultado de este
trabajo concuerda con los de Mateus et al., 2012, el cual afirma que la mejor hidrolisis
enzimatica se obtuvo con el material pretratado a 190°C en otros materiales

lignocelulosicos.

3.3 Optimizacién del pretratamiento acido diluido
Se escogié como pretratamiento para efectuar la posterior fermentacion el acido diluido

debido a que presenta mejores rendimientos de azucares 0,136g azucares/g biomasa en
natura con respecto a los 0,048g azucares/g biomasa en natura del hidrotérmico (Figura

3-3). Ademas se observa, que al compararse los resultados de la caracterizacion de la
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fase liquida de la hidrélisis enziméatica de ambos pretratamientos, mostrados en la Tabla
3-1 y 3-3, el pretratamiento hidrotérmico presenta mas inhibidores como
Hidroximetilfurfural, Furfural y &cido acético con respecto al de &cido diluido, el cual

solamente tiene la presencia de &cido acético.
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Figura 3-12. Rendimientos de azlcares después de la hidrélisis enzimética de cada

pretratamiento.

El resultado de la optimizacion del pretratamiento &cido diluido fue, la temperatura de
164°C y la concentracion de acido 0,854%(p/p) con un valor ted6rico pronosticado de la
variable respuesta de 0,15¢g azUcares/g biomasa en natura. Estos resultados son similares
a los de Han et al., 2011, el cual muestra que las condiciones 6ptimas de su trabajo fueron
una temperatura de 177°C con un tiempo de reaccibn de 10 minutos y con una

concentracién de acido de 0,74%(p/p).

Se observa en la Tabla 3-9 los factores evaluados, la variable respuesta con su respectiva
desviacion estandar y la concentracion de inhibidores. El rendimiento de la variable
respuesta (0,67g azucares/g biomasa en natura) indica que la mayor produccion de
azucares fermentables fue a las condiciones de 0,85% y 164°C, confirmando lo predicho
por el modelo. El analisis estadistico fue un ANAVA de analisis de medias con un valor p
de 0,003 significativo, rechazdndose la hipétesis nula e indicando que al menos hay

diferencias entre dos de las medias comparadas de las 4 condiciones.
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Tabla 3-15. Condiciones para confirmar la condicién 6ptima.

Acido Sdlidos Tiempo

Temperatura

Valores

romedi o ncentracion
promedio g Desviacion Concentraci6

Condicion o : o azucares/g . de inhibidores
(%) (%) (minutos) (°C) biomasa en estandar (/L)
natura
1 0,75 10 160 0,53 0,03 3,90
2 0,85 10 164 0,67 0,12 4,70
3 1,00 10 170 0,50 0,14 6,10
4 1,50 10 175 0,38 0,03 10,90

En la Figura 3-4, se observa la composicion de azlcares de la corriente de salida del

pretratamiento 4cido diluido, la condicion optima evidencia un alto valor de la variable

respuesta con 0,67g azucares/g biomasa en natura, sin embargo la condicion 1 (0,75%,

160°C) presenta valores muy similares y por consiguiente, podria utilizarse para procesos

a gran escala por la disminuciébn en costos, tanto en la temperatura como en la

concentracion del acido.

35.0

Concentracion (g/L)
= [ N N w
v o w o wu o
o o o o o o

o
o

(0,75%
160°C)

(0,85%
164°C)

(1,0% 170°C)(1,5% 175°C)

B Glucosa

M Xilosa

Figura 3-13. Composicion de azucares de la corriente de salida liquida del pretratamiento

con acido diluido.

Al comparar estos resultados con los de Martin et al., 2007, con contenidos de glucosa de

5,2g/L y de xilosa 6,3g/L con una temperatura de 122°C durante 60 minutos y una
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concentracion de acido de 2%p/p, se observa una concentracion mas baja de azucares y
contenidos de xilosa mas altos que los de glucosa, resultados contrarios a los de este
trabajo. Segun Nguyen Q.A et al., 1998, el pretratamiento &cido diluido hidroliza el 90% de
la hemicelulosa permitiendo dejar expuesta la celulosa para la posterior hidrélisis
enzimatica. Torget et al.,, 1990, menciona que para llegar a esa hidrélisis se necesita
0,9%(p/p) de H.SO4 a 180°C, sin embargo, en este pretratamiento hubo una hidrdlisis
maxima de la hemicelulosa de 78% a una concentracion de 1,5%(p/p) de H,SO4 a 175°C,
siendo éstos resultados mas bajos. Quizas esta diferencia se deba al tiempo de
residencia, ya que entre mas largo sea éste, existe una mayor solubilizacién de la biomasa

lignocelulésica (Nguyen et al., 1998).

Se observa que hubo una solubilizacién de celulosa con este pretratamiento, posiblemente
por la composicién de la estructura de la celulosa en la variedad Copiblanca, siendo en
este caso un tipo de variedad de yuca donde exista en su mayoria una celulosa de tipo
amorfa que cristalina, variando estos tipos de dominios en proporcién dependiendo del
tipo de material lignocelulésico (Ciolacu, et al., 2011). Por tanto, se puede destacar que
las caracteristicas estructurales mas importantes que afectan la susceptibilidad de la
celulosa a la hidrdlisis enzimatica son el area superficial y la cristalinidad de la celulosa.
Otras caracteristicas importantes son el contenido de hemicelulosa, arreglo molecular de

celulosay la presencia de materiales extrafios como la lignina (Sung y Cheng, 2002).

En la Figura 3-5 se observa el efecto de las condiciones de pretratamiento en la
coloracién de la biomasa, siendo mas clara con las concentraciones y temperaturas mas
bajas hasta llegar a una coloracidn oscura por la severidad del pretratamiento (1,5% de
acido a 175 °C).
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Figura 3-14. Sélidos de la hidrdlisis filtrados. De derecha a izquierda pretratamiento acido
con 1,5% acido a 175 °C, 1 % acido a 170 °C, 0,85 % acido a 164 °C, 0,75 % acido a 160
°C.

La disminucion de los rendimientos de azlcares en las condiciones 3 y 4 se explica por la
conversion a Hidroximetilfurfural (HMF), Furfural, Acido acético y Acido levulinico en
concentraciones mayores que las condiciones 1 y 2, ver en la Figura 3-6. Ademas se
observa que entre mayor sea la concentracion del acido, es mayor la produccién de
inhibidores, teniendo un valor importante en la industria de la biorrefineria porque se
pueden aprovechar, en especial el &cido levulinico, que es uno de los productos quimicos
con mayor valor agregado ya que ha sido sugerido como punto de partida para una amplia

variedad de componentes (Ya’aini et al., 2012).

Los resultados de este trabajo, indican que el pretratamiento fue eficiente para mejorar las
condiciones de la posterior digestibilidad enziméatica y son comparables con las
concentraciones de azucares reductores de 34,33 g/L de Reales-Alfaro et al., 2013,
obtenidos de Jacinto de agua.

Realizando los balances de masa, se identificé que se redujo el contenido neto de lignina
en la matriz (6,1g a 2,6g), lo que significa que en el pretratamiento removié un alto
porcentaje de lignina (56,37%), lo que ayudo a exponer la matriz de celulosa, éste
porcentaje es mas alto que el reportado por Castafio et al., 2011 de 44,24% de lignina
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removida con el pretratamiento alcalino. El contenido de hemicelulosa se redujo (1,479 a
0,579), lo que significa una remocién de 61,07% de hemicelulosa, y finalmente la remocion
de celulosa fue de 68,49% con una reduccion del contenido neto de 7,96g a 2,51g.
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Figura 3-15. Composicién de azlcares de la corriente de salida liquida del pretratamiento
con &cido diluido. Hay cuatro condiciones, cada una con la concentracion de &cido (%p/p)
y la temperatura.
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Figura 3-16. Cinética de produccion de azucares (glucosa y xilosa) en la hidrodlisis
enzimatica.

En la Figura 3-7, se observa la cinética de azucares (glucosa y xilosa) del 6ptimo. Se
muestra que la mayor produccion de glucosa fue 5,15g/L y de xilosa de 0,81g/L. La

concentracion de inhibidores fue muy baja (0,28g/L) lo que evitd inhibicion de la enzima.
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Estos valores fueron debido al proceso previo de lavado de la biomasa del cual la
literatura informa que se ha observado que al realizar lavados del material pretratado hay
una mayor conversion de la celulosa ya que las celulasas son inhibidas por el &cido
férmico, mientras que las xilanasas son inhibidas, ademés del &cido férmico, por el 4cido

vanilico, acido siringico y el &cido siringaldehido (Jorgensen et al., 2007).

La digestibilidad mas alta fue de 26,75% que es muy baja al compararse con la mostrada
por Han et al., 2010 de aproximadamente 70%, y segun Alvira et al., 2009, en la fase de
hidrélisis enzimatica se espera una digestibilidad cercana al 90%, lo que evidencia un
proceso ineficiente por parte de la enzima. Un nimero de estudios han reportado que la
tasa de hidrdlisis de celulosa no es debida a la perdida de la reactividad, el hecho de que
el desempefio de la enzima disminuya, puede ser por obstaculos que interfieren en su
camino o por pérdida en la actividad haciéndola menos efectiva (Breyer & Matthews,
2001). Uno de los posibles obstaculos fue la lignina que pudo haberse repolimerizado y
adherido a la celulosa, bloqueando el contacto entre la celulasa y la celulosa (Michalowicz
et al., 1991, Kristensen et al., 2008).

3.4 Balance de masa del 6ptimo
La fase sdlida y liquida de la corriente de salida del pretratamiento y la liquida de la

hidrdélisis enziméatica fueron analizadas para determinar el porcentaje de recuperacion y de
hidrolisis del optimo. En la Tabla 3-10, muestra la composicion de la biomasa in natura,
pretratada e hidrolizada y se observa la disminucién de los contenidos de hemicelulosa y
celulosa por la liberacion azucares que generd el pretratamiento y la enzima sobre la
biomasa. El contenido de lignina se mantuvo en el material pretratado y aumenté en el
material hidrolizado ya que cuando se pretrata la biomasa con acido diluido, se presenta
un fendmeno de repolimerizacién de la lignina y que finalmente se deposita sobre la
biomasa (Michalowicz et al., 1991; Kristensen et al., 2008), de esta manera aumenta el

porcentaje de este componente.
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Tabla 3-16. Caracterizacion de la fraccion soélida de la biomasa pretratada e hidrolizada
del 6ptimo (0,85%, 164°C). Datos en base seca.

Composicién En natura (%) Pretratada (%) Hidrolizada (%)
Celulosa 39,82 + 0,62 27,66 +0,16 21,59 +0,82

Hemicelulosa 7,34 +0,11 6,30 +£0,18 3,09 £0,56
Lignina 30,36 + 0,41 29,20 +1,21 34,31 +0,13

En la Figura 3-8 se observa, el balance de masa del 6ptimo desde el pretratamiento hasta
la hidrdlisis enzimatica. Conociendo la humedad inicial de la biomasa in natura (6,98%),
se cargo a la entrada del pretratamiento acido diluido con 20,0g de biomasa seca, de la
cual 7,969 corresponden a la celulosa inicial. Después del pretratamiento, se observa en
la fase liquida un valor de 2,5g de celulosa y en la sélida de 4,4g de celulosa dando un
total de 6,9g de celulosa final. Perdiéndose en el proceso 1,06g, que pudo ocurrir en la
etapa de filtracion de la biomasa después de salir del pretratamiento.

Corriente deentrada

pretratamientoe: Corriente desalida fase liquida:
Velumen total=200mL ‘ Pretratamiento 151mL

10% solidos 2,5g Celulo=a

21,5g Biomasa himeda inicial

178,5g Acido sulfirico Corriente desalida fase sdlida:

3 |a concentracion utilizada 48, 0g biomasa himedafinal

20,0g Biomasasews 4,4g Celulosa

7,96g Celulosa ‘

Corriente de entrada
hidralisis enzimatica:
Volumen total = 50mL

10% solidos

5,0g Biomasa humeda inicial
45,0g Buffer y otros

4 06g Biomasa seca

1,61g Celulosa

oL Corriente desalida fase
Hidralisis -nrieke e st
liquida:

enzimatica 43,0mL

' 0,42g Celulosa

Corriente desalida fase salida:
3,17g biomasa humedafinal
0,68g Celulosa

Figura 3-17. Balance de masa de éptimo. Los gramos de acido sulfarico son de la

solucién del acido sulfarico a la concentracion utilizada.

El sélido que salié del pretratamiento tuvo un valor de 19,5% de humedad. A partir de este

dato se cargaron al Erlenmeyer de 50mL el 10% de solidos que corresponden a 5,0g de
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biomasa humeda y 4,06g de biomasa seca. El contenido de celulosa que entrd al proceso
fue de 1,61g. Después de la hidrélisis se observa que en la fase liquida se recogieron
0,42g de celulosa y en la sélida 0,689, para un total de 1,1g de celulosa final, con pérdida
de 0,51g, lo cual habria sucedido ya que durante las 72 horas se recolectaron muestras y
en ésta, estaba presente parte de la fase sdlida. En esta etapa hubo un promedio de
57,06% de hidrdlisis de celulosa, porcentaje mayor que el contenido remanente en la fase
sélida (42,39%). En cuanto a la hemicelulosa, 32,93% fue la hemicelulosa recuperada, lo

cual nos indica que hubo un mayor contenido de hemicelulosa hidrolizada (67,06%).

La Tabla 3-11 se muestra, el porcentaje de solubilizacién en las etapas del pretratamiento
y la hidrélisis enzimatica de las condiciones evaluadas. Al pretratamiento entr6 una masa
inicial seca de 20g y se observa que la masa final seca tiene una tendencia a disminuir
segun la severidad del pretratamiento, evidenciando que la concentracion de acido de
1,50% a 175°C gener6 una mayor solubilizacion de la biomasa, de esta manera se
corrobora lo mencionado por los resultados de Nguyen et al., 1998, los cuales muestran
gue a medida que aumenta la severidad del pretratamiento, la recuperacion de soélidos
disminuye, y los sélidos solubilizados aumentan. En la etapa de la hidrdlisis hubo un
porcentaje de solubilizacién alrededor de 21%, el cual es bajo comparado con el 37-40%
alcanzado por Nguyen et al., 1998.

Tabla 3-17. Porcentaje de solubilizacién de la biomasa en cada etapa.

Condiciones del

disefio experimental Etapa del pretratamiento Etapa de hidrélisis
acido diluido
Masa Masa % Masa Masa 7
« ., Temperatura inicial : Solubilizado . . . Solubilizado
% Acido o final inicial final

(°C) seca ... @ en la etapa de seca (g) seca (g) en la etapa
(@) 9 pretratamiento 9 9" de hidrolisis

0,75 160 10,33 48,33 4,05 3,20 21,00

0,85 164 20 9,07 54,65 4,06 3,17 21,84

1,00 170 8,25 58,77 4,14 3,12 24,50

1,50 175 7,34 63,28 4,04 3,17 21,60
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4. Conclusiones

El porcentaje de sdlidos tuvo un efecto significativo en el pretratamiento hidrotérmico y
actla sobre la variable respuesta de manera independiente. La temperatura tiene un
efecto significativo sobre el rendimiento de azlcares en el pretratamiento 4cido diluido y
actla de manera independiente. El pretratamiento acido presentd mejores resultados en
cuanto al contenido de azlcares después de la hidrélisis enzimatica y baja concentracion

de inhibidores con respecto al hidrotérmico y su dptimo fue 0,85% de 4cido a 164°C.
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CAPITULO 4. FERMENTACIONES

Resumen

En la actualidad se busca reducir los costos de la fermentacion en la produccién de
etanol, siendo factores influyentes, el tipo de microorganismo y la estrategia de
fermentacion, tal como la Hidrdlisis y Fermentacion independiente (HFI) y la Sacarificacion
y Fermentacion Simultanea (SFS), tomando mayor importancia ésta Ultima ya que dentro
de sus beneficios esta la reduccién de la inhibiciébn de las enzimas y los costos de
proceso. El objetivo en este trabajo fue evaluar la produccion de etanol de tallos de yuca
utilizando dos cepas, la primera una E.coli MS04 modificada para el consumo de hexosas
y pentosas bajo la estrategia de proceso HFI y la segunda, una S.cerevisiae (Ethanol
Red) bajo la estrategia SFS. La mayor concentracion de etanol alcanzada con la E.coli
MS04 fue 8.87g/L a las 24 horas, partiendo de 15.8g/L de azucares iniciales con
conversiones del 98.06% del sustrato, rendimiento Yp/s de 0.48g/g y productividad de
0.37g/Lh de etanol. Mediante un disefio central compuesto se evaluaron en la SFS la
actividad enzimatica y la concentracion del indculo sobre la producciéon de etanal,
teniendo la actividad enzimatica un valor significativo de 0,003 y la concentracion del
in6culo de 0,000 sobre la concentracion de etanol y ambos factores actllan de manera
independiente. El 6ptimo de la SFS fue una actividad de 7,5FPU/mL y 3g/L de in6culo. Al
compararse los resultados de las estrategias de fermentacion, la SFS presenté menores
rendimientos (18,5%) con respecto a la HFI (35,1%) y con productividades de 0,03g/Lh y
de 0,06g/Lh de etanol.

1. Introduccidn

La fermentacion alcohdlica es el proceso en el cual interviene un microorganismo en la
conversion de azUcares en etanol. En la actualidad existen diferentes técnicas que
incluyen la SFS (Sacarificacion y Fermentacion Simultanea), que ha sido desarrollada
para asegurar la combinacién entre hidrélisis y fermentacién en un solo paso con el fin de

reducir la produccion de inhibidores y los costos de operaciones (Olofsson et al., 2008).
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Las investigaciones realizadas en los ultimos afios sobre el proceso SFS, han conducido a
mejoras significativas en la produccion de etanol. Estos estudios se han basado
principalmente en la seleccion del microorganismo, concentracion 6ptima de enzima y tipo
de pretratamiento del sustrato; pero considerando casi exclusivamente procesos en batch
(Gonzélez, 2010). Para llevar a cabo la SFS se necesitan cepas termotolerantes como la
S. cerevisiae (Ethanol red), la cual tiene un metabolismo anaerobio facultativo, ademas
tolera sustratos inhibitorios mejor que cualquier otro microorganismo y fermenta hexosas
(glucosa, manosa y galactosa) con altos rendimientos y productividades (Olsson et al.,
1992). Las concentraciones de 5 g/L de acido acético, 1,3 g/L de HMF, 1,2 g/L de Furfural
y 23 g/L de 4&cido levulinico disminuyen ligeramente la tasa de crecimiento de

Saccharomyces cerevisiae (Palmqvist y Hagerdal, 2000).

En esta investigacion, se realizé una fermentacion independiente con E.coli MS04, la cual
fue blanco de modificaciones genéticas con la finalidad de permitir el consumo tanto de
xilosa como de glucosa e inhibir la produccion de acidos organicos tales como, succinato,
formato y lactato, y ademas, posee la capacidad de consumir parte del acido acético
proveniente de la fraccién acetilada de los materiales lignoceluldsicos, lo cual le da
ventajas adicionales sobre otros microorganismos que se estan utlizando para la

produccion de etanol a partir de residuos agroindustriales (Fernandez et al, 2012).

El otro proceso evaluado fue la SFS, partiendo del estudio de Castafio et al., 2011, el cual
present6 como factores influyentes sobre los tallos de yuca, la actividad enzimatica (12-
20FPU/g) y la concentracion del inéculo de la levadura Ethanol Red (2-4g/L) con
producciones de etanol de 14,7g/L.

2. Metodologia

La biomasa utilizada para los procesos de fermentacion tuvo un previo proceso de
seleccién del pretratamiento con mejores resultados en cuanto al mayor rendimiento de
azUcares y menor concentracion de inhibidores, que en este caso fue el acido diluido.
Este material pretratado fue usado para los procesos de hidrélisis y fermentacion
independiente con la cepa E.coli MS04, y la sacarificacion y fermentacion simultanea con

S. cerevisiae bajo las condiciones mostradas en la Figura 4-1.
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P . scid Pretratamiento
retratamiento acido Hidrotérmico:

Tallos de Yuca: Caracterizacidén diluido: « 183 12 5% sdlidos
Variedad (NREL) 10% sdlidos . Volumen 200mL,
Copiblanca, Uraba WVolumen 200mL . 1591841 min

« Molidos (2-3mm 0,85% acido
diametro) I+ 164 °C
« 9.64% Humedad 5 min
inicial
Hidrolisis enzimatica: SFS:
« 10% sdlidos + S Cerevisiae (Ethanol Red)
« Celulasa: Multiefect B 56,92 FPU/mL Hexosas
= Volumen 100 mL + 10% sdlidos
+ 50°C + Volumen 50mL
+ pH48 + 38°C
+ pH: 50
+ Celulasa: Celluclast 33 FPU/mL
+ 130 rpm
Fermentacién: * T2horas
E ColiMS04 Hexosas y Pentosas
= Volumen 2L

. 37°C {

« pH7 0

« 300 rpm Etanol (HPLC
« 48 horas fase reversa)

Figura 4-18. Diagrama de proceso de la produccién etanol de los tallos de Yuca.

2.1 Determinacion de actividad enzimatica
La actividad enzimética se determind siguiendo el protocolo de medicién de la actividad

de celulasa de NREL-TP 510-42628. El procedimiento ha sido disefiado para medir la
actividad de la celulasa en términos de “unidades de papel de filtro” (FPU) por mililitro de
solucion de enzima original (sin diluir). Para obtener resultados cuantitativos, la
preparacion de las enzimas debe ser comparada sobre la base de una conversiéon
significativa e igual. El valor de 2,0mg de azucar reductor como glucosa a partir de 50mg
de papel filtro (4%de conversiéon) en 60 minutos ha sido designado como el punto de
intercepcion para calcular los valores de unidades de celulosa de papel filtro (FPU) por la

IUPAC. En la ecuacion (4.1) se observa el célculo de la actividad enzimatica.

0,37
[Enzima]que libera2,0g de glucosa

Actividad de papelfiltro = un/ml (4.2)

Donde [Enzima] representa la porcion original de solucién de enzima presente en la
diluciéon de enzima examinada directamente (esta dilucion de la cual 0,5mL son afiadidos

a la mezcla de ensayo).
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2.2 Microorganismos
La cepa bacteriana de Escherichia coli modificada por ingenieria metabdlica, desarrollada

y patentada (PCT/MX2010/000075, con Numero de Publicacién Internacional: WO
2011/016706 y fecha de publicacion internacional: 10 de febrero de 2011) por el Instituto
de Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México la cual tiene la

capacidad de fermentar una amplia variedad de azlcares, incluyendo C5 y C6, a etanol.

La levadura comercial utilizada fue Saccharomyces cerevisiae referencia Ethanol Red de
la casa Fermentis. Esta cepa es la mas utilizada en la industria cervecera por su elevada
tolerancia al etanol y su alta viabilidad celular, ademas de que resiste altas temperaturas.
Con rendimientos de 48% y concentraciones de etanol de 18% v/v han sido descritos a
35°C, reduciendo los costos de enfriamiento, mayores niveles de etanol y un aumento en

la productividad (Fermentis, 2012).

2.3 Biomasa pretratada
Los tallos de yuca fueron pretratados bajo las siguientes condiciones, 164°C de

temperatura, 0,85%(p/p) de H2SO., 10% de sélidos con un volumen de trabajo de 200 mL

y por un tiempo de 5 minutos.

2.4 Hidrolisis y Fermentacion independiente con E.coli MS04

Se utiliz6 la enzima Multiefect B de la empresa GENNECOR con una actividad enzimatica
de 56.92FPU/mL. Se realiz6 la hidrdlisis segln el protocolo de Enzymatic Saccharification
of lignocellulosic biomass NREL/TP 510-42629 con un porcentaje de sélidos de 10% de la
biomasa previamente pretratada, con un volumen de operacién de 100mL en Erlenmeyer
de 250mL, con buffer citrato de sodio 0.1M a pH 4.8. Se tom6 muestras para analisis de
carbohidratos, inhibidoresy pH alas 0, 3, 6, 9, 12, 24 y 48 horas.

Preindculo: Se adicion6 un vial de la cepa (700uL de E.coli MS04 y 700uL de glicerol al
80%) a un tubo con 3mL de LB (Luria Bertani), 5pL de kanamicina (30mg/L) y 250uL de
xilosa (200g/L). Se dej6 crecer por 2 horas, se llegé a una densidad Optica de 0,25 leida a
600nm.

In6culo: La preparacion del inéculo se hizo en medio AM1 con xilosa 50g, kanamicina
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(30mg/mL) 4 mL, Sales (NH4):HPO, (0,3984M) y NH;H2PO, (0,1512M) 200mL, KCL (2M)
4mL, MgS04.7H.O (1M) 4mL, betaina (1M) 4mL, &cido citrico (50g/L) 8mL, acetato de
sodio (200g/L) 40mL y se aforé con agua destilada a 4000mL. Las condiciones del in6culo
fueron: temperatura de 37°C, pH 7, agitacion de 300 rpm, base KOH 2N y aireacién de 0,1
vvm en biorreactor (Biostat Aplus) con volumen de 4L y agitadores tipo Rushton. Se
inoculd el reactor con el preindculo y se dejé crecer la cepa entre 18 — 24 horas.

Fermentacion: Posteriormente se inoculo el Biorreactor de la fermentacion con un volumen
de operacién 2L con una densidad Optica de 10 del inéculo. Se adicion6é también al
biorreactor la fase liquida tanto del pretratamiento como de la hidrélisis enzimatica junto a
sales fosfato 50 mL, betaina (1M) 2mL, &cido citrico (50g/L) 4 mL, kanamicina (30mg/mL)
2 mL a una temperatura de 37°C, pH 7, agitacion de 300rpm y con adicion de la base KOH
2N. Se tomaron muestras previamente centrifugadas a 8000rpm por 10 minutos vy filtradas,
alas0, 3,6,9, 12, 24, 36 y 48 horas para medir el pH, los azucares, inhibidores y el etanol
por cromatografia liquida (HPLC). Se calculé la conversion del sustrato (Cs), el
rendimiento del producto (Yp/s), la productividad, y el rendimiento de etanol, mediante las
Ecuaciones 4.2, 4.3, 4.4y 4.5. Las fermentaciones se realizaron por 2 réplicas.

Cs ==X 100% (4.2)
p; _ P—Po
vPfs == (4.3)
Productividad = P_tpo (4.4)
Rendimiento etanol = (Yp/s) * 100 (4.5)
0.51

Donde, Cs: Conversion del sustrato; Sp: Concentracion inicial azlcares (g/L); S:
Concentracion final azlcares (g/L); Yp/s: Rendimiento producto; Po: Concentracién inicial
Etanol (g/L); P: Concentracion final Etanol (g/L); t: Tiempo de fermentacion (horas); 0.51

Rendimiento tedrico del etanol.

2.5 Sacarificacion y fermentacion simultanea con S.cerevisiae
Para la hidrélisis se utiliz6 una enzima con actividad celulitica y celobiohidrolasa.

Celluclast de la casa Novozymes cuyo valor de actividad fue de 33 FPU/mL con las
siguientes condiciones de operacion, 50°C y pH 4,8. Para el analisis de los factores

presentados en la Tabla 4-1, se realizé un disefio central compuesto con puntos axiales o
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puntos estrellas para cubrir un &rea de exploracion de puntos asociados a los

experimentos sugeridos, cuyo disefio se observa en la Tabla 4-2.

Tabla 4-18. Factores y sus niveles fijos y aleatorios, y como variable respuesta la

concentracion de etanol.

Proceso Factores Niveles Tipo de variable Variable
respuesta
Actividad
enzimatica 4-11 Aleatoria
(FPU/mL)
SFS (ngflalno etal, Inéeulo (g/L) 1,59 - 4,41 Aleatoria Etanol (g/L)
) Temperatura (°C) 38°C Fijo
Agitacion (rpm) 130 Fijo
Tiempo (horas) 72 Fijo
Tabla 4-19. Matriz del disefio experimental de la SFS.
N° Corrida Actividad enzimatica (FPU/mL) Inéculo (g/L)
1 7,5 3
2 10 4
3 10 2
4 5 4
5 11 3
6 7,5 3
7 7,5 3
8 7,5 4,41
9 5 2
10 4 3
11 7,5 3
12 7,5 1,59
13 7,5 3

Se hizo un ajuste de los datos a un polinomio de segundo orden para obtener los

coeficientes de la ecuacion (4.6).
Y =00+ 3K, Bixi+ TK Biix? +Y Y¥<1Bijxixj+e (4.6)
En este polinomio estan los coeficientes de regresion para los Bi términos de primer orden,

los Bii coeficientes para los términos de cuadraticos puros, los Bij coeficientes para las

interacciones y €, el término del error aleatorio. Se utilizd el software Minitab 15 version
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prueba para calcular el ANAVA y las superficies de respuesta. Para la prueba de Shapiro

Wilk se utilizé SPSS version prueba.

Del proceso de sacarificacion y fermentacion simultdnea (SFS), se determind la
fermentabilidad de los materiales pretratados y se siguié la metodologia establecida en el
protocolo —SSF Experimental Protocols — Lignocellulosic Biomass Hydrolysis and
Fermentation del NREL (Laboratory Analytical Procedure (LAP) NREL/TP-510-42630, N.

Dowe and J. McMillan.

Con el 6ptimo (7,5 FPU/mL de enzima y 3g/L in6culo) obtenido, se procedié a realizar la
SFS con 3 puntos centrales por 72 horas. Paralelamente se realizé la hidrélisis y
fermentacion independiente (HFI) como control de proceso. Esta HFI se llevé a cabo de la
siguiente manera, se tomé muestra de las 0 horas y se adicioné la enzima y se dejé por 72
horas sacarificando, terminado este tiempo se adicion6 el medio YP con el inéculo y se
incubd a 130 rpm por otras 72 horas. A todas estas muestras se les determiné el pH y se
les realizaron pruebas para determinar si habia o no contaminacién mediante la siembra

en agar YPD y la coloracion Gram. Se determiné el rendimiento mediante la ecuacion 4.7.

Valor experimental

Rendimiento etanol = x 100 4.7)

Valor teoérico

2.6 Métodos analiticos
La determinacion de carbohidratos, inhibidores y etanol se realiz6 por cromatografia

liguida de alta resolucién en fase reversa (HPLC) usando una columna Aminex HPX-87H,
HPX-87P (BIORAD). La fase movil utilizada 0,008N H,SO4 con un caudal de 0,5ml/min. Se
utiliz6 como deteccion un sistema de indice de Refraccién, la temperatura de los 20uL

inyectados se mantuvo a 30°C con la ayuda de un horno.

3. Resultados y discusion

3.1 Hidrdlisis y Fermentacion independiente con E.coli
En la Tabla 4-3 se muestra los perfiles de la concentracion de glucosa, xilosa y etanol del

proceso de fermentacion de los hidrolizados de tallos de yuca durante 48 horas. En los
hidrolizados se consumi6 casi la totalidad de los azlcares presentes alcanzando una

concentracion maxima de etanol a las 24 horas de 8,87¢g/L, partiendo de 15,8g/L de
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glucosa (11,53g/L) y xilosa (4,28g/L). En la fermentacion con la cepa bacteriana se
observa un consumo de los azucares C5 y C6 como era de esperarse segun las
caracteristicas de la cepa, ademas no se evidencio produccion de inhibidores a excepcién
de acido acético, cuya concentraciéon maxima de fue 3,03 g/L, valor que es tolerado por la
cepa, ya que su limite es hasta 40g/L (Fernandez, et al., 2012). Se observa una mayor
velocidad de consumo de glucosa en el periodo de las seis primeras horas, la disminucién

de la glucosa, seguida de la xilosa (ver Figura 4-2).

Tabla 4-20. Perfil de las concentraciones promedio de la fermentacién con E.coli

Hora Etanol  Glucosa  Xilosa HMF Furfural ,A_cido Ieaj:lll’cri]?co

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) acético(g/L) (g/L)
0 0,00 11,53 4,28 0,00 0,00 1,22 0,00
3 1,20 6,29 3,29 0,00 0,00 1,76 0,00
6 4,44 1,13 1,33 0,00 0,00 1,98 0,00
9 5,55 0,67 0,49 0,00 0,00 2,21 0,00
12 5,76 0,66 0,53 0,00 0,00 2,40 0,00
24 8,87 0,16 0,43 0,00 0,00 3,04 0,00
36 8,21 0,14 0,43 0,00 0,00 2,95 0,00
48 7,51 0,10 0,36 0,00 0,00 2,74 0,00

El rendimiento de etanol sobre los azlcares consumidos fue de 0,48g/g, con una
conversion del sustrato de 98,6% y con un 94% de rendimiento sobre el teérico, el cual
puede considerarse alto. Si se adiciona xilanasas al cOctel enzimatico de celulasas
incrementa ligeramente el rendimiento de etanol, sin embargo, el costo del proceso

aumentaria (O" hgren et al., 2007).
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Figura 4-19. Produccion de etanol y consumo de azlcares durante la fermentacion.

Al compararse la cepa MS04 con otra cepa consumidora de hexosas y pentosas cepa
KO11 (ver Tabla 4-4), se observa el mejor rendimiento por parte de la MS04 0,48g/g
frente a 0,469/g de la K011, teniendo ésta cepa una productividad mas alta (0,67g/Lh) por
los contenidos iniciales de azlcares, siendo mas altos (73,6g/L) que los de este trabajo
(15,8g/L). Los resultados mas altos de rendimiento en este trabajo pueden ser debido a
que la cepa KO11 solamente tiene la insercion del gen pdc y adhB (Barbosa, 1992), y la
MS04 tiene ademas de estas inserciones, el blogueo de las vias de la produccién de
algunos acidos orgéanicos (IdhA, adhE, pflB) (Fernandez et al., 2012). Al compararse los
rendimientos de este trabajo (94%) con los resultados de Han et al., 2011, el cual también
trabajo con tallos de yuca como materia prima con fermentacion independiente, con
rendimiento de etanol de 91% siendo mas bajo que el de este trabajo y teniendo en cuenta

gue la cepa utilizada es S.cerevisiae sin modificaciones, es decir, s6lo consume hexosas.

Tabla 4-21. Fermentacion de hidrolizados de lignocelulésicos.

Azdcares  Produccion Y p/s Rendimiento Productividad

Cepa Material iniciales de Etanol Autor
/ etanol (% /Lh
(/L) (/L) (9/9) (%)  (g/Lh)

. Tallos .
E.coli MS04 Yuca 15,8 8,87 0,48 94 0,37 Este trabajo
S.cerevisiae Tallos Han et al.,
CHY 1011 Yuca 9.49 4,89 i 9 ) 2011

E.coli KO11 Pino 73,6 32,0 0,46 - 0,67 Barbosa,1992
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A continuacién se observa en las ecuaciones 4,8, 4,9, 4,10 y 4,11 los calculos para
determinar que una tonelada de tallos frescos de yuca produce 69,28L de etanol. En la
ecuacion 4,8 se halla la mTS (masa de tallos secos), en la 4,9 la mTP (masa de tallos
pretratados), en la 4,10 la mEt (masa de etanol) y finalmente la ecuacién 4,11 se halla el
volumen de etanol en litros. Otros datos para el calculo fueron la humedad de los tallos
frescos que fue de 12,4%, el material recuperado del pretratamiento fue 42,39%, la

celulosa del material pretratado fue de 27,66% Yy el rendimiento Yp/s 0,48g/g.

mTS = 1000kg TFx 7500 = 876kg 4,8)
_ 42,39kg TP
mTP = 876kg TS x ~ 20— = 371,34kg TP (4,9)

27,66kg Celulosa 1,11kg azicares 0,48kg etanol

mEt = 371,34kg TP x = 54,73kg Etanol (4,10)

100kg TP 1kg Celulosa 1kg aztcares

VEt = 54,73kg Etanol x —=222"°L_ — 69 28], Etanol (4,11)
0,79kg Etanol

3.2 Sacarificacion y fermentacion simultanea (SFS)
En la Tabla 4-5, se observa la caracterizacion de la fase liquida de la corriente de salida

de la SFS del disefio a las 72 horas en lo que respecta a la concentracion de etanol,
glucosa, celobiosa y xilosa, con resultados similares entre los puntos centrales (3g/L
in6culo y 7,5 FPU/mL de actividad enzimatica) con valores promedio de 1,2 g/L de etanol.
También se observa que la glucosa liberada se consumia inmediatamente por la levadura
ya que a las 72 horas de proceso no hay evidencia de acumulacién, esto sugiere que la
velocidad de la reaccién enzimatica limitdé el proceso acoplado de sacarificacion y
fermentacion simultanea, el valor de xilosa permanecié bajo por los lavados previos que
eliminaron parte de lo que sali6 del pretratamiento y porque en el complejo enzimatico no

habia actividad xilanasa.

Tabla 4-22. Caracterizacion de la fase liquida de la corriente de salida de la SFS
(azucares). A las 72 horas.

N° eﬁglr\rlmlgtaifa Inéculo Etanol (g/L) Glucosa  Celobiosa  Xilosa
Corrida (FPU/mL) (g/L) (g/L) (g/L) (9/L)
1 7,50 3,00 1,24 0,00 0,26 0,13

2 10,00 4,00 1,04 0,00 0,00 0,70
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3 10,00 2,00 0,80 0,00 0,12 0,85
4 5,00 4,00 0,94 0,00 0,02 0,99
5 11,04 3,00 0,87 0,00 0,06 0,96
6 7,50 3,00 1,04 0,00 0,07 0,98
7 7,50 3,00 1,15 0,00 0,02 0,83
8 7,50 4,41 1,22 0,00 0,00 0,93
9 5,00 2,00 0,43 0,00 0,03 0,81
10 3,96 3,00 0,43 0,00 0,16 0,48
11 7,50 3,00 1,28 0,00 0,00 0,79
12 7,50 1,59 0,53 0,00 0,07 0,61
13 7,50 3,00 1,24 0,00 0,22 0,70

En la Tabla 4-6 se observa la concentracion de los inhibidores de la fase liquida de la
SFS, con concentraciones bajas de HMF y de 0 g/L tanto de furfural como de acido
levulinico. Este resultado evita los problemas de inhibicién sobre el microorganismo como
la reduccién de la tasa de crecimiento, descenso de la productividad especifica del etanol

y disminucién de la produccion de biomasa (Rodriguez et al., 2011).

La concentracion de acido acético al inicié de la fermentacién era de 0,31g/L promedio de
los puntos centrales llegando a subir a 3,29g/L en los mismos a las 72 horas. Estos
resultados de inhibidores bajos son debido a que la biomasa fue lavada y de acuerdo a

(O" hgren et al., 2007) Cuando se lava la biomasa los rendimientos de etanol aumentan

porque la cepa no es inactivada.

Mediante un andlisis de varianza (ANAVA) fueron evaluados los efectos de los factores.
Este andlisis revela que existe evidencia significativa de efectos principales con la
actividad enzimatica y la concentracién del inéculo para un nivel de significancia de 0,05

porque el valor p de la prueba F es de 0,03 y 0,00 respectivamente.
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Tabla 4-23. Caracterizaciébn de la fase liqguida de la corriente de salida de la SFS
(Inhibidores).

N° Actividad enzimatica Inéculo  Acético  Furfural HMF  A.Levulinico
Corrida (FPU/mL) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 7,50 3,00 2,28 0,00 0,17 0,00
2 10,00 4,00 3,19 0,00 0,13 0,00
3 10,00 2,00 3,43 0,00 0,18 0,00
4 5,00 4,00 4,04 0,00 0,18 0,00
5 11,04 3,00 4,21 0,00 0,17 0,00
6 7,50 3,00 3,90 0,00 0,17 0,00
7 7,50 3,00 3,71 0,00 0,15 0,00
8 7,50 4,41 4,32 0,00 0,19 0,00
9 5,00 2,00 4,97 0,00 0,23 0,00
10 3,96 3,00 4,81 0,00 0,23 0,00
11 7,50 3,00 5,24 0,00 0,21 0,00
12 7,50 1,59 3,77 0,00 0,23 0,00
13 7,50 3,00 2,90 0,00 0,22 0,00

La influencia positiva de la concentracion del inéculo y la actividad enzimatica observada
en la Tabla 4-7, es explicada por el efecto de conversién de la glucosa a etanol que se da
por las enzimas de la levadura permitiendo obtener el etanol y también es importante el
papel de la enzimas celuloliticas que permiten entregarle los azicares C6 a la cepa. La
importancia de la composicién del coctel enzimético es ciertamente importante para el
proceso y es indispensable la presencia de una alta actividad de beta-glucosidasa, que es

mas valiosa en fermentaciones independientes (Olofsson et al., 2008).

Segun los resultados de la Tabla 4-7, no existe una relacion significativa entre el inéculo y
la actividad enzimética, lo que indica que actuan de manera independiente sobre la
variable respuesta. Sin embargo, Castafio et al., 2011, sefala que si hay un efecto de
interaccion positivo por un balance entre los factores, liberando glucosa que es requerida

para el metabolismo de la cepa.
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Tabla 4-24. ANAVA de la produccion de etanol (g/L) en la SFS.

Término Coeficiente T p
Constante 1,1909 31,054 0,000
FPU (A) 0,1918 4,474 0,003
INOCULO (B) 0,3026 7,057 0,000
(A)*(B) -0,1348 -1,571 0,260

R? 0,95 R2?Ajustado 0,92

Olofsson et al., 2008, menciona que la concentracion de la levadura en la SFS parece no
tener una fuerte asociacion con el aumento del rendimiento de etanol, ya que si aumenta
la concentracion del in6culo, disminuye el rendimiento, sin embargo, si se disminuye la
concentracion el resultado es una baja productividad. También afirma que la tasa de
hidrélisis enzimatica es determinante en el proceso y podria reducir la concentracion del
indculo. Algunos estudios se han enfocado en mejorar la SFS incrementando la carga del
sustrato, disminuyendo la enzima y la concentracion de la levadura, variando también la
temperatura y pH (Olofsson et al., 2008). Castafio et al., 2011 sefiala que el factor
concentracion del inéculo es significativo y tiene un efecto negativo en la produccion de
etanol, esto es explicado porque la tasa a la cual los azUcares fermentados son liberados
hace mas dificil de mantener las necesidades de sustrato de la levadura. Afirmando de
esta manera que a menor concentraciéon del in6culo es mayor la produccion de etanol, sin
embargo, en este trabajo la mayor produccion de etanol 1,28g/L se produjo a una
concentracion 3g/L del in6culo que es un valor central del disefio, y a tanto altas como

bajas concentraciones, se produjo menor etanol.

Se observa un ajuste del modelo a los datos experimentales en 0,95 lo que indica que
hubo un buen ajuste. Ademas su R? Ajustado es 0,92, lo cual indica una alta potencia
explicativa del modelo con diferentes predictores. La prueba de normalidad usada fue la
de Shapiro Wilk con valores de significancia mayores de 0,05 (0,063) validando la
hipétesis de una distribucién normal de los residuales, demostrando el ajuste al modelo de
regresion. La ecuacion de la regresion es la siguiente, Etanol (g/L) = 1,19 + 0,19 (A) + 0,30
(B) — 0,52 (A)*(A) — 0,29 (B)*(B) — 0,13 (A)*(B).

En la Figura 4-3, se ilustra en la superficie de respuesta el efecto de las variables

concentracion del inéculo y la actividad enzimética sobre la produccion de etanol. Se
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identifican que las condiciones entre 7 y 9 FPU/mL de actividad y entre 3,5y 4 g/L del

indculo presentaron los mayores valores de la variable respuesta.

Elanol (g/L)

Actividad enzima (FPU/mL)

Figura 4-20. Gréfica de superficie de Etanol vs Inéculo y la Actividad enzimatica

3.3 Optimo de SFS

En la Figura 4-4, se muestra el comportamiento de la cinética de la concentracion de
etanol y glucosa bajo la estrategia de proceso SFS. Se identifica en las primeras tres
horas de proceso una tasa neta positiva de glucosa, lo que manifiesta que la velocidad de
reaccién enzimatica de produccién de glucosa es mayor a la velocidad de consumo bajo
el metabolismo primario de produccién de etanol por parte de la levadura. En el periodo
de las tres a seis horas se presenta un punto de inflexion, lo que representa la igualdad en
las velocidades biolégicas asociadas al proceso SFS, a partir de la hora seis, el
comportamiento es contrario a la primera fase descrita, pues la velocidad neta se hace
negativa, indicando un desbalance entre la produccién de glucosa por la reaccién
enzimatica y el consumo de esta por el microorganismo, a favor de esta Ultima. A partir de
la hora 24, no se evidencia una estabilidad en la concentracion de glucosa, que
manifiesta balance en las velocidades, pero a una menor valor con el punto de inflexion de
la grafica, que aunque bajo permite un incremento en la concentracion de etanol hasta la
hora 72, notdndose que en las primeras 6 horas es mayor la accion enziméatica liberando
glucosa al compararse con la produccion de etanol. A partir de las 9 horas inicia el
proceso de ascenso en la produccién de etanol llegando a estabilizarse entre las 48 y 72

horas con una concentracion maxima de 2,39¢g/L de etanol. Esta estabilizacion se debe al
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agotamiento de las concentraciones de glucosa en el medio.
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Figura 4-21. Gréfica de produccion de etanol y consumo de glucosa en la SFS (7,5
FPU/mL y 3g/L de in6culo)

El resultado de etanol para el 6ptimo experimental fue mayor (2,39g/L) que el esperado
por el modelo que fue de 1,28g/L de etanol, corroborandose de esta manera que las
condiciones evaluadas (7,5 FPU/mL y 3g/L de indculo) generan la mayor produccién de

etanol.

Como control de proceso de la SFS ser realizé una HFI, cuya primera parte consiste en la
hidrdélisis enzimatica observada en la Figura 4-5, donde hay un incremento de la glucosa
hasta las 72 horas. La concentracion de xilosa permanece constante por la nula actividad

xilanasa del complejo enzimatico.
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Figura 4-22. Cinética de los puntos centrales en la etapa de hidrélisis de la HFI.

Inmediatamente a las 72 horas inicié la fermentacion (Figura 4-6), con un consumo rapido
de la glucosa en las 3 primeras horas y permaneciendo casi constante hasta las 72 horas,
generandose hasta 4,54 g/L de etanol.
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Figura 4-23. Cinética de la fermentacién de la HFI.

En la Tabla 4-8, la SFS (18,5%) en comparacion con la HFI (35,1%) dio menores
rendimientos de etanol, debido a que la temperatura 6ptima de la hidrélisis es mas alta
gue la de la levadura y no hubo un sacarificacion eficiente o una hidrolisis incompleta de la
fraccion sdlida y otra causa podria haber sido una mala absorcion de la enzima por parte

del sustrato (Olofsson et al., 2008).;ademas, la temperatura de 38°C afecta el



Produccion de bioetanol de Tallos de Yuca 86

comportamiento de la levadura ya que su temperatura 6ptima es 30°C generando una
menor produccion de etanol porque se inactivan las enzimas involucradas en la
produccién de etanol (Sharma et al., 2007). Se descarta la inactivacion de la cepa porque
los contenidos de furfural, hidroximetilfurfural y &cido levulinico fueron de 0 g/L, y de &cido
acético de 1,2g/L debido a los previos lavados de la biomasa.

La mayor produccién de etanol fue en la HFI, 4,53g/L en comparaciéon con 2,38 g/L en
SFS. Sovorawet y Kongkiattikajorn, 2012, también presentaron mejores rendimientos en
la HFI (98,4%) que en la SFS (95,3%) a temperaturas de 30°C y pH 5 con muy altos Yp/s,
0,5g/g y 0,48g/g respectivamente. Fernandez et al., 2008 también utilizé temperatura de
30°C con rendimientos en HFI de 56,9% y 0,29g/g de Yp/s, siendo estos resultado bajos
debido a una inhibicién de la levadura por furfural y 4cido acético. Han et al, 2011, reporta

rendimiento de 89,6% en HFI a una temperatura de 32°C.

Al compararse los resultados de este trabajo con los de Castafio et al.,, 2011, cuyas
temperaturas y cepas son las mismas, se evidencia un mejor rendimiento del 94% con
Yp/s de 0,48g/g bastante alto y similar a los resultados de Sovorawet y Kongkiattikajorn,
2012, con la diferencia en temperaturas lo cual hace econémicamente mas favorables los
estudios de Sovorawet. Castafio et tal., 2011 demuestra que existe ventaja de esta
estrategia sobre la HFI, porque en ésta ocurre mas inhibicién enzimatica, como resultado

de acumulacién de glucosa, la cual inhibe la celobiasa y deja sin hidrolizar la celobiosa.
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Tabla 4-25. Fermentacion de tallos de yuca.

Tipo de Temperatura Az_ut_:ares Produccion Rendimiento Y p/s Productividad
Cepa fermentacion °C) pH iniciales de Etanol etanol (%)  (g/g) (g/Lh) Autor
(g/L) (g/L)
S.cerevisiae HFI 6,6 4.5 35,1 - 0,06
Ethanol 38 4.8 Este trabajo
e SFS : 2,3 18,5 : 0,03 :
L HFI - 6,2 98,4 0,5 0,60 Sovorawet y
S.cerevisiae ' ' ' d L
30 5,0 Kongkiattikajorn,
KM1195 SFS - 6,2 95,3 0,48 0,97 g 2012 J
S.cerevisiae
CHY 1011 HFI 32 5,0 15,5 7,5 89,6 0,46 - Han et al, 2011
S.cerevisiae Fernandez et al.,
1183 HFI 30 53 20-30 8,7 56,9 0,29 0,52 2008
S.cerevisiae Castafio et al
(Ethanol SFS 38 4.0 62,7 20,2 94,0 0,48 - "

Red)

2011
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4. Conclusiones

La cepa de E.coli MS04 permite el consumo tanto de pentosas como de hexosas con altos
rendimientos. En la SFS, la actividad enzimatica y la concentracion del in6culo tienen un
efecto significativo sobre la concentracion de etanol y actian de manera independiente. El
optimo de la SFS fue una actividad de 7,5FPU/mL y 3,0g/L de in6culo. Al compararse los
resultados de las estrategias de fermentacion la SFS presenté menores rendimientos con
respecto a la HFI.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Los tallos de yuca variedad Copiblanca son residuos agricolas con potencial para
la produccion de bioetanol en Colombia, debido a su alta disponibilidad, alto
contenido de carbohidratos y bajo costo.

El uso de los tallos de yuca para la produccion de bioetanol marca un camino para
innovar en el uso dado a los residuos del cultivo de yuca, para su implementacion
en regiones con condiciones climaticas y sociales dificiles, contribuyendo a la
disminucién del impacto ambiental y mejorando los ingresos en el area rural.

Un adecuado pretratamiento junto a una hidrdlisis enziméatica eficiente permite
mejorar los rendimientos en la produccion de etanol.

La concentracién de sélidos tiene un efecto significativo sobre el rendimiento de
azUcares en el pretratamiento hidrotérmico y la temperatura tiene un efecto
significativo en el pretratamiento &cido diluido y actian de manera independiente.
Esta investigacion revelé que el pretratamiento acido diluido con H,SO, tiene un
mejor efecto sobre los tallos de yuca que el pretratamiento hidrotérmico ya que
genera mayores rendimientos de azlcares fermentables y menor concentracion de
inhibidores. Su 6ptimo fue 0,85% de acido a 164°C con rendimiento de 0,679
azucares/g biomasa inicial.

La formaciéon de compuestos como acido acético, furfural, hidroximetilfurfural y
acido levulinico generados en los pretratamientos, pueden ser utilizados como
materia prima para la generacién de compuestos como levulinato de etilo, entre
otros. La concentracion de estos compuestos depende de la severidad del
pretratamiento.

La fermentacion con la cepa E.coli MS04, la cual metaboliza hexosas y pentosas,
permite obtener altos rendimientos de etanol (94%) en cortos periodos de tiempo.
El proceso de SFS a pesar de reducir el tiempo de proceso gener6 menores
concentraciones de de etanol y bajos rendimientos (18%) por problemas de
incompatibilidad de temperaturas. Los factores significativos fueron la
concentracion del indculo y la actividad enzimética cuya condicion 6ptima fue 3g/L
de in6culo y 7,5FPU/mL de actividad enzimatica con una produccién de 2,39g/L de

etanol.
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5.2 Recomendaciones

Aplicar metodologias de recuperacion de &cidos y tratamientos de efluentes para
evitar problemas de contaminacion.

Evaluar la adicién de xilanasa y surfactantes al coctel enzimatico en la hidrolisis
enziméatica para promover el consumo de xilosa en la fermentacion con la cepa de
E.coli.

Optimizar variables como el pH y la temperatura en los procesos de Sacarificacion
y fermentacion simultanea.

Trabajos a futuro:

Construccion de un biorreactor agitado con tornillo sin fin para pretratamientos e
hidrélisis con el fin de homogenizar mejor la biomasa y que haya un mejor efecto
del pretratamiento.

Evaluar el efecto sobre la digestibilidad enzimatica de pretratamientos bioldégicos
con enzimas como la lacasa sobre esta biomasa.
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Anexo A: Resultados de Almidon y proteina

FAR - 002
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UMVERSIDAD NACTONAL re cotones
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PPy oy g ety e R
RESULTADOS DE ANALISIS BROMATOLOGICOS
Fechaaviso:  201309-06 Fechaimpresion: 20130912 Informe No: 28069

Nombre del interesado:  ANGELA ADRIANA RUIZ COLORADO
Direccion: B, M4 Of. 211 Facultad de Minas Universidad Nacional Tel: 4255311

Codigo  Muestra ALMIDON PROTEINA CRUDA
% %

Potarimetria (150 10520) Kjeidahl (Basado en NTC 4657)

53695 Tallo de yuca. Sin extractivos 194 39
04-09-13

53696 Tallo de yuca, Con 199 6.4
extractivos 04-09-13

OBSERVACIONES

Factor de conversién para la proteina: 6.25
Resultados expresados en base seca.
(Original firmado por)

Angel Giraldo Mejfa

Coordinador del Laboratorio

*Este Informe no se puede reproducir en forma parcial ni total.
*En caso de requerlr una copia del informe de resultados solicitelo al Coordinador del Laboratorio.
*Los resultados son aplicables solo a la muestra de ensayo.

Coordinador del Laboratorio.
Péging 1de 1
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Anexo B: Ficha técnica celulasa Celluclast

Product Data Sheet
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Anexo C: Ficha técnica Levadura Ethanol Red

FERMENTIS

Ingredients:

Properties:

F tation t ure:

Packaging:

Storage:

Shelf life:

Typical anabysis:

Ethanol Red®
Dry alcohol yeast

42138
Yeast {Saccharomyces cerevisiae), Emulsifier (E491)

Fermentis Ethanol Red® s a specially selected strain that has been developed for the industrial
ethanol Industry. With High Ethanol Tolerance, this fast acting strain displays higher alcohol ylelds
and maintains higher cell viability especially during “Very High Cravity” fermentation.

Designed for the production of alcobol and capable of maximizing alcohol yields under a wide
range of fermentation canditions. It s particularly well sulted for sugar substrate (sweet Juice,
malasses, .. ) and presaccharalfied mash.

Direct pitching (no propagation):

A minimum of 2-4 Ibs per 1000 gallons of wort (25-50g per hectalitre) to achieve an Initial viable
cell concentration approximately 18-36 billion viable cells per gallon (5-10 million per millilitre}
In the fermentation vessel.

Indiract pitching (short propagation):
In state-of-ant facilities, exerting strict comtrol ower contamination issues, dry yeast can be

propagated during a short period. The required quantity of yeast should be decrease accordingly.

Prior 1o using In fermentation, the yeast should firstly be rehydrated in 5 times its weight of
sterile water or wort. This Is done at 95F = 9F (35C = 5O for 15-30 minutes to ensure
“conditioning” and a perfect homogenisation.

86 - 104F (30C ~ 400)
1 x 10 kg vacuum~packed sachets in cardboard bax.

Store In cool (70F /10C), dry conditions.
Do not use soft or damaged sachets.

Refer 10 best before end date on sachets. 24 months from production date under recommended
storage conditions.

% dry wesght: S4.0~965

Living celis at packaging: > 20 x 10*/ gram

Total bacteria: <1 x 10/ gram

Acetic ackd bacteria: <1 x10'/gram
Lactobacibus: <1 x10"/gram
Pathogenic micro-arganisms In accordance with regulation

Kosher Fareve

P

:n;ug_l}bx_aqmngcmafumcmnonmsnwahermcﬂmlpmquutw. We
]  that fermentation trials are carried out prior to using our yeast commercially.
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Anexo D: Determinacion de peso seco y
consumo de azucares de la levadura Ethanol
Red Saccharomyces Cerevisiae

Para la activacion de la levadura se utilizé el medio YP 5% de glucosa, se prepararon 100

mL en dos matraces, uno destinado a la determinacion de peso seco y el segundo para

determinaciéon de consumo de azUcares. Se tomaron muestras en

los tiempos

correspondientes a 0, 3, 6, 9, 12, 24 horas, por duplicado.

Composicién del medio:

- Extracto de levadura 10 g/L
- Peptona 20 g/L
- Glucosa 50 g/L
- Levadura 3 g/L

Se pesaron 0.3 g de levadura Ethanol Red para cada matraz, se llevaron a bafio maria a

35°C y 130 rpm.

Peso seco

!

Se toma 1,5 mL de medio (en cabina) en eppendorf previamente
secados en horno (105 °C) durante 24 horas y pesados.

|

Centrifugacién 4500 rpm, 5 min

yd ~

El pellet se resuspende en 1,5 mL solucidn
isotdnica.

El sobrenadante se guarda en refrigeracion
para posterior andlisis de DNS y/o glucosa
oxidasa.

|

Vértex, centrifugacion, y se resuspende

nuevamente en solucion isotdnica.

/ W

Se toman 200 uL se lee 1,3 mL se llevan a vortex,
Absorbancia 600nm. centrifugacion.

El eppendorf con pellet se lleva
— a horno 80 °C, 24 horas.
Finalmente pesar.
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El procedimiento para la cinética de consumo de azUcares se realiza igual al anterior, solo
hasta la lectura de absorbancia. Se tomaron muestras y se sembraron en agar para
verificar que no hubiera contaminacion, también se observaron las colonias al
microscopio. La determinacion de concentracion de glucosa por el método de DNS se
realiz6 siguiendo la curva de calibracion observada en la Figura D1.

1.2

o 0.8
E y = 0.53x - 0.002
8 06 R? =0.9989 _2
S
(%]
o2
< 04
O T T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

Concentracion (g/L)

Figura D1. Curva de calibracion DNS

Se determind la curva de peso seco por duplicado desde las 0 hasta las 24 horas,
pesando los eppendorf como se observa en la Tabla Al. Con la ecuacion de la recta (ver
Figura D2) se procedid a calcular el equivalente en absorbancia de peso seco como se

observa en la Tabla D2.

Tabla D1. Peso eppendorf por duplicado.

Peso eppendorf Peso eppendorf

Tiempo (Horas) _ Biomasa (g)
(9) + biomasa (g)
0 1,0461 1,0483 0,0022
0 1,0679 1,0712 0,0033
3 1,0401 1,0462 0,0061
3 1,0423 1,0484 0,0061
6 1,0365 1,0462 0,0097
6 1,058 1,0679 0,0099
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1,0638 1,0744 0,0106
1,0591 1,0695 0,0104
12 1,0606 1,2068 0,1462
12 1,0482 1,2005 0,1523
24 1,0206 1,0307 0,0101
24 1,0164 1,0265 0,0101
9.00
y =0.7039x + 0.1768
8.00 R?=0.9845 *
®
7.00
__6.00
SN
]
3 5.00 7y
()
o 4.00
8
3.00
2.00 ®
1.00
0.00 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Absorbancia
Figura D2. Curva de calibracion de peso seco.
Tabla D2. Peso seco por duplicado de la levadura.
Tiempo Peso seco Promedio Promedio
(Horas) ABS (g/L)* ABS Peso
seco (g/L)
2,77 1,69
0 3.47 254 3,12 2,12
5,53 4,69
3 6.44 4.69 5,985 4,69
9,95 7,46
6 10 14 7.62 10,045 7,54
11,64 8,15
9 11.76 8.00 11,7 8,08
12 10,54 112,46 10,02 114,81
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9,5 117,15
10,78 7,77
24 11.16 777 10,97 1,77

*El peso seco en unidades de concentracion se calculé mediante la siguiente férmula:

Peso seco = (eppendorf con biomasa — eppendorf vacio)/0,0013 L



