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Resumen
Produccién de etanol a partir de residuos lignoceluldsicos: optimizacion de
la hidrdlisis enzimatica y efecto de la aplicacion de vacio en la fermentacion

Palabras clave. Plackett Burman, Disefio central compuesto, podas de Jatropha,
paja de trigo, extraccion In-situ, corteza.
La paja de trigo (PT) y las podas de Jatropha (PJ) son residuos lignocelul6sicos

con alto potencial para ser utilizados en la obtencion de etanol en México. Sin
embargo, para aprovechar al maximo estos dos residuos, es necesario mejorar el
proceso de produccidon de etanol. Por tal motivo, en este trabajo se realizé una
optimizacién de las condiciones de hidrélisis enzimética de las dos biomasas
(después de ser sometidas a una hidrdlisis acida) evaluando el efecto que tienen
la concentracidn de sustrato, la concentracién de enzima (Celluclast 1.5L®), el pH,
el tiempo de reaccion y la temperatura sobre la produccidn maxima de azucares
reductores y el porcentaje de liquido recuperado (%LR). Se utiliz6 de manera
secuencial un disefio Plackett-Burman (PB), un Disefio Central Compuesto (DCC)
y finalmente una cinética (optimizacion del tiempo). Los valores optimos para la PT
fueron: 50.34 g/L de sustrato, un pH de 4.98, 43.24°C y 24 h (1.5 mg/mL de
enzima del PB); mientras que para las PJ se encontraron las siguientes
condiciones optimas: 50.44 g/L de sustrato, 5.13 de pH y 24 h (tomando 0.52
mg/mL de enzima y 40°C del PB). Al término de la optimizacion se alcanzaron
21.94 g/L de azucares reductores en el caso de la PT (con 73 %LR) y 7.49 g/L
para las PJ (con 55 %LR), lo que representa un 81.3 y 99.5%, respectivamente,
del valor de azucar predicho por el DCC. Asi mismo, también se evalu6 el efecto
gue tiene la aplicacién de vacio (eliminacion in-situ de etanol) sobre el proceso de
fermentacion de hidrolizados de PT y PJ en un reactor CSTR (por sus siglas en
inglés continuous stirred-tank reactor), donde se observo un cambio positivo para
los hidrolizados de PT, aumentando la productividad de etanol de 0.26 a 0.64
g/L*h, mientras que para las PJ no se observaron diferencias significativas.

Adicionalmente, se estudié el impacto de las PJ sin la corteza en la produccion de
azucares reductores, observando que no se tienen diferencias significativas, por lo
gue se decidio utilizar las PJ con corteza, lo cual evita la pérdida adicional de

tiempo y costos ocasionados por el proceso de descortezado.
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Abstract

Ethanol production from lignocellulosic waste: optimization of enzymatic
hydrolysis and effect of vacuum on fermentation.

Key words. Plackett Burman, central composite design, Jatropha prunings, wheat
straw, in-situ extraction, bark.

Wheat straw (WS) and Jatropha prunings (JP) are lignocellulosic wastes with high
potential to be used in the production of ethanol in Mexico. However, in order to
make the most of both residues, it is necessary to improve the ethanol production
process. For this reason, the aim of this thesis was to optimize the enzymatic
hydrolysis conditions of the two biomasses (after being subjected to an acid
hydrolysis) by evaluating the effect of the substrate concentration, enzyme
concentration (Celluclast 1.5L® ), pH, reaction time and temperature, on the
maximum production of sugars and the recovered liquid percentage (% RL). A
Plackett-Burman design (PB), a Central Composite Design (CCD) and finally a
kinetic (time optimization) were sequentially used. The optimal values for the WS
were: 50.34 g/L of substrate, a pH of 4.98, 43.24 ° C and 24 h (taking 1.5 mg/mL of
enzyme of PB); while for the JP the following optimal conditions were found: 50.44
g/L of substrate, 5.13 of pH and 24 h (taking 0.52 mg/mL of enzyme and 40 ° C of
PB). At the end of the optimization, 21 g/L of reducing sugars were reached in the
case of WS (with 73% RL) and 7.5 g/L for JP (with 55% RL), representing 81.3 and
99.5%, respectively, of the sugar value predicted by the CCD. Likewise, the effect
of the application of vacuum (in-situ removal of ethanol) on the fermentation
process of WS and JP hydrolysates in a CSTR reactor was evaluated. There was,
a positive change observed for WS hydrolysates increasing the ethanol productivity
of 0.26 to 0.64 g/L*h, however, no significant differences were observed for JP.
Additionally, the impact of using JP without bark in the production of reducing
sugars was studied. As there were no significant differences, we recommend the
use of JP with bark, thus saving additional time and costs produced by manual

bark removal process.
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Capitulo 1.

1.1. Introduccién

no de los problemas actuales mas importantes es el calentamiento global,
U esto debido a que las actividades antropogénicas, a partir de la revolucion
industrial, han provocado que la cantidad de gases de efecto invernadero (GEI) se
incremente mas alla de la concentracion natural necesaria para mantener la tierra
a una temperatura promedio de 15°C (Isaza Delgado & Campos Romero 2007).
Este aumento se debe principalmente al CO; liberado de los combustibles fosiles,
el cual, para el 2050, se prevé que contribuya con mas de 2/3 partes de las
emisiones de GEI (Reilly 2015). El calentamiento global resulta ser cada vez mas
alarmante, tal como lo expuso el Panel Intergubernamental de Cambio Climatico
(IPCC), en diciembre de 2015, donde dio a conocer que un aumento en la
temperatura mas alla de 2°C traerd graves consecuencias al planeta, tales como
derretimiento de los polos, aumento en el nivel del mar, migracion de especies,
desaparicion de los arrecifes de coral, provocando asi mismo: ciclones, tormentas,
huracanes, todos éstos con mayor intensidad y frecuencia, poniendo en riesgo la
vida en la tierra (Jackson et al. 2015; Reilly 2015; COP 21 2015; Global Carbon
Proyect 2016).

Con el fin de reducir el impacto del calentamiento global, Aeropuertos y Servicios
Auxiliares (ASA) llevaron a cabo la iniciativa “Plan de vuelo” con el propdésito de
agrupar diferentes sectores para ayudar a disminuir la concentracion de GEI
procedentes de la industria de la aviacion, la cual, de acuerdo a Global Carbon,
representa un 3% de las emisiones de CO, a nivel mundial y continua en aumento
(Global Carbon Proyect 2016). La reduccion de CO; es mediante la modificacion
del ciclo de vida del combustible, ya que en el caso de la bioturbosina se realiza
un ciclo en el cual el cultivo de las especies, que se utilizan como materia prima,
permite capturar el CO, generado durante el uso y procesado de dicho
combustible. Por ejemplo, un analisis realizado para camelina muestra una
reduccion del 84% de las emisiones en su ciclo de vida (Figura 1b ciclo de cuna a

cuna); mientras que el proceso de produccion de los combustibles fésiles

1



unicamente libera CO,, sin capturar nada de estas emisiones (Figura 1a, Ciclo de
cuna a tumba). Esta iniciativa permitié la formacion de un Cluster (integrantes del
cluster anexo A) cuyo objetivo es la obtencion de Bioturbosina, buscando asi
posicionar a México como lider a nivel mundial en la produccién de este
biocombustible (Aeropuertos y Servicios Auxiliares 2015; Atag 2009; Global
Carbon Proyect 2016).
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Figura 1 Ciclo de vida de los combustibles a) Fdsiles (ciclo de cuna a tumba), b)
Biocombustibles (Ciclo de Cuna-Cuna) (Atag 2009).

A lo largo de la modificacion del ciclo de vida del biocombustible, es necesario
mejorar la eficiencia del proceso de produccion del mismo, esto con el fin de
hacerlo competitivo respecto a los combustibles convencionales (Masran et al.
2016).

Los procesos de produccion de bioturbosina, se pueden clasificar en cuatro
categorias dependiendo de la materia prima que se utiliza: alcohol, aceite, gas y
azucar (Tabla 1), siendo el mas utilizado y estudiado el que procede de aceites;
sin embargo, resulta importante indagar en otros procesos, tal como el que

procede de alcoholes (Wang & Tao 2016).

El proceso de Alcohol a combustible (ATJ, por sus siglas en inglés, Alcohol-to-jet)
consta de cuatro pasos para convertir alcoholes: deshidratacion del alcohol,
oligomerizacion, destilacion e hidrogenacion (BYOGY Renewables 2011). Existen
diversos alcoholes utilizados en el proceso ATJ, entre los que se encuentra el
etanol (Wang & Tao 2016).



Tabla 1 Clasificacion de los procesos de produccién de bioturbosina (tomada y
modificada de (Wang & Tao 2016)).

Categoria Pruebas en vuelos Materias primas
Aerolineas comerciales
Virgin Atlantic, Air New Zealanda, = Coco y babasu; Jatropha; alga y
Continental airlines, KLM, JAL, Jatropha; camelina, Jatropha y
TAM airlines, Jet blue airways, alga; camelina; aceite de cocina,
Boeing, Interjet, Air france, Jatropha y haldfita; carinata;
Aceite a Honeywell, Finnair, Air México, Jatropha, camelina y grasas
combustible Thomson airways, animales; algas y aceite
(0TI
Aeronaves militares
U.S Navy, U.S. Air Force, Camelina; camelina y aceite de
Netherland Air, NASA, Dutch cocina; aceite de cocina; algas;
Military, EADs. pollo y sebo de res.
Aerolineas comerciales
Alcohol a Continental airlines Algas
combustible Aeronaves militares
(ATJ) U.S. Air Force Alcohol derivado de Celulosa ;
Azlcar derivada de biomasa
Aerolineas comerciales
Gas a Virgin Atlantic, British airways Gas de desecho industrial,
combustible desecho de fabrica.
(GTJ) Aeronaves militares
U.S. Air Force Gas natural
Azlcar a Aerolineas comerciales
combustible Azul airlines Cafia de aztcar
(STJ)

El etanol es también conocido como alcohol etilico y se puede obtener a partir de
2016; Atag 2009).

principalmente de maiz y de cafla de azucar, en EUA y Brasil, respectivamente

biomasa (Zabed et al. A nivel industrial se obtiene
(Sarkar et al. 2012). Sin embargo, es necesario hacer uso de otras biomasas que
no compitan con la seguridad alimentaria, tales como las podas de Jatropha y la
paja de trigo, las cuales son consideradas como residuos. Debido a la naturaleza
lignocelulésica tres pasos son fundamentales para la conversion de ambas
biomasas a etanol: pretratamiento, hidrdlisis enzimatica y fermentacion (Zabed et

al. 2016).



Se requieren pretratamientos fisicos y quimicos, para la reduccion de tamafo de
las biomasas (con el objeto de aumentar el area superficial accesible) y para
destruir la matriz lignocelulésica, respectivamente (Rincon Martinez & Silva Lora
2014). Ademéds, las podas de Jatropha pueden requerir un pretratamiento
adicional, debido a la presencia de lignina en la corteza de éstas (Valdes &
Pacheco 1998), por tanto un proceso de descortezado permite reducir la lignina
aumentando la accesibilidad y obteniendo asi una mayor hidrolisis de la
holocelulosa (Zabed et al. 2016).

El proceso de hidrélisis enzimatica consiste en la conversion de celulosa en
azucares fermentables (Gupta & Verma 2015) y su eficiencia se ve afectada por
diversos factores, tales como enzima, sustrato, pH, temperatura y tiempo (Rincon
Martinez & Silva Lora 2014). Existen varios modelos estadisticos pueden ser
utilizados para encontrar las condiciones éptimas de los factores que favorezcan la
hidrolisis enzimética, dentro de los que se encuentra el modelo Plackett Burman y
el Disefio Central Compuesto, que pueden ser utilizados de manera secuencial, ya
gue el primero permite encontrar aquellas factores que son significativos en el
proceso de hidrélisis enzimética usando pocos experimentos y el segundo, al ser
un experimento mas robusto, permite obtener los valores 6ptimos de dichas

factores de manera mas precisa (Montgomery 2014).

La fermentacion etilica es el paso mediante el cual lo azGcares obtenidos de la
hidrdlisis son convertidos a etanol (Rincon Martinez & Silva Lora 2014). Diversas
limitaciones se presentan en este proceso, entre las que se encuentra inhibicién
por producto, la cual puede evitarse mediante el uso de técnicas de extraccion in-

situ como la aplicacion de vacio (Cysewski & Wilke 1977).



1.2. Antecedentes
1.2.1. El etanol en la fabricacién de la bioturbosina

1.2.1.1. Bioturbosina (Jet A Jet A-1)

Jet A y Jet A-1 son combustibles tipo keroseno utilizados por la industria de
Aviacion y se diferencian uno del otro principalmente por su punto de congelacion
(=-40°C y 247°C, respectivamente) (Exxon Mobil Aviation 2005). Estos pueden ser
producidos a partir de materia prima procedente de biomasa, por tal motivo se les
considera biocombustibles de aviacion, los cuales debe cumplir con
especificaciones muy estrictas de calidad de acuerdo con la Sociedad Americana
de Pruebas y Materiales (ASTM por sus siglas en inglés) en comparacion con los
biocombustibles utilizados para via terrestre. Este combustible forma parte de los
biocombustibles de segunda generacion; es decir, aquellos que se elaboran a
partir de mejores procesos tecnolégicos y materias primas bioldégicas no
destinadas a la alimentacion y cultivables en terrenos no agricolas o marginales,
inclusive en zonas desérticas, utilizando aguas salobres. Ademas de que se trata
de un recurso renovable y sustentable que puede reemplazar al combustible de
aviacion tradicional (Aeropuertos y Servicios Auxiliares 2015; US Energy

Information Administration 2013).

Especificaciones de la bioturbosina

Las especificaciones y requerimientos de la bioturbosina estan en funcién del tipo
de uso a futuro, dentro de las que destacan el punto de congelacion y la
viscosidad maxima permitida (Department of Defense 2013). Es importante
evaluar estas especificaciones, ya que de éstas depende el funcionamiento
adecuado del avion. Por ejemplo: se requiere un alto punto de inflamacién debido
al considerable riesgo de combustion (Exxon Mobil Aviation 2005); Ademas, el
combustible de la aviacion necesita buenas propiedades de flujo en frio, como un
punto de congelacion mas bajo, para asegurar que el combustible puede fluir a
gran altura (Wang & Tao 2016).



En la Tabla 2 se enlistan algunas de las especificaciones mas importantes para la

bioturbosina obtenidas de la certificacion estandar D7566 de la ASTM, asi como

para la turbosina recopiladas del estandar D1655 ASTM y de la hoja de seguridad

de Petréleos Mexicanos (Pemex).

Tabla 2 Especificaciones de Combustible Jet A-1 (Adaptada de:

2016; Pemex 2011)).

Jet A-1

Parametro ASTM D1655-

04a

Composicion

Acidez total (mg KOH/g) 0.1, méax.

Aromaticos (% vol.) 25, max.

Sulfuros totales (% peso) 0.3, méax.
Volatilidad

Temperatura de destilacion

10% recuperacion (°C) 205, max.

50% recuperacion (°C) -

90% recuperacion (°C) -

Punto final de ebullicion (°C) 300, max.
Punto de inflamabilidad (°C) 38, min
Densidad a 15°C (kg/m?®) 775-840
Fluidez
Punto de congelamiento (°C), -47
max.
Viscosidad a -20°C (cSt) 8, max.
Combustion
Calor neto de comb (MJ/kg) 42.8, min
Naftalenos (% vol.) 3, max.

Conductividad
conductividad (pS/m) 50-450

ASTM
D7566

0.1, max.
25, max.

0.3, max.

205, max.

15, min
40, min

300, max.

38, min

775-840

8, max.

42.8, min

3, max.

(Wang & Tao

PEMEX

25, max.

205,

max.

5-450



Produccioén de bioturbosina

Existen diferentes caminos para la produccion de bioturbosina, los cuales se
clasifican en funcién de la materia prima que se usa en cada uno: Aceite a
combustible, Azucar a combustible, Alcohol a combustible y gas de sintesis a

combustible (Figura 2).

Categoria Procesos
ATJ ATJ
-HEFA
oTJ -HDCJ
-APR
STJ -DSH
q om “FT

Figura 2 Procesos de produccion de Bioturbosina agrupados en la categoria de

Alcohol, Aceite, azlcar y Gas. ATJ: alcohol to jet; HEFA: hydroprocessed esters

and fatty acids; HDCJ: hydrotreated depolymerized cellulosic jet; APR: agueous
phase reforming; DSH: direct sugar to hydrocarbons; FT: Fischer—Tropsch.

A continuacion se describe cada una de las cuatro categorias:

Gas (GTJ, por sus siglas en inglés, gas to jet): Consiste en la conversion de
biogas, gas natural y singas (gas de sintesis) a biocombustible de aviacién (Wang
& Tao 2016). La produccién de syngas involucra una pir6lisis y gasificacion. La
pirdlisis es el proceso de descomposicion térmica de la biomasa en ausencia de
aire, que da como resultado la formacion de bioaceite y metano con otros
productos secundarios. La gasificacién implica el tratamiento de productos de
pirdlisis con aire o vapor para producir gas de sintesis, que es una mezcla de
hidrégeno y monoxido de carbono (Gutiérrez-Antonio et al. 2017; Kandaramath et
al. 2015). El proceso de obtencién del combustible se conoce como Fischer-

Tropsch, el cual es una via certificada por ASTM (Gutiérrez-Antonio et al. 2017).



Aceite (OTJ, por sus siglas en inglés, oil to jet): Es un método de
hidroprocesamiento que implica el tratamiento de grasas y aceites (aceites
vegetales y bioaceites, tales como aceite de Jatropha) a través de
hidrodesoxigenacion, hidroisomerizacion e hidrocraqueo para producir combustible
de aviones. De esta manera, se generan hidrocarburos de cadenas que estan en
el rango de C8 y C16, que corresponden al combustible de aviacion. El
hidroprocesamiento da como resultado la formacion de combustibles parafinicos
limpios con alta estabilidad térmica, sin compuestos aromaticos ni sulfurosos
(Kandaramath et al. 2015; Gutiérrez-Antonio et al. 2017).

Azlcar (STJ, por sus siglas en inglés, sugar to jet): Consiste en la conversion
biologica y catalitica de azucares a hidrocarburos, mediante un proceso que no
involucra la intermediacion de un alcohol. Segun los informes de la Oficina de
Tecnologias de Eficiencia Energética y Energias Renovables del Departamento de
energia de los Estados Unidos (DOE, por sus siglas en inglés, U.S. Department of
Energy), el combustible STJ se puede procesar a través de dos vias: mejora
catalitica y fermentacion de azlcares (Wang & Tao 2016; Kandaramath et al.
2015).

Alcohol (ATJ, por sus siglas en inglés, alcohol-to-jet): También conocido como
oligomerizacion de alcohol. Este consiste en convertir alcoholes, tales como
metanol, etanol, butanol y alcoholes grasos de cadena larga a combustible. El
proceso incluye principalmente 4 pasos: deshidratacion del alcohol,
oligomerizacién, destilacibn e hidrogenacion. Una desventaja seria que se
requieren alcoholes de alta pureza (BYOGY Renewables 2011; Wang & Tao
2016; Kandaramath et al. 2015). Se puede usar una amplia gama de materias
primas potenciales para el proceso, que incluye almidon, celulosa, azucar y
desechos. El método es muy econdmico ya que las materias primas no son muy
costosas y el proceso no necesita grandes cantidades de energia. El azucar y el
almidon se pueden convertir en alcohol por fermentacion directa, pero en el caso

de la biomasa debe pretratarse para obtener azlcar, que luego se fermenta



directamente en alcohol, para después convertirse en biocombustible de avién
(Kandaramath et al. 2015).

Muchas de las tecnologias de conversion de combustible bioturbosina, ya sea en
investigacion y desarrollo, demostracion, o etapas comerciales, estan descritos en
la literatura, siendo la mas estudiada y utilizada la via que procede de aceites
(Wang & Tao 2016), por lo que resulta tentador investigar otras rutas, como la que

utiliza alcoholes.

1.2.1.2. Etanol

El etanol, conocido también como alcohol etilico, es un compuesto con férmula
guimica C,HsOH, perteneciente a la familia de los alcoholes. El etanol puede ser
producido por fermentacién de biomasa que contiene azucar y almidon, siendo en

este caso un producto natural (CropEngies AG 2006).

El etanol ha tomado gran importancia, esto debido a que en las ultimas décadas,
las regulaciones requieren el uso de mezclas etanol-gasolina o Unicamente etanol
como combustible en automodviles. Estas regulaciones surgen debido al
agotamiento de las fuentes de energia no renovables, asi como por su impacto
sobre el medio ambiente y el concerniente calentamiento global y mas
recientemente, la volatiidad de los precios del petréleo, han provocado una
aumento de la investigacién sobre produccién de este combustible alternativo
(Mielenz 2001; loelovich 2015; Baeyens et al. 2015; Agarwal 2007). Sin embargo,
el etanol no puede usarse directamente como combustible para aviacién debido a
su alta volatilidad, bajo punto de inflamaciébn y baja densidad de energia
(Kandaramath et al. 2015), por lo cual se necesita la transformacion de éste a

combustibles propios para aviones mediante la via ATJ (Wang & Tao 2016).

El etanol es producido principalmente en EUA y Brasil a partir de maiz y cafia de
azucar, respectivamente (Gupta & Verma 2015; Manochio et al. 2017). Biomasas
lignoceluldsicas son también utilizadas alrededor del mundo para la produccion de

etanol, siendo las mas utilizadas la paja de arroz y de trigo (Gupta & Verma 2015).



1.2.2. Biomasa

El término biomasa engloba la materia vegetal generada a través de fotosintesis y
sus derivados. La cantidad de biomasa que una planta produce depende
principalmente de la energia solar que recibe y del total que pueda almacenar

como hidratos de carbono (Rincon Martinez & Silva Lora 2014).

A través de la fotosintesis los hidratos de carbono son producidos, a partir del
diéxido de Carbono (CO,), agua Yy clorofila, y estan contenidos en los tejidos de
las plantas, teniendo una proporcién de energia solar atrapada en sus enlaces
qguimicos (Rincén Martinez & Silva Lora 2014). Estos hidratos de carbono estan
constituidos de carbono, hidrégeno y oxigeno, ejemplos de ellos son la glucosa, el
almidon y la celulosa (Olmo & Nave n.d.). La Ecuacion 1 muestra el proceso
simplificado de la produccion de hidratos de carbono en la plantas a partir de la
fotosintesis (Rincon Martinez & Silva Lora 2014).

Ecuacion 1
Clorofila

CO,+H,0+luz —  (CH,0)+0,

El uso de biomasa juega un papel importante en la produccion de energia, por
ejemplo, en EUA se tiene un aumento en la produccién de energia a base de
biomasa de un 57% de 2000 a 2015 (U.S. Energy Information Administration
2016). A nivel mundial se espera que de 2014 a 2050 se tenga un aumento en la
produccion de energia de 50 EJ a 1500 EJ, lo cual representa un aumento
significativo (Rincén Martinez & Silva Lora 2014). Este aumento surge debido a
los combustibles a base de biomasa, tales como el etanol, los cuales son una
alternativa viable y prometedora, ya que esta incluida en el ciclo del carbodn, lo que
implica una reduccion en el dioxido de carbdn (Karag6zz et al. 2012). La Tabla 3
presenta, en forma general, una clasificacién de los biocombustibles en funcién al

tipo de biomasa utilizada.

Los biocombustibles de primera generacion presentan ciertas complicaciones, ya

gue surge el debate entre que la materia prima se use para generar alimento o
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combustible (Wyman 2008; Singh & Trivedi 2013; Hahn-H&agerdal et al. 2006;
Rincén Martinez & Silva Lora 2014).

Tabla 3 Clasificacion de Biocombustibles en funcion del tipo de biomasa.

Clasificacién Materia Prima Ejemplos de Referencias
biocombustible biomasa
. (Louime & Uckelmann
Primera _ _ o Cafa de o i
. Cultivos alimenticios . ) 2008; Rincon Martinez
generacion azlcar, maiz _
& Silva Lora 2014)
Residuos ) )
_ o Paja de trigo,
lignocelulosicos, _
Segunda _ . Pasto Varilla,
. cultivos energéticos, ) (Montane et al. 1998)
generacion cascaras de
subproductos de
_ arroz
procesamiento.
_ (Rincon Martinez &
Tercera Organismos _ .
. _ o Micro algas Silva Lora 2014;
generacion microscépicos

Hossain et al. 2015)

Dentro de la biomasa englobada en los biocombustibles de segunda generacién,
tenemos a los materiales lignoceluldsicos, como los residuos agricolas (rastrojo de
maiz, paja de trigo, paja de arroz, bagazo de cafia de azucar), residuos forestales,
de jardin, cultivos energéticos (pasto de varilla, Miscanthus), los cuales han sido
ampliamente utilizados para el procesos de produccion de etanol (Diaz Velilla
2015; Hahn-Hagerdal et al. 2006; Singh & Trivedi 2013; Diaz et al. 2013; Rincén
Martinez & Silva Lora 2014; Montane et al. 1998). Este grupo, al ser residuos,
desechos y cultivos energéticos, no compiten con la produccion de alimentos (Diaz
et al. 2013; Rincén Martinez & Silva Lora 2014) y representan la reserva mas

abundante de carbohidratos de todo el mundo (Saha et al. 2013).
1.2.2.1. Composicion del material lignoceluldsico.

Los materiales lignoceluldsicos estan compuestos principalmente de celulosa,
hemicelulosa y lignina, asi como extractivos y sales en menor cantidad (Preeti et

al. 2012). La celulosa y hemicelulosa, que juntas son consideradas como
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holocelulosa, después de un proceso de hidrdlisis liberan azUcares que pueden

ser fermentables para la produccion de etanol (Lee et al. 2008; Takeshi 2012).

La composicion de la lignocelulosa depende de la especie de la planta, edad y
condiciones de crecimiento (Rincon Martinez & Silva Lora 2014). En la Tabla 4 se
presentan algunas de las principales fuentes de lignocelulosa y su composicién
guimica en términos de celulosa (compuesto de mayor proporcion en todas las

plantas), hemicelulosa y lignina.

Tabla 4 Biomasa lignocelulésicas y sus respectivos porcentajes de fibras.

_ Celulosa Hemicelulosa Lignina _
Biomasa Referencia
(%) (%) (%)
Podas de Jatropha
30.5 13.2 26.1 (Kumar et al. 2014)
curcas
_ _ (Cilerdzié et al. 2016;
Paja de trigo 34.4-38.3 24.7-30.5 9.6-18.4
Saha et al. 2015)
_ (Srilekha Yadav et al.
Paja de Arroz 35 22 12
2011)
Aserrin de roble 59.1 195 15.6 (Cilerdzi¢ et al. 2016)
_ (Gomez-Tovar et al.
Paja de Avena 35 28.2 4.1
2012)

A continuacion se describe cada uno de las fibras presentes en el material

lignocelulésico.
Celulosa

La celulosa es un homopolimero compuesto exclusivamente de moléculas de D-
glucosa (Figura 3) que se unen mediante enlaces B-1,4-O-glucosidico que se
estructuran en largas cadenas lineales (microfibrillas) unidas por puentes de
hidrogeno y fuerzas de Van der Waals intramoleculares, formando una estructura
cristalina resistente a la hidrélisis y regiones amorfas susceptibles a la
degradacion enzimatica. Al hidrolizarse totalmente se obtiene glucosa. El total de

unidades de glucosa en una molécula de celulosa varia de varios cientos a mas de
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10,000 con un peso molecular promedio de 100,000. Constituye aproximadamente
el 15-30% de la masa seca de la pared celular primaria y hasta el 40% de la pared
celular secundaria en las células vegetales (Rincoén Martinez & Silva Lora 2014;
Zabed et al. 2016).

TR TR

— 4-B-D-Gk p-1 —»4-B-D-G p-1 —» 4-B-D-Glc p-1 —»4-p-D-Glc p-1

Figura 3 Estructura de la celulosa (Rincon Martinez & Silva Lora 2014).

Hemicelulosa

Es un heteropolimero que consiste en cadenas cortas, lineales y altamente
ramificadas de varios mondémeros. Los principales monémeros presentes en la
hemicelulosa incluyen hexosas (B-D-glucosa, a-D-galactosa y B-D-manosa),
pentosas (B-D-xilosa y a-L-arabinosa). Es posible encontrar en la molécula de
hemicelulosa algunos acidos de azucares (acidos uronicos) como el acido a-D-
glucurdnico, a-D-galacturénico y a-D-4-O-metilgalacturonico, asi como otros
azucares (la a-L-ramnosa y la a-L-fructosa) que se presentan en una pequefia
cantidad cuando los grupos hidroxilo de los azlcares estan parcialmente
sustituidos con grupos acetilo. Su cadena principal estd compuesta principalmente
por xilano a través de enlaces B-1,4 que incluyen D-xilosa (alrededor del 90%) y L-
arabinosa (aproximadamente 10%). A diferencia de la celulosa, cuya estructura es
la misma en los diferentes tipos de madera y otros materiales lignocelulésicos, en
las hemicelulosa existe una considerable variacion entre las diferentes especies.
Las hemicelulosas comunmente conocidas son xilanos y glucomananos. Los
xilanos son hemicelulosas en maderas duras, residuos forestales, residuos
agricolas y desechos municipales e industriales, mientras que la madera blanda es
generalmente rica en glucomananos (Rincén Martinez & Silva Lora 2014; Zabed et
al. 2016). La Figura 4 muestra una representacion esquematica de algunos de los

componentes de la hemicelulosa.
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Figura 4 Monosacaridos que componen la Hemicelulosa (Rincén Martinez & Silva
Lora 2014).

Lignina

La lignina es un polimero aromético altamente ramificado con una gran variedad

de grupos funcionales que proporcionan centros activos para interacciones

quimicas y biolégicas (Figura 5).
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Figura 5 Modelo estructural de la lignina de madera aserrada (tomada de (Rincén
Martinez & Silva Lora 2014)).

Los principales grupos funcionales en la lignina incluyen los hidréxidos fendlicos,
hidroxidos alifaticos, metoxilos, carboxilos y sulfonatos (Zabed et al. 2016; Rincén
Martinez & Silva Lora 2014), formando unidades estructurales que no suelen

repetirse (Figura 5). Debido a esa complejidad es dificil su aislamiento, analisis y
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caracterizacion estructural. La lignina se encuentra depositada en la pared de las
células tornandolas rigidas e impermeables. La lignina protege los polisacaridos
de la pared celular de la degradacion microbiana, ofreciendo resistencia a la

descomposicion.

Los niveles de celulosa, hemicelulosa, la cristalinidad de la celulosa, el area de
superficie accesible, la proteccion de la lignina y la composicion del material
determinan el rendimiento de la produccion de biocombustibles (Zabed et al. 2016;
Rincon Martinez & Silva Lora 2014).

1.2.3. Proceso de Produccién de etanol

El uso de biomasa lignocelul6sica para la produccion de etanol requiere un serie
de pasos, siendo las tres operaciones principales: el pretratamiento, la hidrolisis y

la fermentacion (Sarkar et al. 2012).

1.2.3.1. Pretratamiento

El objetivo del pretratamiento es abrir las fibras del material lignocelulésico y
aumentar el area superficial de las fibras de celulosa, remover la hemicelulosa y
lignina lo que permite desenrollar a la celulosa (Geddes et al. 2010; Diaz Velilla
2015; Sun & Cheng 2002). EI complejo lignocelulésico se compone de una matriz
de celulosa y lignina obligado por las cadenas de hemicelulosa. Entonces el
pretratamiento, permite la descomposicion de la matriz lignoceluldsica, para
reducir el grado de cristalinidad de la celulosa y aumentar la parte de la celulosa
amorfa. Esta forma de la celulosa es la forma mas adecuada para el ataque
enzimatico (Rincon Martinez & Silva Lora 2014; Sanchez & Cardona 2008). El
pretratamiento es un proceso indispensable en la separacion de las fibras,
permitiendo la accesibilidad a la celulosa en el proceso de hidrélisis enzimatica
(Rincén Martinez & Silva Lora 2014; Tong et al. 2012; Lee 1997; Lee et al. 1994;
Mosier et al. 2005).

Para que un proceso de pretratamiento sea eficaz, debe cumplir con los siguientes

requisitos: (i) formacion de azucares directamente o posteriormente por hidrélisis,
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(ii) evitar la pérdida y / o degradacién de los azUcares formados, (iii) limitar la
formacion de los productos inhibitorios, (iv) reducir la demanda de energia y (V)
reducir al minimo los costos (Saxena et al. 2009; Lu & Mosier 2008; Menon & Rao
2012; Tong et al. 2012).

Tipos de Pretratamiento
Existen tres diferentes tipos de pretratamientos.
Fisicos

Los pretratamientos fisicos corresponden a la reduccion de tamafio de las
particulas de la biomasa, incrementando asi el area superficial para el ataque
enzimatico y reducir la cristalinidad de la celulosa (Rincon Martinez & Silva Lora
2014; Kumar et al. 2008; Sun & Cheng 2002). Este es el primer paso para la
produccion de etanol a partir de residuos, e involucra procesos como la molienda,
astillado, trituracién o calentamiento (Rincon Martinez & Silva Lora 2014; Sun &
Cheng 2002). Estos métodos mejoran la eficiencia de los siguientes procesos
(Buaban et al. 2010; Sun & Cheng 2002).

Quimicos

Los pretratamientos quimicos utilizan acidos, bases o agentes oxidantes para la

separacion de los compuestos de la biomasa (Rincon Martinez & Silva Lora 2014).

La técnica de pretratamiento alcalino es un proceso de deslignificacion, en el cual
una buena cantidad de hemicelulosa es solubilizada. EI mecanismo de hidrolisis
alcalina es la saponificacion de enlaces éster intramoleculares entre la lignina y la
hemicelulosa (Chang et al. 1997; Lee 1997). Por lo tanto, comunmente para
superar la barrera de la lignina, la lignocelulosa es inicialmente pretratada con el
método alcalino (Lee 1997). Una eficiente deslignificacion deberd remover un
maximo de lignina y un minimo de azucares (no mas que 5%) (Taherzadeh &
Karimi 2007). Dentro de los compuestos utilizados para el pretratamiento alcalino
tenemos al CaO y NaOH (Rincén Martinez & Silva Lora 2014).
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Diversos tipos de acidos, concentrados o diluidos, pueden ser utilizados, por
ejemplo sulfuroso, sulfurico, clorhidrico, fluorhidrico, fosférico, nitrico y férmico
(Rincon Martinez & Silva Lora 2014; Lenihan et al. 2010). Los acidos sulfarico y
clorhidrico son los méas comunes para catalizar la hidrélisis de biomasa
lignoceluldsica (Lenihan et al. 2010). El paso principal del pretratamiento con acido
es la hidrolisis de la hemicelulosa, es decir, el acido cataliza el rompimiento de las
grandes cadenas de hemicelulosa, para formar oligdmeros de cadenas cortas y
luego mondémeros de azlcar (Wyman 1999; Wyman 1996; Wyman et al. 2005).

El proceso de acido diluido es la tecnologia mas antigua para convertir biomasa
celulésica a etanol, que ha resultado efectivo para diferentes materiales y que
tiene alto potencial para la aplicacion industrial (Wyman 1999; Wyman 1996;
Wyman et al. 2005; Mosier et al. 2005; Rocha et al. 2011). Esto se debe
principalmente a que este método permite altas recuperaciones (80-90%) de
azucares de hemicelulosa, y por lo tanto, una alta conversion de celulosa después
en la hidrélisis enzimética (Yang & Wyman 2008). Se considera hidrolisis acida
diluida cuando se trabaja a concentraciones en un rango entre 2-5% Yy un rango
de temperatura de 120-160 °C (Rincén Martinez & Silva Lora 2014). En este tipo
de hidrolisis la fraccion de hemicelulosa es despolimerizada a mas baja
temperatura que la fraccién de celulosa. Por lo tanto, después de aplicar hidrolisis
con &cido diluido serd necesaria una hidrélisis enzimatica (Palmqvist & Hahn-
H&agerdal 2000a).

El proceso de hidrdlisis utilizando acido concentrado es realizado en condiciones
de baja temperatura con concentraciones de &cido superiores a 30%. La
operacion de este método requiere un proceso de secado previo del sustrato hasta
la obtencién de humedad debajo de 10% para evitar la dilucién del acido durante
la hidrolisis. Esta hidrélisis exige la recuperacion del acido altamente corrosivo y la
neutralizacion posterior del material hidrolizado (Rincon Martinez & Silva Lora
2014).
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Otro pretratamiento quimico es mediante el uso de un agente oxidante, el cual se
conoce como deslignificacidon oxidativa, usando H;O,, junto con enzimas

peroxidasa que permiten la degradacion de la lignina (Azzam 1989).
Bioldgicos

Este tipo de pretratamientos introducen la accion de microorganismos para la
descomposicion de la biomasa (Rincon Martinez & Silva Lora 2014). Entre los
microorganismos utilizados, para la degradacién del complejo lignoceluldsico y
liberar celulosa, estan los hongos de putrefaccion café, blanca y suave (Sarkar et
al. 2012). EIl hongo de putrefaccién blanca resulta ser el mas efectivo para la

degradacion de lignina (Prasad et al. 2007).

1.2.3.2. Hidroélisis Enziméatica

En esta etapa la biomasa celulésica es convertida a azlUcares reductores
fermentables (Rincon Martinez & Silva Lora 2014; Taherzadeh et al. 1997,
McMillan 1994). Esta etapa es el paso mas critico de la produccion de etanol, y se
lleva a cabo principalmente por enzimas degradadoras de celulosa, que se
produce naturalmente en microorganismos celuloliticos, dentro de los que se
encuentran: p.Clostridium, Cellulomonas, Thermonospora, Bacillus, Bacteriodes,
Ruminococcus, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora, Streptomyces y otros hongos
como Trichoderma, Penicillium, Fusarium, Phanerochaete, Humicola,
Schizophillum sp. Estas enzimas tienen la capacidad de convertir la celulosa en
glucosa 0 mondmero de galactosa (Sarkar et al. 2012; Gupta & Verma 2015). La

Ecuacién 2 muestra el proceso de hidrélisis para la glucosa.

Ecuacion 2
(CeHy490s5) , +nH,0—nCxH ;0
La hidrélisis enzimatica del material celulésico involucra la accion sinérgica de por
lo menos tres enzimas diferentes llamadas de modo genérico celulasas: (1)
endoglucanasa (EG, endo-1,4-D-glucanohidrolasa, o EC 3.2.1.4) es la encargada
de atacar las regiones de baja cristalinidad de la fibra de celulosa, creando

extremos de cadena libres; (2) exoglucanasa o celobiohidrolasa (CBH, 1,4-B-D-
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glucano celobiohidrolasa, o EC 3.2.1.91) que degrada la molécula aun mas
extrayendo unidades de celobiosa de los extremos libres de cadena; (3) pB-
glucosidasa (EC 3.2.1.21) que hidroliza celobiosa para producir glucosa (Rincon
Martinez & Silva Lora 2014; Coughlan & Ljungdahl 1988).

Entre los principales factores que afectan la hidrélisis enzimatica se tiene:

o Concentracion y calidad del sustrato.

o Pre-tratamientos aplicados.

. Actividad de la celulasa (que también depende de su origen).

. Temperatura, pH, agitacion, tiempo, etc.
El 90% de las enzimas son producidas hoy en dia por recombinacion (modificacion
genética) buscando la maximizacion de la pureza de los productos y la

disminucién de los costos de produccién (Rincén Martinez & Silva Lora 2014).

Inhibidores formados

Los procesos de hidrolisis que estan involucrados en el tratamiento de los
compuestos lignoceluldsicos conducen a la formacion y liberacion de una gama de
compuestos (Rincon Martinez & Silva Lora 2014; Taherzadeh et al. 1997,
Palmqvist & Hahn-Hagerdal 2000b). En la Figura 6 es posible observar las
principales vias de formacion de estos compuestos, siendo algunos de ellos
considerados inhibitorios para los microorganismos que llevan a cabo la

fermentacion (Palmqgvist & Hahn-Hagerdal 2000b).

Es importante tratar con estos inhibidores cuando se encuentran en una
concentracion que pudiera afectar el proceso de fermentacion. Yadav (2011)
encontré que cuando el hidrolizado acido se trata con Oxido de calcio y carbon
activado provoca una reduccion de 88.4% de furanos y 84.6% de fendlicos totales
(Srilekha Yadav et al. 2011).
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Figura 6 Reacciones que ocurren durante la hidrélisis de materiales
lignocelulésicos (Palmqgvist & Hahn-Hagerdal 2000b).

1.2.3.3. Fermentacion

La fermentacién resulta ser la parte final del proceso de obtencion de etanol,
mediante la cual microorganismos son capaces de convertir las moléculas de
azucar a etanol en ausencia de oxigeno. Las ecuaciones 3-6 nos muestran las
reacciones globales de obtencién de etanol a partir de glucosa, xilosa o arabinosa,

celobiosa y xilobiosa.

Ecuacién 3
CﬁHszﬁ [‘GJHCGSE}—}ECHECHZ{JH+2CDE

Ecuacioén 4
3C:H;,0¢ (Xilosa o Arabinosa)—5CH;CH,0H+5C0;

Ecuacién 5

C {2 HEED 17 (CEl‘beﬂSﬂ} +HED—r4CH3 CHE DH‘HICDQ
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Ecuacion 6
3CoH 1504 (Xilobiosa)+3H;0—10CH;CH,0H+10C0O,

En estas ecuaciones es posible observar que tedricamente se obtienen 2 moles de
etanol por mol de glucosa, 1.66 moles de etanol por mol de xilosa, 4 por mol de
celobiosa y 3.33 por mol de xilobiosa, rendimiento obtenido sin considerar la
formacion de biomasa. Sin embargo, no todas las levaduras son capaces de
convertir todos los componentes de las ecuaciones 3-6 en etanol (Rittmann &
McCarty 1996; Rincdn Martinez & Silva Lora 2014; Tran et al. 2013).

Este proceso se puede realizar, en lote 0 de manera continua, esto dependera de
la propiedades cinéticas de los microorganismos, del tipo de hidrolizado
lignocelulésico y costes de produccion (Rincon Martinez & Silva Lora 2014).

1.2.4. Tipos de biomasa

Varios residuos estan disponibles como materias primas lignocelulésicas de bajo
costo para la conversibn a biocombustibles. Dentro de estos residuos se
encuentra las podas de Jatropha y la paja de trigo, las cuales tienen potencial para
ser utilizadas en la produccion de etanol de segunda generacion.

1.2.4.1. Podas de Jatropha

La Jatropha es un arbusto nativo de México y Centro América, especialmente en
zonas tropicales, pertenece a la familia Euphorbiaceae y cuenta con 175 especies.
La planta de Jatropha es un cultivo importante debido a su alto contenido de
aceite, un crecimiento rapido, facil propagacion, tolerancia a la sequia, capacidad
de crecer y recuperar diferentes tipos de terreno, necesidad de menos riego e
insumos agricolas, resistencia a plagas, periodos de gestacion cortos y rasgos
adecuados para facilitar la cosecha (Nunes et al. 2014; Kumar et al. 2014; Heller
1996; Edrisi et al. 2015; Brittaine 2010).

La planta Jatropha tiene muchos usos, principalmente el aceite de Jatropha es una
excelente fuente de energia renovable para producir biodiesel y combustible para

aviones (Wang & Tao 2016; Topare et al. 2011). El aceite es también usado como
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lubricante, asi como en la fabricacion de suaves y durables jabones (Rivera Lorca
& Vera 1997; Pratt et al. 2002). Durante el acondicionamiento para la extraccion
del aceite de Jatropha se generan una cascara residual que representa de un 35 a
40% del peso (en seco) de la fruta recién cosechada (Singh et al. 2008). Se han
propuesto diversos usos para esta cascara, por ejemplo en aplicaciones
energéticas debido a su alto poder calorifico que va de 16 a 17 MJ/kg (Kratzein &
Mdller 2009).

Existen otras fracciones de la planta que quedan sin uso después de usar las
semillas de la Jatropha y que pueden tener un valor agregado, tales como las
podas. Esta parte de la planta puede ser utilizada como combustible, ya sea como
lefia (tal como los usan en zonas rurales) (Moniruzzaman et al. 2016) o para la
obtencién de azucares fermentables para la produccién de etanol (Kumar et al.
2014). Kumar (2014) reporté el uso de podas de Jatropha en la India, para
producir dichos azucares. En ese articulo mencionan que es necesario realizar la
poda una vez al afio para un mejor crecimiento de la planta, generando de 4-6 kg
de tallo secundario al momento de realizar la poda en una planta de dos afios de
edad. Teniendo en cuenta las hectareas cultivadas de Jatropha en la india y el
nimero de plantas por hectarea, da como resultado 4x10° toneladas de podas
por afio en ese pais (Kumar et al. 2014; Planning Commission 2003; Axelsson et
al. 2012). Los tallos secundarios obtenidos de las podas estdn cubiertos por
corteza, la cual estd compuesta principalmente de lignina (Valdes & Pacheco
1998), que sin lugar a dudas actia como una barrera para la degradaciéon de la
holocelulosa, disminuyendo asi, la obtencion de azucares (Arantes & Saddler
2010).

En México, segun datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera
(SIAP), en 2016, se tenia una superficie sembrada de Jatropha de 1,428.14 ha,
principalmente en los estados de Puebla, Veracruz y Chiapas (SIAP. 2016),
dandonos como resultado 14.28x10° ton de podas, lo cual es una cantidad
considerable y que continua en aumento a causa de programas incentivos para el

cultivo de materias primas para la produccién de biocombustibles en México.
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1.2.4.2. Paja de Trigo

La paja de trigo es un residuo formado de la produccién de trigo (Guerra-
Rodriguez et al. 2012). La cantidad de paja generada depende trigo producido, el
cual resulta ser elevado, ya que es el grano mas cultivado en el mundo (FAO
2012). En 2016, el area sembrada de trigo en México ascendio a 729,121.23 ha,
generando aproximadamente 3,862 miles de toneladas de trigo grano (SIAP.
2016). Este cultivo esta presente en mas de 20 estados de la republica, siendo el
principal productor Sonora, el cual es lider en volumen y valor de grano, aportando
un 43% de la produccion nacional (SIAP 2017), tal como se observa en la Figura
7. El rendimiento promedio de la paja de trigo varia 1.3 a 1.4 kg por kg de trigo
(Montane et al. 1998), lo cual nos da una cantidad promedio de 5,214 miles de

toneladas de paja de trigo en México en el afio 2016.

Baja Galifornia
w7

Sonora
489

|

Sinaloa
88

Figura 7 Estados de la Republica Mexicana donde se siembra trigo grano. Valores
numericos en el mapa representan el % del valor de produccion por entidad.
(mapa tomado de Atlas Agroalimentario (SIAP 2017).

Después de las actividades de aprovechamiento, el 85% de paja de trigo generada

en algunas zonas de México esta siendo quemada in situ causando graves
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problemas de contaminacion (Quintero Nufiez & Moncada Aguilar 2008), por tanto,
resulta necesario evaluar otros usos potenciales para este residuo. Dentro de
estos usos destaca la produccion de biocombustibles (Saha et al. 2015; Saini et al.
2016; Guerra-Rodriguez et al. 2012; Saha et al. 2005) debido al alto contenido de
celulosa y hemicelulosa, el cual varia entre 34.4-57.09% y 16.81-30.5%
respectivamente. Estos valores depende del tipo de trigo del que proceda la paja,
de la region, asi como de las condiciones de cultivo (Montero et al. 2016; Saha et
al. 2015; Cilerdzi¢ et al. 2016). En funcién a la cantidad generada de trigo y a las
cualidades en cuanto a celulosa y hemicelulosa, resulta atractivo usar la paja de

trigo para producir etanol.

1.2.5. Limitaciones de la hidrdlisis enzimatica

La produccion de etanol ha sido practicada por siglos, a partir de diversos tipos de
biomasas, siendo los materiales lignocelulésicos (Rocha et al. 2011; Garcia et al.
2014; Caspeta et al. 2014) los mas estudiados actualmente debido a que no
compiten con la seguridad alimentaria (Diaz et al. 2013; Rincén Martinez & Silva
Lora 2014). Sin embargo, la clave para hacer mas competitivo este biocombustible
respecto a los combustibles fésiles, esta en el pretratamiento y en la hidrélisis
enzimatica, los cuales permiten transformar los polimeros de carbohidratos en
monomeros de azUcares que puedan ser utilizados por las levaduras para llevar a
cabo la fermentacion (Taherzadeh et al. 1997; McMillan 1994; Sun & Cheng 2002;
Nguyen & Saddler 1991). La hidrdlisis enzimatica se lleva a cabo en funcion de
diversos factores (enzima, cantidad de sustrato, temperatura, pH y tiempo de
contacto), los cuales tienden a cambiar en funcion al tipo de biomasa y de enzima,
por ejemplo los tallos de alcachofa de Jerusalén requiere una temperatura de 50°C
(Li et al. 2016), mientras que la paja de avena se hidroliza a una temperatura
menor de 45°C (Gomez-Tovar et al. 2012).

Para poder encontrar las condiciones que favorezcan la hidrolisis enzimatica,
cuando se trabaja con sustratos como las podas de Jatropha y la paja de trigo, es
necesario hacer uso de un disefio estadistico de experimentos, el cual permite

plantear experimentos para evaluar el efecto que tienen los factores sobre la
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variable de respuesta (azlUcares reductores, por ejemplo), de forma tal que se
recaben datos adecuados para que sean analizados por métodos estadisticos y
poder asi tener conclusiones validas y objetivas (Montgomery 2014). Para llevar a
cabo estos disefios es necesario seguir una serie de pasos, tal como se ilustra en
la Tabla 5:

Tabla 5 Pautas generales para disefiar un experimento tomado de: (Montgomery
2014).

1 Identificacién del problema.

Seleccion de factores, niveles y rangos.
Seleccion de la variable de respuesta.
Determinacién del disefio experimental a realizar.
Realizacién del experimento.

Analisis estadistico.

N o o A~ wN

Conclusiones y recomendaciones.

Los pasos 1-3 se determinan en funcion al conocimiento previo del problema a
tratar. Los pasos 5-7 se basan en la seleccién de disefio experimental, por tanto
nos enfocaremos en explicar de manera mas amplia el paso 4 (Montgomery
2014).

La seleccion del disefio experimental a utilizar es una labor facil si los pasos
previos fueron desarrollados de manera eficiente. Diversos tipos de disefios
experimentales pueden ser utilizados, dentro de los que se encuentran el disefio

Plackett Bruman y el disefio Central Compuesto.
1.25.1. Plackett Burman (PB)

Es un disefio experimental fraccionado de dos niveles 2K, es decir utiliza
Unicamente dos niveles de prueba, los cuales pueden ser cualitativos y
cuantitativos; son de gran utilidad en etapas iniciales del trabajo de experimental,

cuando se estan utilizando muchos factores, ya que permite realizar menos
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corridas de experimentos. Por tal motivo, estos disefios son muy utilizados para

propoésitos de exploracion (Camara et al. 2016; Montgomery 2014).

Este tipo de disefio de experimentos permite seleccionar los factores con la mas
alta significancia, ignorando las interacciones entre variables (PLACKETT &
BURMAN 1946) y presenta algunas ventajas (Camara et al. 2016):

e El| disefio minimo permite estudiar hasta 11 factores con 12
experimentos.
e Permite estudiar muchos factores al mismo tiempo.

e Usado en casos particulares donde el ensayo es demasiado costoso.

El disefio PB ha sido empleado para obtener altas concentraciones de metabolitos
valiosos en algas marinas, donde se examinaron 7 factores (El-sheekh et al.
2016). Su uso también ha sido aplicado en el campo de la medicina, en la
preparacion de nano particulas de glibenclamida para mejorar la disolucion de las

mismas, analizando 5 factores (Shah et al. 2013).

1.2.5.2. Disefio Central compuesto (DCC)

Una vez encontrados los factores significativos del PB, el siguiente paso consiste
en la aplicacibn de un segundo disefio, cuyo objetivo es la realizacion de
experimentos de manera mas robusta que permitan obtener una estimacion mas
precisa de las condiciones Optimas del proceso a evaluar. A esta pauta para la
optimizacién se le conoce como metodologia de superficie de respuesta, la cual

comunmente se apoya en un disefio central compuesto (Montgomery 2014).

El DCC es utilizado para construir modelos de superficie de respuesta de segundo
orden, utilizando al menos 3 niveles para cada factor lo cual permite obtener la
curvatura (STATGRAPHICS 2006). Los disefios centrales compuestos son
disefios de tratamientos con 2k combinaciones adicionales llamadas puntos

axiales y n; puntos centrales (Maria & Jiménez 2015).

Experimentos de diversas areas han empleado el DCC, por ejemplo para la

optimizacién de las condiciones de operacién para la generacion de electricidad en
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una celda de combustible microbiana (Alshehria et al. 2016); para la optimizacion
de los parametros de procesamiento para la produccion de nano particulas de
lipidos solidos cargadas con extracto de Ficus religiosa L (Priyanka et al. 2017) o
para maximizar la produccién de enzimas lignocelulosicas en fermentacion en

medio solido (Pefia-Maravilla et al. 2017).

1.2.6. Extraccion de etanol por Vacio en un reactor Continuo de tanque
agitado (CSTR)

A lo largo del proceso de fermentacidn alcohdlica se presentan diversos
problemas que disminuyen la eficiencia del proceso, dentro de los que se
encuentra la alta concentracion de etanol, la cual afecta la actividad de la levadura
de fermentacion, presentandose inhibicion por producto (Roychouldhury et al.
1980; Apar & Ozbek 2004; Wyman et al. 1992; Vane 2005; Wei et al. 2014; He et
al. 2012). Esta inhibicion se detecta cuando la concentracion de etanol en el caldo
de fermentacion alcanza un 15% en volumen (Cysewski & Wilke 1977) lo que
provoca una declinacion de la velocidad de crecimiento especifica, mermando el
rendimiento de etanol y la eficiencia de fermentacion (Wang et al. 1999; Cysewski
& Wilke 1977; Honorato da Silva et al. 1999).

La inhibicion por producto se disminuye al remover el etanol en de la fase liquida
del reactor tan pronto como se ha formado (Finn & Ramalingam 1977; Cysewski &
Wilke 1977; Bai et al. 2008; Nguyen et al. 2009; Cardona 2007). Un avance
significativo en el desarrollo de técnicas de eliminacion in situ de alcoholes se ha
hecho durante las Ultimas décadas. Estas técnicas incluyen sistemas con y sin
membranas, tales como pervaporacion (Groot et al. 1984; Qureshi & Blaschek
2000; Bengston et al. 1991; Friedl et al. 1991; Groot & Luyben 1987; Orozco-
gonzélez et al. 2016), 6smosis inversa (Garcia et al. 1986), adsorcion (Ennis et al.
1987; Nielson et al. 1988; Groot & Luyben 1986; Abdehagh et al. 2013), extraccién
liquido-liquido (Evans & Wang 1988; Eckert & Schugerl 1987), arrastre por gas
(Taylor et al. 1997; Taylor et al. 2010) y extraccion por vacio (Nguyen et al. 2009;
Shihadeh et al. 2014; Mariano et al. 2012). Todas estas técnicas tienen ventajas y

desventajas (Mariano et al. 2011). Por ejemplo, la técnica de pervaporacién (un
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proceso basado en la membranas) resulta ser muy competitiva debido a su
simplicidad, alta selectividad y ausencia de aditivos adicionales (por ejemplo,
agentes de arrastre) (Apar & Ozbek 2004; Wyman et al. 1992; Vane 2005; Wei et
al. 2014; He et al. 2012; Calibo et al. 1987; Matsumura & Markl 1986); sin
embargo, las membranas representan costos elevados, por lo que resulta ser
poco interesante. Un caso similar ocurre con la extraccion liquido-liquido, ya que
esta restringida por el manejo de solventes, que hacen su operacion dificil
(Slapack et al. 1987).

La extraccion por vacio es una de las tecnologias de eliminacion de etanol in situ,
gue puede frenar la acumulacion de etanol y por lo tanto evitar la inhibicién (Finn &
Ramalingam 1977; Cysewski & Wilke 1977). Esta técnica fue inicialmente utilizada
por Cysewski y Wilke, y hasta la fecha ha sido ampliamente utilizada (Lee et al.
1981; Ghose et al. 1984; Nguyen et al. 2009; Nguyen et al. 2011; Huang et al.
2015; Sharif Rohani et al. 2015). Se basa en mantener al reactor en condiciones
de vacio, lo que permite eliminar el etanol durante la fermentacion. El vacio
provoca que la temperatura de ebullicion de la mezcla etanol-agua decrezca (78.3-
100°C a presion atmosférica) y pueda pasar a fase vapor a la temperatura de
fermentacion para ser recuperado por condensacion (Shihadeh et al. 2013;
Mariano et al. 2011; Ghose et al. 1984; Le et al. 1981; Ishida & Shimizu 1996).

La produccion de combustibles de segunda generacion puede ser afectada por
factores como tipo de reactor (Paulova et al. 2015). Diversos reactores han sido
utilizados para la produccién de etanol, tales como reactores de lecho (Park et al.
1991) y el CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor), siendo este ultimo el mas
utilizado para la conversion de diversos sustratos como desechos de comida
(Huang et al. 2015), maiz con alto contenido de solidos (Shihadeh et al. 2014),
paja de arroz pretratada (Ghose et al. 1984) y glucosa (Lee et al. 1981; Nguyen et
al. 2009; Nguyen et al. 2011). Por tanto, la evaluacion del comportamiento de la
técnica de extraccion por vacio durante la fermentacion de hidrolizados de paja de
trigo y podas de Jatropha puede ser aplicada en un CSTR, usando Kluyveromyces

marxianus SLP1 como levadura.
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1.3. Justificacion

Diversos tipos de materias primas han sido utilizados para la elaboracion de
biocombustibles a nivel global. No obstante resulta importante indagar en otro tipo
de biomasas que puedan ser aplicables para la produccion de etanol en el caso
especifico de México; por ejemplo, las podas de Jatropha y la paja de trigo, ya
gue ambos residuos al ser de naturaleza lignocelulésica son buenos candidatos

para dicho fin.

Las podas de Jatropha son, principalmente, tallos secundarios cubiertos con
corteza. La corteza contiene en mayor cantidad lignina, la cual actia como una
barrera para la degradacion de la holocelulosa, por lo tanto es importante estudiar
la influencia que tiene la corteza sobre la produccion de azucares, y cuyo estudio

no ha sido realizado.

Varios factores, tales como sustrato, enzima, pH, temperatura y tiempo de
reaccion, determinan la eficiencia de la hidrolisis enzimética, por lo que la
optimizacién de dichos factores puede ser realizada en sustratos de paja de trigo y
podas de Jatropha.

La técnica de extraccion por vacio ha sido estudiada en las uUltimas décadas para
soluciones modelos (compuestos de glucosa) y sustratos de primera generacion;
sin embargo, no se ha reportado la aplicacion de esta técnica en hidrolizados de
materiales lignocelulésicos en los cuales se pudiera evitar la inhibicion por

producto, por tanto en este trabajo se pretende evaluar su efecto.

1.4. Hipotesis
Se tendran una mayor produccion de azucares para las podas de Jatropha sin
corteza que para las podas con corteza, ya que al eliminar la corteza se disminuye

la barrera para la degradacion de la holocelulosa.

El uso de disefios estadisticos de experimentos en la optimizacion de la hidrolisis
enzimatica permitird obtener altos rendimientos en la produccion de azlcares

reductores.

29



La aplicacion de vacio en un reactor CSTR, durante el proceso de fermentacion
alcohdlica de los hidrolizados (de podas de Jatropha y de paja de trigo), ayudara a

aumentar la productividad de etanol, ya que se evitara la inhibicion por producto.

1.5. Objetivos
1.5.1. General

Evaluar y comparar la produccion de etanol, a partir de hidrolizados de paja de

trigo y podas de Jatropha, asistida por extraccion por vacio.

1.5.2. Particulares
Identificar y seleccionar el residuo (podas de Jatropha con o sin corteza) que

genera una mayor produccion de azucares reductores.

Encontrar las condiciones que favorecen la hidrélisis enzimatica de la paja de trigo
y de las podas de Jatropha (seleccionado), mediante el uso del disefio Plackett

Burman y del Disefio Central Compuesto.

Analizar el impacto que tiene la aplicacion de vacio sobre la productividad de

etanol, en el proceso de fermentacién alcohélica en un reactor CSTR.

1.6. Diagrama experimental

La estrategia para la realizacion de este proyecto, se llevd a cabo tal como se
ilustra en la Figura 8, donde se observan tres etapas principales.

La primer etapa corresponde al capitulo 2 de esta tesis y consistié en caracterizar
las biomasas lignocelulésicas (paja de trigo y podas de Jatropha con y sin corteza)
mediante andlisis de fibras, indice de cristalinidad, distribucibn de tamafio y
cenizas. Asi mismo, se estudio el pretratamiento acido efectuado sobre las
biomasas. En esta etapa se seleccioné un tipo de podas en funcién al impacto que
tiene el eliminar la corteza de las mismas, mediante un andlisis de la cantidad de
azucares liberados durante la hidrélisis. Las podas seleccionadas, junto con la

paja de trigo, se utilizaron en las siguientes etapas.
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En la segunda etapa se realiz6 una optimizaciéon de la hidrdlisis enzimatica
aplicando inicialmente un disefio experimental Plackett Burman, seguido de un
Disefio Central Compuesto y finalmente wuna cinética de produccion.
Adicionalmente, en esta etapa se probaron los hidrolizados obtenidos bajo
condiciones 6ptimas en un proceso de la fermentacion alcohdlica (en botella)
usando la levadura Kluyveromyces marxianus SLP1. Esta etapa se encuentra

detallada en el capitulo 3.
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Figura 8 Disefio Experimental

Por ultimo, se determiné el efecto que tiene la presién de vacio sobre el proceso
de fermentacion, por tal motivo se sometio a los hidrolizados a una fermentacion

en un reactor CSTR (Capitulo 4).
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Cabe sefalar que cada una de las etapas se probo para las biomasas de manera

separada.
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Capitulo 2 Pretratamiento acido y Seleccion de podas de Jatropha
2.1. Resumen

Las actividades contempladas en este capitulo permitieron conocer las
caracteristicas principales de las biomasas, con el objetivo de entender el
pretratamiento &cido, principalmente. Como se mencioné anteriormente, se
utilizaron como biomasas, la paja de trigo y las podas de Jatropha con y sin

corteza.

Finalmente, se compar6 la cantidad de azucares liberados por las podas de
Jatropha con y sin corteza, con el objetivo de seleccionar aquella de estas
biomasas que diera un mayor rendimiento para ser utilizada en los préximos

capitulos.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Biomasas.

La paja de trigo se obtuvo como residuo del trigo cultivado en el Valle de Yaqui

por el Instituto Tecnoldgico de Sonora (ITSON).

Las podas de Jatropha (Especie J. curcas) fueron obtenidas de un campo
experimental del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD)
ubicado en Culiacan Sinaloa, recolectando tallos secundarios principalmente.
Parte de la Jatropha se sometié a un proceso de descortezado manual (Podas de

Jatropha sin corteza) y otra parte se dejé tal como se recibié (Podas de Jatropha).

Las tres biomasas se trituraron en una ensiladora-trituradora marca Azteca, a

través de una malla de 3/8”.

2.2.2. Caracterizacion

Andlisis del tamafio de particula

Se colocaron 40-50 g de paja de trigo y 90-100 g de podas de Jatropha con y sin
corteza (de manera separada) en un sistema de tamizado que consiste en 6
mallas (No. 6, No. 8, No. 12, No. 18, No. 35 y No. 60) ordenadas de apertura
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mayor a menor. El tiempo de agitacion fue de 5 minutos para cada muestra,
realizando la prueba de manera manual y por duplicado. Al término dela agitacion
se procedié a pesar la cantidad de biomasa retenida en cada malla (Gee & Or
2002; Yan & Barbosa-Canovas 1997).

Andlisis de Fibras

Se llevé a cabo segun lo establecido en el protocolo de ANKOM technology, el
cual esta basado en el método Van Soest (Keys et al. 1969). Para tales
determinaciones, se colocaron 500+50 mg de cada una de las biomasas en bolsas
filtro previamente etiguetadas con un marcador resistente a solventes. Las bolsas
con la muestra dentro fueron selladas mediante un sellador de calor y sometidas a
diversas soluciones (Anexo B) para determinar de manera secuencial la fibra
detergente Neutral (hemicelulosa, lignina, celulosa), fibra detergente acida
(Celulosa vy lignina) y lignina detergente acida. Después de cada determinacion se
procedi6 a enjuagar las bolsas hasta dejar un pH neutro. Las pruebas se
realizaron por triplicado para la paja de trigo y por quintuplicado para las podas de
Jatropha (Keys et al. 1969).

indice de Cristalinidad (IC)

Las muestras fueron analizadas en el Difractometro de Rayos-X (XRD) SmartLab
RIGAKU con radiacion monocromatica Cu Ko (A=1.541 A), voltaje de 40 keV y
corriente de 44 mA. Se examin0 cada una de las muestras en un intervalo de 5-70
° en 26, calculando el IC a partir de la Ecuacion 7 (Phillips 2008).

Ecuacién 7

Cr

Ic= Cr+Ca

%100

Donde: Cr corresponde al area total de la fraccion cristalina, mientras que Ca es el

area total de la fraccion amorfa.

Se utiliz6 un estandar de celulosa microcristalina (Avicel PH-101) para encontrar
los picos cristalinos, los cuales estan reportados en la literatura a valores de 15°,
16.5°, 22.8° y 34.6°.
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Cenizas

El porcentaje de cenizas presentes en los materiales lignocelulésicos se obtuvo en
funcion a Standard Methods ((APHA) 1998). De 2.5 + 0.05 g de muestra fueron
puestos en crisoles (peso constante y previamente etiqguetados). Los crisoles con
muestra se colocaron a 550°C por 4 horas en una mufla Cole-parmer (CBFL516),
con el objetivo de obtener el contenido de cenizas, segun la Ecuacion 8:

Ecuacion 8

(M-C)*100

% Cenizas (solidos fijos)= X

Donde: M=Peso del crisol con muestra después de la calcinacién, C= Peso del
crisol y X= peso de la muestra.

2.2.3. Seleccion de biomasas.

2.2.3.1. Hidrélisis Acida

Cada biomasa, previamente triturada, fue sometida a un proceso de hidrélisis
acida, utilizando acido sulfurico. Para tal determinacion se empled6 el protocolo
utilizado por el Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del
Estado de Jalisco (CIATEJ), usando una relacion 1:8 sélido:liquido, de biomasa
respecto a acido sulfurico al 2%. Esta mezcla se colocé en la autoclave a 121°C
por 15 min. Al término, se analizé la fraccion sélida determinando la cantidad de

fibras y la parte liquida mediante azucares reductores e inhibidores.

2.2.3.2. Hidroélisis Enziméatica

La fibra sélida obtenida de la hidrdlisis &cida fue usada para llevar a cabo la
hidrolisis enzimatica. Se us6 una relacion 1:10 de sdlido lavado:liquido, empleando
buffer de acetatos con una concentracion de 50 mM y pH de 5.5. Finalmente se
agrego 3.5% g proteina de enzima Celluclast® 1.5 L respecto a mL de buffer. Los
experimentos se realizaron por duplicado para cada biomasa, colocados en la
incubadora orbital (INO 650V-7) a 50°C con una agitacion de 220 rpm, tomando

muestras intermedias.
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2.2.4. Determinaciones analiticas y calculos

Para las determinaciones gravimétricas de analisis de fibras se utilizé una balanza
Ohaus Discovery. La cantidad de azucares reductores (AR) liberados del
pretratamiento &cido y de la hidrélisis enzimatica, fueron determinados por el
meétodo del acido 3,5-dinitrosalicilico (Miller 1959). El rendimiento de azlcares se
calcul6 como los gramos de azucares entre los gramos de biomasa cruda. El
rendimiento tedrico de azucares se calculé en base a la cantidad de hemicelulosa
y celulosa multiplicada por 1.111 (Saini et al. 2016). La eficiencia de sacarificacion
fue determinada dividendo el rendimiento obtenido experimentalmente entre el

rendimiento tedrico y expresandolo en porciento.

La determinacion de inhibidores, tales como furanos (5-hidroximetilfurfural y
furfural), asi como aldehidos fendlicos (vainillina y siringaldehido) se llevé a cabo
en HPLC (1200 series, Agilent Technologies) utilizando una columna Synergi 4u
Hydro-RP 80 A (4.6 x 250 mm), empleando como fase movil agua/acetonitrilo
(92/8%) a un flujo de 0.8 mL/min , pH de muestra 4.4 (Arreola-Vargas et al. 2013).

La cantidad de biomasa usada en cada tratamiento y en los célculos fue en base a
peso seco. La determinacion de sélidos totales se realiz6 en un termobalanza
Ohaus MB45-2A0 colocando de 3 a 5 g de muestra.

La determinacion de proteina de la enzima Celluclast® 1.5 L se llevo a cabo segun
el método de Bradford (Bradford 1976).

2.2.5. Andlisis estadistico

Se realiz6 una prueba de ANOVA (Andlisis de varianza) para determinar si existen
diferencias entre la eficiencia de sacarificacion al final de la hidrélisis acida y
enzimatica para las podas de Jatropha (con y sin corteza), asi como una prueba

de Duncan para encontrar cual era el mejor.

2.3. Resultados y discusion

2.3.1. Caracterizacion
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Tamarfo de particula

Como se menciond en la seccion de metodologia, se usé el método de tamizado
para determinar la distribucion de tamafio que se obtiene después del proceso de
trituracion. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 9, donde se observa
una distribucion similar a una campana para la paja de trigo, lo que nos indica que
se tiene mayor cantidad de particulas de tamafio intermedio. Para las podas
Jatropha (con y sin corteza) se tiene una distribucién decreciente, por lo tanto, se

tienen principalmente particulas mayores a 1.68 mm.

mayorde 238-335 1.68-238 1-168 051 025005 00250

5 -~
3.36 Tamaiio (mm)
mPaja de tngo mPodas de Jatropha = Podas de Jatropha sin corleza

Figura 9 Distribucion de tamafio de particula después del proceso de trituracion

La técnica de tamizado presenta ciertas desventajas, ya que el paso de una
particula por el tamiz depende de la orientacion de ésta y del tiempo de agitacion
(Gee & Or 2002). Esta desventaja deberia ser mas notoria en el caso de la paja de
trigo, ya que se trata de material en forma de tubos; sin embargo, no se ve una
desviacion alta entre los resultados obtenidos. A pesar de esta limitante, este
método permite darnos una aproximacion del tamafio de particula que se uso6 en
los experimentos realizados en esta tesis, ademas de que se trata de un técnica
simple, transportable, econdémica y ampliamente utilizada (The International
Volcanic Health Hazard Network 2017).

Andlisis de fibras
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Los resultados de la caracterizacion de fibras arrojan que la paja de trigo tiene el
mayor contenido de holocelulosa (celulosa + hemicelulosa) de 62.47+0.56%,
seguida de las podas de Jatropha sin corteza con un valor de 60.53+0.68% y
finalmente tenemos las podas de Jatropha con corteza (52.98+0.63%). En la

Figura 10 se pueden observar los porcentajes de fibras que presenta cada una de

las biomasas.
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mPajade tngo mPodas de Jatropha Podas de Jatropha sin coneza

Figura 10 Porcentaje de fibras de biomasa cruda.

La cantidad de holocelulosa es un parametro importante, ya que es proporcional a
la cantidad de azUcares liberados después de aplicar la hidrélisis (Srilekha Yadav
et al. 2011). El contenido de holocelulosa obtenido, para el caso de las podas de
Jatropha sin corteza (60.53+0.68%), resulta ser superior a lo presentado para
podas de Jatropha con corteza en la India, con un valor de 56.7% (Kumar et al.
2014), mientras que el valor de holocelulosa de las podas de Jatropha con corteza
(52.98+0.63%) es inferior a lo reportado por estos autores. Respecto a lo obtenido
en la paja de trigo, el valor de holocelulosa (62.47+0.56%) es inferior a lo
reportado por otro autor para el mismo tipo de biomasa, donde se encontré un
valor de 68.8% (Cilerdzi¢ et al. 2016); sin embargo, la cantidad obtenida en este
trabajo no varia considerablemente segun lo realizado por Saha et al. (2015), el
cual obtuvo 59.1% para paja de trigo. Los resultados obtenidos y sus variaciones
respecto a otros estan en funcion del tipo de biomasa, edad de la planta, asi como

condiciones de crecimiento (Rincon Martinez & Silva Lora 2014), razon por la cual
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no se obtienen los mismo resultados para las podas de Jatropha cultivada en

México y la cultivada en la India, por ejemplo.

Comparando el valor de holocelulosa con lo reportado para otro tipo de residuos
lignocelulésicos, por ejemplo bagazo de agave con 70% (Arreola-vargas et al.
2015), aserrin de madera de roble con 78.6% (Cilerdzi¢ et al. 2016), tenemos
valores por debajo de estos; sin embargo, las podas de Jatropha constituyen un
residuo lignoceluldsico interesante, sobre todo para obtener la mayor cantidad de
energia a partir de las plantas de esta especie, de cuya semilla se extrae aceite
para producir biocombustibles.

Otro aspecto importante a destacar respecto a los resultados obtenidos en el
analisis de fibras es la cantidad de lignina de: 21.82+0.5% para las podas de
Jatropha con corteza, 11.44+0.54% para las podas sin corteza y siendo el valor
mas bajo para la paja de trigo 4.82+0.1%. Se puede observar que el porcentaje de
lignina es mas alto para las podas de Jatropha con corteza que para las podas sin
corteza, lo que nos indica que la corteza contiene una alta cantidad de lignina, tal
como se habia mencionado en el capitulo 1. El contenido de lignina es importante,
ya que es mas dificil obtener azicares cuanto mas lignina se tenga, debido a que
actia como una barrera para la liberacion de los monémeros de la celulosa y de la

hemicelulosa durante el proceso de hidrélisis (Marques 2009).
indice de cristalinidad

El indice de cristalinidad (IC) es muy similar para las dos podas de Jatropha, con
una variacion menor al 1%, mientras que para la paja de trigo se obtuvo un IC de

49.08%. En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos a partir del XRD.

Tabla 6 indice de cristalinidad (IC) de biomasa cruda. Avicel PH101: Estandar.

Material IC (%)
Avicel PH101 58.92
Paja de trigo 49.08
Podas de Jatropha 58.09
Podas de Jatropha sin corteza 58.41
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El IC es un parametro muy importante, que nos permiten conocer mas acerca de
las biomasas y su comportamiento para la produccion de azlcares. El IC,
determina qué tan cristalino es el material, lo cual esta relacionada con la
accesibilidad para la degradacién de la celulosa (Browning 1967), es decir un
material muy cristalino no es accesible, mientras que un material amorfo es mas
accesible al tratamiento enzimatico. Por tanto, se espera que sea mas faclil
acceder a la celulosa presente en la paja de trigo, debido a que presenta un menor
IC.

2.3.2. Hidroélisis acida

El hidrolizado &acido obtenido de cada biomasa fue caracterizado, tal como se

observa enla Tabla 7.

Tabla 7 Caracterizacion de los hidrolizados acidos.

ID Azlcares Rendimiento Rendimiento Eficiencia de
Reductores . Teorico sacarificacion
(g/L) (g AR/g biomasa) (%)
(g AR/g biomasa)
Paja de trigo 54.72+0.9 0.44+0.002 0.69 63.44+0.25
Podas d
odas @€ a5 18+0.96 0.28+0.008 0.59 47.70+1.44
Jatropha
Podas de
Jatropha sin 41.98+0.19 0.34+0.002 0.67 50.12+0.23
corteza

La cantidad obtenida de azUcares reductores a partir de las podas de Jatropha sin
corteza resulta ser superior a lo obtenido para las podas con corteza, alcanzando
una eficiencia de sacarificacion de 50.12+0.23 y 47.70+1.44 %, respectivamente.
Esta variacion es ocasionada por la presencia de lignina, la cual se encuentra en
mayor concentracién en las podas con corteza, por lo tanto existe una mayor
barrera para lograr la liberacion de azucares (Arantes & Saddler 2010).
Comparando la eficiencia de ambas podas, respecto a otros autores, se tiene que

el resultado de este proyecto es casi 5 veces mayor a lo obtenido por Kumar de
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11.53%, variacion que pudo haber sido ocasionada por la diferencia entre la
cantidad de acido, carga de solido, la temperatura y el tiempo de contacto (Kumar
et al. 2014).

Respecto a la paja de trigo, se obtuvo una eficiencia de sacarificacion mayor a lo
reportado por Saha de 44.02% (Saha et al. 2005) esto debido a la variaciéon de las
condiciones (2:1 H,SO4, 3 hy 25°C vs 121°C y 15 min).

Otro aspecto importante que se puede observar, es referente a que se obtuvo una
mayor eficiencia en la hidrdlisis de la paja de trigo que de ambas podas de
Jatropha. Este comportamiento se debe a que se tiene el menor contenido de
lignina en la paja de trigo, por lo tanto existe menos proteccion para degradar a la
hemicelulosa y parte de la celulosa (Marques 2009). Otros aspectos que favorecen
el proceso de hidrdlisis acida de la paja de trigo son su alto contenido de
holocelulosa y un tamafio de particula mas pequefio respecto a lo obtenido para

las podas de Jatropha (Figura 9).

El rendimiento de azucares para las podas de Jatropha y la paja de trigo es inferior
al rendimiento teérico. No obstante, aun existe celulosa remanente en la paja de
trigo y en las podas de Jatropha, la cual se sacarificara por medio de las enzimas,

liberando una cantidad de azUcares adicional.

En cuanto a los inhibidores formados de la hidrélisis acida, se determiné la

presencia de 4 inhibidores principales (Tabla 8).

Tabla 8 Inhibidores formados durante la hidrélisis acida.

ppm
Podas de Concentracion
Compuesto Paja de trigo Ijg?rﬁ)r?: Jatropha sin inhibitoria K.' marxianus
corteza SLP1 (Oliva 2003)

HMFH 269.19+25.52 45.26+2.2 57.24 +4.39 3000
Furfural 11.43+13.66 16.71+2.77 19.34+0.61 2000
Vanilina N/D 1.09+1.89  8.14+0.64 1000
Siringaldehido  31.2445.89  2.34%4.05 N/DS8 1500

B HME: 5-(hidroximetil)furfural
$8 N/D: No detectado
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Se observa que la cantidad de inhibidores formados es mayor en el hidrolizado de
paja de trigo que para las podas de Jatropha; sin embargo, es inferior a la
concentracion inhibitoria reportada por Olivia (2003) para K. marxianus (Oliva
2003), lo que sugiere que no se tendran problemas relacionados con estos

compuestos en el proceso de fermentacion.

El analisis de fibras realizado después de la hidrdlisis acida (Tabla 9) indica que la
cantidad de hemicelulosa para las tres biomasas es practicamente cero, esto
debido a que en la hidrolisis &cida, se ataca principalmente la fraccion de
hemicelulosa (Yang & Wyman 2008). Estos resultados remarcan la eficiencia del
pretratamiento acido, lo cual ayudara a tener un buen rendimiento en la hidrolisis

enzimética, ya que la hemicelulosa no limitara el ataque de la enzima.

Tabla 9 Porcentaje de fibras después de aplicar la hidrolisis acida.

Compuestos Hemicelulosa Celulosa Lignina Cenizas
solubles
% % % % %
Paja de trigo 17.8+0.18 1.14+0.05 63.16+0.43 16.93+0.52 0.97+0.14
Podasde /01033 0.77+0.17  51.80+0.49 36.46+0.33 0.56+0.12
Jatropha
Podas de
Jatropha sin 6.32+0.01 0+0.06 37.18+5.05 57+4.97 0.57+0.04
corteza

2.3.3. Hidroélisis enzimética

La cantidad de proteina obtenida por el método de Bradford para Celluclast® 1.5
L fue de 32.45 mg de proteina/mL de enzima, un valor inferior a lo reportado por
Lopez-Gutiérrez (2015) de 39.23mg/mL y por Gdémez-Tovar (2008) de 40.7
mg/mL; sin embargo, la enzima utilizada para estos ensayos proviene de un lote

diferente al usado por ellos.
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Esta cantidad de proteina fue utilizada en los experimentos de hidrolisis

enzimatica de biomasa después de ser sometida a un proceso de hidrolisis acida.

En la Figura 11 se observa el comportamiento de los azucares reductores
liberados a través del tiempo para la hidrdlisis enzimética, alcanzando 7.46 g/L
para la paja de trigo y cantidades menores y similares entre si para los
hidrolizados de las podas de Jatropha con corteza y sin corteza (2.3 y 1.8 g/L,
respectivamente). Las concentraciones anteriores, corresponden a rendimientos
0.034 g AR/g biomasa inicial para la paja de trigo, 0.012 y 0.010 g AR/g biomasa
inicial para las podas de Jatropha. Estos rendimientos, junto con el obtenido de la
hidrdlisis acida nos da como resultado una eficiencia total de sacarificacion de
68.42+0.29, 49.77+£1.62 y 51.54+0.55 % para la paja de trigo, podas de Jatropha
con corteza y podas de Jatropha sin corteza.
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Figura 11 Cinética de produccién de azucares reductores durante la hidrolisis
enzimatica para las 3 biomasas lignoceluldsicas.

En funcidn a la cantidad de celulosa presente en los materiales crudos (Figura 10)
era de esperarse una mayor liberaciéon de azlcares para las podas de Jatropha;
sin embargo, esto ocurre de manera contraria, ya que se tiene un menor indice de
cristalinidad para la paja de trigo (49.08%) respecto a las podas con y sin corteza
(58% aproximadamente), lo que nos indica que existe mayor cantidad de celulosa
amorfa que de celulosa cristalina, por tanto se liberan mas azucares para la paja

de trigo, debido a que la celulosa amorfa exhibe menos resistencia a la
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degradacion (Browning 1967). Otro factor importante es el tamafio de particula,
presentando tamafios mas grandes en las podas de Jatropha (Figura 9), lo cual
hace que los tratamientos de hidrélisis sean méas efectivos para la paja de trigo
(Gupta & Verma 2015). Finalmente, se tiene que la cantidad de lignina de cada
material al inicio de la hidrdlisis enzimatica (Tabla 9) influye en la cantidad de
azucares liberados, ya que para el caso de la paja de trigo el porcentaje de lignina
fue de 16.93+0.52%, inferior a lo obtenido para las podas de Jatropha, por lo que
la lignina actu6é como barrera para la degradacion de celulosa en ambas Podas de
Jatropha.

La cantidad de azucares liberados para los tres casos es muy pequefa
comparada con lo obtenido en la hidrélisis acida (menor al 14%), lo que sugiere
gue se necesita realizar un proceso de optimizacién que permita aumentar esta

produccién de azucares, lo cual se describira en el siguiente capitulo.

2.3.4. Seleccién de podas de Jatropha

Se aplico un ANOVA (Anexo C) para llevar a cabo la seleccion del tipo de podas
de Jatropha que se usaria en los siguientes experimentos (capitulos 3 y 4). El
resultado indic6 que no existen diferencias significativas entre la eficiencia de
sacarificacion obtenida de la hidrdlisis 4cida para las podas con y sin corteza, ya
gue el valor de P es mayor a 0.05 (P(>F)=0.143). Estos resultados concuerdan
con el analisis realizado con las eficiencias de la hidrolisis enzimética con un valor
de P mayor de 0.05 (P(>F)= 0.283). Por otro lado se tiene que la obtencién de
podas de Jatropha sin corteza involucra trabajo de descortezado, que representa
inversion de tiempo y recursos. Debido a lo anterior y considerando el andlisis

estadistico, se decidi6 usar las podas con corteza para el resto del trabajo.

2.4.Conclusiones

La caracterizacion de las biomasas crudas nos permite conocer la cantidad de
holocelulosa, la cual nos indica la maxima cantidad de azucares que se pueden

liberar por medio del pretratamiento acido y de la hidrolisis enzimatica. Por otro
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lado, se obtuvieron algunas caracteristicas (IC, % lignina, distribucion de tamafio)

gue nos permitieron interpretar los resultados obtenidos.

Los resultados de hidrélisis acida muestran que la hemicelulosa (y parte de la
celulosa) fue convertida a azucares reductores, siendo mayor la conversion en la
paja de trigo debido a que presenta menor cantidad de lignina en la biomasa
cruda, tamafo de particula pequefio y altos porcentajes de celulosa y
hemicelulosa. Asi mismo, se observa que no se liberan altas concentraciones de

furanos y fendlicos que pudieran inhibir el proceso de fermentacion.

Respecto a la hidrolisis enzimatica se observa la misma tendencia que en la
hidrélisis &cida, con una mayor liberacion de azlcares para la paja de trigo que
para las podas de Jatropha. Asi mismo se puede concluir que es necesaria una
optimizacién de la sacarificacion enzimética, debido a las bajas concentraciones

obtenidas respecto a la hidrolisis acida (menores al 14%).

Finalmente se selecciona las podas de Jatropha con corteza, con el objetivo de
ahorrar tiempo y recursos al evitar el proceso de remocion de corteza, asi como

basandonos en el analisis estadistico.
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Capitulo 3 Optimizacion de la hidrélisis enzimética.

3.1. Resumen

Para poder aprovechar al maximo la paja de trigo y las podas de Jatropha (con
corteza capitulo 1), es necesario mejorar el proceso de hidrélisis enzimatica que
se refleja en una mayor produccion de etanol. Por tal motivo en este capitulo, se
presentan los resultados obtenidos para la optimizacion de la hidrolisis enziméatica.
En primera instancia, un set de experimentos fue obtenido del disefio experimental
Plackett Burman, que nos permiten tener una aproximacion inicial para la
optimizacién. Aquellos factores que resultaron significativos en el Plackett Burman
fueron optimizados en un Disefio Central Compuesto, ya que se trata de un disefio
experimental mas robusto. Ambos disefio experimentales se realizaron en el
programa Design Expert® 7.0.0. Adicionalmente, se optimiz6 el tiempo de
hidrolisis enzimatica, mediante una cinética de produccion de azlcares reductores.
Finalmente, se evaluaron los hidrolizados acidos y enziméaticos, asi como una
mezcla de ambos en un proceso de fermentacion en botellas usando

Kluyveromyces marxianus SLP1.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Pretratamiento: Hidrolisis acida

Cada biomasa, previamente triturada, fue sometida a un proceso de hidrélisis
acida, utilizando &cido sulfurico. Para tal determinacion se utilizo el protocolo del
CIATEJ, en la cual se emplea una relacion 1:8 solido:liquido, de biomasa en seco
respecto a acido sulftrico al 2%. Esta mezcla se colocé en un autoclave a 121°C
por 15 min. Al término de la hidrolisis acida, se separo la fraccion solida, la cual

fue secada y lavada, para después ser sometida al proceso de optimizacion.

3.2.2. Optimizacién de la hidrdlisis enzimatica
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Se realizé la optimizacién de las condiciones de hidrolisis enzimatica de las dos
biomasas (después de ser sometidas a una hidrélisis acida) evaluando el efecto
que tienen la concentracion de sustrato, la concentracion de enzima, el pH, el
tiempo de reaccidén y la temperatura sobre la produccion maxima de azlcares
reductores (AR) y el porcentaje de liquido recuperado (%LR). Inicialmente se
utilizé el disefio Plackett-Burman (PB), donde se evaluaron estos 5 factores.
Seguido de este disefio, se procedi6 a utilizar un Disefio Central Compuesto

(DCC) con aquellos factores que resultaron significativos en el disefio PB.

Se utilizd6 como enzima Celluclast 1.5 L® con 32.45 mg proteina/mL enzima
(capitulo 2) y como solucién amortiguadora buffer de citratos de 50 mM (Gémez-
Tovar et al. 2012). Los experimentos se llevaron a cabo en una incubadora orbital
(INO 650V-7) a 120 rpm.

3.2.2.1. Exploracion mediante el disefio Plackett Burman

Como primera etapa para la optimizacion, se llevé a cabo una exploracion usando
el disefio experimental Plackett Burman (PB), utilizando el software Design
Expert® 7.0.0. Los experimentos se realizaron con valores minimos y maximos
para los 5 factores (Tabla 10), en funcion a estas variables el software genero las
combinaciones necesarias a realizar experimentalmente. Cada ensayo se realizé

con sus respectivos controles de enzima y sustrato.

Tabla 10 Factores experimentales del PB e intervalos de prueba evaluados para
las dos biomasas.

Factor Valor inferior Valor Unidades
Superior

Enzima* 0.5 1.5 mg/mL

Sustrato* 20 80 g/L

pH 4 6

Tiempo 12 48 h

Temperatura 40 60 °C

+ .z . z
* Concentracion de enzima (mg de proteina)
¥ Concentracion de sustrato

3.2.2.2. Disefio Central Compuesto (DCC).
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Los factores significativos en el PB fueron optimizados en el Disefio Central
Compuesto (DCC), tomando un punto central para cada factor con 5y 3 réplicas,
para la paja de trigo y las podas de Jatropha, respectivamente. Asi mismo, se
mantuvo constante el valor sugerido por el PB para aquellos factores que no
tuvieron efecto significativo. EL set de experimentos fue generado en el software

Design Expert 7.0.0.
3.2.2.3. Cinética de produccion de azlcares

Se llevé a cabo el proceso de hidrdlisis enzimatica utilizando las condiciones
obtenidas del DCC, asi como las sugeridas del PB. Se tomaron mediciones
intermedias para la determinacion de AR, hasta alcanzar un estado estable en el

consumo de azUcares.

3.2.3. Comprobacién de la condiciones 6ptimas

Teniendo las condiciones (y tomado los valores sugeridos por el PB) se procedi6 a
comprobar el valor de azucares reductores y liquido recuperado predicho por el
modelo del DCC. Adicional a esto, se determinaron inhibidores formados en el

hidrolizado, asi como el porcentaje de fibras del residuo sélido generado.

3.2.4. Fermentacion en botellas

La fermentacion alcohdlica en este experimento, se llevé a cabo con la levadura
Kluyveromyces marxianus SLP1, utilizando los azucares obtenidos en el
hidrolizado acido, enzimatico (valores 6ptimos) y una mezcla de ambos como

fuente de carbono.

La activacion de la levadura se realizé en medio YPD (20 g/L de glucosa, 20 g/L

de peptonay 10 g/L de extracto de levadura) pH 4.5, 30°C y 225 rpm.

Las condiciones de fermentacion fueron 30°C, pH 4.5, agitacion 100 rpm y 1 g/L
de NH4H,PO,. Se agregd 10% v/v de indculo (1X10° cel/mL). El ensayo se llevé a
cabo durante 48 h, con mediciones intermedias de azuUcares reductores,

produccion de etanol y conteo de células. Se utilizaron botellas serolégicas de 120
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mL, a un volumen de trabajo de 60 mL. A cada botella se le intercambio la

atmosfera con nitrégeno durante 6 min.

3.2.5. Determinaciones analiticas y calculos

El etanol producido se analizé en un cromatdgrafo de gases Agilent technologies
6890N FID, usando una columna Agilent J&W DB-624 Ul (60 m*0.32 mm*1.8um).
La productividad de etanol (velocidad de produccion del etanol) se calculé6 como el
etanol producido (g/L) dividido entre el tiempo exponencial de fermentacion
(g/L*h). El rendimiento de etanol fue definido como gramos totales de etanol
producido entre gramos de biomasa utilizada (antes de la hidrolisis acida) (g/g)
(Huang et al. 2015). La productividad en funcion al rendimiento fue calculada como
el rendimiento dividido entre el tiempo seleccionado de fermentacion (g/g*h).

Por otra parte, el rendimiento tedrico de azucares se calcul6 como la cantidad de
hemicelulosa y celulosa presente en las biomasas crudas multiplicada por 1.111
(Saini et al. 2016). El rendimiento real de azlcares fue determinado, como los
gramos de azlcares reductores por gramo de biomasa inicial utilizada y la
productividad como la cantidad de azucares reductores producida dividida entre el
tiempo exponencial de hidrdlisis enzimatica. La eficiencia de sacarificacion fue
determinada dividendo el rendimiento obtenido experimentalmente (acido mas

enziméatico) entre el rendimiento tedérico y expresandolo en porciento.

La determinacion de masa celular se realiz6 usando una camara de Neubauer en

un microscopio Leica DM 1000.

El analisis de fibras se llevd a cabo segun lo establecido en el protocolo de
ANKOM technology, el cual esta basado en el método Van Soest (Keys et al.
1969). La cantidad de azucares reductores liberada de la hidrdlisis enzimatica, fue

determinada por el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (Miller 1959).

La determinacion de inhibidores, tales como furanos (5-hidroximetilfurfural y
furfural) y aldehidos fendlicos (vainillina y siringaldehido) se llevé a cabo en un

HPLC (1200 series, Agilent Technologies) utilizando una columna Synergi 4u
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Hydro-RP 80 A (4.6 x 250 mm), empleando como fase movil agua/acetonitrilo
(92/8%) a un flujo de 0.8 mL/min , pH de muestra 4.4 (Arreola-Vargas et al. 2013).

3.2.6. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se llevo a cabo con ayuda del software Rstudio®.Para la
optimizacion del tiempo de sacarificacion se realizé6 una prueba de ANOVA para
determinar si existen diferencias entre los azlUcares obtenidos a diferentes tiempos
para cada biomasa y una prueba de Duncan para encontrar cual es el mejor

resultado dentro de esos tiempos.

En la parte de fermentacion, se utilizd la prueba ANOVA para determinar las
diferencias entre el etanol producido junto con una prueba Duncan para la
seleccién del tiempo en el cual se alcanza el maximo, asi como para la selecciéon

del hidrolizado en funcién al rendimiento.
3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Optimizacién

Plackett Burman (PB)

El disefio PB propuso la realizacion de 12 experimentos, tal como se observa en la
Tabla 11 Después de la realizacion de los experimentos propuestos, el valor de

AR obtenido se analiz6 en el software.

Los resultados del analisis del disefio PB, se examinaron mediante un diagrama
de Pareto, en el cual se observa qué factores son significativos en la produccion
de azucares reductores, considerando significativos aquellos que superan el valor
limite de Bonferroni, ya que la hipotesis nula es rechazada, por lo que se necesita
una optimizaciéon. Si se muestra en color naranja indica que el efecto es positivo, si
se presenta de color azul el efecto es negativo. En la Figura 12 podemos observar
gue el sustrato (B) es significativo para ambas biomasas, presentandose de color

naranja, por lo que se debe optimizar en el DCC a valores cercanos a 80 g/L. En el
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caso de la paja de trigo la temperatura (E) es otro factor que supera el valor de

Bonferroni, considerando en el DCC valores cercanos a 40°C.

Tabla 11 Disefio experimental obtenido del PB para la paja de trigo y podas de
Jatropha, donde t: tiempo, AR: AzlUcares Reductores.

ID | Enzima Sustrato pH t(h) Temp. AR (g/L)
(mg/mL)  (g/L) (°C)  “Pajade Podas de
trigo Jatropha
1 15 20 6 48 40 9.02 2.6
2 1.5 80 4 48 60 15.04 2.64
3 0.5 80 6 12 60 10.45 2.6
4 15 80 4 12 40 20.36 5.91
5 15 20 4 12 60 3.87 1.34
6 15 20 6 48 60 4.02 0.81
7 0.5 20 4 12 40 6.9 0.97
8 0.5 80 6 48 40 23.44 7.27
9 15 80 6 12 40 18.3 7.05
10 0.5 80 4 48 60 10.34 7.22
11 0.5 20 6 12 60 3.26 0.62
12 0.5 20 4 48 40 9.47 2.27

El pH para ambas biomasas, resulté no tener efecto significativo en la hidrdlisis
enzimatica; sin embargo, el PB mostraba un valor cercano a 6, siendo elevado en
comparacién a lo usado por otros autores donde el valor oscila entre 4.5y 5
(Gomez-Tovar et al. 2012; Saha et al. 2005; Saha et al. 2015; Saha et al. 2013; Lu
et al. 2009), por lo que se decidié optimizar el pH en el DCC. El valor generado
para aquellas variables que no resultaron significativas, se mantuvo constante

para la optimizacion del DCC.
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Figura 12 Diagrama de Pareto del PB, a) Paja de trigo y b) Podas de Jatropha. A:
Enzima; B: Sustrato; C: pH; D:Tiempo; E: Temperatura.

Disefio Central Compuesto (DCC)

La cantidad de sustrato, la temperatura y el pH se analizaron con el DCC, para

encontrar las condiciones Optimas para la paja de trigo.

Tabla 12 Set de experimentos del DCC para la optimizacion de la paja de trigo.

ID Sustrato  Temp. pH AR Lig. Recuperado

(g/L) (°C) (g/L) (%)
DP_1 60 36.59 525 21.26 66.67
DP_2 80 40 6 20.14 63.33
DP_3 60 45 3.99 29.40 76
DP_4 40 50 4.5 9.04 73.33
DP_5 40 40 6 16.6 81.33
DP_6 80 50 6 10.53 64
DP_7 80 50 4.5 15.65 67.33
DP_8 60 53.41 525 15.14 63.33
DP_9 60 45 525 27.23 75.33
DP_10 40 40 4.5 19.11 80
DP_11 60 45 525 27.54 73.33
DP_12 60 45 6.51 18.50 74.67
DP_13 93.64 45 525 38.56 66.67
DP_14 60 45 525 27.76 80
DP_15 40 50 6 5.37 75.33
DP_16 80 40 4.5 35.69 68
DP_17  26.36 45 525 1341 90.67
DP_18 60 45 525 27.23 79.33
DP_19 60 45 525 27.79 74.67
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Se obtuvieron un total de 19 experimentos, con 6 puntos axiales y 3 valores
centrales, tomando como variables de respuesta la cantidad maxima de azucares
reductores y el porcentaje méximo de liquido recuperado después de la hidrdlisis
enzimética. Se consideré como variable dependiente la cantidad de liquido
recuperado, debido a que este ultimo parametro determina la cantidad de real de
gramos de azucar que se obtiene al final de la hidroélisis enzimatica. En la Tabla 12
se muestran el set de experimentos con la combinacion de factores para la paja de
trigo, asi como las variables de respuesta obtenidas después de la realizacion de

los experimentos de hidrolisis.

El programa generd una superficie de respuesta (Figura 13), donde se puede
observar el cambio de condiciones éptimas para cada variable de respuesta. Se
generaron condiciones que favorecen el maximo para los azucares reductores sin
considerar el liquido recuperado (Anexo D), las cuales pueden ser utilizadas a
nivel industrial, cuando se cuenta con sistemas eficientes de separacion liquido-
sélido, y por tanto el liquido recuperado no es una limitante. Sin embargo, a escala
laboratorio ambas variables de respuesta son importantes, debido a lo cual se
procedid a generar en el software un modelo capaz de predecir de manera
conjunta ambas variables (Tabla 14), obteniendo asi los siguientes valores
optimos: 50.34 g sustrato/L, 43.24 °C y 4.98 de pH.

40

A: Sustrato (g/'L) 2 . ——— — _;j’_, T 50

B: Temperatura ('C )

a1 o o B: Temperatura ('C )

a) Azucares Reductores b) Liquido Recuperado

Figura 13. Superficie de respuesta para paja de trigo, considerando pH constante
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Por otro lado, para las podas de Jatropha, so6lo se optimizé en el DCC la cantidad
de sustrato y el pH, obteniendo un total de 11 experimentos, con 4 puntos axiales
y 2 valores centrales. En la Tabla 13 se muestran las combinaciones propuestas
por el DCC, asi como los resultados de los experimentos para azlcares

reductores y liquido recuperado.

Tabla 13 Experimentos para la optimizacion de podas de Jatropha generados del
DCC.

ID Sustrato pH AR Liq.
(g/L) (g/L) Recuperado

(%)

DJ 1 31.72 525 5.19 76

DJ_2 88.28 525 8.74 42

DJ_3 80 45 9.38 48.67
DJ_4 60 6.31 541 57.33

DJ_5 40 45 5.48 68
DJ_6 60 525 7.54 60
DJ_7 80 6 3.85 48

DJ_8 60 525 8.14 58.67
DJ_9 60 525 8.76 59.33
DJ_10 60 419 6.28 62

DJ_11 40 6 520 68.67

Los resultados del DCC muestran la superficie de respuesta (Figura 14) para la
concentracion de AR vy para el %LR, donde se observa que la cantidad de
sustrato afecta de forma opuesta al maximo de cada variable de respuesta. El
software generé un modelo para obtener el maximo de ambas variables con los
siguientes valores 6ptimos: 50.44 g/L de sustrato y 5.13 de pH. Estos valores
pueden ser utilizados para escala laboratorio, ya que nos permiten conocer los
gramos reales a los que se puede aspirar, debido a que no toda la cantidad de
liguido puede ser recuperada de manera manual. Dichos valores optimos fueron
utilizados en este trabajo. Los valores oOptimos para la realizacion a nivel industrial

se muestran en el Anexo D.
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Figura 14 Superficie de respuesta para las podas de Jatropha

Finalmente, se optimizé nuevamente el tiempo a través de una cinética de

azucares reductores utilizando las condiciones propuestas por DCC y PB para los

otros factores, con el objetivo de ver si existe una disminucién en el tiempo de

hidrdlisis, lo cual resultaria satisfactorio para el ahorro de costos en el proceso de

produccion.
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Figura 15 Optimizacion del tiempo de hidrdlisis enzimatica. P(>F)=8.93e-5 para la

paja de trigo y P(>F)=0.013

Al pie de la Figura 15 se tienen los valores de P del andlisis estadistico de ANOVA

para las dos biomasas, donde se observan valores inferiores a 0.05, lo que

significa que si existen diferencias significativas entre los tiempos. La prueba

Duncan (Anexo C) nos indica que el mejor tiempo para la paja de trigo son las 48
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horas, pero no existe diferencia significativa entre 28 y 24 h, por lo que se decidio
seleccionar 24 h. Por otro lado, la prueba Duncan indica que el tiempo donde se
observa mayor obtencién de azlcares para las podas de Jatropha es de 48 h; sin
embargo, no existe diferencia significativa a las 24 h.

En la Tabla 14 se muestran los valores que favorecen la maxima produccion de
azucares reductores y el maximo porcentaje de liquido recuperado, obtenidos del
del DCC y de la cinética de hidrdlisis enzimatica, asi como los valores tomados
del disefo PB.

Tabla 14 Valores 6ptimos para los factores obtenidos del DCC y de la cinética de
tiempo, asi como los valores tomados del PB. AR y %LR son valores predichos
por el DCC.

Paj_a de Podas de Unidades
trigo Jatropha
Enzima 15 0.52 mg/mL
tiempo 24 24 h
Sustrato 50.34 50.44 g/L
Temperatura 43.24 40 °C
pH 4.98 5.13
AR
(predicho) 25.83 7.54 g/L
LR 0
(predicho) 79.87 64.36 Y%

Comprobacion de las condiciones optimas.

En la Tabla 15 se observan los valores experimentales obtenidos de AR y %LR
para ambas biomasas usando las condiciones éptimas del DCC y los valores
tomados del PB (Tabla 14), donde se tiene mayor diferencia entre el valor
experimental y el predicho para la paja de trigo. Esto se debe a la naturaleza de la
biomasa y al volumen utilizado para la comprobacion, ya que la paja tiende a
hincharse y al ser un volumen grande limita la agitacion, y por tanto el contacto
entre enzima y sustrato. Por otra parte, los resultados para las podas de Jatropha
muestran una mayor similitud entre el valor experimental y el predicho por el

modelo, ya que en este caso la agitacion no es una limitante.
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Tabla 15 Comparacién entre valores obtenidos de AR y %LR (Experimental &
Predicho). AR: azucares reductores, %LR: porcentaje de liquido recuperado.

Paja de trigo Podas de Jatropha
Experimental Predicho % similitud Experimental Predicho % similitud
AR (g/L) 21.94+0.27 25.83 84.94 7.49+0.29 7.54 99.34

LR (%)  94.76+0.03 79.87 118.64 82.61+0.14 64.36 128.36

La cantidad de azucares reductores generada en el proceso de hidrdlisis
enzimética para la paja de trigo es de 21.94 g/L, lo cual es una cantidad un poco
mayor a lo obtenido por Gomez-Tovar (2012), el cual reportd6 18.8 g/L usando
como materia prima paja de avena cruda. La cantidad obtenida es muy similar
debido a que ambos materiales presentan porcentaje de celulosa inicial parecido,
asi como la cantidad de celulosa presente en el material que entra al proceso de
hidrolisis enzimatica (22.4 g (Gémez-Tovar et al. 2012) y 23.24 g en este trabajo
(balance de masa anexo E)). Por otro lado, la cantidad de azlcares reductores es
inferior a lo reportado por Saini (2016), donde se tiene una liberacién de azlcares
de 54.8 g/L después de 96 h utilizando una mezcla de enzimas en bruto, las

cuales trabajan de manera sinérgica favoreciendo el proceso de hidralisis.

El hidrolizado enzimético de las podas de Jatropha presenta una concentracién de
azlucares reductores de 7.49 g/L, cantidad similar a lo reportado por Lépez-
Gutiérrez (2015), donde se obtuvieron 6.932 g AR/L a partir de Bagazo de Agave
tequilana Weber var azul (Lopez Gutiérrez 2015). Comparado con la
concentracion de azucares reductores obtenidos por Kumar (2014) para un
pretratamiento similar al usado en este trabajo, obtenemos una cantidad superior a

lo encontrado por ellos de 4.32 g/L.

A partir de la cantidad de azucar fue posible obtener una productividad de 0.81 y
0.28 g/L*h, para la paja de trigo y las podas de Jatropha. El célculo del rendimiento
nos indica que se alcanzan 0.20 g/g para la paja de trigo, que junto con el
rendimiento de la hidrdlisis acida (0.44) permite alcanzar un rendimiento de
obtenciéon de azlcares de 0.64 g AR/g biomasa inicial, lo cual representa una
eficiencia de sacarificacion de 92.75%. Para las podas de Jatropha, se tiene un

rendimiento en la hidrolisis enziméatica de 0.08 y 0.28 en la hidrolisis acida,
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obteniendo un rendimiento total de 0.36 g AR/g biomasa inicial, lo que
corresponde a una eficiencia de 61%. La eficiencia de sacarificacion es inferior en
el caso de la Jatropha, debido al porcentaje de lignina presente en este material
inicial (grafico 2), el cual al ser alto (21.82 % podas de Jatropha & 4.82 % paja de
trigo) actian como una barrera que evita la hidrélisis de hemicelulosa y celulosa;
asi como por el IC mas elevado (58.09%) que el de la paja de trigo (49.08%) y por
la distribucion de tamafio, ya que en las podas de Jatropha se tiene tamafios mas

grandes, lo cual limita la sacarificacion.

Por ultimo, en la Tabla 16 se muestran los datos obtenidos de la caracterizacion
de los hidrolizados enzimaticos y del sélido generado para las dos biomasas. Oliva
en 2003 menciona que se necesitan concentraciones superiores a 1000 ppm de
cada inhibidor (tabla 5) para observar una inhibicion en el proceso fermentativo de
Kluyveromuces marxianus (Oliva 2003). En la Tabla 16 se tienen concentraciones
de cada inhibidor inferiores a 1000 ppm, lo cual sugiere que no se tendran

problemas en el proceso de fermentacion causado por los inhibidores.

Tabla 16 Caracterizacion de los hidrolizados y sélido enzimatico bajo condiciones
Optimas. Inhibidores formados (HMF: 5-(hidroximetil)furfural) y porcentaje de
fibras.

Paja de Podas de
trigo Jatropha
Inhibidores (ppm)

HMF 7.12+9.17 0.07+0.09
Furfural 0.2610.37 N/D
Vanilina N/D N/D

Siringaldehido 9.78+13.83 N/D™
Fibras (%)
Hemicelulosa 1.26+0.1 1.35+0.08

(%)
Celulosa (%) 41.50£1.32  44.37+0.88

Lignina (%)  22.25+0.08  36.10+1.19

" N/D: No detectado
El porcentaje de fibras de la Tabla 16, nos indica una clara disminucién en el

porcentaje de celulosa de un 63.16 y 51.80% para la paja de trigo y las podas de

Jatropha (antes de la hidrdlisis enzimatica, Tabla 9) a 41.5 y 44.37% después de
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aplicar hidrdlisis enzimatica, causado por la conversidbn de esta a azucares

monomeéricos durante el ataque de las enzimas.

Los balances de masa antes, después de la hidrdlisis enzimatica y al término de la

hidrélisis acida se presentan en el anexo E.
3.3.2. Fermentacién en botellas
Paja de trigo

Los resultados de fermentacidon en botellas para la paja de trigo se muestran en
las figuras 16-18, donde se observa el comportamiento en el consumo de
azucares, produccion de etanol y crecimiento celular a través del tiempo. Se
evaluaron 3 hidrolizados, acido (PA), enzimatico (PE) y la mezcla acida-enzimatica
(PM).

El mayor consumo de azUcares se llevo a cabo en las primeras 24 horas (Figura
16), consumiéndose 20.8 g/L para PE, 18.6 g/L para PMy 9 g/L para PA.
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Figura 16 Consumo de azucares reductores durante la fermentacion de paja de
trigo. PA: hidrolizados acido de paja de trigo; PE: hidrolizado enzimatico de paja
de trigo; PM: Mezcla hidrolizados acido/enzimatico relacion=0.671.

El consumo de azlcares es casi completo para el hidrolizado enzimatico, esto
debido a que se tiene presencia principalmente de glucosa, causada por la

conversién de celulosa. Para el caso del hidrolizado acido y la mezcla, no se
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alcanza un consumo completo, ya que en la hidrolisis acida se liberan
principalmente pentosas y la levadura K. marxianus SLP1 prefiere consumir
hexosas; por otro lado, pudiera haber la presencia de ciertos compuestos
liberados por el uso del &cido (diferentes a los determinados en Tabla 16) que

inhiban a la levadura.

El comportamiento de la produccion de etanol a través del tiempo es muy similar
con lo observado en el consumo de azlcares (Figura 16). Se tiene una mayor
produccién de etanol para PE (7.65 g/L), seguida de PM (4.35 g/L) y finalmente PA
(2.36 g/L). Al pie de la Figura 17 se observan los valores de P de la prueba
ANOVA, donde se tiene que si existe diferencia significativa entre el etanol
producido a través del tiempo para cada hidrolizado, ya que el valor de P es menor
a 0.05 (P(>F)=0.000161 (PM); 0.0000102 (PE) y 0.00233 (PA)); por otro lado, los
resultados de la Prueba Duncan para los 3 hidrolizados concuerdan con lo
analizado en la Figura 16, que es estadisticamente posible detener la cinética a
las 24 h.

El calculo de productividad en la fase exponencial muestra un valor de: 0.47 g/L*h
para PE, 0.40 g/L*h para PM y 0.20 g/L*h para PA.
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Figura 17 Produccion de etanol a partir de hidrolizados de paja de trigo. PA: acido

(P(>F)=0.00233); PE: enzimético (P(>F)=0.000102; PM &cido/enzimatico=0.671
(P(>F)=0.000161).
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El crecimiento celular es mas notorio en las primeras 12 h de la fermentacion,
marcando una tendencia casi constante en las siguientes horas. En la Figura 18
se observa un mayor crecimiento en el hidrolizado enzimatico, seguido de la

mezcla y finalmente el 4&cido, debido al bajo consumo de azlcares reductores.
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Figura 18 Crecimiento celular de K. marxianus SLP1, durante la fermentacion de
hidrolizados de paja. PA: hidrolizados &cido de paja de trigo; PE: hidrolizado
enzimatico de paja de trigo; PM: Mezcla hidrolizados acido/enzimético
relacion=0.671.

Estos resultados sugieren que seria mejor usar los hidrolizados de manera
separada. Sin embargo, al hacer el analisis de la cantidad de gramos de etanol
gue se generan a las 24 h, al sumar los procedentes del hidrolizado acido mas los
gue se generan del enzimatico, se tiene un rendimiento de etanol de 0.08 g/g,
mientras que de utilizar la mezcla se obtienen un rendimiento de 0.06 g/g. La
prueba ANOVA indica que no existe diferencia significativa entre el rendimiento
obtenido separado y en mezcla (P(>F)= 0.157).

Los rendimientos obtenidos resultan ser inferiores a lo obtenido por Saha (2015)
donde alcanzan 0.29 g/g en 83 h para la paja de trigo (Saha 2015). Sin embargo,
en cuestiones de productividad en cuanto a rendimiento, se obtienen valores
similares, ya que Saha alcanza una productividad de 0.003 g/g*h, y en nuestro

caso usando la mezcla 0.0025 g/g*h.

Podas de Jatropha
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El comportamiento del proceso de fermentacion de los hidrolizados de podas de
Jatropha a través del tiempo se observa en las figuras 19, 20 y 21. Los
hidrolizados evaluados fueron: &cido (JA), enzimatico (JE) y la mezcla &cida-
enzimética (JM).

La cantidad de azucares consumidos (Figura 19) en las primeras 12 horas es muy
similar para los tres casos, siendo mayor para JM (8.18 g/L), seguida de JE (7.03
g/L) y finalmente JA (6.27 g/L).
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Figura 19 Consumo de azucares reductores durante la fermentacion de
hidrolizados de podas de Jatropha. JA: hidrolizados &cido; JE: hidrolizado
enzimatico; JM: Mezcla hidrolizados &cido y enzimatico relacién=0.504.

En el caso de produccién de etanol, se alcanza la mas alta cantidad en las
primeras 12 h, generando una cantidad similar en los tres casos de entre 2.25-2.5
g/L a las 12 h (Figura 20). Estos resultados de tiempo corresponden con el analisis
estadistico, para la determinacién del tiempo de fermentacién, en el cual los
valores de P de la prueba ANOVA (pie Figura 20) son inferiores a 0.05, por tanto
las medias de la produccion de etanol en los diferentes tiempos son diferentes. La
prueba Duncan para los tres hidrolizados concuerda con lo observado en las
figuras 19 y 20, estableciendo como tiempo 12 h, alcanzando una productividad de
0.21 g/L*h para JM y JA y un valor de 0.19 g/L*h para JE.
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Figura 20 Produccién de etanol a partir de hidrolizados de podas de Jatropha. JA:
acido (P(>F)=1.38e-05); JE: enzimatico (P(>F)=9.11e-05); JM
acido/enzimatico=0.504 (P(>F)=8.51e-08).

En cuanto al crecimiento celular (Figura 21), se observa un mayor crecimiento en
JE. Sin embargo, analizando la produccién de etanol se esperaba un
comportamiento similar, es decir, se esperaba un crecimiento celular similar para

los 3 casos.
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Figura 21 Crecimiento celular de K. marxianus SLP1, durante la fermentacion de
hidrolizados de podas de Jatropha. JA: hidrolizados acido; JE: hidrolizado
enzimatico; JM: Mezcla hidrolizados &cido y enzimatico relacién=0.504.

Al analizar estos resultados, podemos deducir que es mejor trabajar los
hidrolizados de manera conjunta, y se corroboran estos resultados con el

rendimiento respecto a la biomasa inicial, siendo de 0.037 para JM y 0.035 para
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JA més JE, por tanto se sugiere trabajar con la mezcla de hidrolizados, ahorrando

12 h de tiempo.
3.4. Conclusiones

El uso de disefio estadisticos experimentales permitid la optimizacién de las
condiciones de hidrélisis enzimatica, lo que ayuda a tener un mejor

aprovechamiento de ambas biomasas.

Estos resultados muestran que las condiciones Optimas para sacarificar PT y PJ
son diferentes, lo que resalta la importancia de recurrir a una optimizacion de la
sacarificacion de cada biomasa para lograr los méaximos rendimientos de

azucares.

El andlisis del proceso fermentativo sugiere el poder realizar los experimentos en
un tiempo de 12 h para las podas de Jatropha y de 24 horas para la paja de trigo.
Finalmente, se tiene que es posible usar la mezcla de hidrolizados, para ahorrar

tiempo en el proceso de fermentacion.
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Capitulo 4 Evaluacion del proceso de fermentacion alcohdélica en un CSTR

acoplado a extraccion de vacio.

4.1. Resumen

El uso de reactores para la produccién de etanol es importante si se quiere escalar
el proceso a nivel piloto e industrial. Debido a lo anterior, en este capitulo se
estudi6 un proceso de fermentacion alcohdlica usando como levadura
Kluyveromyces marxianus SLP1, en un reactor CSTR. Adicional a esto se acopl6
un sistema de vacio al reactor con el objetivo de evaluar el impacto que tiene el
vacio en el proceso. La alimentacion del reactor consisti6 en una mezcla de

hidrolizados acido y enzimatico para las dos biomasas (capitulo 3).

4.2. Materiales y métodos
4.2.1. Activacion Levaduras

La activacion de la levadura se realiz6 en medio YPD (20 g/L de glucosa, 20 g/L

de peptonay 10 g/L de extracto de levadura) pH 4.5, 30°C y 225 rpm.

4.2.2. Preparacion de hidrolizados

Los reactores fueron alimentados con una mezcla de hidrolizado acido y
enzimatico, para ambas biomasas, usando una relacion Acido/enzimatico
(volumen) de 0.504 y 0.671 para las podas de Jatropha y paja de trigo,

respectivamente.

El hidrolizado acido fue preparado de acuerdo al capitulo 2. Al término de la
hidrolisis acida, la fraccion sdlida fue lavada y secada para pasar a la hidrélisis
enzimatica. La hidrolisis enzimatica se realizdé bajo condiciones Optimas (capitulo
3). La caracterizacién de las mezclas de hidrolizados se enlista en la Tabla 17,

después de ajustar el pH a 4.5.
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Tabla 17 Caracterizacion de los hidrolizados alimentados al reactor. AR: azUcares
reductores, HMF:5-(hidroximetil)furfural

Mezcla podas Mezcla paja
de Jatropha de trigo
AR (g/L) 18.67+0.14 40.31+1.44
HMF (ppm) 6.5+1.05 45.29+7.97
Furfural (ppm) 1.19+1.53 4.51+0.62
Vanilina (ppm) N/D N/D™
Siringaldehido (ppm) 6.47+£9.14 9.32+13.18

- N/D: no detectado
4.2.3. Reactor sin vacio

Un CSTR de vidrio con un volumen de 2 litros y una chaqueta de calentamiento
FAM2000 marca Eseve® fue utilizado. El reactor estaba conectado a una unidad
PLC Prendo® para su control, con sensores de temperatura, pH y oxigeno
disuelto. Se mantuvo a una temperatura de 30°C, un pH de 4.5 y una agitacion de
100 rpm, utilizando un volumen de trabajo de 1.5 L, inoculando un 10% de
levaduras con una concentracion celular de 1x10° cel/mL. El reactor se operd en
cultivo en lote durante 24 h. Se tomaron muestras intermedias para determinar

azucares reductores, etanol y concentracion celular.

4.2 4. Reactor con vacio

Se utilizé el mismo reactor usado en el apartado 4.2.3, s6lo que la salida del
reactor estaba conectada a un sistema de vacio, compuesto por una columna de
condensacion Eseve®, un controlador de vacio Heb® (VC-400) y una bomba de
vacio Diphragm Heb® (GM-0.20) (Figura 22). La columna de condensacion fue
enfriada con anticongelante comercial concentrado al 70% marca Roshfrans®,

usando un chiller.

Se aplicé vacio en forma de ciclos, trabajando a vacio el sistema 15 min y 15 min
a presion atmosférica. El vacio generado fue de 32 kPa para la paja de trigo y de
23 kPa para las podas de Jatropha. El proceso de fermentacion se detuvo
después de 24 h tomando muestras intermedias, para determinar azucares
reductores, etanol y concentracion celular. Adicionalmente se determind la

concentracion de etanol en el liquido recuperado en la columna de condensacion.
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Figura 22 Configuracion reactor con vacio. a) CSTR, b) Columna de
condensacion. c) Controlador de vacio d) Bomba de vacio.

4.2.5. Determinaciones analiticas y calculos

El etanol producido se analiz6 en un cromatégrafo de gases Agilent technologies
6890N FID, usando una columna Agilent J&W DB-624 Ul (60 m*0.32 mm*1.8um).
La productividad de etanol (velocidad de produccion del etanol) se calculé como el
etanol producido dividido entre en tiempo de fermentacién en la fase exponencial
(g/L*h). El rendimiento de etanol serd definido como gramos totales de etanol
producido (en el reactor y en la columna de condensacién) entre gramos de
biomasa utilizada (antes de la hidrélisis acida) (g/g) (Huang et al. 2015). La
determinacién de masa celular se realizé usando una camara de Neubauer en un

microscopio Motic® BA300.

La cantidad de azlcares reductores consumidos durante la fermentacion fue

determinada por el método del &cido 3,5-dinitrosalicilico (Miller 1959).
4.2.6. Analisis Estadistico

Se realizo una prueba de ANOVA para determinar si existen diferencias entre la
productividad de etanol obtenida para cada biomasa con y sin vacio, asi como una
prueba de Duncan para encontrar cual es el mejor resultado, usando el software
RStudio® 3.2.0.
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4.3. Resultados y discusion

El proceso de fermentacidon en el reactor (Figura 23) presentd un patrén diferente
al observado en el proceso de fermentacion en botellas (Figura 16 y Figura 19), ya
gue en el caso de reactor, las levaduras presentaron una fase de latencia
(aproximadamente 8 h) antes de que comenzaran a consumir los azucares
presentes. Este periodo de latencia no se observa en la fermentacién en botellas,
debido a que la activacion y el proceso de fermentacion se llevan a cabo en
botellas agitadas a través de la incubadora, mientras que la agitacion del reactor
es mediante aspas. Sin embargo, después del proceso de adaptacion, las
levaduras consumen rapidamente los azucares dentro del reactor. La cantidad de
azucares consumidos fue de 17.66 y 17.35 g AR/L para los hidrolizados de paja
con y sin vacio, respectivamente. Para la fermentacion de hidrolizados de podas
de Jatropha se consumen 8.17 y 7.48 g AR/L con y sin vacio.
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Figura 23 Cinética de consumo de azucares reductores en el reactor CSTR, con'y
sin aplicacién de ciclos de vacio.

El etanol producido (Figura 24) presenta una variacion cuando se aplican los ciclos
de vacio, comparado con la fermentacion desarrollada a presion atmosférica. Esta
variacion se aprecia en los hidrolizados de paja de trigo, donde se tiene un

aumento en la produccion de etanol del 17.82% cuando se usa vacio.
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Se alcanzé una productividad de 0.64 y 0.26 g/L*h para la paja de trigo con y sin
vacio, respectivamente. La prueba ANOVA para la productividad (P(>F)=0.00744)
muestra que si existen diferencias significativas, siendo el mejor tratamiento las
pruebas con vacio (Duncan). Para el caso de las podas de Jatropha, se alcanza
una productividad de 0.36 y 0.26 g/L*h, con y sin vacio, respectivamente; sin
embargo, no se aprecia un cambio considerable a causa de la aplicacion de vacio,
y se corrobora con el analisis estadistico (P(>F)= 0.107). El efecto del vacio se
observa en la paja de trigo, esto tal vez se debe a que para este caso se tiene una
mayor cantidad de etanol y por tanto mas proximidad a la inhibicion por producto,

si la cantidad de etanol fuera mayor, el efecto de vacio seria mas pronunciado.
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Figura 24 Produccion de etanol en el reactor CSTR con y sin ciclos de vacio. La
curva de aplicacion de vacio incluye la cantidad de etanol presente en la columna
de condensacion.

El crecimiento de las células bajo presion de vacio presentdé un comportamiento
similar y en ambos casos aumento el crecimiento cuando se aplicé el vacio (Figura
25).

Para el caso de la aplicacion de vacio se observa claramente la fase estacionaria
gue aparece después de las 12 h, asi como la fase de crecimiento de las 6 h a las

12 h, mientras que la fase lag no se ve muy marcada.
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Figura 25 Crecimiento celular de K. marxianus SLP1 en el reactor CSTR con y sin
ciclos de vacio, para las dos biomasas

El vacio, al ser una técnica de extraccion, permite remover el etanol del caldo de
fermentacion, obteniendo un etanol mas puro con una concentracibn mayor.
Adicionalmente, se tiene que la técnica de extraccion por vacio, permite la
separacion de los compuestos responsables de la coloracion y el etanol, ya que la
mezcla etanol-agua de la columna de fermentacion se presentaba incolora. Esto
pudiera deberse a la diferencia entre puntos de evaporacion, siendo mas elevado

para los compuestos que proporcionan color.

El rendimiento obtenido en litros del etanol por tonelada de biomasa puede
apreciarse en la Tabla 18, donde se alcanzan 110.7 L/ton para el hidrolizado de
paja de trigo sometido a vacio. Esta cantidad corresponde a lo obtenido de etanol
cuando se usa remolacha como materia prima (Manochio et al. 2017). Para la
podas de Jatropha se alcanzan rendimientos muy por debajo de los obtenidos
para cuando se utiliza cafia de azucar, por tanto es importante analizar las causas
gue originan una baja produccion de etanol a pesar de tener una alta cantidad de
holocelulosa. La razén principal podria ser elevado porcentaje de lignina que
presenta de manera cruda, cercano al 21%, por otro lado el elevado indice de

cristalinidad que impide la conversion de celulosa durante la hidrdlisis enzimética.
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Tabla 18 Rendimiento de etanol para las diversas biomasas.

Materia prima L/ton Referencia

Paja de trigo 93.96

Paja de trigo con vacio 110.70 _

Podas de Jatropha 49.22 Este trabajo

Podas de Jatropha con vacio | 40.90

Remolacha Azucarera 100-110

Cafia de azucar 70-90 Tomado de (Manochio et al. 2017)
Maiz 360-460

En funciéon a la cantidad de azlUcares consumidos es posible determinar la
cantidad de etanol que pudiera generarse mediante estequiometria. Es posible
obtener 1.559 moles de etanol por cada mol de glucosa, tal como se observa en la

Ecuacion 9.
Ecuacion 9

C¢H,,05+0.264NH;+0.264HC0,=0.264CH,0,N+1.569CH,CH,0H+1.823C0,+1.055H,0

Considerando que la mayoria de los azlcares reductores consumidos se derivan
del hidrolizado enzimético, teniendo glucosa como producto principal, se puede

calcular el etanol esperado (Tabla 19).

Tabla 19 Comparacion entre el etanol esperado y el etanol producido.

Azlcar Etanol Etanol
Consumida esperado (g/L) producido

(g/L) (9/L)
Paja de trigo 17.35 6.92 5.13
Podas de Jatropha 7.48 2.98 2.97
Paja de trigo con vacio 17.66 7.04 6.04
Podas de Jatropha con 8.17 3.26 2.47

vacio

El etanol producido durante la fermentacion en el reactor, para los 4 casos, es
inferior al valor esperado; sin embargo, la variacion no es muy importante. Para el
caso de la paja de trigo, el vacio permite acercarse mas al valor esperado,
alcanzado un 86%. La variacion puede ser causada por la levadura K. marxianus

SLP1, ya que puede producir alcoholes superiores, tales como isobutanol, 1-
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propanol y alcohol isoamilico (Arellano-plaza & Gschaedler 2013), por lo que parte
de los azlcares consumidos pudieron usarse para producir esos alcoholes, sin
embargo, no se realizé la determinaciébn de éstos. Las podas de Jatropha
presentan una mayor aproximacion cuando no se trabaja con vacio, ya que casi se
alcanza un 100% respecto del valor esperado. Para el caso de las podas de
Jatropha se observa que a pesar de que se producen cantidades similares de
etanol, no se alcanza la misma eficiencia de produccion (99.66 y 75.77% sin vacio
y con vacio, respectivamente); esto se debe a que se tiene una mayor produccion
de células cuando se aplica vacio (Figura 25), por lo que parte de los azucares

consumidos fue usado para dicho fin.

4.4. Conclusiones

La aplicacion de vacio tiene un efecto positivo en los hidrolizados de paja de trigo
debido a que aumenta la concentracion de etanol, por lo cual la extraccién in-situ
ayuda a evitar una posible inhibicion por producto. La fermentacion del hidrolizado

de podas de Jatropha no tuvo un efecto significativo cuando se aplic6 vacio.

Se observa una fase de adaptacion por parte de la levadura para consumir los
azucares, debido a la diferencia entre las condiciones de agitacién en la activacion

y en el reactor.

El rendimiento en funcion a la biomasa usada inicialmente para cada biomasa es
de 110.70 L/ton para la paja de trigo con vacio, muy cercano al valor reportado
para la remolacha azucarera. El rendimiento para las podas de Jatropha con vacio
fue de 40.9 L/ton.

La cantidad de etanol producido fue muy cercano al valor esperado en funcién a
los azUcares consumidos, la variacion se debe tal vez a la formacion de alcoholes

superiores, los cuales no fueron determinados.
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Capitulo 5 Conclusiones generales y perspectivas
5.1 Conclusiones generales

Cuatro contribuciones importantes pueden ser resaltadas de esta tesis y que sin

lugar a dudas seran de gran utilidad para posteriores desarrollos de este tema.

La primera contribucion, es referente a la caracterizacion de ambos materiales
lignoceluldsicos, donde se observa que el contenido de holocelulosa para la paja
de trigo es de 62.47+0.56 %. Mientras que las podas de Jatropha presentaron una
cantidad de 60.53+0.68 % y 52.98+0.63 %, sin corteza y con corteza,
respectivamente. Por otro lado, se presenta un IC de ~58% para ambas podas de
Jatropha y 48.08% para la paja de trigo, lo que nos indica que es mas dificil

degradar la celulosa presente en las podas de Jatropha, ya que es mas cristalina.

El segundo aspecto a resaltar, es el estudio del impacto que tiene la corteza de las
podas de Jatropha en la liberacion de azlUcares. Se obtuvo una mayor produccion
de azlcares reductores durante la hidrolisis acida cuando no se tenia presencia de
corteza; sin embargo, el analisis estadistico en funciébn a la eficiencia de
sacarificacion indica que no existen diferencias significativas al utilizar las podas
sin corteza (P(>F)= 0.143). Esto concuerda con el andlisis realizado para la
eficiencia de sacarificacidon de la hidrolisis enzimatica (P(>F)= 0.283) en los
experimentos con y sin corteza. Por tanto se optd por utilizar las podas con

corteza, evitando asi, costos adicionales por el proceso de descortezado.

La optimizacion del proceso de hidrélisis enzimatica, permiti6 encontrar las
condiciones que incrementan la produccion de azucares. Los resultados indican
gue las condiciones que favorecen la hidrolisis enzimatica para la paja de trigo
son: 50.34 g/L de sustrato, 24 h. 43.24 °C y un valor de pH de 4.98; mientras que
para las podas de Jatropha se obtuvieron los siguientes valores: 50.44 g/L de
sustrato, 24 h y 5.13 de pH. Bajo las condiciones mencionadas anteriormente se
alcanzaron 21.94 (84.94% del valor predicho) y 7.49 (99.34% de los predicho) g/L

de AR, para la paja de trigo y las podas de Jatropha, respectivamente.

73



Finalmente, se evalud el efecto que tiene aplicar presion de vacio durante la
fermentacion etilica, encontrandose un efecto positivo cuando se utilizan
hidrolizados de paja de trigo, aumentando la produccion de etanol un 17.82%; Sin
embargo, no se tiene un aumento significativo en las podas de Jatropha. El efecto
es mas marcado en la paja de trigo, debido a que se tiene una produccion de
etanol mas elevada, acercandose mas a la concentracion inhibitoria, por lo que

retirar el etanol del caldo de fermentacion favorece la produccion.
5.2 Perspectivas

Diversas actividades pueden realizarse con el objetivo de enriquecer las

investigaciones realizadas, dentro de los que destacan:

1 Una pretratamiento adicional pudiera ser necesario para las podas de
Jatropha, con el objetivo de aumentar el rendimiento en la produccién de

azucares reductores durante la hidrélisis enzimatica.

2 La caracterizacion del condensado obtenido en la columna, con el objetivo de
saber ver que compuestos, ademas del etanol y el agua, son arrastrados.

3 Es importante la realizacion de una optimizacion de la etapa de fermentacion,
gue permita incrementar el porcentaje de etanol y poder asi ver mas marcado
el impacto de la aplicacion de vacio. Dentro de las actividades a realizar estan:
evaluar diversas levaduras que puedan consumir en su totalidad los azucares
presentes, mezclar el hidrolizado con algun otro producto para tener una mayor
cantidad de AR y por tanto una elevada concentracion de etanol. Asi mismo,
buscar las condiciones de temperatura, pH y agitacion que favorezcan el

proceso.

4 Finalmente, encontrar las condiciones 6ptimas para el uso de la extraccion por
vacié para cada uno de los hidrolizado, es decir la presiébn necesaria y el

tiempo de aplicacion.
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Anexos

Anexo A. Integrantes del cluster de bioturbosina

El cluster estd conformado por: 10 centros publicos de investigacion, 2
institutos de investigacion extranjeros, 1 empresa publica y 3 empresas privadas
(figura 2), los cuales estaran trabajando de manera sinérgica.

Centros Intitutos de
Publicos de Investigacio Empresas Empresas ASA
Investigacio n Publicas Privadas
n Extrangeros
The Boeing
| IMP Company
CIATEC
Tratamiento
de
cicY Reciclados
C'BNOR del Sul'esle
CIDETEQ
CIDE

Estructura del cluster

Anexo B. Soluciones para determinacion de fibras.
a) Fibra Detergente Neutra (FDN)

Solucién detergente Neutra (DN): Colocar 30 g de dodecilsulfato sodico (SDS),
18.61 g de EDTA sal disédica dihidratada, 6.81 g de borato de sodio, 4.56 g de
fosfato de sodio dibasico anhidro y 10 mL de trietilenglicol en 1 L de agua
destilada. Agitar y calentar.

Colocar 24 bolsas filtro en el recipiente del analizador de fiboras ANKOM y agregar
2 L de solucién DN, 4 mL de a-amilasa y 20 g de sulfito de sodio. Calentar y agitar

por 75 min.
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Retirar la solucion y agregar 2 L de agua destilada y 4 mL a-amilasa, agitar y
calentar por 5 min. Repetir 2 veces mas, una con a-amilasa y la otra sé6lo con agua

destilada.
b) Fibra Detergente &cida (FDA)

Solucion detergente acida (DA): Agregar 20 g de bromuro de cetiltrimetilamonio
CTAB a1l de H2SO4 1N.

Después del tratamiento FDN, colocar las 24 bolsas filtro en el recipiente del
analizador de fiboras ANKOM y agregar 2 L de solucion DA, agitar y calentar por 60

min.

Retirar la solucién DA y agregar 2 L de agua destilada, agitar y calentar por 5 min.

Repetir 2 veces mas.
c) Lignina detergente acida (LDA)

Después del tratamiento FDA, colocar las bolsas en un vaso de precipitados de
500 mL, y agregar de 250-300 mL de H2S0O4 al 72%. Colocar dentro del vaso de
precipitados un matraz de aforo de 250 mL y usarlo para apretar y liberar las
bolsas dentro del &acido. Repetir 30 veces cada 30 min durante 3 h.
Posteriormente, retirar el acido y enjuagar las bolsas con agua destilada hasta pH

neutro.

Al término de cada tratamiento (FDN, FDA y LDA), después de realizar los
respectivos enjuagues, sumergir las bolsas en acetona, para retirar el agua de las
bolsas. Secar en acetona en la campana y colocar las bolsas en la estufa a 105
°C.

La determinacién de fibras termina con la calcinacion de las bolsas después del
tratamiento LDA, a 525°C por 3 h.

Anexo C. Resultados de los anéalisis estadisticos

e ANOVA seleccién de biomasa tratamiento acido en funcién de
eficiencia
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> summary(model)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
biomasa 1 5.861 5.861 5.529 0.143
Residuals | 2 2.120 1.060

> comp<-duncan.test(model, "biomasa", alpha = 0.05)
>comp
$groups

trt means M
1 | sincorteza | 50.12060 a
2 corteza 47.69966 a

e ANOVA seleccion de biomasa tratamiento enziméatico
> summary(model)

Df Sum Sqg Mean Sq | Fvalue | Pr(>F)
biomasa | 1 3.120 3.120 2.121 0.283
Residuals | 2 2.942 1471

e ANOVA y Duncan optimizacion tiempo para “Paja de trigo”
>summary(model)

Df | Sum Sq | Mean Sqg F value Pr(>F)
tiempo 6 850.6 141.77 32.66 8.93e-05 ***
Residuals | 7 30.4 4.34

Signif. codes: 0 “*** 0.001 “*** 0.01 *” 0.05°. 0.1 " 1
> comp<-duncan.test(model, "tiempo"”, alpha = 0.05)

>comp
$groups

trt means M
1 | cuarentayocho 23.215 a
2 veintiocho 22.715 ab
3 veinticuatro 21.945 ab
4 doce 17.675 bc
5 ocho 15.780 c
6 cuatro 10.170 d
7 cero 0.000 e

e Prueba ANOVA y Duncan optimizacion tiempo para “Podas de
Jatropha”
> summary(model)

Df | Sum Sg | Mean Sq | F value Pr(>F)
tiempo 5 81.28 16.26 18.91 0.0013 **

Residuals 6 5.16 0.86

Signif. codes: 0 “** 0.001 ** 0.01 * 0.05‘" 0.1 " 1
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> comp<-duncan.test(model, "tiempo", alpha = 0.05)

>comp
$groups
trt means M
1 cuarentayocho 7.490 a
2 veinticuatro 7.490 a
3 doce 5345 | ab
4 ocho 4.580 b
5 cuatro 3.100 b
6 cero 0.000 c
e ANOVA etanol en botella paja de trigo (PM)
> summary(model)
Df | Sum Sq | Mean Sq F value Pr(>F)
tiempo 6 40.04 6.674 27.33 0.000161 ***
Residuals | 7 1.71 0.244

Signif. codes: 0 **** 0.001 *** 0.01 "’ 0.05°." 0.1 *" 1

> comp<-duncan.test(model, "tiempo", alpha = 0.05)

>comp
$groups
trt means M
1 | cuarentayocho | 4.762644 | a
2 doce 4.642448 | a
3 treintayseis 4.623025 | a
4 veinticuatro 4353354 | a
5 ocho 3.725287 | a
6 cuatro 1.802490 | b
7 cero 0.000000 C
e ANOVA etanol en botella paja de trigo (PE)

> summary(model)

Df | Sum Sq | Mean Sq | F value Pr(>F)
tiempo 6 104.24 17.374 31.39 0.000102 ***
Residuals 7 3.87 0.554

Signif. codes: 0 *** 0.001 ** 0.01 ** 0.05‘" 0.1 ‘"1

> comp<-duncan.test(model, "tiempo", alpha = 0.05)
>comp
$groups

trt means M
veinticuatro 7.647509 | a
2 treintayseis 7.345301 | ab

=
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>summary(model)

3 | cuarentayocho | 5.862737 | ab
4 doce 5.651042 | b
5 ocho 3.230642 | c
6 cuatro 1.485575 | cd
7 cero 0.000000 | d
e ANOVA etanol en botella paja de trigo (PA)
Df | Sum Sq | Mean Sq | F value Pr(>F)
tiempo 6 8.764 1.4606 11.82 | 0.00233 **
Residuals | 7 0.865 0.1236

Signif. codes: 0 **** 0.001 *** 0.01 ** 0.05°." 0.1 " 1

> comp<-duncan.test(model, "tiempo", alpha = 0.05)

>comp

$groups

trt means M
1 veinticuatro 2.3856335 a
2 doce 2.3514543 a
3 treintayseis 1.8176085 a
4 ocho 1.8013049 a
5 | cuarentayocho | 1.6766837 | ab
6 cuatro 0.8513748 b
7 cero 0.0000000 C

e ANOVA etanol en botella podas de Jatropha (JM)
> summary(model)

Signif. codes: 0 **** 0.001 *** 0.01 * 0.05 ‘" 0.1 " 1

> comp<-duncan.test(model, "tiempo", alpha = 0.05)

>comp

$groups

Df | SumSqg | Mean Sq | Fvalue Pr(>F)
tiempo 7 11.360 1.6229 145.5 8.51e-08 ***
Residuals | 8 0.089 0.0112

trt means M
1 | cuarentayocho 2.608806 a
2 treintayseis 2.560447 ab
3 doce 2.505914 ab
4 ocho 2.486696 ab
5 treinta 2.457650 ab
6 veinticuatro 2.321334 b
7 cuatro 1.533170 (o
8 cero 0.000000 d
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e ANOVA etanol en botella podas de Jatropha (JE)

> summary(model)

Df | Sum Sqg | Mean Sq | F value Pr(>F)
tiempo 7 10.858 1.5512 24.02 9.11e-05 ***

Residuals 0.517 0.0646

Signif. codes: 0 *** 0.001 ** 0.01 ** 0.05°."0.1 *’ 1

(o]

> comp<-duncan.test(model, "tiempo", alpha = 0.05)

>comp
$groups

trt means M
1 treintayseis 2.621078 | a
2 veinticuatro 2.604651 a
3 ocho 2.410754 | a
4 treinta 2.338029 | a
5 | cuarentayocho | 2.297321 | a
6 doce 2.257787 | a
7 cuatro 1.509868 | b
8 cero 0.000000 C

e ANOVA etanol en botella podas de Jatropha (JA)

> summary(model)

Df | SumSqg | Mean Sq | Fvalue Pr(>F)
tiempo 7 12.758 1.8226 39.54 1.38e-05 ***

Residuals | 8 0.369 0.0461

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ** 0.01 *” 0.05°" 0.1 ‘"1

> comp<-duncan.test(model, "tiempo", alpha = 0.05)

>comp
$groups

trt means M
1 | cuarentayocho | 2.813219 a
2 treintayseis 2.758407 | ab
3 doce 2.525560 | abc
4 treinta 2.376969 | abc
5 veinticuatro 2.270554 bc
6 ocho 2.050345 c
7 cuatro 1.194649 d
8 cero 0.000000 e

o ANOVA rendimiento etanol fermentacién en botellas paja de trigo

> summary(model)
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Df Sum Sq Mean Sqg F value | Pr(>F)
Hidrolizado 1 | 0.0002917 | 2.917e-04 4.925 0.157
Residuals 2 | 0.0001184 | 5.921e-05

e ANOVA y Duncan para aplicacion de vacio Paja de trigo
(PRODUCTIVIDAD)

> summary(model)

Df | Sum Sq | Mean Sq | F value Pr(>F)

operacion 1 0.14141 | 0.14141 132.8 | 0.00744 **
Residuals 2 0.00213 | 0.00106
Signif. codes: 0 “*** 0.001 *** 0.01 * 0.05°” 0.1 " 1

> comp<-duncan.test(model, "operacion", alpha = 0.05)
>comp
$groups

trt means M
1 | convacio | 0.63955 | a
2 sinvacio 0.26350 b

e ANOVA y Duncan para aplicacion de vacio Podas de Jatropha
(PRODUCTIVIDAD)

> summary(model)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
operacion 1 0.009101 0.009101 4.541 0.167
Residuals 2 0.004008 0.002004

Anexo D. Resultados del DCC para usarse a escala Industrial
(considerando como Unica variable de respuesta AR)

e Pajadetrigo

Variable Valor | Unidades
Sustrato 90.83 g/L
pH 4.94
Temperatura | 39.22 °C
AR (predicho) | 38.57 g/L
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Podas de Jatropha

Variable Valor | Unidades
Sustrato 88.28 g/L
pH 4.73
AR (predicho) | 9.375 g/L
Anexo E. Balance de Masa
e Pajadetrigo
niciales Después de Al término de
hidrdlisis &cida | hidrolisis enzimética
Compuesto g
Compuestos solubles 25.52 6.55 9.13
Hemicelulosa 18.45 0.42 0.34
Celulosa 31.52 23.24 11.28
Lignina 3.86 6.23 6.05
Cenizas 0.64 0.36 0.38
e Podas de Jatropha
niciales Después de Al término de
hidrdlisis &cida | hidrolisis enzimética
Compuesto g
Compuestos solubles 22.17 4,98 7.32
Hemicelulosa 8.92 0.37 0.56
Celulosa 38.76 24.78 18.34
Lignina 19.64 17.44 14.92
Cenizas 0.50 0.27 0.20
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