Centro Azucar 39(2): 73-84, abril-junio, 2012

Evaluacion de la etapa de hidrdlisis y
fermentacion del bagazo pretratado con
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Evaluation of the hydrolysis stage and
fermentation of the bagasse pre tried with
Organosolv
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Corpas, Nancy Lopez Bello; Eulogio Castro Galiano.

Resumen

En el trabajo se realiza un estudio de los diferentes factores que afectan la
etapa e la hidrolisis enziméatica, considerando para ello la importancia que
las variables inherentes a su conduccion, asi como la calidad del
pretratamiento tienen e en los resultados de los parametros que la
caracterizan, con hincapié en la concentracion de glucosa y xilosa, asi
como en los rendimientos de ambas por cada 100 gramos de materia
prima.

Se incluye el estudio considerando como variables independientes el uso
de la Xilanasa, el por ciento de tensoactivo, el por ciento de sdlido, el tipo
de pretratamiento y la carga enzimatica. El estudio se realiza mediante un
disefio factorial fraccionario de Box-Hunter 252 con replicas en el centro
para cada uno de los tipos de pretratamiento. Los resultados alcanzados
permiten mediante los modelos de cada uno de los 6 parametros de
respuesta estimar el mejor valor posible dentro de la region experimental
cuyo pronostico es validado experimentalmente para cada uno de los tipos
de pretratamiento.

Ademas para cada uno de los pretratamiento y en las condiciones basicas
(centrales) del ensayo se realiza un estudio de la hidrolisis enzimatica en el
tiempo dentro del periodo de las primeras 24 horas, que permite determinar
la respuesta en el tiempo de la concentracion de glucosay el rendimiento
de glucosa cada 100 gramos de materia prima, concluyéndose que no
son necesarias las 24 horas para obtener una eficiente hidroélisis enzimatica.
Finalmente, se realiza un estudio comparativo de los resultados obtenidos
en concentracion de etanol y Kg de bagazo requeridos para la produccion
de un litro de etanol empleando indistintamente la sacarificacion vy
fermentacion separada, la presacarificacion o la sacarificacion y
fermentacion simultanea.
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Summary:

In the work it is carried out a study of the different factors that they affect
the stage and the enzymatic hydrolysis, considering for it the importance
that the inherent variables to their conduction, as well as the quality of the
pretreatment has and in the results of the parameters that characterize it,
with stress in the concentration of glucose and xilosa, as well as in the
yields of both for each 100 grams of matter prevails.

The study is included considering as independent variables the use of the
Xilanasa, the tenseactive percent, the solid percent, the pretratamiento
type and the enzymatic load. The study is carried out by means of a frac-
tional factorial design of Box-Hunter 25-2 with you reply in the center for
each one of the pretratamiento types. The reached results allow by means
of the models of each one of the 6 answer parameters to estimate the
best possible value inside the experimental region whose presage is vali-
dated experimentally for each one of the pretratamiento types.

Also for each one of the pretratamiento and under the basic conditions
(central) of the rehearsal he/she is carried out a study of the enzymatic
hydrolysis in the time in the period of the first 24 hours that allows to deter-
mine the answer in the time of the concentration of glucose and the yield
of glucose each 100 grams of matter it prevails, being concluded that you/
they are not necessary the 24 hours to obtain an efficient enzymatic hy-
drolysis.

Finally, he/she is carried out a comparative study of the results obtained in
concentration of ethanol and Kg of trash required for the production of a
liter of ethanol using the scarification and separate fermentation, the
presacarification or the scarification and simultaneous fermentation indis-
tinctly.

Key words: bagasse, pretreatment organolv, enzymatic hydrolysis.
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l. Introduccién
Las reservas de combustibles fosiles se estan
agotando, € cdentamiento globa esunaredidad e
reciclado y manejo delosdesechos comienzan a
Ser muy costosos y problematicos y € crecimiento
de la poblacion requiere mésy mas energiay
productos para el consumo. Hay ahora, la
dternativadepasar delaeconomiadel petréleo a
lade las fuentes renovables utilizando todas las
posibilidades delas plantas de biomasa. (Octave
S.; D. Thomas, 2009).
Laabundanciay rdlativo bg o costodelosmaterides
lignocel ul 6sicos los han hecho atractivos como
materias primas parala produccién de etanol en
suficientes cantidades de Fuentes renovables y
razonabl e baj o costo. Desechos no aprovechados
delaindustriaforestal y residuos agroindustriales
pueden ser utilizadoscomo materid primas, enpar-
ticular € bagazo de cafiae azlicar esun desecho de
las produccionesdelaindustriadelacafiade azlicar
degran potencial paralafabricacion de etanol de
residuoslignocelulésicos.
Sin embargo, la resistencia de la matriz
lignocelulosica a ataque de las enzimas hace
necesario un pretratamiento para lograr la
accesibilidad delas enzimas a los sustratos (Per
Sassner, Mats Galbe, Guido Zacchi; 2008).
Deestamanera, lamegjor formadeevauar lacalidad
de un sistema de pretratamiento de un material
lignocelul6sico serd sin duda la eficacia de una
hidrdlis senziméticaen condicionesnormalizadas.
Para el caso especifico del bagazo de cafia de
azUcar se han utilizado varios sistemas de
pretratamiento, y en particular sehaempleado con
resultados esperanzadores el pretratamiento
organosolv en dos etgpas (unaaciday otrabasica).
(Mesa, L.; E. Gonzalez; 2008), en adicion, los
resultadosinvestiativos demuestran lautilidad de
utilizar el organosolv en unay otraetapa(Mesa, L .;
E. Gonzédlez; 2008), sin embargo, un andlisis
detallado de los costos de produccién para
diferentes aternativas de tratamiento con lasdos
etapas, (Erenio Gonzdez Suarez, Marlen Moraes
Zamora, Layanis Mesa Garriga, Delvis Acosta
Martinez y Eulogio Castro Galiano; 2009), concluye
gue es més prometedor desde € punto de vista
técnico econdmico suprimir laadicion deetanol en
laetapaaciday solo utilizar el etanol en laetapa
bésica, por lo quelosestudiosdeevauacidntécnico
econdémica a los diferentes pardmetros de

conduccion del procesos de produccion de etanol

de bagazo de cafia de azlcar se han realizado
considerando que la etapa &cida no utiliza etanol

(Mesa, L, Gonzdlez, E,Albernas Y, Gonzdlez M.
Cara, C., Castro E.; 2009), encontrandose en los
estudiosde sensbilidad realizados a respeto que
los costos de producci6n de un hectolitro de etanol

sonmassensiblesalos preciosy indicesde consumo
delasenzimasdelaetapade hidrélisisenzimatica
que a cualquier otro de los componentes de los
costos. (Mesa, L, Gonzédlez, E, Albernas Y,
Gonzdlez M. DiazM , Castro E.; 2009), por otro
lado como se refiere en la literatura cientifica
(Yang,Bin,Wymann,C.E.;2007); dadosusignificativo
impacto sobre la economia del proceso se debe
considerar entre otros €l requerimientosdequela
concentracion de azlicar desde | as acopl adas etapas
depretratamientoy hidrolisis enziméti cas deben ser
superiores al 10 % para asegurar que las
concentraciones de etanol sean adecuadas y los
costos del procesos agua abajo sean manejables,
por lo quee estudioy optimizacion delaetapade
hidrdlissenziméticaesdeespecid interésparalograr
unarentabilidad del procesos.

Con ese proposito se desarrollo |a presente
investigacion encaminada a determinar mejores
dternativasde conduccion del proceso dehidrdlisis
enzimdica, utilizandod materid cdulignitico obtenido
de una combinacion de dos etapas, unaacidasin
etanol y otrabésicacon etanol.

1. Planificacion experimenta delainvestigacion.
2.1. Efecto de las variables independientes en la
eficdenciadelahidrdlissenzimética
Eninvestigacionesredizadasparad bagazo de cafia
deazucar paraunaoptimizacion multiobjetivodelga
hidrélisisenzimdtica, (PefiuelaVésguez, Mariana
JulianaNascimiento C. DaSilva, Mauricio Bezerra
de Souza Jr., and Nei Pereira Jr.;2007), se ha
recomendado como factores aconsiderar en los
estudiosdehidrdlis senziméticalatemperaturaente
30y 50; Cargaenzimética(FPU/gdeceuligninade
5a30; e pHentre5y 6, y & % de solidos entre 2
y 10, resultando los me oresval oresde larespuesta
multiobjetivo: Temperaturaentre40y 50 C, Carga
enzimaticaentre 18y 30 UPF/g % de sdlidos entre
8y 10, empleando en € estudio un disefio 3*con 6
replicasenel centro=87y seencontré qued pH no
erasignificativo en suscambiospor o que seadoptd
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5 por ser lo recomendado enlaliteratura

Por otro lado en estudios realizados por otros
investigadores para desechossimilares a bagazo
de cafladeazlicar (MariaVealderez Ponte Rocha,
TigressaHelena Soares Rodrigues, Gorete Ribeiro
deMancedo, LucianaR. B. Gongalves, 2009), las
Variables estudiadas par alahidrdlisisenzimética
fueronlassiguientes:

Variables

Nivel (-}  Nivel (+)
X1: Temperatura 30 45
X2:Carga enzimatica {3 30
X3 5olidos % 2 16

Resultando losme oresval oresenlas condiciones
deméaximo valor detemperatura, cargaenziméatica
y % desolidosaun pH fijo deb.

En estudiosredlizador ( Xugan Pan; CludioArato;

Neil Gilkes,David Greg;Warren Mabee; Kendall

Pye, Zhizhuang Xiao Zhang; Johan Saddler; 2005)
recomendaron suplementar en la hidrélisis
enzimaticalacel ulasacon B-glucosidasa, por otro
lado, deacuerdo conlosfinesquesequieran utilizar
las pentosas, separadas en la primera etapa de
tratamiento &cido (furfurd o etanal) lascondiciones
de conducciondelamismaseran diferentes, esdecir
parafurfural: Temperatural75-185°C; Relacion
Solido- liquido 1/1 (Erenio Gonzalez Suarez, Marlen
Morales Zamora, Layanis Mesa Garriga, Delvis
AcostaMartinez y Eulogio Castro Galiano; 2009),

y para etanol : Temperaturas de 120-130° C y
relacion solido liquido 4/ 1 (Mesa, L.; Gonzalez

,E.;2009) por lo que es oportuno estudiar la
optimizacion de los resultados de la etapa de
hidrdlisis enzimatica para ambos productos del

pretratamiento.

Lacaracterizacion deloshidrolizados obtenidosde
estas condiciones tanto en un reactor piloto (10
litros) con vapor en el interno como lasredlizadas
en un reactor delaboratorio seofrecenenlaTabla
1.

Tablal. Impactodd delascondicionesde primera
etapa de pretratamiento en la xilosa recuperada.
Base: 100 gramos de bagazo seco.

*Valor estimado considerando larecuperacién de
xilosa

El tipo de pretratamientoincluyd enlasegundaetapa
(bésica) € utilizar 3% desosao 5% de sosapara
los casos que se utilizaba 175-185° C 6 120-130
0C en la primera etapa respectivamente afin de
aumentar laseveridad dd tratamiento alasmésbgjas
temperaturas. Deacuerdo conloanterior end disefio
experimental se planteo estudiar a Temperatura
constantea50 Grados Centigradosy pH también
constante de 5 e efecto sobre la eficienciade la
hidrélisisenzimédtica delassiguientesvariablesy
rangosde variacion delasmismas.

Variable

X1:Xilanasa

X2: Tensoactivo % del solido
X
X

Lad

- Tipo de pretratamiento

e

%% de solidos
X5:Carga enzimatica (FPU/g ).

Valor Minimo Valor Maximo

0 400

235 40
Tipo 1 Tipo II

10 16

10 30

Como parametrosderespuestase consideraron|os
gue caracterizan deformaintegral laeficaciadela
etapadelahidrolisisenzimética, esdecir:

Y 1(Concentracion glucosq ¢/l];

Y 2(Concentracion xilosag/l];

Y 3 (RtoGlucosaHE)[ %] ;

Y 4(Rto dexilosaen HE) [%0];

Y5 (Rto deglucosa/MP) [g/100gMP;

Y 6 (Rto deazucares /MP) [¢/100gMPY;

Temp Tiempo | "ode Tipo Xilosa | "o Potencial s Eeal
Minutos | Acido | ST | Eeactor | Final Eecuperacion | Fecuperado.
120-30 [ 40 < 41 | Laborat | 6,7353% | 72 &9 72,89
120-30 [ 40 < 41 | Piloto | 7.626 | 6930 4251
175-85 [ 25 1 1'1 |Piloto | 12547 | 4981 4,32
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Aqui representalanecesidad de un Plan Experi-
mental con 5 variablesindependientes(factores) 1o
gueparaun experimento adosniveles 2° representa
32 ensayos que con sus replicas significaria 64
ensayos, sin considerar las posibilidades de los
efectoscuadréticosdelasvariablessobrecuaquiera
delos6 parametros de respuesta, sin embargo, en
laliteraturaespecializadase reportael incremento
de los disefios factoriales parciales en las
investigaciones (TaniaPrvan, Deborah J.Street;
2002) de manera que tan solo entre el 1997 y el
2002 sereportaron en publicacionesinternacionales
140 usosde Planesfactoriales Parcialesy deellos
40vinculadosaaplicacionesdelamicrobiol ogig 10],
la bioquimica [1], la Biotecnologia [18] y la
Genética[ 1], por lo que se considerd apropiado
disminuir € trabbg o experimenta medianteun disefio
factorial parcial fraccionado ( Box, G:P:A., J.S.
Hunter, 1961) 2°5-2 con repeticionesen € centro, €
disefio se realiz6 con ayuda del Software Desig
Expert v. 5y se cons dero como contraste definido
para X3: X2X4X5 y para X1: X2X4 y como
relaciones generadas: 1= X2X3X4X5 vy
1=X1X2X4
Losresultadosdelahidrdlissenziméticasemidieron
alas24 horas.

EnlaTabla2 sepresentael Plany losresultados
experimentales de acuerdo con el disefio 2°-2
empleando replicas en |os puntos centrales para
cada tipo de variable cualitativa (Tipo de
Pretratamiento).

L osmode os obtenidosfueron:

Y 1(Concentracién glucosa[g/l]: 52,47 +1,65X 1
+ 0,86X2 + 2,49X3 + 9,68X4 + 6,19X5 —
0,88X1X5— 0,27 X2X3-0,98X2X5

Y2(RtoGlucosa HE)[%]: 59,31 +1,96X1 -
1,15,57X2 + 5,40X3 + 1,12X4 + 4,13X5 -
1,321X1X5 - 5,17 X2X3 + 1,64X2X5

Y 3(Concentracion xilosa[g/l]: 5,88 +0,45X1 -
0,079X2 + 1,32X3 + 1,34X4 +0,55X5 -
0,041X1X5 - 0,30 X2X3 + 0,37X2X5

Y4(Rto dexilosaen HE) )[%]: 58,16 +3,62X1
+0,47X2 + 3,56X3 - 0,33X4 + 5,95X5 -
0,38X1X5 - 4,61X2X3 + 0,80X2X5

Y5 Rto de glucosa /MP) [g/100gM P]: 27,13
+0,79X1 + 0,26X2 + 0,29X3 - 1,28X4 + 3,36X5
-0,041X1X5 - 0,79X2X3 - 0,59X2X5

Y6 (Rto de azucares /MP) [g/100gMP]:
30.21+0.97X1 +0.13X2 + 0.94X3 - 1.33X4 +
4.15X5-0.15X1X5 - 1.01X2X3 -0.94X 2X5.

De acuerdo con estos modelos se estimaron a
manera de verificacion los mejores resultados
posi blesen laconcentracion deglucanoy xilano que
se alcanza en los valores extremos de: X 1: 400;
X2:2,5%; X4: 16% ; X5: 30UPF.

Y1 ¥2 | ¥3Rto Y4Rto Y6
glu, xil, | HE{glu) HE(xil) Y3g (glu+xil)
N | X1 ]| X2 X3 x4 | x5 | gL g/l % % gl100g g/100g
1 | 400 25 | 175:3% [ 10| 30| 52.65 | 6.69 73.04 7458 | 33,93 38,82
2 | 400 | 25 [1205% |10 | 10| 35.23 | 3.15 49 56 4869 | 2395 25 51
3]0 4 [1753% [ 10 10| 3813 | 4.23 48 21 AT 16 | 2457 26 61
4] 0 [25 [175:3% [ 16 | 10| 54.35 | B.09 66,38 56,37 | 21.89 2510
5 | 400 | 4 [1205% | 16 | 10 | 58.10 | 5.86 7G55 A6.G1 | 2450 27 14
6 [400 | 4 [1753% [ 16| 30| 7233 | 965 G501 G724 | 2913 32.95
7] 0 4 [ 1205% [ 10 30| 4587 | 4.11 61,05 6352 | 3119 3474
8| 0 |25 [1205% | 16 | 30 | A4.92 | 5.29 52 B 5110 | 27.59 29 B4
9 [200 [325]175:3% [ 13| 20| 6152 | 8.15 75.89 GOBY | 3040 34 53
10 [ 200 | 225 [ 1753% | 13 | 20 | 55.68 | 6.53 59 10 56.00 | 27.60 30,84
111200 1225 [ 1205% | 13 1 20 [ 5423 | 4 91 59 31 5838 | 2867 31 23
[12 [ 200 [z25[1205% [13 [ 20 5301 [ 448 [ 5410 | 5326 | 2772 | 2906 |

Tabla 2:.Plan experimental y susresultadosparael
disefio 252
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Parametro de Fespuesta

Pretratamiento a 175C

Pretratamiento a 120

Y 1{Concentracion glucosa[g/1]: 659,49 66,20
Y2i{EtoGlucosa HE)[®a]: 6768 64 48
Y3(Concentracion xilosa[g1]: 933 6,71
Y4i{Rto de xilosa en HE) )[%4]: 73,93 66,80
Y3 (Eto de glucosa /MP) [g/100gMP]: 2213 28.54
Y6 (Rto deazucares 'MP) [g/100gMP - 32.97 31.31

Congderando estosresultados seredizaron ensayos

en estasmejores condi ciones estimadas obteniendo
lossigui entesresultados comparativos.

Parimetro de Respuesta

Condicion

Y 1{Concentracion glucosa[g1]: 69.49
Y2(RtoGlucosa HE)[%4]: 67,28
Y3{Concentracion xilosa[g1]: 9.35
Y4{Rto dexilosa en HE) )[%%]: 73.93
Y5 (Rto glucosa /'MP) [g/'100gMP]: 29,13
Y6 (Rto azucares MP) [g/100gMP]: 32.97

2.2. Variacion de los resultados de la hidrdlisis
enziméticaend tiempo.

Considerando el efecto, que en los gastos
inversonigtas, tienelaetapadehidrélis senzimética
representando para los estudios realizados de
sensibilidad gproximadamented 25 % deloscogtos
inversionistas((Mesa, L, Gonzdez, E,Albernas Y,
Gonzdez M. Diaz M, Castro E.; 2009), sedecidio
estudiar el comportamiento de los principales
parametrosdelahidrdlis senziméticacond tiempo,
redlizadaalscondicionesdenivelesmedios(ceros)
del Plan Experimental redizado antes, Semprepara
cadatipo demateriaprima.

2.2.1 Estudiodd comportamientodelahidrdlisis
enzimética en el tiempo para el primer tipo de
pretratamiento.

Paracondicionesmediasde X 1: 200 % dexilanasa;
x2: 3,25 % de Tensoactivo cubano; X4: 13 % de
solidos; X5: Enzimasceluloliticas: 20 UPFy X3:
tipo de pretratamiento definido como de
pretratamiento con 25 minutos, 175*Cy 1 %de
acido en laprimeraetapa, asi como 60 minutos,
etanol al 30%, 3% desosay 185*C enlasegunda
etapa

Pretratamiento 173C Pretratamiento 120

Estimada Experimental Estimada Experimental

71.62 66,20 67.21
69,34 64,48 65,46

9.36 6,71 6.17
74,01 66,80 61.42
30,02 28,54 29.14
33.85 3151 31.68

2.2.1.1. Concentracién de Glucosa, g/l vstiempo,
h.

srafico de Ajuste para el Model:
80

)]
=]

glucosaConc
[ L
{;l -

o
3

.................

16 20

tiempo

Laecuacion del modelo degjustees:
Conc Glucosa = 0,413682 + 6,83133*tiempo-
0,195241* tiempo”2

Dado quee p-valor enlatablaANOVA esinferior
a0.01, hay relacion estadisticamente significativa
entre glucosaConc y tiempo para un nivel de
confianzadel 99%.
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2.2.1.2. Rendimiento de glucosa/100 g MP. Vs
tiempoh.

srafico de Ajuste para el Model

4D:|"-|"'|"'|--'|"'|_-

§ 12 16 20
tiempo

o 4

Laecuacion deguste del modeloes:
RdtoMP = 0,166636 + 3,51754*tiempo-
0,106718* tiempo™2.

Como se puede observar, para este tipo de
pretratamiento, losvaores deméximosresultados
tanto paralaconcentraci én de glucosacomo para
el rendimiento de glucosapor cada 10 gramosde
materiaprima, sealcanzaentrelas15y 16 horas
por o que sedebe evaluar desde el punto devista
técnico econdmico S esnecesario 0 no emplear mas
de 16 horas en esta etapa, y por otro lado en los
estudiosde sacarificacion, incluir laaternativade
presacarificacion con dternativasdeadiciéndela
levaduraentrelostiemposde6y 10 horas.

2.2.2 Estudiodel comportamiento delahidrélisis
enzimaticaen el tiempo para el segundo tipo de
pretratamiento.

Paralavariante de pretratamiento con 40 minutos,
120* Cy 4% deécido enlaprimeraetapa, asi como
60 minutos, etanol al 30%,5%desosay 185*C
enlasegundaetapa.

2.2.2.1. Concentracion de Glucosa, g/l vstiempo,
h.

srafico de Ajuste para el Model

60F !
50}

=Y
o

ucosaConc
(™ (1]
(e} [ ]

gl

o
£

P PP SR TP TP

0 4 8 12 16 2
tiempo

Laecuacion: dd modelo degjustees
Concentracion de glucosa= 0,416682 +
6,88973* tiempo-0,217641* tiempo”2

2.2.2.2. Rendimiento deglucosa/100gMP. Vs
tiempoh

rafico de Ajuste para el Mode

1] S P T
25f
O a0}

o141

8 12 16 20
tiempo

o 4

Laecuacion del modelo degjustees
RdtoMP = 0,217818 + 3,60312*tiempo-
0,113809* tiempo™2.

Como se puede observar, también para este tipo
de pretratamiento, los valores de maximos
resultados tanto paralaconcentracion de glucosa
como parad rendimiento de glucosapor cada100
gramosdemateriaprima, sealcanzaentrelas 15y
16 horaspor |o que sedebe evauar, desde el punto
de vistatécnico econdmico, si es hecesario 0 no
emplear mésde 16 horas en estaetapa, y por otro
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lado en los estudios de sacarificacion, incluir la
dternativade presacarificacion con dternativasde
adiciondelalevaduraentrelostiemposde6y 10
horas.

Laetapadehidrélisisenziméticano esmésqueuna
etapa destinada a obtener por esa via la
disponibilidad de azucaresfermentablesdestinados
a la fermentacion acohdlica, como se conoce
tradi ciona mente estos procesos se hacen deforma
Separada, esdecir primero seobtienenlosazucares
por unaviau otraen unaetapa preparatoriadela
fermentaci dny posteriormente sefermentan.
Luego de completadalahidrélisisenzimética, la
tecnologia subsiguiente requerida para la
fermentacion aetanol, no difiere basicamentedela
aplicable aotras soluciones de azlicares, excepto
en algun detalle cuando |a etapa hidrolitica ha
generado agentesinhibidores.

Las técnicas tradicionales han evolucionado,
conoci éndose procesos como:

- Sacarificacion y fermentacion Ssmultanea. (SSF).
- Lapresacarificaciony fermentacion ( PRESAC)
El enfoque més novedoso en este campo, es la
combinacion delafermentacion conlahidrolisis
enzimatica, mediante dos alternativas
fundamenta mentelaSacarificaciony Fermentacidn
Simultanea(SFS) y lasacarificaciony fermentacion
acopladas (SFA). Lasprincipalesventgjasde estos
sistemas son €l incremento de la velocidad de
hidrélisis, debido a decrecimiento continuo dela
concentraci on deglucosapor suasmilacion mediante
los microorganismosfermentadores, 1o cual deriva
enlaminimizacion delainhibicion por producto de
laetapahidroliticay laconsiguiente mejoraen el
rendimiento globa delaproduccion deetanal. Otra
aternativaquesehadesarrollado enladenominada
presacarificacion, enlacud seafiadenlaslevadoras
paralafermentacion, no a inicio delahidrdlisis
enzimética, Snotranscurrido untiempo previamente
determinado dehidrolissenzimética
Lastresaternativas, como todastienen susventgas
y desventajas, a continuacion se estudian los
resultados obtenidosen € |aboratorio paracadauna
deéllas, dependiendo también delosdostiposde
pretratamiento utilizado antes de la hidrolisis
enzimética, losqueen o adelante serefieren como
tratamientos Ay B.

2.3. Estudios delaetapafermentativacombinada
conlasdiferentesaternativasdehidrélisis.
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2.3.1. Estudio delaetapafermentativa. Resultados
delaHidrdlis sy Fermentacion Separadas (SHF).

Lafermentacion eslaetapaprincipal del proceso,
no solo porque en ella se produce e etanol, sino
porque se reproduce la masa fundamental de
levadura (de 8-10 vecesladel prefermentador) y
ademas por formarse aqui los productos
secundarios, talescomo a cohol es superiores, &cidos
organicos, ésteres, adehidosy otros componentes
no-etanol minoritariosque como seconoceledan
|as caracteristicas organol épticas al aguardiente,
ronesy acoholes.

Lossistemas fermentativostradicional esse basan
en microorganismos libres en reactores agitados
discontinuos. Estos equipos presentan algunas
desventgjas, entre las cuales podemos citar: la
perdida de eficiencia asociada a los lapsos
periddicos de parada, reacondicionamiento y
eterilizacion, puestaen marcha, conlaconsiguiente
mayor repercusion delos costosfijosderivadosde
esabgaproductividad global, |laheterogeneidad del
producto obtenido en sucesivas operaciones, la
dificultad paraintegrar estaoperacion aotras etapas
del proceso, debido a su caracter discontinuo, 1o
cua implicaquelaseparacion del producto desde
lamasadereaccionrecién sellevaacabo unavez
findlizadalafermentacion, losperiodosre ativamente
prolongados que requiere el completamiento de
cadaoperacién sucesivadefermentacion, etc. La
respuesta tecnologica mas directa a los
inconvenientes mencionados, esta dada por €l

disefio de fermentadores continuos, con diversas
configuraciones.

En e estudiorealizado, no seprofundizo en detalles
enrelaciénalasformasy equiposderedizar estos
procesosy se prefirié un sistemadiscontinuo fécil
dereproducir en el laboratorio.

Para el estudio se seleccionaron los dos tipos de
pretratamiento antes referidos como Ay B, con
unahidrdlisis enziméticareaizadacon unacarga
enziméaticade 30 UPFy un por ciento de sdlidosen
lahidrdlissenziméicade10. Lahidrdlissenzimética
se realiz6 en un periodo de 24 Horas y la
fermentacion a cohdlicade 24 horas.

Las condiciones experimentalesy las respuestas
obtenidas paracadacaso fueron lassiguientes:
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Variables/ Niveles Nivel
Tipo de pretratamiento A

Carga Enzimatica; 30 UPE
Solidos; 10 %
Tiempo de Hidrolisis Enzimatica; 24 horas
Tiempo dela fermentacion; 24 horas
Valores obtenidos;

Concentracion de etanol, gl : 2122 2
Insumo debagazo; Kgpazsso litto: 3,26

Como agui seobservatanto las concentracionesde
etanol, como los insumos de bagazo por litro de
etanol seencontraron ventajososparael casoenel
cud seutilizad pretratamiento B.

2.3.2. Estudiosdelaetapafermentativa. Resultados
del Disefio 22 delaSacarificaciony Fermentacion
Simulténea(SSF).

El proceso Sacarificacion y Fermentacion
Simulténea (SSF) hasido ampliamente estudiado
parareducir lainhibicién de productosfindesdela
hidrdlisis. En el proceso, |os azlicares reductores
producidos en lahidrélisisdelacelulosao enla
sacarificacion son simultaneamente fermentadosa
etanol, lo cua reduce grandementelainhibiciondel
producto por lahidréliss(Gonzdez, et a, 2006).

Comparandolosprocesosdehidrdlisis-fermentacidn
en dos etapas con los de Sacarificacion y
Fermentacion Simultanes, tenemosde acuerdo con
losresultadosa canzados por otrosautores, que SSF
tienecomo ventgjas.

1) El incremento delavelocidad de hidrdlisis por
conversion deazlcares queinhiben laactividad de
lascelulasas,

2) El menor requerimiento deenzimes,

3) Losaltosrendimientosdel producto;

4) Los menores requerimientos de condiciones
estériles puesto que la glucosa es eliminada
inmediatamente y el etanol es producido en un
tiempo del proceso més corto;

5) Menosvolumen dereactor.

Sinembargo alinrestaresol ver dgunasdesventagjas
técnicasdel méodo. Lafundamenta estareferidaa
la necesidad de trabgjar a una temperatura de
compromiso intermediaentrelasoptimasparala
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Nivel sacarificacion(50°C) y para la
B fermentacion (30°C), respectivamente.
3pupp  El etanol puedeexhibir tambiéninhibicion
_ delaactividad delacelulasaend proceso
10%  saeaificaciony Fermentacion Simulténea
Y1 horas (SSF) y con ello perjudicarse los
)11 resultados de este procesos. Se han
=+ 10135 encontrado, pérdidas en celulasas 9%,
36% y 64% de su actividad original a
. concentraciones deetanol de 9, 35y 60
T o/l, respectivamente, a38°C durante el
3,06 proceso SSF (Wuy Lee;1997).

Estasdesventgjaslascuaesnecesitan ser
consideradas por SSF son: (Gonzélez, et al, 2006).
1) Temperaturas incompatibles de hidrdlisis y
fermentacion,

2) Toleranciad etanol por microbios, y

3) Inhibicién deenzimaspor etanol.

Estaoperaci 6n atemperaturas subOptimas parala
hidrolisis, resultaen el requerimiento de grandes
volUumenes defermentador de manerade a canzar
tiempos de residencia adecuados, lo que
indudablemente incide desfavorablementeen los
vaoresinversonistasy loscostos productivos, por
otro lado la calidad de los residuos, de origen
agroalimentario, pueden cambiar deundiaaotro,
demaneraqueesdeinterésestimar |os parametros
de la sacarificacion y fermentacién simultanea
(Davis, R.A.E.; 2008).

Los microorganismos usados en la SSF son
usualmente loshongos T. Reesei y lalevadura S.
Cerevisiae. Latemperatura Optimade la SSF es
arededor de 38°C, lacual esun compromiso entre
latemperaturadptimadelahidrolisis (45-50°C) y
lafermentacion (30°C). Lahidrdlisisesusuamente
€l proceso devdocidad-limitanteen SSF. Levaduras
y bacterias termotol erantes han sido usadasen la
SSF para aumentar |la temperatura cerca de la
temperaturadptimadehidrdlisis.

Para el estudio se utilizaron los dos tipos de
pretratamiento antes empleadosy referidos como
Ay B, con unahidrolisisenzimaticarealizadacon
unacargaenzimaticade 30 UPFy un por ciento de
Slidosenlahidrélissenziméicade10. Lahidrdliss
enziméticay sacarificacion smulténeaseredizoen
un periodo de 24 horastotales paracadaunadelos
Sistemas de pretratamiento.
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Los experimentos sedesarrollaron
medianteun disefiofactoria del tipo
22, |as condiciones experimental es,
el modelo obtenido del
comportamiento del proceso y la
mejor respuestaobtenidafueronlas
sguientes

X4:Solidos,

Tiempo de HSS en la PEESAC

Variables/ Niveles Bajo Alto
X1:Tipo de pretratamientc A B

10 UPF 30 UPF
10 % 10 %

24 Horas

X2:Carga Enzimatica
Solidos:

Tiempo total de HSS

Delosresultados del experimento se obtuvo una
expresion del efecto de las variables en la
concentracion deetanol obtenidaenlafermentacion
encontrdndose solo significativalainfluenciadela
carga enzimética (X2), y no la del tipo de
pretratamiento, paralo cua € vaor méximofactible
derespuestadd sistemafue determinado.

Siendo, Y (Etanol, g/l) = 26.14 + 0.87X2

Vaor Maximosposiblesde obtener: 27,01 g/l; 5,79
K O,er!| + 10SQUE COMO SEObSErVaaLn cuando se
utilizaunacargaenzimaticamaximasoninferioresa
|os obtenidos en lasacarificacion y fermentacion
separadas, por o quelosefectosinhibitoriospueden
estar presente en la actividad de lacelulasao la
relativa disminucion de tiempos empleado para
ambas operaciones es de 48 horas a 24 horas
perjudicaron los resultados, aspectos en los que
habraque profundizar.

2.3.3. Estudiosde laetapafermentativa. Plan ex-
perimental 2*! para la PreSacarificcion y
Fermentacion.

Unaadternativaque sehadesarrollado espermitir la
hidrdlis senziméticapor separado delafermentacion
por un numero de horas con € fin de lograr una
sacarificacion efectiva, al evitar la temprana
inhibicién acohdlicadelacelulasa, aestosefectos
es necesario estudiar cual esel tiempo en el cual
debe permitirselahidrélisis por separadoy apartir
de cud debe procedersed proceso desacarificacion
y fermentacion simultanea de 24 horas, a estos
efectos seredizd d estudio medianteun disefiofac-
torial parcial del tipo 2*' Las condiciones
experimentales, el modelo obtenido del
comportamiento del procesoy lamejor respuesta
obtenidafueronlassiguientes
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Variables consideradas/ Niveles. Bajo
X1:Tiempo deinoculacion;
X2 Tipo de pretratamiento,

X3:Carga Enzimatica, UPF

Alto
6 horas. 10 horas.
A B

10 UPF 30 UPF
13 % 16 %

24 Horas

Lad

24 Horas

Delosresultadosdel experimento se obtuvo una
expresion del efecto de las variables en la
concentraci on de etanol obtenidaen lafermentacion,

24 HorasParalocual el vaor maximo factible de respuesta

dd sistemafuedeterminado.

SiendoY (Etanal, g/litro) =

27.44 + 0.97X1 + 0.81X2 + 2.28X3 +
2.71X4 - 0.57X1X3 + 0.68 X1X4
Valor Mé&ximo posibleobtenido:
33649l. 529Kg, ./l

Losresultados aqui obtenidos pueden estar influidos
por trabajar en un mayor por ciento desolidos, en-
tre 13y 16 %, y también desdeluego € efecto de
la hidrdlisis independiente, que muestra su
importanciaa encontrarsesignificativaladiferencia
entre6y 10 horas, |0 que puede ser especialmente
significativo en lo referente a requerimiento de
bagazo por litro deetanol.

2.3.4. Resumen comparativo:

EnlaTabla3 seresumen losresultados obtenidos
en cadauno delosdiferentestipos de combinacion
de sacarificacion y fermentacion simultanea, es
significativo qued procedimiento de sacarificacion
y fermentacién simultdnea, aunque tiene con
referencia a la sacarificacion y fermentacion

separada, mejores resultados en laconcentracion
deetanol despuésdelafermentacidn, lo que permite
ahorros energéticos en la etapa de separaci6n del

etanol, agota menos | as posibilidades de obtener
etanol del bagazo, 1o que puede explicarsepor eun
efectoinhibidor delascelulasaspor d etanal, lo que
esreiterado por losmejoresvaloresobtenidosenla
PRESAC del gprovechamiento del bagazo.
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Tabla 3. Resumen delos resultados obtenidos en
losdiferentestiposde sacarificacion y fermentacion
dmultanea

Tipo de Sacarificaciéon v Concentracion de Bagazo requerido para

Fermentacion etanol obtenida obtener un litro de etanol,
posible. posible.

Separada 2327 5.06 Kgpacazol

Simultanea 27.01gl. 3,79 Kgpaeszol

PRESAC 334zl 3.29 Kghagazo1

Por otrolado lasmejores concentracionesdegramos
etanol por litro encontradas para la SSF y la
PRESA C pueden estar influidas por trabgjar también
amayores val ores de carga enzimaticaen ambos
caso enrelacion con el caso delasacarificaciony
fermentacion separaday por cientosde solido en
una aternativa del PRESAC. No obstante los
resultados obtenidosenlaPRESAC enloreferente
aser favorablemasdtostiemposparalainoculacion
delaslevaduras, indican que debe profundizarseen
este proceso.

lll. Conclusiones

1.El proceso de hidrélisis enzimética para |os
productos celuligniticos resultado de los
retratamientos en dosetapas, unaacida, destinada
a la separacion del xilano, y otra basica,
fundamental mente destinadaalaseparacion dela
lignina, estainfluido positivamente, por € incre-
mento delaadicion detensoactivos, dexilanasay
celulasa tanto para bagazos tratados a baja
temperatura, pararecuperary utilizar laxilosaen
procesos fermentativos, o la tratada a mas alta
temperaturaparaemplear laxilosaenlaproduccion
defurfurd.

2.Los modelos obtenidos predicen con buena
exactitud lasmejorescondiciones de conduccién del
proceso, aunque como erade esperar reflgian que
el impacto delaconcentracion de sdlidosmientras
quefavorecelaconcentracion deglucosano permite
el mejor resultado en lo referente alos azucares
obtenidos en lahidrdlisis enzimaéticapor peso de
materiaprima.

3.Losresultadostanto de concentraci on de glucosa
como de gramos de glucosa por 100 gramos de
bagazo, alcanzan valores aceptables entrelas 16y
17 horas de hidrdlisis por lo que es aconsejable
estudiar con losdiferentes sistemasfermentativos
disponibles trabajar para disminuir los tiempos

dedicadosalahidrélissen menosde 24 horas.
4.El comportamiento delasdiferentes alternativas
de sacarificaciony fermentacionindicaventgjasen
losresultadosdelasacarificaciony fermentacion
por separado en lo referente a agotamiento del
bagazo, snembargo s seandizacomparativamente
los resultados de la FSS con la PRESAC se
concluye que se pueden explorar condiciones
Optimas de compromiso.
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