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Resumen

En la produccion de etanol empleando bagazo de cafia de azucar como
materia prima mediante la tecnologia UCLV, una corriente rica en Xilosa
puede ser transformada a varios productos, siendo interés del mercado
nacional cubano su utilizacion como fuente de etanol y xilitol. La estrategia
de investigacion incluye un estudio de Vigilancia Tecnoldgica sobre las
alternativas disponibles, las vias experimentales para la asimilacion de
estas tecnologias a nivel de laboratorio, y los requerimientos para
mediante su escalado realizar la evaluacion de las mismas. Se han
revisado 80 patentes, para conocer la situacion a nivel mundial del uso de
la xilosa en la obtencién de etanol y xilitol, que incluyod 7 sitios especificos
y otros generales, siendo de interés 31 patentes, lo que permitio quedara
definida la estrategia viable a seguir en cada caso. Las cepas mas
importantes en la obtencion de xilitol son: Candida guilliermondii, Pichia
stipitis NRRL Y-11545 y Pachyssolen tannophilus y las técnicas
analiticas a emplear son la biomasa y la determinacion de Xilitol con
HPLC. En el caso de la obtencion de etanol las cepas mas empleadas
son: Candida shehatae NRRL Y-1285, Pichia stipitis NRRL Y-11545 y
Pachyssolen tannophilus siendo las determinaciones analiticas la
biomasa, azucares reductores totales por el método del DNS y el etanol
por colorimetria con K., Cr,O, Finalmente se realiza una proyeccion de
trabajo futuro.

Palabras claves: bagazo de cafia de azlcar, xilosa, etanol, xilitol.

71


mailto:benitez@reduc.edu.cu

Centro AzUcar 38(3): 71-76 julio-sept., 2011

Abstract

In the ethanol production from sugarcane bagasse by the technology
UCLYV, a rich current in Xilosa can be transformed to several products,
being interest of the Cuban national market its use like source of ethanol
or xilitol. The investigation strategy includes a study of Technological Moni-
toring about the available alternatives, the experimental ways for the as-
similation of these technologies at the laboratory level, and the require-
ments for by means of the scale up, carry out their assesment. 80 patents
has been revised to know the situation at world-wide level of the used
xilosa to obtain ethanol and xilitol, that included 7 specific places and
other generals, being of interest 31 patents, what gave the possibility of
defining a viable strategy to followed in every case. The most important
stocks to obtain xylitol are Candida guilliermondii, Pichia stipitis NRRL Y-
11545 and Pachyssolen tannophilus, and the analytical techniques to
employ are the biomass and xylitol determination with HPLC. In the case
to obtain ethanol the stocks more employing are Candida shehatae NRRL
Y-1285, Pichia stipitis NRRL Y-11545 and Pachyssolen tannophilus and

the analytical techniques are the biomass, total reducing sugar by DNS
method and ethanol to colorimetric technique with K,Cr,O.. Finally the

proyections are detailed to future.

Keywords: sugarcane bagasse, xilosa, ethanol, xilitol.

INTRODUCCION

Dentro delas materias primas mas usadas parala
produccion de productos de alto valor agregado
(xilitol, etanol) encontramos: lapgjade arroz, €l
bagazo de caflade azlicar, virutas de madera, entre
otras. (Martinez et al, 2002)

El bagazo de cafia de azlicar es un subproducto
lignocel ul 6si co abundante en paises como Brasil,
Indiay Cubadondelaindustriaazucareratienegran
importanciacomercia (Biswas, 1998)

Esta constituido por, aproximadamente, 50% de
celulosa, 25% dehemicdulosay 25%delignina A
pesar de que este residuo es utilizado como com-
bustibleenlasindustriasazucarera, dimenticias, de
papel, alcohol y quimica, grandes cantidades son
acumuladasenlanaturaeza
A escala industrial, el xilitol es producido
generdmente por reduccion quimicadelaD-xylosa
derivada de residuos de plantas, que han sido
hidrolizadas (Nigam, 1995) loscuaessonricosen
xilosa(Johansson, 2001)

El xilitol secotizaene mercado mundial arazon
de $8 000/ton. Es un azlcar acohol que posee
varias aplicacionesclinicasqueloindican parae
tratami ento de personas con diabetes, desdrdenes
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en el metabolismo de lipidos, lesionesrenalesy
parenterales, en la prevencion de otitis, es
anti cariogénicoy cariogtético, previeneinfecciones
pulmonares y osteoporosis (M&kinen, 1995) por
tanto tiene granimportanciaecondmicay socid por
ugplicacion enlasindugtriasfarmacéutica, quimica,
odontol 6gicay dimentaria

Asi mismo € etanol haadquirido un gran vaor por
la posibilidad de su uso como combustible en
mezclas con gasolinao petroleo siendo unafuente
renovable de energia, por lo que el aumento del

mismo haestado gpargado d incremento denuevas
tecnologias que permiten obtenerlo a partir de
residuos de madera, desechos slidosy todoslos
material es que contengan celulosay hemicelulosa,
revalorizando los desechos de varias industrias
convirtiéndol osen materiaprimaparalaobtencion
deetanal. (Gonzd ez, 2003)

En el presentetrabajo seformulalaestrategiade
investigacion para evaluar las alternativas mas
adecuadasenlautilizacion delaxilosaquese gen-
eraene fraccionamiento &cido del bagazo de cafa
deazucar, lo queincluyeun estudio de Vigilancia
Tecnol 6gicasobrelasdternativas disponibles,
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lasviasexperimentaesparalaasimilacion deestas
anivel delaboratorio, y los requerimientos para
mediante su escalado redlizar laevaluaciondelas
mismes.

DESARROLLO
El xilitol esobtenido por hidrogenacion cataditicaa
partir dexilosacomercid, lo cua implicaun proceso
dedto costoy bg o rendimiento pero también puede
ser producido por fermentacién por medio de
microorganismos como bacterias, mohos y
levaduras.
Este proceso es dtamente especifico y econdémico
debido aqueun 80 % del azlcar estransformado
enxilitol, y se puede aumentar € rendimiento, ya
seamodificandolacélulapor ingenieriagenéticau
optimizando las condiciones culturales de
produccion del microorgani smo seleccionado.
Sehademostrado quelaslevadurassonlasmejores
productorasde xilitol, especialmente aquellas del
género Candidayaquereducen laxilosaaxilitol
bajo laaccion de unaenzimadenominadaxilosa
reductasa, la cual es NADP-dependiente. La
cantidad de xilitol y la productividad del mismo
dependeran delas condicionesdecultivoy de tipo
decepaquese utilice (Martinez, 2002)

Laliteraturarefiere que dentro delosprincipales
géneros delevaduras podemos encontrar:
§Candidaguilliermondii

§Candida shehatae NRRL Y-1285

8Pichia stipitisNRRL Y-11545

8Pachyssol en tannophilus

Muchos han sido los métodos descritos para la
producciondd xilitol:

A través de la llamada ingenieria metabdlica,
mediante nuevas|evaduras capaces de metabolizar
laxilosatransformandolaenxilitol, & queseacumula
end mediodecultivodd queseraluego recuperado.
Con latecnologia de DNA para dotar a algunos
microorganismos de la propiedad de fermentar
azucaresdecinco carbonoscon dtaeficiencia(Ho,
1998). Un gemplodedlo eslacepabacterianade
la especie Escherischia coli, desarrollada por la
Universdad deForida(EUA), que puedefermentar
azUcaresdese sy cinco carbonosal mismotiempo,
el que ha sido registrado bgjo la patente US
5.000.000 (Ethanol production by Escherichiacoli
strains co-expressing Zymomonas PDC and ADH

genes).

Por otro lado, partiendo del acido glucénico el
procedimiento consiste en latransformacién del
mismo en arabinosa, hidrogenacion delamisma
forméndosearabitol, isomerizacidndeestedltimoa
unamezclade pentitolesy posterior separacion de
losmismos.

Ademés, empleando como materiaprimaloslicores
a sulfito provenientesdelae aboracion depulpade
celulosa. Dichoslicores contienen xilosay &cido
xilénico loscual es se separan del material original
para ser refinados y mediante posterior
hidrogenacion se obtiene € xilitol. (Patente de
Invencion de Xyrofin Oy — Finlandia)

Seglin la materia prima empleada, la D-xilosa
presenteen lasol ucién puede estar acompafiada por
otras pentosas (arabinosa, ribosa), las que son
necesarias eliminar. Estaseparacion se efectliapor
Separaci On cromatogréfica. (patentesdeinvencion:
US 3.748.408, 4.008.285).

DESCRIPCION DEL PROCESO (obtencion
dexilitol apartir dexilosa)

Los hidrolizados fueron, primeramente,
concentrados a vacio para obtener una
concentracion dexilosade 100 g/L. Posteriormente
fueron tratados con Ca0O, paraelevar e pH hasta
un valor de 7,0 y con H,PO, hasta pH 5,5.
Finalmente setrataron con carbén activado (2,4 %).
El proceso defermentaci on deloshidrolizados (pH
5,0a300C) fuerealizado en frascos Erlenmeyer
de 125 ml, agitados a 300 rpm durante 80 h. El
estudio cinético permitié observar el
comportamiento delaC. guilliermondii en estos
hidrolizados y sus consecuencias sobre |os
pardmetros fermentativos. Se obtuvo una
productividad de0,50 g/Lh en hidrolizado debagazo
decana

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
Indculo: El inbeulo seprepard apartir deun cultivo
de 24 h deincubacion (Candida guilliermondii),
paraobtener cdulasenlamismafasedecrecimiento.
Lacepa se agreg6 a medio fresco hasta obtener
una DO 0,30 a una long. de onda de 560 nm,
correspondiente a0,75mg p.s/ml.

M edio sintético: El medio sintético contieneeng/
I: 33, xilosa; 3, extracto de levadura; 3, (NH4)
2504; 0,1 CaCl2x 2H20y segjusté apH, 5 con
NaOH a 20 % (p/v).
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Mediobase: xilosaapartir delahidrolisis acidadiluidade bagazo delacafiadeazlcar :

Se utilizé & bagazo de cafade azlicar como materiaprimaparalaobtencién dexilosa. Paraesto seusd
’ 2 4

1% (v/v) durante 40 minutos a 120 grados celsius. La concentracion de xilosafue de 40 g/L y lade

inhibidores (furfural) por debajode 1 g/L, por o que no hubo necesidad de detoxificar.

DETERMINACIONESANALITICAS

Biomasa: Labiomasafue separadapor centrifugacion a10000 rpm, 15 min., selavé variasvecescon
aguadestiladay se sec6 a105 °C hasta peso constante.

Xilitol: Ladeterminacion dexilitol seredizd enun HPLC, marcaYoung Lin, conunacolumnacromatogréfica
OHR-801. Lasmuestras sel uyeron con unasolucion de acido sulfurico (0,01N) pH, 2,1, aunave ocidad
de0,5ml/miny atemperaturaambiente. Laproduccion dexilitol y azlicares se cuantificaron relacionando
el &readelos picos obtenidos, respecto d areadelosazlicares estdndar como xilosa, glucosa, arabinosa

ot
th

10

[
=
1
[
th

=)
th
s
Xilito], Biomasa (/T

=]
=
1

i
=
L
!
"h

th
1

Xilo=a, Arabinosa, Glucosa (g/1
"

0 12 24 36 48 [11] T2 B4
Tienpo (k)

Figural: Cinéticadeproduccion dexilitol enmedio delicor demarlo por Candidaguilliermondii.  En
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Figura2: Cinéticade producciondexilitol en medio sintético por Candidaguilliermondii.

Eng/l:.L], Biomasa, A, xilitol; O, xilosa.
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DESCRIPCION DEL PROCESO (obtencion
deetanol apartir dexilosa)
Se realizan fermentaciones simulténeas (unapor
levadura) con:

1. Candida shehatae NRRL Y-1285,

2. Pichia stipitisNRRL Y-11545

3. Pachyssolen tannophilus
Durante dos fines de semanas consecutivosy se
toman muestras cada dos horas por un periodo de
38 horas.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
In6eulo: El inbeulo seprepard apartir deun cultivo
de 24 h de incubacion (Pichia stipitis), para
obtener célulasen lamismafasede crecimiento.

M edio sintético: El medio sintético contieneen g/
I: 50, xilosa; 3, extracto delevadura; 5, glucosa; 3,
extracto demalta; 5, pectonay segjustd apH 5.

Medio base: xilosaa partir delahidrdlisis &cida
diluidadel bagazo delacafiade azlcar :

Seutiliz6 e bagazo de cafiade azticar como mate-
riaprimaparalaobtencién dexilosa. Paraesto se
usd 100 gramos de bagazo con unarel acion solido-
liquido de 1-4 (g-g) y unaconcentracion deH,SO,
del 1% (v/v) durante 40 minutos a 120 grados
celsius. Laconcentraciéndexilosafuede40g/L y
ladeinhibidores(furfural) por debgodel g/L, por
lo que no hubo necesidad de detoxificar.

Fermentacion Batch

En erlenmeyer de 500 ml con volumen efectivo de
125ml. El medio defermentacionfueinoculado con
5% (v/v) de inoculo (20 h, 1x107 cells/ml)
manteniendo latemperaturaa30 °Cy 200 rpm

DETERMINACIONESANALITICAS
Biomasa: La biomasa fue separada por
centrifugacion a10000 rpm, 15 min., selavévarias
veces con aguadestiladay sesec6 a105 °C hasta
peso constante

Azlcar es Losazlcarestota esfueron determinados
por e método del DNS, mientras quelas pentosas
fueron determinadas por Roeand Rice

Etanol: se determinG colorimétricamente con
dicromato de potasio (K2Cr207).

Ademés del andlisis de las muestras se puede
determinar: laproduccion de etanol como funcién

delaconcentracion dexilosa(Y P/S) y decélulade
levadura(Y P/X) y laconcentracion decdulascomo
funcion de la concentracion de xilosa, Y X/S.
(Y=detaX/ddtaS). También sedeterminaralarazon
méaximadecrecimiento, imax.

El andlisisdemuestrasy | osresultados demostraron
guePichia stipitistiene un mayor “yield’ de etanol
parafermentacionesconxilosa. (Martinezetal.,
2000)

CONCLUSIONES

Laestrategiade desarrollo dederivadosapartir de
bagazo de cafia de azlcar como materia prima
mediantelatecnologiaUCLV laenlaobtenciénde
xilitol y/o etanol, contribuirdal incrementodela
eficienciadeexplotacion de este material asi como
aunasol ucion alosproblemasambienta es causados
por laacumulacién de estosresiduos.
La materia prima propuesta en este trabajo
proporcionahidrolizados hemicel ul 6si cos capaces
de ser bioconvertidos en xilitol y/o etanol, por
distintas cepasde levadura.
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