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Resumen.
El bagazo de la cafa de azlicar es un residuo

lignocelul ési co que se ha propuesto como materia
prima para la produccion de etanol. El
aprovechamiento de estabiomasacon €l objetivo
de obtener etanol estabasado en latransformacion
de los polimeros contenidos en el material en
azucares fermentables. Este trabajo presenta el
estudio delahidrdlisisenziméticadel bagazo de
cafiade azlcar fraccionado, empleando enzimas
comerciaesdonadas por Novozymes. Se obtuvo
una solucién de glucosa que posteriormente se
ferment6 a etanol empleando una cepa de
Saccharomyces cereviciae. Los estudios de
fermentacion se redizaron  en un fermentador
de la marca Marubishi completamente
automatizado de 5 L de capacidad que contenia
2,5L dd licor hidrolizadoy mid diluida.

La produccion de etanol se monitored por
cromatografiagaseosay € consumo de azlcares
reductores totales por el método del acido 3,5
Dinitro Salicilico (DNS). La concentracion de
azucaresreductorestotalesen d licor hidrolizado,
seguin lametodol ogia propuesta, fuede 51

g/L, ylaeficienciadel proceso de produccionde
etanol en estas condiciones experimental esestuvo
end ordendel 87,53 % con respecto a maximo
tedrico paraeste proceso.

Palabras clave:
Pretratamiento Organosolv, bagazo
de la cafa de azucar, hidrélisis
enzimatica, cepaSaccharomyces
cereviciae.
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Introducionm

El alto consumo energético nos hallevado auna
inevitable disminucion de las reservas de
combustibles fésiles y a la obtencion de un
ambiente con niveles preocupantes de
contaminacion. Ambos aspectos se han tornado
atamente importantes en el mundo, afectando
tanto cuestiones ambiental esy econdmicas, como
lasqueinvolucranlassgurided mundid y laspaliticas
deproducciony comercializacion del petréleoy
susderivados.

El aprovechamiento delabiomasalignoceul6sica
con €l objetivo de obtener etanol estdbasadoenla
transformacion delos azlicares contenidosen la
misma. Los microorganismos que realizan esta
conversion necesitan disponer delosazlicaresen
formas monomeéricas, por 10 que es preciso la
descomposicion o hidrélisis de los polimeros
azucarados presentesenlabiomasalignoceulésica
Sinembargo, mientrasqueesrel ativamentesencilla
lahidrdlisisen e caso delasmateriasprimasricas
en amidon, como los cered es, resultamucho més
dificil € proceso cuando se parte de residuos
lignocel ul si cos, puesto quelospolimerosquelos
constituyen estan formando estructuras
estrechamente ligadas entre si y altamente
empaquetadas, dificultando € acceso alosagentes
hidroliticos. Es por esto que es necesario €l
fraccionamiento delabiomasalignocelulésicapara
dterar laestructuraquimicay fiscadel material a
estudiar, asi como uso de un crudo enzimético que
seacapaz dehidrolizar lasestructuras poliméricas
gue constituyen este sustrato, especificamente
los enlaces & 1,4- glucosidicos queforman ala
celulosa, dgando lasestructuras de glucosalibre
para que sean de fécil asimilacién por los
microorganismosgueintevienenenlafermentacion
acohdlica Espor dlogueencaminamosd objetivo
de este trabajo hacia la solucién del siguiente
Problema Cientifico:

Lanecesidad deincluir al bagazo de lacafiade
azucar como fuentede azlicar conjuntamentecon
lamiel enlafermentacion a cohdlica, empleando
eficientementelasetapasdehidrdlissenziméticay
fermentacion acohdlicade hidrolizado enzimé&ico
del bagazo.

Hipoétesis: Esposiblellevar acabo lafermentacion
alcohdlicadd bagazo de cafiade azlicar pretratado
utilizando previamente la hidrdlisis enzimética
conjuntamenteconmidl.

Objetivo General: Estudiar lahidrdlisisenzimética
y lafermentacion acohdlicadel bagazo de cafiade
azUcar pretratado, utilizando enzimascomerciaesy
una cepa de Saccharomyces cereviciae para la
fermentaci 6n mezclandolacon mid decafia
Objetivos Especificos:

1. Redizar unestudiotedricodelabibliografiaacerca
de la obtencién de etanol a partir de materiales
lignocdulésicos.

2. Redlizar la hidrdlisis enzimatica del bagazo
pretratado con unatecnol ogia Organosolv en dos
etapasdesarrolladaenlaUCLV.

3. Redizar lafermentaciondcohdlicadd hidrolizedo
utilizando unacepade

Saccharomycescereviciae conjuntamenteconmiel.
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Desarrollo

Materialesy Métodos

Metodologia de ejecucion de los

experimentos.

Preparacion demediosdecultivo parael
Saccharomyces cereviciae

Parala gecucion del trabajo fue necesario

primeramenterealizar lapreparacion detodos

losmediosde cultivo necesarios parallevar a

cabo e experimento.

Medio sintético para el crecimiento de

Saccharomyces cereviciae
Se preparaunacunadelevadura procedente

del cepario ICIDCA, en un medio sintético
agar papadextrosa (APD). Sepesan 35gde
APD, sadisudvenenunlitrodeaguadestilada
y seesterilizapor 20 minutos en autoclave a
121 OC, luego en ambiente estéril sefundey
seafladen 10 ml del medio entubosdeensayo,
esosseponenenun planoindinado demanera
gue solidifique en forma de cufia. Luego,
utilizando unflujolaminar, sesembraenforma
dezigzag lacapadelevaduray seencubaa
30 0C por 24 h.

Preparacion del inoculo de Saccharomyces
cereviciae

Sepreparan 750 mL deindeul o utilizando una
solucién deglucosaal 2 % parae desarrollo
delascédulas contenidasenlacufia. Luego se
distribuyen en 3 erlenrmeyersde 1000 ml cada
uno con un volumen de 250 mL, esto se
esterilizapor 20 mina 121 0C en autoclave.
Luego se pasaunacuiaparacadaunodelos
in6cul os preparados, se encubaa 30 0C por
24 h, utilizando zaranda.

2.1.2 Preparacion del crudo enzimatico
Las enzimas utilizadas fueron de calidad
comercial donadas por Novozymes, lasque
contaban con 60 FPU/mL de actividad
enzimética, las que se afladen directamentea
labiomasapretratada.

2.2 Preparacion del licor hidrolizado

Se partede 200 g de bagazo de cafiade azlicar
pretratado en un volumen de solucién buffer
acetato de 1 L que se corresponde con una
relacion de solidos de 10 %, seutilizd una
cargaenziméticadecelulasasde 15 FPU/g de

sustrato pretratado. Se mezclaen un reactor hidrolitico
de5L decapacidad, utilizando 1 L dd volumen utilizable.
El reactor hidrolitico consta también de agitacién
mecéanica a 150 rpm, este reactor esta termostatizado
paramantener latemperaturaconstanteen 50 0C quees
latemperaturadondelaenzimaa canzasu
maximaactividad, esto se mantiene por espacio de 24 h.
Luego deestaoperacién obtenemosun licor hidrolizado
parasu posterior fermentacion a cohdlica

Lasolucién buffer acetato pH 4,8 se prepara mezclando
300 mL de solucion B y 600 mL desolucidnA, luego se
completaal 000 mL.

SoluciénA: Acido acético 0,2 M, mida11,55 mL deécido
acéticoglacid y diliyd0al1000 mL. Solucion B: Acetato
desodio 0,2 M, pese 27,2 * 3H20 de acetato de sodio
y diliyaloa1000 mL.

2.3 Desarrollodelafermentacion alcohdlica

En esta etapa se parte de 1L de licor hidrolizado
obtenido en la etapa de hidrdlissenzimética, dedonde
proviene con unaconcentracion de azdcaresde5 1g/L,
seintroduceen unfermentador de5 L de capacidad dela
marca Marubishi completamente automatizado que
contenial,5L de solucion demiel final paracompletar
los120 g/L utilizados durantelafermentacion producto
de la baja concentracion de azticares del hidrolizado,
evitando un alto consumo energético a la hora de la
destilacion. Los aditamentos con los que cuenta el
fermentador son frasco de antiespumante, en este caso
seutilizo € aceite degirasol; frasco con NaOH'y

H2S04 a 25% respectivamente, parad control del pH
del medio. EI modo de operacion del fermentador es
sencillo, secomienzalainocul acion del microorganismo
Saccharomyces cereviciae ya preparado. Se fijan
los pardmetros de

operacion como son latemperatura32 0Cy el pH entre
4-4,2. Lafermentacion ocurrid enuntiempo de24 h. Se
toman muestraspor espaciode 2 h, apartir delasprimeras
4 horas, y se le determina concentracion alcohdlicay
azucaresreductorestotales.Lamid find utilizadafuemiel
clarificadapor e método de &cido en cdliente, donde se
preparaunasoluciondemid 1:1, secalientapor 30mina
800C, luegoselegjustael pHa363,2conH2S04 1:1
y secalientanuevamentea80 oC por 1 h. Luego sedgja
enfriar paradecantar.

2.4 Técnicasutilizadasparalacaracterizacion

2.4.2 Azucaresreductores por el método del écido 3.5-
dinitrosdicilico (DNS)

Fundamento del método
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Procedimiento

Se afade en cadatubo de ensayo 0,5 mL de cada
concentracién por cadatubo duplicado més0.5 mL
del reactivo 3.5-DNS, seagitay sepone enbafioa
100 OC por 5 min, enfriar y afadir 5 mL de agua
destiladay leer contrablanco reactivo a540 nm.
En caso que se quieraazlicaresreductorestotales
senecesitaunapreviapreparacion delamuestrala
gue consisteentomar

Es un método colorimétrico que se basa en la
capacidad quetienenlosazlcaresreductorestota es
dereducir € &cido 3.5-dinitrosdlicilico formando
una solucién coloreada que tiene su méximo de
absorcion a540 nm.

Preparacion desoluciones

Acido 3.5-dinitrosalicilico (DNS). Sedisuelven 150
g detartrato doble de sodio y potasio en 380 mL
deaguadestiladacon agitacion, luego afadir 8 g de

Concentracion mg/L mL a tomar Volumen final en mL
0.5 0.5 100
0,7 0,7 100
0.9 0.9 100
1.1 1.1 100
1.3 1.3 100
1,5 1.5 100
1,7 1,7 100
1.9 1.9 100

hidréxido de sodio y a final comenzara afiadir
lentamente el &cido 3,5 dinitro salicilico. Degjar
durantetodalanocheen agitacion, d otro diaenrazar
y filtrar, guardar en frasco de color ambar, estable
por seismeses. HCL 1:1, NaOH 10 %.
Preparacion delacurvade calibracion

Pesar 2,5 g de glucosa previamente seca a 600C
en estufa a vacio durante 2h, y enrazar a un
volumétrico de 25 mL. Lospuntosdelacurvase
montan como seindicaenlatablal.
1mL de la muestray llevarlo a un volumétrico
de 100mL, d que se le afiaden aproximadamente
de 30a40 mL deaguadestilada, seagitay secoloca
en un bafio de Maria a 65 OC, alcanzada esta
temperatura se le afladen 5 mL de HCL 1:1 v/v,
agitary esperar 5min, enfriar aTPEA y neutralizar
apH 6 con NaOH a 10 % con ayuda de un
potenciometro, luego se enrazacon aguadestilada
alo0mL.
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1mL de la muestray llevarlo a un volumétrico
de 100mL, d que se le afiaden aproximadamente
de30a40 mL deaguadestilada, seagitay secoloca
en un bafio de Maria a 65 0C, acanzada esta
temperatura se le afaden 5 mL de HCL 1:1 vlv,
agitar y esperar 5min, enfriar aTPEA y neutrali zar
a pH 6 con NaOH al 10 % con ayuda de un
potenciometro, luego se enrazacon aguadestilada
al100 mL.

Esteesigud d procedimiento descrito paralacurva
pero utilizando lamuestra.

2.4.3 Conteo celular

Fundamento del método

Sebasaend recuento decdulas totaes, utilizando
unacamarade Neubawver, con 0.1mm deaturay
1 mm2 deéareadelacamara

Procedimiento

SetomalmL delamuestray sedisuelveen ml de
aguadestiladaestéril, secargalacamaray sehace
el recuento por campos observados definiendo
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tamafio, nivel de contaminacion, morfologia, asi
como nimerodecdulas.

4.4 Viabilidd

Fundamento del método

Lascélulasvivas permanecen intactasen cuanto a
coloracion debido a que pueden metabolizar la
solucionde Finky Khile, mientrasquelasmuertas
no lo pueden hacer, setifien deazul lo quelashace
facilmente diferenciables, entonces se hallan por
diferencia entre el nimero total de célulasy las
células muertas, tefiidas con solucion de Fink y
Khle.

Procedimiento

Deladilucionredizadaen d conteo celular setoma
1 mL y se adiciona en un tubo de ensayo que
contenga2 mL delasoluciondeFink y Khtile, luego
semontanuevamentelacamarade Neubawver, y
secuentael nimero de células muertas.

2.4.5 Concentracion de etanol

La concentracion de etanol se siguio durante la
cinética de formacion del mismo utilizando la
cromatografia gaseosa, tanto paraesto como para
el etanol rectificado obtenido luego de la
fermentacion.

Condiciones Cromatogréficas.

Cromatografo SHIMADZU con  columnacapilar
modelo GC-17A con detector dellama

(FID) y equipado con inyector automético. Seutilizd
unapre-columnadesilicafundidade

1,5 m, a continuacion la columna capilar CP—-WAX
10 (30 m x 0,25 mm d.i. 0,25 pum espesor de
pelicula), seguidade Columnacapilar deDB- WAX
(30mx 0,25 mmd.i., 0,25um espesor depelicul d).
Las columnas son conectadas entre ellas con
conectores de presion.

Volumendeinyeccion: 1l
Paralacinéticadeetanol

Gas portador: Hidrégeno 132 kPa, Temperatura
de columna: 70° C, Temperatura del

Inyector: 250 °C, Temperaturadel Detector: 250
°C, Volumendeinyeccién: 1ul split 1:25. Méodo
de célculo por estandar externo. Concentraciones
de1-6g/100 mL.

Parael etanol rectificado

Gas portador: Hidrogeno, aumento de Presion de
65a128 KPaconincremento de30 KPa. Rampa
decalentamiento

Temperaturade columna: 40 °C por 10,4 min., 40
a70°Cal5°C/minpor9,5min,de70°
all0°Ca30°C/min.

Temperatura del Inyector: 150 °C,
Temperaturadel Detector: 250 °C, Volumen de
inyeccion: 1l split 1:25.

M étodo de cd culo por estdndar externo. Lacurva
patrén serealizo paraidentificar y cuantificar los
compuestos de acetaldehido, acetato de etilo,
aceta, metanol, Propanol, isobutanol, 2-metil-1-
butanol y alcohol isoamilicoend etanol rectificado.
Preparacion delascurvasdecalibracion
Paralacinética

Se prepard lacurvade calibraci on paradeterminar
etanol end licor hidrolizado, donde seredlizaron
diferentes pruebas de gjuste para determinar €l
rango detrabajo. Paralospuntosseutilizd etanol
absoluto PA, M 46,07, y luego se montaron
los cuatro puntos con las respectivas
concentraciones. (tabla2)

Puntos Conc. (g/100mL)
1 2,1517
2 4,0973
3 6,1443
4 8,0510

Luego de preparados estos puntossetomdé 1 mL y
sediluyd a100 mL, deagui setomael volumena
inyectar que fue de 1 pl, y todos los deméas
pardmetros se mantuvieron como seexplicaarriba

Discusion delos Resultados
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3.1Estudioded licor hidrolizado

En latabla3 se observague en untiempo de24 h
se logra la méxima concentracion de azlcares
liberados de las cadenas poliméricas, por la
accion del complgo enzimatico celulolitico,
mientras que los demas parametros observados
permanecen préacti camente constantes.

Por otraparte, lacurvadecaibracionredizadapara
ladeterminacion de azUcaresreductorestotaespor
el método del &cido 3.5-dinitrosdicilico (DNS), se
verificacon un buen coeficiente de correlacion de
0,9997, no dando intercepto, lo queindicaqueno
pasapor €l origen del centro de coordenadas.

3.2 Estudio delafermentaci6n a cohdlica

Enlatabla4 seobservagqueamedidaqueavanzala
fermentacidn alcohdlicaen € tiempo € contenido
de azlicares disminuye producto del consumo de
losmismospor lascdulasdelevadura, asi comola
concentracion de etanol formado vaaumentando
hastaconcentracionesde 5,000, estando estevalor
en correspondenciacon loreportado enlaliteratura.
Tabla4.

Tiempo (h) ART (g/L) pH Agitacion Temp. rCy
1 ] 1.8 150 =0
4 30 419 150 20
] 32 4.8 150 =0
8 a4 4.8 150 =0
10 i85 419 150 £l
12 42 4.9 150 L) |
14 46 4.8 150 =0
16 48 4138 150 51
18 48.5 4.8 150 =0
20 49 4.8 150 =0
22 =0 4.8 150 =0
24 51 418 150 =0
26 ) | 4.8 150 =0




Tabla 4.
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Resultados cr omatogr &ficos.

Curvadecalibracionrealizadaparalacinéticade
formaci én de etanol por cromatografiagaseosa, se
obtuvo con un coeficiente de correlacion de 0,9993.
Grafico en 3D delacurvapatron paralacinética

/100 mL.
Hora pH Temp ART (g/L) Cone. Aleohol.
("C) (2/100ml)
4 42 32 114 0.9955
6 42 12 108 1.1299
8 43 33 93 2.5699
10 42 32 83 35903
12 42 12 75 39745
14 42 12 61 3.99009
16 42 32 43 4.1026
18 42 12 36 42213
19 42 32 23 4.3511
20 42 k) 15 4.5507
22 42 12 10 48556
24 42 32 8 5.0000
26 42 12 8 5.0000

Fros e
FTOZ . D
FTO3E . Dec
Pron_pec
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Figura 2. Comparacion de los cr o?atogr amas en la cinética de
fermentacion (4-18 horas)
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Figuta 3. Grafico en 3D dela curva patron del etanol de 4 puntos, se
identifican y cuantifican los compuestos de acetaldehido, acetato de etilo,
acetal, metanol, Propanol, isobutanol, 2metil -

1- butanol y alcohol isoamilico en el etanol rectificado
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Fizura 4.

Aunquelarectificaciony caracterizacion dd etanol
no constituiaobjetivo de nuestro trabaj o, se pudo
lograr larectificaciony caracterizacion del mismo
para e que se utiliz6 una curva ya elaborada,
obteniéndose muy buenosresultadosen cuantoala
composicion del etanol.

37




Centro Azucar 37(4): 29-38.0ct-Dic. 2010

Conclusiones

1 Conlautilizacion del bagazo de cafiade azUcar
paralaobtencion dea cohol sepueden reducir los
niveles de consumo de miel quedando esta
disponible paraotras aplicaciones.

2 Esfactiblelautilizacion ddl hidrolizado enziméico
dd bagazo delacafiade azlcar enlafermentacion
acohdlicalo cua estaevidenciado por laeficiencia
que es de 87,53 %.

3 La cromatografia gaseosa resultd un método
eficaz paralaidentificacony cuantificaciondeetanol
y componentesmayoritariosen e mismo.
Recomendaciones

1 Continuar con la optimizacion del proceso de
obtencion de etanol apartir debagazo de cafiapara
a canzar concentraciones superiores de etanol.

2 Estudiar condiciones Optimas de mezclado de
soluciones azucaradas a partir de diferentes
sustratos.

38

Bibliografia

Panchd, C. y col. Caracterizacion delevaduras. Rev.
Afinidad 457 (52): 50-55; 1995. Fahrasmane, L.y
col. Determinaci 6n demicrocomponentes organicos
por cromatografia

gaseosa. Memorias. TIPAL’97, Matanzas, Cuba.
1997.

Stryer, Lubert. Biochemistry / Lubert Stryer,
W.H.Freeman and Company. New York. 4th
Edic., 1995.

Fahrasmane, L. y col. Microbiologic research and
rum industry in French West Indies. Trabgo
presentado en TIPAL’97. Universdad deMatanzas,
Cuba, 1997.

Summer.J.B.J, Biol. Chem. 47, 5 (1921). http//
www.miaula.org/biologia/carbohidratos/
LA%?20Celul osa.ppt. http/
www.fsalazar.bizland.com/PQILignina.doc. http/
www.fai.unne.edu.or/bi ol ogia/macromol écul as/
azlcar.htm. http/www.gestiopolis.con.../etanol-y-
biocombustibl es-en-latinoamerica.htm. http/
www.fiqus.unl.edu.or/.../primer taller modelado
molecular.ppt.


www.miaula.org/biolog�a/carbohidratos/
www.fsalazar.bizland.com/PQILignina.doc
www.fai.unne.edu.or/biolog�a/macromol�culas/
www.gestiopolis.com/
www.fiqus.unl.edu.or/

