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OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO DE LAS CEPAS Pichia stipitis
CBS 5770, 5773 Y 6054 PARA LA PRODUCCION DE BIOETANOL A PARTIR DEL
HIDROLIZADO DE ASERRIN DE CURUPAU COMO RESIDUO LIGNOCELULOSICO

Resumen

El presente estudio forma parte del proyecto “bioetanol a partir de residuos lignoceluldsicos” del
programa ASDI/SAREC-UMSA con la cooperacion del departamento de Ingenieria Quimica de la
Universidad de Lund, Suecia; misma que se involucra con las lineas de investigacion en energia
renovable como es € caso del acohol carburante. Esta investigacion consiste en un campo de
estudio mediante el establecimiento de reactores bagjo distintas condiciones fisicas (aireacion) y
quimicas (sustrato) de cultivo y sustrato. Donde se tiene como objetivo encontrar atos rendimientos
de produccién de bioetanol mediante e aprovechamiento de residuos lignoceluldsicos (aserrin de
Curupad); biomasa que se producen de manera considerable en diferentes zonas geogréficas de
Bolivia.

El futuro agotamiento del petrdleo plantea la necesidad de producir combustibles a partir de
materiales renovables. Los hidrolizados de residuos lignocelulosicos proporcionan grandes
cantidades de azUicares que pueden ser convertidos en etanol por cepas de Pichia stipitis.

Después de la glucosa, la xilosa es el azdcar méas abundante en dichos hidrolizados, por tal razon el
estudio se realizo en sustrato sintético concentracion de azucares 20g/L donde la relacion de
(xilosarglucosa) basado en tres experimentos es; 10:10, 5:15 y 1:19 (g/L). Las cepas CBS 5770,
5773y 6054 de P. stipitis han sido empleadas para la fermentacion de carbohidratos. La proporcion
de Xilosa: glucosa (1:19) mostré mayor concentracion de biomasa 8,01 g/L con la cepa CBS 5773.
La influencia del oxigeno también fue estudiada en dos sistemas (aireacion y micro- aireacion). En
condiciones aerdbicas la biomasa se incremento hasta 8.8 g/L de con una velocidad de crecimiento
0.25 h' alcanzada a las 10 hrs. Seguidamente se procedié con e escalamiento en condiciones
optimas dando como concentracion maximade 9,412g/L. de biomasa.

Se redizo cultivos con sustrato sintético y sustrato hidrolizado en condiciones (aerdbicas y
fermentativas). En condiciones fermentativas empleando sustrato sintético el rendimiento maximo
de produccién de etanol fue Yea 0,40 (g/g). Mientras la fermentacion con sustrato hidrolizado el
rendimiento de produccion de etanol fue Yea 0,26 (g/g) después de las 72h. Sin embargo en
condiciones aerobias se produce mas biomasa que etanol & rendimiento de produccién de etanol con
sustrato sintético fue Yea 0.08 (g/g) después de las 24h. que expresa una baja produccion de etanol y
el rendimiento de biomasa fue Yxa 0.30 (g/g) después de las 72 h. En sustrato hidrolizado la
produccion de etanol fue Yea 0.06 (g/g) después de las 24 h. y € rendimiento de biomasa fue Yxa
0.27 (g/g) después delas 72 h.
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l. INTRODUCCION

En los ultimos veinte afos, |os procesos tradicionales de produccion de etanol han experimentado
avances significativos tanto en su operacion como en las inversiones de capital. Estas mejoras se han
logrado gracias a modificaciones en la operacién de las plantas existentes y a los cambios
tecnologicos. Sin embargo, todavia estd lgjos de alcanzarse resultados cercanos a los maximos
tedricos de conversion a partir del (tratado de Kyoto). Una solucién atrayente es €l uso de energia
renovable, la cua es representada en materiaes lignoceluldsicos. La emision de CO, generadas por
la produccion y uso de biocombustibles son compensadas por la absorcién de CO, durante €l
crecimiento de las plantas y de otros materiales vegetales a partir de los cuales dichos combustibles
se producen (Nguyen y col, 1981). El biocombustible mas importante es el alcohol carburante
(etanol), & cual puede ser utilizado como oxigenante de gasolina, elevando su contenido en O, lo
gue permite una mayor combustion de la misma disminuyendo las emisiones contaminantes de

hidrocarburos no oxidados completamente (Nguyen y col, 1981).

En e contexto internacional existen biomasas lignocelulésicas producidas en gran cantidad y que
son alternativas bioenergéticas atrayentes en la fabricacion de este alcohol carburante. En Bolivia,
una alternativa atrayente es el sector maderero ya que la superficie de bosques demuestra que con
manegjo forestal sostenible la obtencion de bioetanol puede ser muy rentable. Segin la misma
referencia, entre las especies més explotadas se encuentran e Cuchi, Almendrillo (Cumaru), Soto,
Verdolago, Cuta Bajo Paragua, Curupall, representandose un 43.3%.Que se encuentran en |os paises
de Perd y en Bolivia (departamentos de La Paz, Chuquisaca, Santa Cruz, Cochabamba, Beni y
Tarija). Estas especies estdn compuestas principamente por hemicelulosa ademéas de celulosa y
lignina; polimeros naturales caracteristicos en maderas duras, y que representan fuentes energéticas
aprovechables, renovablesy a su vez aternativas alos combustibles fosiles.

En los recientes afios muchas investigaciones se han consagrado a encontrar 10s micro-organismos
gué fermenten monosacaridos como son las pentosas 0 hexosas directamente a etanol. La levadura
Pichia stipitis parece ser muy eficaz., sin embargo hasta ahora ninguna a alcanzado € rendimiento,
productividad y concentracién de este producto comparadas con la Saccharomyces cerevisiae al

fermentar las hexosas (Kolot, 1980). Los procesos para la obtencion de alcohol por fermentacion

Elaborado por: Maribel Pefia Poma 10



[IFB - I DEPROQ

dependen de |a naturaleza de la materia prima; materiales con ato contenido de azlcares requieren,
poco 0 ningun tratamiento preliminar. En contraste, las materias primas amilaceas y lignocelul ésicas
(maderas duras y suaves, residuos forestales y agricolas, papel de desecho, etc.) deben ser
hidrolizadas a azlicares fermentables antes de que actien sobre ellas las levaduras. Estos pre-

tratamientos aumentan significativamente |os costos de procesamiento.

Un avance considerable es la utilizacion de microorganismos que no solo metabolicen hexosas, sino
que ademas puedan aprovechar las pentosas, existentes en residuos lignocelulosicos (xilosa). La
mayor parte de las investigaciones para fermentar las pentosas se dirigieron sobre las levaduras
naturales Pichia stipitis, utilizando y adecuando el sustrato de pentosas dando lugar a una imperiosa
linea de investigacion para mejorar las condiciones de cultivo y asi incrementar €l rendimiento de

produccion de etanol (Watson 'y col., 1984).

. DISENO TEORICO

1 MARCO TEORICO

1.1  Composicion Quimicadela Madera

Lamadera es una mezcla de tres polimeros naturales: celulosa, ligninay hemicelulosas, que guardan
una relacion aproximada de 50:25:25, seguin la especie, las variaciones bioldgicas, tales como las
diferencias genéticas que pueda haber dentro de una especie, y las condiciones de crecimiento. La
celulosa y la hemicelulosa son polimeros de hidratos de carbono formados a partir de moléculas de
monosacéridos, y laligninaes un polimero de unidades fenilpropanicas. (Browning, B.L. 1993)

Estudios realizados con microscopia electronica en la madera madura muestran que se encuentra en
varias capas de paredes de células, rodeadas por una sustancia intercelular amorfa. (Figura 1). Entre
las células existe una region, denominada lamela intermedia, que contiene principalmente lignina 'y
sustancias pépticas. La pared primaria (P), contiene una red organizada en forma suelta y aleatoria
de microfibrilas de celulosa embebidas en una matriz Inmediatamente bajo la pared primaria esta la

pared secundaria, la que constituye, casi la totalidad de la pared celular. La pared secundaria esta4
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dividida en tres capas S; de 0.1 a0.3 um, S, de 1 a5 um y Sz de 0.1um, formadas por redes de

microfibrillas de celulosa.

Ladistribucion de lalignina, la celulosa, las hemicelulosas, y la pectinaen lalamela intermediay la
pared de la célula en las fibras de la madera, ha resultado ser totalmente heterogénea, indicaron que
casi 70 % de la lignina en las maderas blandas, y 90 % en las maderas duras esta ubicado en la
lamela intermedia. El resto de la lignina esta distribuido dentro de la pared secundaria, habiéndose
encontrado una concentracion en general mas elevada en la capa S; de la pared celular. (Sachs,
1993) La hemicelulosa esta distribuida por toda la pared secundaria, y en genera las glucomannanas

Se encuentran en una concentracion mas elevada en el parte interior delascapas S, y Ss.

Figura 1. Estructura simplificada dela pared celular de una porcion de madera suaveo fibra

demaderadura.

Capa interior de la
pared secundaria S3

fl_Capa intermedia de la
||| pared secundaria S2

Capa exterior de la W
pared secundaria S!~ QL

AT
ST Pared primaria P

Sustancia
intercelular |

Fuente: Wyman, Handbook on Bioetanol: Production and Utilization

1.1.1 Cdulosa
La celulosa se aisld y caracterizo en la década de los 30, por € quimico francés Anselme Payen.

(Guia Técnica, 2005) Concluyendo que, la celulosa'y € almidon eran sustancias isoméricas, ya que

ambas, a ser hidrolizados, generaban D-glucosa. Sin embargo, debieron transcurrir casi tres cuartos
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de siglo para que la formula empirica de la celulosa quedara establ ecida como (CsH100s)x . (Irving,
1990)

La celulosa es un polisacérido lineal formado por unidades de anhidro-D-glucopiranosa enlazada
entre las posiciones 1 y 4 de las unidades adyacentes de azlicares mediante un enlace 3, como se

indica a continuaci on:

H H

H H
CH20H HO CH20H
~
O\ THH OO mE /%N K
HO O o HO
HO CH20H HO

H HI H H H

L _in
Fuente: Wyman, Handbook on Bioetanol: Production and Utilization

1.1.2 Hemicdulosa

La hemicelulosa esta principalmente compuesta de pentosas. Las pentosas principales en la
hemicelulosa de echo son azucares y el componente principa es, f-D-xilopiranosa que tiene solo la
posicion 2 y 3 carbonos disponibles parala union o substitucion cuando los B-(1-4) se unieron como
en la xilosa. Este polimero es la representacion genera mas simple de un hemicelulosa normal. La
otra pentosa comun es arabinosa que esta en una posicién distinta en a formacién estructural del
anillo de furanosa. La arabinosa normalmente se une a la posicion 2 y 3 carbonos de xilosa en
arabinoxilan y alaposicion 3 y 6 carbonos de galactosa en arabinogal actan. (Clark y Menz, 1987).
Se piensa gue la estructura compleja de la hemicelulosa confiere una gama amplia de propiedades
biofisicas y bioquimicas en los tejidos de la planta, asi como en productos hechos de estos tejidos,

por ejemplo el papel y sus derivados. (Clark y Menz, 1987).

1.1.3 Lignina

La lignina es un polimero complejo de tres dimensiones, de unidades de fenol propano,
diferentes que estan juntos limitados por éter y ataduras de carbono-carbono. Las tres unidades
principales de fenol propano son: guayacol (G), siringil (S) y p-hidroxi fenol propano (H). Unas

estructuras de la lignina se han esclarecido pero en general su estructura permanece desconocida la
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lignina en maderas blandas son ricas en guayacol con cantidades solo menores de siringil y p-
hidroxi fenol propano existen relaciones de G, Sy H para € pino 85:2:13 respectivamente. (Clark y
Menz, 1987). Cuyas estructuras de los componentes monoméricos de la lignina se indican a

continuacion:

G ? Y S C‘I Y H C‘I Y
C B C B C B
CcCa C a C a
OCHs HsC OCH:3
OH OH OH

Donde: G = guayacol, S = siringil, y H = p-hidroxi fenol propano.
Fuente: Wyman, Handbook on Bioethanol: Pretreatment and Enzymatic Hydrolysis of Softwood

1.1.4 Otros Componentes

Ademas de | os tres grupos que conforman principal mente la pared celular, presentes en todas
las maderas, existe otro grupo conformado de sustancias de bgja masa molar conocidas también
como sustancias extraibles que se encuentran en menor cantidad, y las sustancias mineraes. La
proporcion y composicion quimica de la lignina y las poliosas difieren para los distintos tipos de
madera mientras que la celulosa es uniforme en composicion en todas las maderas.

1.2 Sector Forestal en Bolivia

La superficie de bosgues en Bolivia segin € Manegjo Forestal Sostenible asciende a 2.5
millones de hectareas Figura 2. , con un potencial de 28 millones de Ha. Por otro lado, la produccién
anual de madera alcanza solo 0.7 millones de m®, teniendo un potencial de 6 millones de m®, lo que
representa € 11.5% de la produccion potencial. Asimismo, la generacidn de empleos en la gestion
2003, fue de 50.000 empleos siendo el potencia de 150.000 empleos. (Superintendencia Forestal de
Bolivia, 2002)

Elaborado por: Maribel Pefia Poma 14



[IFB - I DEPROQ

Figura 2. Mapa forestal de Bolivia
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Fuente: Superintendencia Forestal de Bolivia, 2003.

Conreferenciaa consumo de madera en el ambito nacional, no existian datos oficiales para los afios
2001 y 2002, por lo que un estudio realizado por una empresa consultora privada (HIB
Latinoamérica) estimé un volumen de 222 mil m® y un valor de 35,67 millones de $US, basandose
en la produccion oficialmente registrada por la Superintendencia Foresta (SIF), menos la
produccion destinada a la exportacion. Asimismo, se determind que el consumo interno de madera
proveniente de fuentes no legales tiene un valor similar a oficialmente registrado. Es decir otros 222
mil m* de madera, por lo cual e consumo estimado de madera, en e dmbito nacional, seria de 444
mil m®, parael afio 2001. (Superintendencia Forestal (SIF) 2002)

Seguin la Camara Forestal de Bolivia, con estos datos, se estimo que €l consumo nacional de madera
percapita es uno de los més bajos en € ambito mundial. Si se acepta que €l consumo nacional tiene
una fuente de madera ilegal similar a la de un aprovechamiento legal (0,0546 m>/afio), el nivel de
consumo percapita en Bolivia serfa similar a de China (0,11 m*/percapita/afio), 6 veces menos que
Per(i (0,6 m%hab./afio) y 15 veces inferior a consumo de Estados Unidos (1,7 m*/hab./afio), primer
consumidor mundial. El total de la produccién forestal en Bolivia el afio 2003 ascendié a 693847 de
m?, logrando un incremento de 19,26% respecto del afio anterior, la Figura 3. , resume la produccién

forestal en los Ultimos 5 anos.
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Figura 3. Produccién nacional de madera por afio (expresado en m®).
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Fuente: Superintendencia Forestal, Informes anuales, 2003.

El afio 2010 la proyeccion estimada, del consumo interno de productos forestales, seria de 855.500
m? en términos de madera, asi como 108.000 tonel adas de papel, seglin la Superintendencia Forestal
de Bolivia. Como la produccion forestal se realiza de bosgues naturales, existe una gran cantidad de
especies forestales de aprovechamiento maderable. Segun la SIF, se aprovechan cerca de 69
especies identificadas y otras 279 no clasificadas. A pesar de la gran cantidad y diversidad de

especies de maderas, existe una fuerte presion de extraccion sobre unas pocas esSpeci es.
1.2.1 Importancia Econdmica

Existen 6 grandes regiones productoras forestales en Bolivia (Bgo Paragua, Chiquitania, Choré,
Guarayos, Preandino-amazonico y Amazonia), totalizando una superficie de aproximadamente 29
millones de Ha. (Superintendencia Forestal 2003) (11). La actividad forestal tiene un importante
poder de movilizacion de muchos sectores de la economia: empleo, transportes, industria,

construccion, etc., segun laFigura 4.
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Figura 4. Caracteristicas del sector forestal en Bolivia
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Fuente: Plan estratégico para el desarrollo forestal de Bolivia, 1999.

1.2.2 MateriaPrima

En e momento de la explotacion de bosgues la materia prima se divide en dos flujos principales
destinados a abastecer por un lado a la industria de la pulpay € papel y por otro a la industria de
aserrado de madera, la industria de aserrado trabaja con tres tipos de maderas, |las maderas blandas,
maderas semiduras y las maderas duras, con relacion a mayores voluUmenes de produccion

tomaremos a una madera dura denominada comunmente Curupad.

1.2.2.1 Caracteriticasdel Curupau.

Taxonomia Figura 5. Ubicacion geogr afica, Curupau

80 60°

El Curupal pertenece a la especie

Anademanthera Columbrin (Vell. Conc.) Benth y alafamilia
Fabaceae — Mimosoideae sus nombres comunes y

distribucion geogréfica Figura 5 son:

Bolivia: Bilca, cebil, curupad, curupari, vilco.

Peru: Acacia

Argentina: Cebil colorado, curupay.

Fuente: C. Y. Liang, K. H. Bassett, E. A. McGinnes, y R. H. Marchessault,
Tappi, 43, 1017 (1960)
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Nombre comercial internacional Curupay, el arbol Figura 5 llega a 250 cm. de altura total y hasta
110 cm. de diametro; tronco derecho, sin alerones. Presenta su copa un poco torcida, abierta'y poco

densa, proporciona mente mayor que el tronco.
Figura 6. Arbol

Fuente: 1. B. Sachs, I. T. Clark, y J. C. Pew, J. Polym. Sci., Part C, 2, 203 (1993)

La corteza de esta especie Figura 6 tiene una superficie del tronco de color grisaceo, de apariencia
aspera, entre fisurada y agrietada, con grietas horizontales y verticales, la corteza muerta se
desprende en pedazos rigidos. Corteza viva rojiza, dura, de estructura fibrosa y laminar, con

exudacion roja, escasa que fluye lentamente; e grosor total de la corteza puede llegar a 4,5 cm.

Sus hojas son bipinnadas, aternas, de 12 a 15 cm. de longitud. Sus flores ordenadas en grupos
globosos (cabezuelas) de 1.5 a 2 cm. de diametro, de color blanco amarillento. El fruto legumbre
larga y angosta achatada, marrén, de 10 a 25 cm. de longitud, con borde ondulado; semillas 8 a 15

redondeadas, planas, marrones, lustrosas de 1.5 a2 cm. de diametro.

La ecologia y distribucion del Curupal se encuentra en Pert y en Bolivia en los departamentos de
La Paz, Chuquisaca, Santa Cruz, Cochabamba, Beni y Tarija. Crece de 400 a 1600 metros de altitud,
en diferentes clases de suelos, en topografia plana'y no inundable. Floracién (Bolivia): septiembre y

octubre, frutificacion: diciembre y enero.
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Usos del Curupau

El tanino presente en su corteza, apto para curtiembre; producto que se conoce localmente como
“zumaqui”. Las semillas semitostadas y molidas son narcéticas y con propiedades alucindgenas. La
madera se utiliza en postes, toneles, durmientes, estructuras pesadas, vigas, columnas, pilotes para

mal econes, construccion naval, pisos, parquet, escalonesy cercos para vifiedos, etc.

1.2.2.2 Caracterizacion del Curupad

La siguiente tabla hace referencia sobre la caracterizacion del Curupad, fue realizada el 2007 por €l
investigador Luis Quispe Rivera como una parte de su proyecto de grado “Aprovechamiento de
Residuos Lignocelul6sicos de Industrias Madereras para la produccion de Bioetanol” los resultados
obtenidos serviran de gran manera para predecir si se realizo una buena extraccion de xilosa durante
el pretratamiento, pero también se debe saber € contenido de xilosa, glucosay arabinosa al tanto por
ciento en materia seca para sacar € rendimiento de extraccion del hidrolizado relacionando con €
solidd rescatado €l método NREL, permitié determinar la composicién del aserrin reportado en la
Tabla 2.

Tabla 1. Caracterizacion dela Materia Prima

Analisis Curupau
Humedad % 5.86
Cenizas % 0.99

Extracto Etéreo % | 1.11

Fibra Cruda % 96.04
Lignina% 18.95
Celulosa % 50.35

Hemicelulosa% |26.75
Fuente: Quispe, 2007

Tabla 2. Carbohidratosy Lignina en masa seca del aserrin de Curupau

Xylano (g/100 g MS) 12,58 | Xilosa (g/100gMYS) 14,29

Arabinano (g/100 g MS) | 2,211 | Arabinosa (g/100gMS) | 2,51

Glucano (g/100gMS) | 43,16 | Glucosa (g/100gMS) |47,93

Ligninano (g/100 g MS) | 19
Fuente: Quispe, 2007
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1.2.3 Aserraderosy Proceso de Madera

1.2.3.1 Empresas Madereras

Variedad de empresas existentes, dedicadas a la industria forestal hasta el afio 2003 eran 952, de las
cuales 546 (57%) se encuentran trabagjando en Santa Cruz. (Guia técnica 2005 FUNDES). Las

empresas forestales de aserrado estén dedicadas, casi exclusivamente, a producir madera solida. Son

en general empresas pequefias y medianas, con tecnologia, desfasada y reducido capital. Las

empresas industrialles son muy pocas, dedicadas a laminados, contrachapados,

tableros

reconstituidos y muebleria, este segmento es el que genera mayor valor agregado por unidad de

materia prima.

La industria forestal y de procesamiento de la madera en Bolivia produce poca diversidad de

productos elaborados y con una reducida tasa de innovacion Tabla 3 La gran mayoria de los

productos que hoy se producen son los mismos que hace diez o veinte afios atrés.

La siguiente tabla muestra los principal es productos producidos por las empresas madereras del pais.

Tabla 3. Principales productos elaborados por lasindustrias mader eras en Bolivia

Reconstituidos

Grupos Principales Productos

Madera escuadrada, tablon, tabla, listén, vigueta, viga, puntal, durmiente,
Aserrados .

tapajuntas y otros
Laminas Lamina debobinada y |amina faqueada
Contrachapados Contrachapado estructural y contrachapado decorativo

Aglomerado crudo, aglomerado revestido con lamina de madera,
Tableros aglomerado con revestimiento melaminico, aglomerado revestido con

chapa dura, chapa dura cruda, chapa dura pintada, chapa dura revestida con

|&mina de madera

Vaor
(PMVA)

Productos de Mayor

Agregado

Puertas, ventanas, aberturas, molduras, pisos (parquet), (panel, molduras y
otros), productos machihembrados, urnas funerarias, artesanias, escaleras,
partes y componentes de muebles, muebles (mesas, sillas, cbmodas, bancos

y sofés), sillastalladas.

Fuente Elaboracién FUNDES, 2005
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La capacidad instalada de las industrias forestales en Bolivia es muy reducida con relacion a la
capacidad de los bosgues, sin embargo, aln esta pequefia capacidad de procesamiento esta
ampliamente subutilizada, existen muchos aserraderos paralizados y otros que trabajan a menos del
10 % de su capacidad instalada.

124 Tiposde Madera
La materia prima principal en la industria del aserrio es la madera en troncas. Las principales

maderas explotadas y procesadas en Bolivia son. (Superintendencia Forestal 2003)
v Ochoo

v Cuta

v Cambara

\ Cuchi

v Mara Macho

Todas dllas son [lamadas maderas alternativas.

Las maderas se clasifican seglin su dureza en: duras, semiduras y blandas. De las 11 especies mas
explotadas. (Guia Técnica 2005)

e 43,3 % corresponde a maderas duras. Cuchi, Almendrillo (Cumar(), Soto, Verdolago, Cuta
Bajo Paragua, Curupadl.
e 33,2 % amaderas blandas Ochoo, Bibosi.

e 23,5 % amaderas semiduras. Mara macho, Y esquero, Cambara.

1.2.5 Procesosde Produccion

En la Figura 7 se describe todas las etapas que permiten transformar la materia prima en madera
aserrada o elaborada.
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Figura 7. Diagrama de flujo proceso de produccién

Proceso Operativo:
GESTION DE LA PRODUCCION

Troncos:
MaderaDura 43.3 % » .
; Recepcion y almacenamiento de
Madera semidura 23.5 % >
troncas en aserradero
Madera suave 33.2 % l
Subproductos
Cortedelamaderal"y 2" > |efia, viruta, aserrin
l (40 % aproximadamente)
Almacenamiento de madera
aserrada
Tratamiento de la
madera
Secado dela madera
Almacenamiento de madera
secada
i Producto Terminado:
. Vigas70 %
Corte de madera > ablas 10 %
l Listones 20 %
Cepillado »Aserrin
l Tablon

Moldurado 1 Parquet
; Puertas

Fuente BOLFOR, Proyecto de Manegjo Forestal Sostenible, 2004

1.3 Produccion de Etanol a Partir de Material Lignocelulésico

Seguin datos de la RFA. (Renewable Fuels Association, 2005) La produccion mundial de etanol en
2004 fue de 41000 millones de litros (RFA, 2005 Figura 8) en promedio, € 73 % del etanol
producido fue de alcohol carburante, €l 17 % a acohol parabebidasy e 10 % es alcohol industrial,

los datos para € alcohol carburante tomados de diversas fuentes indican que Brasil y EEUU
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contabilizan e 73 % de la produccion mundial (12600 y 10666 millones litros e 2003,
respectivamente) aungue este porcentaje esta cambiando constantemente debido a la dindmica del
mercado mundial de este Biocombustible.

Brasil es e principal productor mundia de Etanol através del programa pro acohol (Rosillo-Calley
Hall, 1998) en Brasil se ha utilizado el alcohol hidratado como combustible y e acohol anhidro
como oxigenante (24% v/v). Sin embargo, los ritmos de aumento en la produccion y consumo de
alcohol carburante en Brasil estdn disminuyendo, aungque se espera una reactivacion de la
produccion en € mediano plazo. (Wheals et a, 1999). En los EEUU hay también un programa de
adicion de etanol a la gasolina que se vio impulsado especialmente por € Clean Air Act
Amendments de 1990.

Figura 8. Produccién Mundial de Alcohol Etilico 2004
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Fuente: RFA, 2005.

La mayor parte del etanol es producido mediante fermentacion por lotes. La concentracion de
sustrato a inicio de la fermentacion es de 15 a 25 % (p/v) y e pH se gustaaun vaor de 4 - 5 para
disminuir los riesgos de infeccion. El proceso se lleva a cabo a 30 — 35 °C. Generalmente el
rendimiento es del 90 % del maximo tedrico. El resto del sustrato es convertido en biomasa y otros
metabolitos.
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Figura 9. Produccién de etanol a partir de material lignocelulésico.
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Fuente: Elaboracion propia

1.4 Métodos de Pretratamiento
14.1 Conceptos Generalesde Pretratamiento

El propodsito del pretratamiento consiste en realizar e acondicionamiento de la materia prima,
mediante operaciones mecanicas, fisicas y quimicas, para aumentar el rendimiento de conversion en
lahidrdlisis del aserrin de Curupau. El principio del pretratamiento es quitar lignina, separandola de

la hemicelulosa, reducir laregion cristalina de la celulosay aumentar la porosidad de los materiales.
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El pretratamiento debe cumplir los siguientes requisitos:

Megjorar los rendimientos de extraccion de azucares durante la hidrélisis.

Evitar |a degradacion o pérdida de hidratos de carbono.

Evitar la liberacién de subproductos inhibidores del proceso fermentativo durante la
hidrdlisis, buscar métodos de tratamiento parainhibidores

v Los métodos puestos en marcha deben ser de bajo costo y efectivos.

1.4.1.1 Pretratamiento M ecanico

L os residuos pueden ser homogéneamente tratados por una combinaci 6n de cortado y molido esto se
realiza para reducir celulosa cristalina. El tamafio de los materiales después de cortar normalmente
es 10-30 mm, y después de molerlo es 0.2-2 mm. El molino de bolas es mas efectivo para romper
los cristales de celulosa y meorar la digestibilidad de la biomasa, que la molienda ordinaria. El
requisito para poder realizar conversion mecanica de material agricola depende del tamafio de la
particulay las caracteristicas de la biomasa desechada. (Millet, M. A., Baker).

1.4.1.2 Pretratamiento Fisico

La pirdlisis también es usada para € pretratamiento del material lignoceluldsico a temperaturas
mayores a 300 °C, donde la celulosas descompone para producir productos gaseosos y residuos, es
un trabagjo que se realiza por muchas horas El proceso puede reforzarse con presencia de oxigeno.
Cuando se agrega cloruro de zinc o carbonato de sodio un catalizador. (Millet, M. A., Baker).

1.4.1.3 Pretratamiento Quimico

Pretratamiento con amoniaco, s otro tipo de compuesto quimico que se utiliza donde se expone a

amoniaco liquido a temperatura y presion atos, por un periodo de tiempo, después del cua es

rapidamente reducida ala atmosfera.
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Pretratamiento SO,, similar al pretratado con acido sulfarico no causa la formacion de compuestos
inhibidores como ocurre con € pretratamiento con acido sulfurico.

Pretratamiento alcalino, algunas bases también pueden usarse para €l pretratamiento de los
materiales lignocelulésicos y los efectos del pretratamiento alcalino dependen del volumen de
lignina de los materiales. Se cree que e mecanismo aumenta la porosidad del materia. (Millet, M.
A., Baker).

Pretratamiento con é&cido sulfurico, aumenta la efectividad de la hidrolisis disminuyendo la
produccion de compuestos inhibidores, y elevando la transformacion de hemicelulosa. El
pretratamiento con &cido sulfurico diluido es ampliamente utilizado para tratar biomasa; € uso de
este catalizador es considerado como un paso principal paralahidrélisis de biomasay la produccion

de bioetanol u otros combustibles y quimicos.

La tecnologia mencionada es enfocada utilizando reactores relativamente de configuraciones
simples como ser en lotes o sistemas de tapon-flujo. Obteniéndose rendimientos relativamente altos
de azlicares recuperables provenientes de las fracciones hemicelul 6sicas formados por monémeros
y/o oli gomeros, mejorando de esta manera la digestibilidad enzimética del residuo de celulosa
insoluble. (McMillan, J. D.; Newman, M. M. 1999).

Por lo que serefiere alos rendimientos de carbohidratos de |as fracciones hemicelul 6sicas utilizando
acido sulfarico diluido propone desafios técnicos y econémicos. Estas consideraciones han
producido un proceso de reconfiguracion donde e proceso del pretratamiento real se dirige a ser
simple, por lote o de tapdn-flujo, seguidas por una separacion del residuo del pretratamiento en €l
liquido y los fragmentos solidos sobre la temperatura, opcionalmente seguidas por un lavado de los
solidos del pretratamiento a una temperatura elevada (sobre 135 °C) para posterior utilizacion
enzimética. (Torget, R. W. U.S. 2001).

El uso de acido sulfarico diluido en e pretratamiento puede lograr mejoras significativas en la
hidrélisis. A temperaturas moderadas |os rendimientos son bajos mientras que temperaturas altas y
pretratamiento con &cido diluido el tratamiento es favorable para la hidrélisis de la celulosa.
(McMillan, J.D., 1994.).
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1.4.2 HidrdlisisAcida a Altas Temperaturas

Denominada explosion de vapor, este méodo normamente es usado con materiales
lignocelulésicos. (McMillan, J.D., 1994.). Segun este método, |a biomasa cortada se trata con alta
presion de vapor saturado y entonces hace que € material sufra una descompresion explosiva. La
explosién de vapor se realiza a temperaturas entre 160 — 260 °C (corresponde a presiones 6.9 — 48.3
bar) durante varios tiempos en minutos o segundos antes que se exponga € material a la presion
atmosférica. El proceso causa degradacion de la hemicelulosa y transformacion de lignina debido a

las altas temperaturas aumentando asi €l potencial de hidrdlisis de la celulosa.

Los factores que afectan la hidrdlisis son tiempos de residencia, temperatura, tamafio de la astilla'y
volumen himedo. La optima solubilidad de la hemicelulosa y la hidrdlisis puede ser lograda por
cualquier temperatura alta y tiempo de residencia corto (270 °C, 1 min) o temperaturas mas bagjas y
el tiempo de residencia més largo (190 °C, 10 min). (Duff, S. J. B., Murray, W. D., 1996). Los
recientes estudios indican que la temperatura mas baja 'y €l tiempo de residencia mas largo son mas
favorables. El proceso es més efectivo para maderas duras y residuos agricolas, pero es menos
efectivo para maderas blandas, las limitaciones de explosion de vapor incluyen una destruccién de
una porcion del fragmento xilano, ruptura incompleta de lignina-carbohidratos, y generacion de

compuestos gque pueden ser inhibidores para los microorganismos durante la fermentacion.

Recientemente se desarrollan procesos usando condiciones menos severas y logrando alto
rendimiento de conversion del xilano a xilosa. Lograr altos rendimiento de xilosa en la conversién
es necesario econémicamente favorable para € proceso global porque € xilano es en porcentgje €l
tercer hidrato de carbono de muchos materiales lignocelulésicos. Hay dos tipos principaes de
hidrdlisis con écido diluido:

v Temperaturas atas mayores que 160 °C proceso continuo, para solidos que tiene

5-10 % en peso de sustrato/peso total.
v Temperaturas bagjas menores de 160 °C, proceso bach para sdlidos de ata carga
10-40 %. (Cahela, D. R., Lee, Y. Y., Chambers, R. P., 1983).

Se necesita una neutralizacion del pH para utilizar € solido en un proceso enzimético, € liquido

también se debe neutralizar si es necesario para un proceso fermentativo.
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1.4.3 Factor de Severidad

El uso de un factor de severidad Log (FS) ecuacion 1, facilita la comparacion de los resultados del
tratamiento térmico a diferentes condiciones de una manera normalizada, donde se combinan la
variable temperatura y variable tiempo de residencia en una sola ordenada de la reaccion. (Kerstin
Stenberg y Charlotte Tengborg, 1997).

T-T
Log(FS)=Log| teex ref Ec.1
g(FS) g(- p(14.75jj

Donde (t) tiempo de residencia (min), la temperatura (T) del pretratamiento (°C) y la T«
temperatura de referencia que esta fija en 87°C. (Overend, R. P. y Chorent, 1987). Si se mantiene €l
factor de severidad de tiempo y temperatura se obtienen efectos finales equivalentes. Aunque la
degradacién de hemicelulosa y celulosa en la fase del pretratamiento involucra una serie compleja
de reacciones, la asuncién de un seudo-primer orden de la reaccién da resultados razonables. (Chum
y Johnson, 1990).

15 Levaduras

Las levaduras son hongos unicelulares que producen colonias opacas, cremosas 0 pastosas. La
reproduccién vegetal tiene lugar habitualmente por gemacion. En comparacion con |os otros grandes
grupos de microorganismos, las levaduras presentan escasa diversidad (39 géneros, 350 especies).
No constituyen una unidad taxonémica propiamente dicha. Este grupo esta formado por especies
relacionadas con distintos grupos de hongos esta formado por especies relacionadas con distintos
grupos de hongos filamentosos. M uchos hongos pueden presentar dos fases: miceliar y unicelular.

Las levaduras sdlo se presentan en forma de células aisladas o, como mucho, pseudomicelios. En la
Figura 10 se representa un diagrama de una célula de levadura de pan (Saccharomyces cerevisiae).
Las levaduras se siguen considerando separadamente de los hongos en funcién de su mayor
actividad metabdlica (moles O, g* h™), de su crecimiento més répido y de su mayor efectividad
como biocatalizadores. Su manipulacion en el laboratorio es similar a la de las bacterias y pueden
aplicarse a ellas e principio del cultivo puro. Su distribucién en la naturaleza es parecida a la de las

bacterias.
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Figura 10. Diagrama de una céluladelavadura S. cerevisiae

ER indica reticulo endoplasmético; F, filamentos; G, aparato de Golgi; L, granulo de lipidos (esferosoma); M, mitocondrias, Mt, mitocondrias
filiformes; N, nicleo; Nc, placa centriolar; Nm, membrana nuclear; Nm, nucleolo; Pi, invaginacion; Pl, plasmalema; V, vacuola; Vp, granulo de
polimetafosfato (volutina); W, pared celular; y Ws, cicatriz de gemacion.

Fuente: Ramon Pares y Farras y Antonio Juarez Jiménez “Bioquimica de los microorganismos” (Editorial Reverte, S.A., 1997)

15.1 Caracteristicas morfologicas generales

Las caracteristicas generales de las levaduras por las que se las diferencian entre si son méas bien
fisiolégicas que morfolégicas. La reproduccion vegetal tiene lugar habitualmente por gemacion
como se observa en la Figura 11, también se reproducen de manera sexuada formando ascosporas o
solo asexualmente por gemacion o division binaria. El tipo de sexualidad puede ser homolactica o
heterolactica y da por resultado la formacion ya sea de cuatro o de ocho esporas en saco que recibe
el nombre de asco, de ahi € nombre de ascosporas (Julian, 2001). Las levaduras tienen forma
eliptica, aunque algunas veces son aargadas o esféricas, una de las especies tiene forma
caracteristica, pero aun en los cultivos puros, las células ofrecen notable variedad en el tamafio y la
forma, segiin la edad del cultivo y €l medio en que se desarrolla su tamarfio es mayor que € de las

bacterias, pueden medir entre 1 y 5 micras de ancho por 5 a 30 micras o mas de longitud.
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Figura 11. Gemacion delalevadura

o’

s
§ y
Fuente: www.microbiologia.com

15.2 Caracteristicasde cultivo

Las colonias de levaduras tienen diversas formas, textura y tipos de bordes, algunas son lisas otras
rugosas, unas planas u otras elevadas, con el borde liso o irregular. La consistenciade las colonias es
ligeramente pastosa que al envejecer e cultivo se hace mas espesay compacta.

Las levaduras son comunes en medios ricos en azucares y himedos como la superficie de las plantas

y frutas pero también en suelos y habitats acuaticos. (Julian, 2001)

La morfologia de las levadura puede observarse microscéopicamente en frotis coloreados mediante
tinciones simples de manera indirecta o directamente tomando el inoculo del medio de cultivo

liquido hacia €l portaobjetos luego cubrir con un cubreobjeto.
1.5.3 Reproduccién delaslevaduras

Se reproducen por ascosporas 0 solo asexua mente por gemacién o divisién binaria. En observacion
microscopica se las distinguen a primeravista de las algas por no poseer pigmentacion verde, de los
protozoos por presentar pared rigida y ser inmoviles, y de las bacterias por presenta un tamano
mucho mayor ya que las levaduras son organismos eucariotas. La mayoria de las levaduras se
reproducen principamente mediante gemacion, la c8ula madre forma una zona de crecimiento
hacia €l exterior, la que finalmente se separa como célula hija como se observa en la Figura 20
(Julian, 2001)
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1.6 Fermentacion

Como principio de la fermentacion de liquidos neutralizados de azlcar de madera la cua como
primera etapa se tiene es ciertamente dificil, salvo en condiciones especiales. La dificultad proviene
de dos causas principales: una es, por € intenso tratamiento quimico a que ha sido sometida la
madera, las substancias organicas que pudieran actuar como factores de crecimiento 0 como
nutrientes de la levadura han sido destruidas; la otra causa consiste en que en e mosto se encuentran
presentes, como productos de descomposicion de la hidrdlisis, cuerpos téxicos 0 compuestos

fendlicos paralalevadura; entre éstos podemos citar el furfural y el hidroximetilfurfural (HMF).

En una etapa posterior, del pretratamiento se obtiene una solucion de azlcares fermentables que
contienen principalmente glucosa, asi como pentosas resultantes de la hidrdlisis inicial de la
hemicelulosa. Estos azlicares son posteriormente convertidos en etanol mediante microorganismos
gue pueden utilizar uno o varios azUcares presentes en e material lignocelulésico pretratado e
hidrolizado. Este compleo proceso puede ser representado por las siguientes reacciones en el caso
de la fermentacién al cohdlica:
Pretratamiento
Hemicelulosa——— CsH1905 + CgH120g + Otros azlicares

Xilosa Glucosa

CeH1205 + S cerevisae—— 2 C,HsOH + 2CO,
Etanol

3 CsH100s + Pichia stipitis—— 5 C,HsOH + 5 CO,
Etanol
El microorganismo mas utilizado para este proceso es Saccharomyces cerevisiae que a fermentar
las hexosas presentes en el hidrolizado mas no |as pentosas genera calor representado en la siguiente
reaccion. Los rendimientos de azUcar y productos se calculan basados en la cantidad de material
crudo seco usado en la fase del pretratamiento (g/100). El rendimiento del etanol se calcula basado
en la cantidad de azUcares fermentable por S. cerevisiae, manosay glucosa, presente a principio de
fermentacion (g/g). La fermentabilidad también es evaluada calculando la media proporcion de
produccion de etanol (g L™*h™) durante las dos primeras horas de fermentacion, excluyendo la fase

delatencia.

Elaborado por: Maribel Pefia Poma 31



[IFB - I DEPROQ

1.6.1 Caracteristicasdela Fermentacion

El tipo de fermentacion especifica que se lleva a cabo es fermentacion alcohdlica y los episodios

efectuados durante |a fermentacion son |0s siguientes:

e Proceso redox anaerobio.

e ATP: fosforilacion anivel del sustrato, acoplado ala oxidacion del sustrato.

e El transporte de electrones a aceptor no se acompafia de produccion de energia

e Compuestos altamente reducidos €. (Hidrocarburos) u oxidados: no adecuados a fermentaciones
(usados por Jiménez Zion).

e Mucha energia de la glucosa se pierde en la fermentacion o se conserva en “productos de
desecho”.

¢ Regeneracion del NAD+ por transferencia de e desde NADH a piruvato.

e Diversidad metabdlica: representado en la siguiente reaccién

e Viasde utilizacion de azucares (comun a las respiraciones).

e Destinos del piruvato y productos de reduccion.

La levadura es el microorganismo utilizado para la obtencion del etanol como la Saccharomyces
cerevisiae, que convierte las hexosas en etanol en condiciones anaerébicas, generando 2 moles del
compuesto portador de energia en los seres vivos, el adenosin trifosfato (ATP), por cada mol de
hexosa consumida. (Pares | Farras R. y Juarez Giménez A., 1997) Ademas de 2 moles de etanol. Las
levaduras tienen la ventaja adicional de tolerar concentraciones relativamente altas de etanol (hasta
150 g/L). Se han evaluado otros microorganismos con capacidad de hidrolizar la celulosa, de
asimilar pentosas y de trabajar en condiciones termofilicas, ya que e incremento de la temperatura
acelera los procesos metabdlicos y disminuye las necesidades de refrigeracion. Entre los
microorganismos de este tipo se encuentran levaduras como Pichia stipitis, Candida Shehatae y
Pachysolen tannophilus, pero su tasa de produccion de etanol a partir glucosa es menor a la
observada para S. cerevisiae. (Echegaray, O, Carvalho J, Fernandez A. 2000)
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1.6.2 Reacciones Bioguimicasen la Fermentacion

1.6.2.1 Biosintesis de Etanol

Se produce en condiciones anaerobias, €l piruvato producido durante el catabolismo es procesado

por la piruvato descarboxilasa a acetaldehido y CO,, se produce entonces etanol a partir de

acetaldehido mediante la reduccion por alcohol deshidrogenasa, Figura 12. Los sistemas

discontinuos para la produccion de etanol se inicia aerdbicamente para obtener la méxima biomasa,

yaque si las condiciones anaerdbicas comienzas demasiado pronto la densidad de poblacién no sera

lo suficiente alta para obtener una buena velocidad de conversion. Puede ser incluso necesaria la

aireacion forzada durante un tiempo corto a fin de evitar perdidas de rendimiento. (Pares | Farras R.

y col, 1997)

Figura 12. Biosintesis del etanol
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1.6.2.2 Productos gener ados dur ante la Fer mentacion

Los subproductos producidos durante la fermentacion ejemplo; e écido butirico, € butanol, la
acetona y el isopropanol se obtienen a partir de la fermentacion de hidrolizados de la madera y
pentosas como se observa en la Figura 13. El butanol a que nos referimos aqui es enteramente n-
butanol. También se producen hidrégeno y anhidrido carbénico. El organismo origina un
rendimiento neto de 2 ATP en las etapas desde glucosa a piruvato y esta es la energia total liberada
cuando no se produce acido acético. El butanol, a una concentracion de menos del 0,5 % no tiene
influencia sobre las células, mientras que a concentraciones mayores causa dafio a los fosfolipidos
de las membranas celulares; a concentraciones por encima de 1,3 % la produccion de butanol cesa.
El anhidrido carbénico producido durante la fermentacion se recupera y se convierte en CO, liquido
0 en hielo seco. La acetona, € butanol se recupera mediante destilacion continuay fraccionamiento.

El residuo después de la destilacion puede ser desecado y utilizado como pienso para animales.

Figura 13. Metabolitos producidos durante la fer mentacion
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Fuente: www.metabolismo.com

El glicerol, es formado por las levaduras junto con € etanol durante la fermentacién alcohdlica
normamente la cantidad de glicerol es minima, pero modificando el balance de la fermentacion,
puede aumentar fuertemente la cantidad de glicerol producida. Normalmente el NADH, formado
durante la primera parte de la glicdlisis se reoxida mediante €l acetaldehido para formar etanol, pero

s € acetaldehido se elimina por formacion de un complejo con sulfito, el NADH, queda disponible
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para la reduccion de la dihidroxiacetona fosfato (que también se forma durante la glicdlisis). La
produccion de &cido acético, es una oxidacion incompleta mas que una auténtica fermentacion,
debido a que e poder reductor que se produce se transfiérela oxigeno. La primera etapa de
oxidacion a partir de etanol conduce acetaldehido mediante un alcohol deshidrogenasa especifica de
NAD NADP. Existe luego una hidratacién a acetaldehido hidrato y una segunda oxidacién con
acetaldehido deshidrogenasa a &cido acético como se muestra a continuacion, durante la oxidacién

se produce 1 mol de &cido acético por 1 mol de etanol.

La biosintesis &cido lactico, a partir de glucosa procede via gliceraldehido-3-P, 1,3 di-P-glicerato y
piruvato. El poder reductor producido durante la oxidacion del gliceraldehido fosfato se transfiere
por una lacto deshidrogenasa dependiente de NAD a piruvato, que es reducido

estereoespecificamente a acido L(+) o D(-) lactico

1.6.3 Fermentacion de Pentosas

En los recientes afios mucho trabagjo se ha consagrado a encontrar los micro-organismos quée
fermentan las pentosas directamente a etanol. La levadura Pichia stipitis parece ser muy eficaz; sin
embargo hasta ahora ninguna a acanzado e rendimiento, productividad y concentracion del
producto encontradas con la Saccharomyces cerevisiae al fermentar las hexosas aunque € consumo
de estos dos azucares por la P. stipitis segin la ruta metabdlica propuesta Figura 14, son
paral elamente metabolizadas |a Unica diferencia que existe es que & consumo de glucosa es menor
gue cuando se consume xilosa para producir etanol (Kolot, F.B., 1980.) Ademés, la mayor parte de
las investigaciones para fermentar las pentosas, se concentraron en utilizar levaduras con sustrato
sintético de pentosas, donde se dieron a conocer la participacion primordial de las enzimas la xilosa

reductasay €l xilitol deshidrogenasa asi como también de los cofactores.

Xylose reductase Xylitol dehydrogenase

Xylose » xylitol » Xxylulose
NADPH  NADP* NAD*” “NADH
Xylose reductase lito] Xylitol dehydrogenase ful
Xylose » xylito » Xylulose
NADH” = *NAD*--ceee- +NAD*~  “NADH

Fuente: Cornelis VERDUYN,* Ronald VAN KLEEF y col, 1985
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El material hidrolizado lignocelul 6sico pretratado cuando se ha usado, €l consumo de estos sustratos
por las levaduras ha sido inferior (Watson, N.E., Prior, B.A. 1984) en las primeras investigaciones
después se continuo con las lineas de investigacion encontrando que a la pichia stipitis se la puede
adaptar al medio de cultivo que contenga xilosa y glucosa desde un principio para que sea efectiva
en la fermentacion, se realizaron estudios de diferentes levaduras evaluando € comportamiento y la
respuesta frente a diferentes condiciones de sustrato y oxigeno.

La S cerevisiae no puede fermentar xilosa pero puede fermentar su producto de isomerizacion. La
xilosa-isomerasa se obtiene de una enzima bacteriana, esta enzima es comercialmente usada para

isomeros de lafructosa, lo cual hace otro tipo de investigacion genéticamente.

Figura 14. Ruta metabolica de la xilosa y la glucosa por la levadura fermentadora de xilosa
(Pichia stipitis)
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Proposed pathway for the metabolism of wylose and glucosa in the xylose-fermenting yeasts
Fuente: Winkelhausen Eleanora and Kuzmanova Slobodanka, Microbial Conversion of D-Xylose to Xylitol Faculty of Tecnology and
Metalurgy, 1998.
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1.6.4 Influenciadel Oxigeno en lafermentacion

Lalevadura Pichia stipitis fermenta directamente la xilosa a etanol requiriendo paraello un nivel de
oxigenacion muy bao pero a su vez sumamente bien controlado para la produccion éptima de
bioetanol; por otra parte una fraccion considerable del substrato de xilosa es convertido a
subproducto denominado xilitol. Se han hecho numerosos esfuerzos para establecer €l nivel de la
oxigenacion éptima para la produccion méxima de etanol en levaduras, siendo entre ellos, la
oxigenacion limitada, donde se observa la variacion del radio del volumen de cultivo del matraz
erlenmeyer con relacion ala agitacion y rangos de rotacion del mismo experimento. (Watson, 1984)
El rango especifico de oxigeno consumido. ( Cheng y col, 1986) Los rangos de transferencia de
oxigeno. (Skoog.y col, 1989) La tension de oxigeno disuelto. (du Prez y col, 1989) La Unica
conclusion de estos estudios, determina gue la oxigenacion para este microorganismo es necesaria
para la produccién maxima de etanol, y que este nivel se encuentra en un valor muy bgjo, alafecha
ya se tiene datos con una produccion maxima de etanol en glucosa y xilosa 0,35 y 0,13 g/gh
respectivamente y el flujo maximo de oxigeno proporcionado es 0,005 mol/Lh. (D.R.J. Grootjen y
col 1990)

1.6.5 Influenciadel oxigeno en lareproduccion delalevadura

1.6.5.1 Respiracion aerobia

El proceso de obtencion de energia en € cual un compuesto se oxida y el oxigeno u otro aceptor

terminal de electrones externo ala célula se reduce como se ver en la Figura 15.
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Figura 15. Respiracion aerobia dela célula “Cadena de transporte de electr ones de electrones
y generacion de fuer za protén-motriz”
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Fuente: Michael T. Madigan y col, 2004

Flujo de electrones en larespiracion:

e Electrones del NADH, FADH2 pasan a una quinona (CoQ) luego a los citocromos y a un
aceptor terminal de electrones

e O2 en respiracion aerobia.

La energia liberada en cada paso crea un gradiente electroquimico (fuerza motriz de protones,
FMP): la diferencia de potencial se usa en trabgjo. En la fosforilacion oxidativa la sintesis de ATP
usa energia (FMP) paracatalizar lareaccion: ADP + Pi = ATP

1.6.6 Toleranciaal Etanol

Lalevadura Pichia stipitis exhibe unatoleranciabgaal etanol (du Prez, J. C.y col, 1989) En vistade
una reciente investigacion que relaciona los efectos de etanol a la toxicidad de una acumulacion
intracelular de etanol.(Jones, R. P. 1989) Uno podria especular que se relaciona la tolerancia del
etanol bajo la fermentacion de la xilosa, las levaduras al hecho que el oxigeno es un requisito previo
para el formacion del etanol para la P. stipitis, ha sido observado que hay un equilibrio entre la

formacion del etanol y consumo oxigeno las condiciones limitadas. (Lohmeier-Vogel y col, 1989)
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1.6.7 LoslInhibidores

Los inhibidores microbianos potenciaes presentes en € hidrolizado de material lignocelulésico son
numerosos, €l &cido acético, furfural, fenolitos, acidos arométicos y neutralizacion. Todavia los
inhibidores desconocidos permanecen sin ser identificados, y se espera que los inhibidores actlien
sinergicamente. Ademéas, e efecto inhibitorio se relaciona a la cantidad de células usada en
fermentacion. Hay dos maneras de minimizar los efectos inhibitorios presentes de un hidrolizado de
material lignoceluldsico: Primero con un pretratamiento previo para quitar los inhibidores, por
gjemplo, intercambio iénico de resinas y detoxificar la alimentacion. (Lohmeier-Vogel y col, 1987)

Segundo adaptacion de la alimentacion. (Lohmeier-Vogel y col, 1986)

1.6.8 Crecimiento Microbiano

Para poder tener crecimiento microbiano, desde € punto de vista de la fermentacién, es necesario
que se cumplan varios requisitos tanto de tipo biolégico como fisicoquimico. En primer lugar es
necesario tener un cultivo en condiciones adecuadas, es decir, células en estado vegetativo o esporas
susceptibles de reproducirse. Para ello es menester conservar adecuadamente las cepas en €
laboratorio y es recomendable que cada 3 a 4 meses las cepas almacenadas sean transferidas a

nuevos medios.

El microorganismo requiere para su crecimiento de una fuente de energia y de fuentes de materia.
En la mayoria de |las fermentaciones industriales |a fuente de energiay la de materia son las mismas,
pero es necesario que la fuente de materia contenga todos los elementos constitutivos de la masa
celular en las proporciones requeridas por la composicién interna del organismo.

1.6.9 Cultivo por LotesAlimentado (CLA).

1.6.9.1 Aspectos Generales

Esta modalidad de fermentacion presenta caracteristicas muy peculiares, que hacen atractiva su

aplicacion a una variada gama de procesos de fermentacion. Basicamente es una operacion
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discontinua durante la cual los nutrientes o parte de ellos se aimentan a fermentador mediante una
corriente de alimentacion y que al no existir una corriente de descarga se produce una variacion
continua del volumen de fermentacion. Las condiciones iniciales de un cultivo por lotes alimentado
se logran a través de una etapa previa obligatoria de cultivo por lotes, una vez alcanzada las
condiciones iniciales previstas se inicia la alimentacion y con esto el comienzo del cultivo por lotes
alimentado.

1.6.9.2 Tipos de Alimentacion

Para su crecimiento los microorganismos requieren de nutrientes adecuados, aparte de condiciones
ambientales favorables. Si se fija la atencidn en € consumo del nutriente limitante, se vera que la
velocidad con gue las células lo utilizan es directamente proporcional a la velocidad especifica de
crecimiento (u), ala concentracion celular (X) y a volumen de cultivo (V), definidos en un instante,
e inversamente proporcional a rendimiento en células del sustrato limitante (Y x;s). Esta velocidad
de consumo corresponde a una demanda de nutrientes y se puede representar por la siguiente
expresion:

* *

Velocidad de Consumo = * 2"V (gh)  (demanda) Ec. 2
XIS

La ecuacién 2 muestra que para un sustrato y masa celular dada, esta demanda podra ser mayor o
menor dependiendo del valor de la velocidad especifica de crecimiento. Bajo estas condiciones el
maximo valor de la demanda corresponderd cuando los microorganismos se encuentren en

crecimiento a su maximavelocidad especifica de crecimiento.

La velocidad de alimentacion corresponde a una oferta de nutrientes y se representa por la siguiente
expresion:

Velocidad de Alimentacion = F— S (g/h)  (oferta) Ec.3
Asi definidas la demanda y oferta de nutrientes se tendra en general, desde el punto de vista de la
velocidad especifica de crecimiento del microorganismo, dos situaciones:
a) Si la oferta es igua 0 mayor que la demanda maxima, la masa celular crecera a su

vel ocidad especifica decrecimiento maximo (uM).
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b) Si la oferta es menor que la demanda maxima, la masa celular crecerd a una velocidad

especifica menor que la maxima.

1.6.9.3 Ecuaciones Generalesdel CLA

Para plantear en forma simple los balances de materia del sistema, se tendra en consideracion las

siguientes suposiciones. (Yamané e Hirano y col, 1977)

a) El rendimiento en células del sustrato limitante (Yx;s) es constante durante toda la
fermentacion. El crecimiento es balanceado, vale decir que la replicacion es asincronica y €
metabolismo no se relaciona directamente con la edad del cultivo.

b) El aumento de volumen en € reactor esigual al volumen de solucién nutriente alimentada.

A través de plantear los diferentes balances de materia, se llega a las siguientes ecuaciones que

permiten definir ladindmicadel sistema:

v Velocidad de cambio del volumen de cultivo:
d—V = F(t) Ec. 4
dt
v Velocidad de cambio de la masatotal de microorganismos en el fermentador:
d(VX)zu*x*v Ec.5
dt
v Velocidad de cambio de la cantidad total de sustrato limitante en el fermentador:
* *
AdEY) _ s S, _WIXTV Ec. 6
dt Yy/s

La cuarta ecuacion del sistema la constituye la relacion de Monod, la cual expresa la funcionalidad
de u con respecto ala concentracion del sustrato limitante.

S
Ks+S

Ec. 7

H=Hy

Es necesario definir una de las variabl es para poder resolver las 4 ecuaciones con 5 incognitas.
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(. JUSTIFICACION

El aumento del precio de venta del petrdleo provoco un profundo impacto sobre los paises
importadores del recurso y despertd un interés en los procesos de produccion de bioetanol por
fermentacion para ser adicionado como suplemento oxigenado. En la actualidad alrededor del 90 %
de las necesidades energéticas de nuestro planeta son satisfechas con la con la utilizacién de
combustibles fésiles (petrdleo, gas y carbdn), todos ellos no renovables y fuertemente contaminantes
de tipo ambiental 1o cual ha acrecentado la necesidad de realizar diferentes investigaciones en la
busqueda de nuevos aditivos oxigenados que ayuden a la disminucion de las emisiones gaseosas

negativas.

Bolivia es uno de los paises ricos en recursos energeéticos, sin embargo existe la preferencia de
exportacion de los mismos por razones de economia. No obstante, a raiz de los cambios
socioecondémicos de los Ultimos afios e crecimiento poblacional en centros urbanos y las
necesidades de exportacion, han permitido el desarrollo de industrias agroalimentarias, etc. Dando
lugar a la contribucion en la generacion de residuos agricolas (lignocelulosicos), sin utilidad los
mismos a no ser gestionados convenientemente puede provocar problemas ambientales en el futuro.
Por tanto, Bolivia un pais maderero con la mayor cantidad de bosques acreditados en €l ambito
mundial y con gran disponibilidad de residuos de aserrin, los cuales actuamente ocasionan
problemas de contaminacién, resulta interesante utilizar estos residuos para producir bioetanol, a la
vez que se estaria contribuyendo a minimizar tanto los problemas de la crisis del petréleo, como

energia aternativay ayudar en la dificil tarea de disminuir € calentamiento global.

En e presente trabajo se han desarrollado mecanismos de optimizacién para procesos fermentativos
en la mejora de produccion de bioetanol. La investigacion en la utilizacién de microorganismos
fermentadores de pentosas, fuentes de carbono provenientes de diversos hidrolizados como es €
caso de las cepas Pichia stipitis CBS 5770, 5773 y 6054 ademas de la optimizacion en €l
mejoramiento de las condiciones de cultivo de las mismas, asi como su adaptacion en medios ricos
en xilosa (sintéticos e hidrolizados de Curupau) basado en la obtencién de etanol representan una

posible alternativa bioenergética atrayente en Bolivia.
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V. OBJETIVOS

1 OBJETIVO GENERAL

> Determinar las condiciones Optimas del cultivo de las cepas Pichia stipitis CBS
5770, 5773 y 6054 para la produccion de bioetanol a partir del aserrin de Curupau

como residuo lignocel ul ési co.

2. OBJETIVOSESPECIFICOS

> Establecer y optimizar € proceso de hidrélisis acida del aserrin de Curupau

basandose en estudios preliminares.

> Optimizar las condiciones fisico-quimicas del medio de cultivo, aireacion y
concentraciones de sustrato mixto (glucosa y xilosa), respectivamente para
incrementar la biomasa de las cepas Pichia stipitis CBS 5770, 5773 y 6054.
Seleccionar una cepa Pichia stipitis con € mejor rendimiento en la produccién de
biomasa para realizar el escalamiento en las condiciones optimizadas en un

fermentador de 2.5 litros.
> Establecer cultivos batch de la cepa Pichia stipitis seleccionada para la produccion

de bioetanol a partir del hidrolizado de aserrin de curupal en base a las condiciones

fisico-quimicas optimizadas.
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V. DISENO EXPERIMENTAL

1 METODOL OGIA DE EXPERIMENTACION

1.1 M éodos Analiticos

111 Cuantificacion dela composicion del hidrolizado de aserrin de Curupad

La cuantificacion de la composicion del hidrolizado de aserrin de Curupau se realiz6 mediante los
andisis, en un cromatégrafo de liquidos (HPLC) ver anexo B. Agilent serie 1100 dotado de dos

detectores, indice de refraccion y un detector espectro en el rango ultravioleta-visible.

La separacion de los diferentes componentes del efluente del reactor se realizd con la columna
BioRad H87X utilizando como fase movil una solucién de H,SO, para la determinacién de azlicares
con detector IR, flujo de 0.630 ml/min, temperatura de columna 65 °C y para los productos

inhibidores, lalongitud de onda empleada para detectar estos compuestos fue de 210 nm + 50 nm.

La curva de calibracion para cada uno de los productos obtenidos del hidrolizado de aserrin
Curupau se realizaron mediante la preparacion de estédndares a diferentes concentraciones referencia
(Quispe, 2007) fueron analizados con las |&mparas de detectores del UV y IR como ser inhibidores
(Ac. Acético, HMF, Furfural) analizadas en la region ultravioleta (UV) y los azucares (glucosa,
xilosa, arabinosa) en e IR indice de refraccion interna del software, asi como los tiempos de
retencion para cada uno de los compuestos quimicos, a analizar cualquier muestra de reaccion se
comparaban los tiempos de retencion de cada uno de los picos obtenidos en el cromatograma, con
los registros grabados de |os diversos estandares de esta forma fue posible cuantificar e identificar la
presencia de los compuestos en € liquido hidrolizado, se presentara en resultados un cromatograma
caracteristico obtenido del equipo de andlisis, para una muestra de salida del reactor correspondiente
ala hidrolisis térmica, podemos ver la presencia de Celobiosa, Glucosa, Xilosa, Arabinosa, Acido
Acético, HMF y Furfural segiin orden de aparicion.

Para la cuantificacion de los productos obtenidos por fermentacion se realizo con una misma

columnaBioRad H87X con detector IR y ultravioleta.
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1.1.2 Determinacion de Solidos Totales

Se determinaron los sdlidos totales para realizar €l balance de masa y calcular e rendimiento de la

reaccion, €l procedimiento es €l siguiente:
Filtrael residuo y pesar
Tomar una muestra del sdlido, secarlo para calcular su humedad, a 75°C 12 horas hasta
peso constante.
v Poner lamuestra en e desecador y pesar.

1.2  Metodologia experimental

A continuacion en la Figura 16 se presenta un diagrama de flujo del procedimiento que se va a

seguir en el proyecto.
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Figura 16. Diagrama de flujo del procedimiento. Fuente: Elaboracion propia
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1.2.1 Disefio experimental para € pretratamiento del aserrin de Curupau

El pretratamiento realizado para obtener el volumen necesaria de hidrolizado de aserrin de Curupat
fue para realizar pruebas experimentales en la fermentacion puestas en marcha con las condiciones
previamente establecidas referencias (Quispe, 2007) en su proyecto de grado, 1.5 % de H,SO,,
tiempo de residencia 10 min, 200°C y 60% de humedad, las experiencias fueros desarrolladas en un

reactor denominado hidrolizador o generador de vapor (ver anexo B).

1.2.1.1 Toma de Muestras

La muestra se tomara en el lugar de origen aserradero (barraca) MARSA SRL ubicadaen lacalle 25
de Achumani teniendo antecedentes que la materia prima es Curupal, aproximadamente tomar en
cuatro puntos del lote a distintos niveles de atura, recoger 10 % del total, para tener una muestra
representativa. Recolectar la cantidad necesaria en bolsas para este propésito, evitar la
contaminacion del mismo sellando completamente las bolsas al llevar la muestra. (Ref. Quispe,
2007).

1.2.1.2 Tamizado del Aserrin

Segun bibliografia el tamafio de particula es importante para el pretratamiento fisico-quimico que se
realizara con € aserrin, €l rango tamafio de particula se encuentra 10 mm y 20 mm para un tipo de
madera dura, no aplicable para otro tipo de materia lignoceluldsico. Conservar a -4°C de

temperatura con su respectivo codigo de identificacion (ver anexo B).

v Redlizar el tamizado respectivo con un tipo de malla (1.18 mm.)

v Recoger o retenido en una bolsa con su respectivo niumero de malla, también del colector.

1.2.1.3 Lavado dd Aserrin

El lavado debe efectuarse con agua destilada a 50°C siendo necesario todos |os bafios hasta que este

ltimo bafio tenga un aspecto transparente.
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1.2.1.4 Filtradodd Aserrin

Se filtra con trapos para tener la humedad requerida por la experimentacion. Se trabajara con dos

diferentes muestras de distintas humedades. Controlar la humedad de 40% y otras de 60%.

1.2.1.5 Impregnacién con Acido Sulfarico

El clculo de la cantidad de &cido sulfurico a adicionar se larealiza en base a contenido de agua en
la materia prima respecto a la cantidad de agua adicionada en €l lavado y que contenia este material
en su composicion y e posterior ensayo de humedad, siguiendo el procedimiento detallado a
continuacion. La Tabla 4 se utiliza para determinar la cantidad de agua que se debe afiadir de
acuerdo ala humedad de la materia prima, por gemplo si tengo una humedad del 15 % pesar 8.24g
de materia prima y paratener una humedad del 40 % debo afiadir 3.43g de agua todo esto se redliza

en un balanza.(ver anexo B)

Tabla 4. Impregnacion del Aserrin con Acido Sulfarico.

Humedad Inicial| Masade |MasadeH,O a|Masa de H,S0,4
del Aserrin [%] |Aserrin[g]| Afdadir [g] * al 1.5%
5.00 7.44 10.13 32.50

* Lacantidad de agua que se adiciona es parallegar a una humedad del 60%.

Fuente: Elaboracion propia (Tabla solo de las condiciones usadas)

1.2.1.6 Deter minacion delas Variables en Estudio

Tabla 5. Variablesde Estudio y Condiciones

. , . . Condicion
Tipodevariable Nombre Simbolo | Unidades optima
Vana_bles Azucares fermentables Az gL ---
dependientes
Temperatura T °C 200
_ Tiempo t miny h 10
Variables c —;
independientes | oncentracion 0
ep Acido Sulfdrico Conc. Ac. Yo m/m 1.50
Humedad H % m/m 60

Fuente Elaboracién propia
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1.2.2 Condicionesde cultivo de las Pichia stipitis

Para el proceso de acondicionamiento hacia un determinado medio de cultivo y fermentacién se
debe tener cuidado cuando se trabagja con levaduras, estas pueden contaminarse y reportar valores
errados, se cuenta con las cepas Pichia stipitis CBS 6054, 5770 y 5773 las mismas fueron sometidos
a diferentes condiciones ya sea aeracion (oxigeno) y sustrato (glucosa y xilosa) con constantes

resiembras paratenerla pura basado en su mantenimiento ya sea en medio solidé y medio liquido.
1.2.2.1 Método directo (medio solido)

Se prepara 200 mL de Agar patata dextrosa + 0.05g de tetraciclina sembrar e incubar a 30°C por 48

horas, € procedimiento se representaen laFigural7.

Figura 17. Procedimiento del método directo.

121 °C

Agar
Patat UTOCLA
Autoclavar
Plaquear -

Fuente: Elaboracion propia

Incubar a 30 °C

WrXrTomao

=
Inocular

1.2.2.2 Méodo indirecto (medio liquido)

Se prepara el siguiente medio de cultivo:

e 75gL (NH4),S0, 5mL
o 3.5 g/LKH,PO, 25mL | Autoclavar

. 0.75 g/L. MgSO,4*7H20 08mL > + Soluciones de Vitaminas
. Solucién de Trazasdemetal 1.0 mL 0.1 mL

o 20 g/L Azucar 50mL J
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La preparacion del inoculo en este medio se auto clava las soluciones de sales y de azlcar
separadamente como se detalla en la Figura 18, gjustar €l pH de la soluciéon de salesa 5.0 con 2 M
NaOH antes de la esterilizacion, adicionar la solucién de vitaminas a través de un filtro de 20 um

Cultivar 100 mL de medio en un shaker a 220 rpm y 30°C por 36 h. (ver anexo B)

Figura 18. Procedimiento método indirecto (preparacion del inoculo)

2

121°C

OETMO

& Autoclavar & Cb] iR
Sol. Sales i
Sol. Trazas de metal ﬂ @ Mezclar
RegularpH=5.0 C .
Sol. Azucares (.
/ , = e e =
<j é <Z A ZL o

Inocular

— 6 — W

~

Incubar a 30 °C por 24 Hrs

|

Incubar a 30 °C

Fuente: Elaboracion propia

1.2.2.2.1 Preparado de Soluciones

Preparado de Solucion de Trazas de Metal

Ajustar € pH hasta 4.00 con NaOH adicionar agua destilada hasta un volumen de 200 mL. Luego,
auto clavar por 121°C y 20 min y colocar la solucion dentro del refrigerador. Segiin los reactivos
utilizados y cantidades (ver anexo A).

Preparado de Solucion de Vitaminas

Sea diciona 25 mg de d-Biotin en 10 mL de una solucion de NaOH 0.1 M. llenar hasta un volumen
de 400 mL gustando € pH a 6.5 con una solucion de 10 % en peso de acido sulfurico, luego
adicionar las vitaminas siguiendo la tabla (ver anexo A). Ajustado el pH hasta 6.5 con NaOH,
adicionar 12.5 mg m-lnositol y completar agua destilada hasta un volumen de 500 mL

aproximadamente y 100 mL mas luego auto clavar.
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1.2.2.2.2 Preparacion de inoculo

Para |os siguientes experimentos la preparacion del inoculo se realiza preparando |as soluciones de

azucares en 50 mL y en otro 50 mL la solucion de sales por separado como se observa en la Figura
19, realizar los célculos para un volumen final de 100 mL segun la Tabla 6.

Tabla 6. Relacion de sustrato para un volumen de 100 mL

NC de Concentracién Relacién de
Experimento Glucosa[g] | Xilosa[q] deAzlcares |Concentracion
[g/L] Experimental
1 1.00 1.00 20 10:10
2 0.50 1.50 20 5:15
3 0.10 1.90 20 1:19

Fuente: Elaboracion propia

Figura 19. Procedimiento de experimentosy Cultivos en condiciones de aireacion y micro

aireacion
i}
Glu-Xil
10 10 gil 121
Mezclar
Glu Xil
-154i UTOCLA
*Sol. Sales Autoc a\;a (6:6553
+Sol. Trazas de metal - 3 Glu-Xil
-Extracto de levadura”/ 1-19 gl CBS
Inocula 5773
CBS
- e 5770
Estudio de la influencia del 02
Mejor
CBS 5773 A s 4L
LL Lg ; AW
IFeLIEs \:ﬁé;ﬁéi&ﬁé;\j
a30°C 5
- Ef‘““(‘ @“ o
_____ e .
Lectura de
Absorbancia a ‘$ Inocular Muesireo
= el / 5 durante
— =

48 Hrs.

Fuente: Elaboracion propia
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Curvade Calibracion

Para redlizar las lecturas de las absorvancias se realizo la curva de calibracion con extracto de
levadura a diferentes concentraciones lectura realizada por € método colorimetrico mediante el
espectrofotdmetro a 610 nm. longitud de honda. (ver anexo C)

1.2.2.3 Cultivo dela Pichia stipitis en sistemas disefiados con aireacion y micro aireacion

La influencia del oxigeno se pone en marcha mediante dos formas de alimentacién a la cepa
seleccionada dentro de las tres Pichia stipitis ya mencionadas y tratadas en las anteriores
experimentaciones la misma que es sometida a dos tipos de sistemas observada en la Figura 19
donde se determina mediante la lectura de la absorbancia la condicion adecuada del medio de
cultivo alacual fue enfrentada la levadura para € mejoramiento del rendimiento de produccion de
biomasa

e Micro aireacion para crear este sistema se realiza tapones de gasa y algodon equipado con una
jeringa para muestrear despueés se tapa € erlenmeyer permitiendo e limitado paso de oxigeno
como se ve en la Figura 20.

e Aireacion en este caso € sistema es creado mediante una bomba de pecera acoplado hacia la
tapa rosca del erlenmeyer adjuntado un capilar dentro € medio de cultivo lo cua origina
directamente €l libre paso de oxigeno constante en e medio de cultivo como se observa en |la
Figura 20.

Figura 20. Disefio delos sistemas de aireacion y micro aireacion

Fuente: Elaboracion propia
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Los erlenmeyers de los dos sistemas disefiados deben ser colocados en un shaiker (ver anexo B) a
una temperatura de 30°C y una agitacion constante, €l muestreo se lo realiza periddicamente como

se detallo en la anterior experiencia.
Cultivo dela Pichia stipitis en condiciones optimizadas en un reactor de 2.51ts.

Una vez establecida las condiciones de cultivo, se pone en marcha e medio de cultivo definido, en
un reactor de capacidad de 2.5 litros se debe tomar las muestras g emplo de muestreo se toma el
mismo del test de fermentacion tomando 5 ml de muestra 2 mL para andlisis de azucares y 3 mL
para determinar peso seco. El fermentador tiene un Software donde registra los historiaes del

cultivo pH, Oxigeno, Temperatura, tiempo.
1.2.2.4 Determinar las condiciones de cultivo

v Peso seco:

El peso seco se determina para hallar la concentracion de biomasa, inicial mente se pesa los tubos de
centrifuga vacios, (w1, wy). Se adiciona 10 mL del inoculo con jeringas de 10 mL, centrifugar (3000
rpm, 3 min) y vaciar los sobre nadantes. Lavar 2 veces con agua destilada los pellets de céulas,
secar 24 h a85°C y pesar ambos tubos incluyéndose los pellets (w; , w, ) y calcular:

Concentracion de células; = (w; - wi)*10% 10 (g/L)

Concentracion de células, = (wa - wo) *10% 10 (g/L)

Concentracién promedios de células: |[X| = (Concentracion de Células ; + Cells concentrations)/2

v Par&metros del inoculo
Concentraciéon celular: Se toma una muestra para la determinacion de la concentraciéon de células,
después colocar la muestra en el espectrofotdmetro OD (610 nm). El valor ideal esde OD (1) < 0.5,
en el caso que no sea diluir lamuestra con la siguiente ecuacion:
OD (610) = Vaor real * DF = |X]|
Donde: DF = (Volumen de agua (mL)/V olumen de inoculo (mL))
La concentracion de células: |C| = f *[X|

Donde: f = factor = 0.4 (factor para extracto de levadura)
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Confirmar este valor de 0.4 con la determinacion de peso seco.

La concentracion de células final debe ser ~ 5 g/L, calcular la concentracion de:

Concentracion de células = 5 (%j *\ol. de sol. del frasco(100*10° L) = |Y|

Volumen calculado para cada muestra: V = m(mL)

]
Se coloca € volumen calculado en tubos de centrifugacion de 10 mL a 4000 rpm por 10 min. y
vaciar e sobrenadante. Resuspender € pellet centrifugado en cada tubo para un volumen final de 1
mL con una solucion esterilizada de 0.9 % (w/v) NaCl. Adicionar € pellet resuspendido de 1 mL en

cada erlenmeyer o vial de 50 mL en un medio estéril paralafermentacion

1.2.3 Produccion de bioetanol en Sustratos Sintético e hidrolizado de aserrin de Curupau en

Condiciones Aerobiasy no estrictamente anaer obias (fer mentativas).

Se lleva a cabo las fermentaciones aerdbica y fermentativa cuyo volumen total sea de 50 mL y se

colocaen € shaker a 250 rpm y 30 °C preparando de la siguiente manera:

e 0.50 g/L (NH4)2SO4 0.166 mL (15 g/100 mL)
e 13.6 g/L KH2PO4 4.840 mL (28.10 g/200 mL) Auto clavar
e 0.50g/L M@gSOy- 7H,0 0.268 mL (9.30g/100 mL)
e ¢/L 0,77 glucosa, 5,01 xilosa, 0,5 arabinosa 45.00 mL sintético
e 1.00 g/L extracto delevadura 0.510 mL (9.8 g/100mL
No Auto
e 900 mL/L hidrolizado 45.00 mL hidrolizado (clavar
e 1mL Inoculo 5090/L

Para el sistema fermentativo e erlenmeyer estara equipado de una tapa con una jeringa y para €
aerobio €l erlenmeyer estara insertado unajeringay un capilar para la aeracion e procedimiento se
detallaen laFigura21.

La produccion de bioetanol empezara cuando se adicione e inoculo con una concentracion inicial de
5 g/L. Se debe muestrear durante 72 horas a las O, 2, 6, 12, 24, 48 y 72 hrs. después colocar
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inmediatamente en tubos eppendorf, centrifugar a 5000 rpm, 5 min y amacenar —8°C para andlisis

posteriores, paralelamente leer biomasa en el espectrofotometro.

Figura 21. Procedimiento de la produccion de bioetanol en condiciones aerobiasy no

estrictamente anaer obias (fer mentativa)

AEROBIO 121 °C m [ ; Concentrado de

Sol. Sales © CBS 5773
} Cultivado

{ ) Autoclavar % 3
Sustrafo Sintetico Q @ Mezclar Anaerobicamente

X:> AUTOCLA ( ) @
FERMEN_
|\ TATIVO
— n ﬂ Inocular
a3

ol. Sales
*
Sustrato Hidrolizado

MUESTREAR
Cada0,2,6,12, ___.__

24,43y?2Hrs. J .
e Fay

Incubar durante 72 Hrs. a 30 °C

Cuantificacion de azucares
fermentados y etanol producido

Fuente: Elaboracion propia
Andlisis Las muestras seran analizadas en el HPLC, todas |as muestras deben ser centrifugadas, filtradasy diluidas 10 veces
(150:1350) v filtradas con filtros estériles de 0.20 um.
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VI.RESULTADOS

1 Pretratamiento del aserrin de Curupau

Los resultados de los andlisis relacionados a la composicion comprueban que €l Curupal es la
materia rica en xilosa prima idonea para posteriores procesos de pretratamiento al demostrarse en
estudios anteriores realizados en coordinacién con Quispe, 2007 que la prueba # 23, reporto

concentraciones altas en extraccion de xilosa

1.1 Resultadosdela Hidrodlisis Acida

La hidrdlisis desarrollada en un reactor batch, nos da como producto dos fracciones una liquida y
solida, efectuando € correspondiente andlisis de la primera, y cdlculos de los rendimientos de
extraccion de azucares. La Tabla 7 enlista, condiciones de los experimentos, resultado de los andlisis
de lafraccion liquida proveniente de la hidrdlisis, concentracion de monosacaridos, glucosa, xilosay
arabinosa, € andlisis de monosacaridos y sub productos fue realizado en Cromatografia en Fase
Ligquida (HPLC), la condiciones de operacion del HPLC; fueron un flujo de 0.630 mL/min,
temperatura de la columna 65 °C, en dos detectores €l primero denominado indice de refraccion y el
segundo de ultra violeta — visible a 210 nm. La determinacién de azUcares se realizo en € primer
detector, mientras que en e segundo se determinaron los subproductos de degradacion de la
hidrdlisis &cida utilizando una columna BIORAD HPX-87 H con fase movil de écido sulfdrico a
una concentracion de 0.005 M.

Tabla 7. Hidrdlisis acida del aserrin de Curupald en condiciones optimas y resultados del

andlisisdelafraccion liquida *

- - Azucares Totales Subproductos
Solidos Masa V liquido H : : —

Totales[%] Filtrada [g] filtrado [L] P Glucosa | Xilosa | Arabinosa | Ac.Acético | HMF
[9/L] [g/L] [9/L] [g/L] [g/L]
16.56 16.60 0.13 2.50 0.47 4.56 0.68 0.05 0.18
18.42 8.40 0.28 2.93 0.52 4.83 0.60 0.03 0.00
16.30 10.66 0.27 2.67 0.54 5.14 1.00 0.06 0.04
29.43 8.27 0.33 2.74 0.49 4.37 0.70 0.03 0.03
16.25 16.53 0.17 2.76 0.63 4.93 0.99 0.04 0.06

* Los factores 6ptimos que se usaron son: Tiempo de retencion = 10 min., [H,SO,] = 1.5%, Humedad = 60%, temperatura = 200°C.
Fuente: Elaboracion propia
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Los valores de azucares totales se obtuvo por gjemplo para la xilosa respecto a la suma de los
monosacaridos y oligosacaridos, cuantificandose simultaneamente la arabinosa y glucosa de la
misma forma. Las condiciones donde existen mayor cantidad de azucares totales es la prueba # 23,
se tomo €l resultados de la prueba mas representativa segin la Tabla 7, en funcién alas condiciones
establecidas, |os resultados son: 0.54 g/L glucosa, 5.14 g/L xilosa, 1.00 g/L arabinosa.

Los resultados obtenidos nos muestra las pruebas experimentales realizadas conjuntamente en
colaboracion con estudios preliminares por Quispe, 2007 que permite corroborar la extraccion de
los azucares acorde a los resultados obtenidos en la prueba # 23 de manera comparativa segun la
Tabla 8, & porcentgje de extraccion es 75.28 %, donde podemos decir que de 100 gramos de aserrin
obtenemos 10.16 g Xilosa, 1.07 g de Glucosa 'y 2.00 g de Arabinosa, € porcentgje de maximo de

extraccion se refiere solamente ala Xilosa

Tabla 8. Rendimiento de extraccion de azucares del hidrolizado fraccion liquida durante €

pretratamiento con relaciéon ala masa seca de aserrin de Curupad

N°  |sélidos TotaleqM asa FiltradeV liquido filtradg pH Xilosa Glucosa | Arabinosa | Total de Az |RendimientoExtraccién
Pruebs—zg © ) (/100 g MS)|g100g MS)@I0g MS|@I0gMS| (%) | (%)
239 16.56 16.60 0.13 2.50 10.32 1.58 1.04 13.00 26.50 73.50
23 16.25 16,53 0.17 2.76 10.16 1.07 2.00 13.20 24.72 75.28

Fuente Elaboracion propia

(2) Luis Quispe

(2) Maribel Pefia

Como sub productos se obtuvo 0.02 g 5-HMF y 0.006 g Acido Acético no lograndose detectar

furfural reportados en la Tabla9 teniendo como referencialos resultados segin (Quispe, 2007).

Tabla 9. Rendimiento de extraccion de Subproductos del hidrolizado fraccion liquido durante

el pretratamiento con relacion a la masa seca del aserrin de Curupad

Furfural 5-HMF Acido Acético
N° Prueba
(o/100gMYS) (o/ 100gMYS) (g/100gMYS)
230 0,21 0,00 4,13
239 0.00 0.02 0.06

Fuente: Elaboracion propia
(2) Luis Quispe

(2) Mari

bel Pefia
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En laFigura 22 se puede observar |os picos de los metabolitos presentes como |os azucares (glucosa,
xilosa y arabinosa) en el hidrolizado de aserrin de curupal extraidos durante el pretratamiento,
también se observa la presencia de los inhibidores (Ac. Acético, HMF y furfural), donde el reporte

de un cromatograma hace la representacién de | os productos.

Figura 22. Cromatograma representado los azucares y los subproductos extraidos del

hidrolizado liquido durante el pretratamiento del aserrin de Curupau
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Fuente: Elaboracion propia

1.2 Respuesta al comportamiento de diferencia en concentracion de sustrato mixto (glucosa 'y

xilosa.)

Las cepas Pichia stipitis CBS 5770, 5773 y 6054 por tener la capacidad de metabolizar estos dos
azucares (xilosa y glucosa) paralelamente a activar las enzimas xilosa reductasa y xilitol
deshidrogenasa necesarias para € metabolismo de cada azlcar como su fuente de carbono o fuente
de energia, demuestran un acondicionamiento a medio de cultivo en € experimento 1 siendo las
concentraciones de 10 g/L paralaglucosay laxilosa. La adaptacion de las tres levaduras demostro
una mejor respuesta para la CBS 5773 como se observa en la Tabla 10 con una concentracion 7.41
g/L de biomasa comparandola con la CBS 5770 y CBS 6054 que alcanzaron concentraciones de

biomasa de 6.21y 7.01 g/L, respectivamente.
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Tabla 10. Produccion de biomasa de la Pichia stipitis CBS 5770, 5773 y 6054 con €
experimento 1 con una concentracion de azucares 20 g/L relacion glucosa: xilosa (10:10)

duranteun periodo de48h

T Conc. |1 ( C Conc. |1 ( C Conc. |1 ( C
Abs.5770 =In| — | | Abs.5773 =In| — | | Abs.6054 =Inf —
[h] g [t \Cg o |t | Cq o] |t | Cq
0 0.07 0.08 0.00 0.31 0.32 0.00 0.08 0.09 0.00
1 0.09 0.10 0.06 0.23 0.34 0.06 0.09 0.10 0.08
2 0.11 0.12 0.14 0.29 0.39 0.10 0.11 0.12 0.12
3 0.12 0.13 0.12 0.35 0.45 0.12 0.12 0.13 0.10
4 0.17 0.18 0.17 0.45 0.56 0.14 0.15 0.16 0.14
6 0.23 0.24 0.16 0.63 0.74 0.17 0.23 0.24 0.16
7 0.30 0.31 0.17 1.10 1.20 0.19 0.30 0.31 0.17
8 0.43 0.44 0.19 192 2.01 0.23 0.42 0.43 0.19
9 0.56 0.57 0.20 2.49 2.57 0.23 0.59 0.59 0.21
10 0.70 0.70 0.20 3.87 3.93 0.25 0.67 0.67 0.20
12 0.99 1.00 0.20 4.20 4.26 0.22 0.90 0.90 0.19
18 1.98 1.97 0.13 6.00 5.78 0.13 2.00 1.99 0.17
26 2.25 2.23 0.12 6.22 6.20 0.12 4,22 4.18 0.15
30 231 2.29 0.11 6.51 6.50 0.11 5.41 5.35 0.14
40 451 4.47 0.10 6.64 6.83 0.08 6.52 6.45 0.11
44 4.70 4.66 0.09 6.90 7.10 0.07 6.80 6.73 0.10
48 6.21 6.14 0.09 7.41 7.40 0.07 7.01 6.93 0.09

Fuente: Elaboracion propia

Los correspondientes azlcares son consumidos durante la ruta metabdlica de la glicdlisis, la fase
logaritmica (Log) transcurre lentamente para las tres levaduras demostrandose que € consumo de
estas fuentes de carbono son limitados en relacion de azlcares (g/L) glucosa: xilosa (10:10), segln
laFigura 23 apartir de lahora O comienza la fase de adaptacion del microorganismo en e medio de
cultivo donde la CBS 5773 asimila mas rdpidamente estos azucares.
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Figura 23. Concentracion de Biomasa vs. Tiempo durante un periodo de 48 h Experimento 1

concentracion de azucares 20 g/L relacion glucosa: xilosa (10:10).
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En la Figura 24 muestra que a la hora 10 la cepa CBS 5773 acanza una velocidad méxima de

crecimiento de 0.251 h™* donde se puede observar su reproduccion (ver anexo B), compardndolas
con la CBS 6054 y CBS 5770 que reportan resultados 0.21 (9 h) y 0.20 (10 h), respectivamente
(regresiones lineales ver anexo C).

Figura 24. Velocidad de crecimiento durante 48 h en el experimento 1.
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Fuente: Elaboracion propia
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La representacion de la reproduccion del microorganismo segun el experimento 1, donde la
adaptacion del P. stipitis 5773 desde un medio de cultivo limitado de xilosa representa ser el factor
limitante del crecimiento en un cultivo proliferante, se puede observar una ligera reproduccién del
microorganismo lo cual nos sirve para corroborar este experimento siendo la mas representativa (ver

en anexo B).

La produccion de biomasa en el medio de cultivo respecto a experimento 2 [relacion de azlcares
(g/L) glucosa: xilosa (5:15)] es mayor en la cepa CBS 6054 reportandose en la Tabla 11 una
concentracion de 7.76 g/L con relacion a las cepas CBS 5773 y CBS 5770, donde se obtuvieron
concentraciones por debajo de este valor durante las 48 h de crecimiento celular.

Tabla 11. Produccién de biomasa de la Pichia stipitis CBS 5770, 5773 y 6054 con el
experimento 2 con una concentracion de azucares 20 g/L relacion glucosa: xilosa (5:15)

durante un periodo de 48 h.

Tiempo | Abs Conc. }In(&j Abs Conc. Eln(&J Abs Conc. }In[&
h 5770 | [oN] |t \Co)|5773| [ |t \C,)|e60s4 | [om |t \C,
0 0,09 0,10 0,00 0,35 0,36 0,00 0,39 0,40 0,00
1 0,11 0,12 0,14 0,37 0,38 0,06 0,42 0,42 0,05
2 0,13 0,14 0,16 0,43 0,44 0,10 0,47 0,48 0,09
3 0,15 0,16 0,15 0,51 0,51 0,12 0,58 0,58 0,14
4 0,19 0,20 0,16 0,66 0,66 0,16 0,74 0,74 0,16
5 0,29 0,30 0,18 0,85 0,85 0,14 1,00 1,00 0,19
7 0,38 0,38 0,19 1,50 1,50 0,20 1,81 1,80 0,22
8 0,40 0,41 0,17 1,98 1,97 0,21 2,48 2,46 0,23
9 0,61 0,61 0,20 2,60 2,58 0,22 3,62 3,59 0,25
10 0,78 0,78 0,20 3,10 3,08 0,22 3,73 3,70 0,22
12 0,98 0,98 0,19 4,10 4,06 0,20 4,70 4,66 0,21
18 1,96 1,95 0,16 553 547 0,11 532 5,27 0,14
26 2,95 2,92 0,13 6,11 6,05 0,11 5,67 5,62 0,10
30 4,31 4,26 0,12 6,50 6,43 0,10 6,20 6,13 0,09
40 5,25 5,20 0,10 7,16 7,08 0,08 6,50 6,43 0,07
44 6,21 6,14 0,09 7,21 7,13 0,07 7,20 7,13 0,07
438 7,13 7,147 0,089 7,66 7,579 0,063 7,844 7,760 0,062

Fuente: Elaboracion propia

Elaborado por: Maribel Pefia Poma

61



[IFB - I DEPROQ

La evaluacion en € experimento 2 demostré mayores concentraciones de biomasa en comparacion
con el experimento 1; segun la Figura 25 la relacion de azucares glucosa: xilosa (5:15) demostré una
mejor adaptacion en el medio de cultivo rico en xilosa dando lugar a incremento en concentracion
de biomasa para las tres levaduras, donde la CBS 6054 alcanzo un valor maximo 7.76 g/L en

comparacion con las otras levaduras.

Figura 25. Concentracion de Biomasa vs. Tiempo durante 48 h Experimento 2. Concentracion
de azucares 20 g/L relacion glucosa: xilosa (5:15)
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Fuente: Elaboracion propia

De la misma manera que la concentracion de biomasa anteriormente mencionada para la misma
cepa, la velocidad de crecimiento méxima alcanzada para estas cepa fue de 0.25 h™ durante las 10 h
de experimentacion, mientras las otras cepas reportan resultados por debajo de este valor donde las
velocidades de crecimiento fueron de 0.20 y 0.22 h™ para la CBS 5770 y 5773, resultados que se
pueden observar en la Figura 26 y la reproduccion de la CBS 5773 (ver anexo B), (regresiones

lineales ver anexo C).
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Figura 26. Velocidad de crecimiento durante 48 h en el experimento 2.
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Fuente: Elaboracion propia

El aprovechamiento de las pentosas por la Pichia stipitis presentes en hidrolizados obtenidos de
residuos lignocelulésicos demostraron una adecuada adaptacion segun las anteriores
investigaciones (D.R.J. Grootjen y col, 1990). El experimento 3 [relacion de azlicares (g/L) glucosa:
xilosa (1:19)] reportaron concentraciones de biomasa, donde la CBS 5773 acanzo un valor maximo
de 7.92 (g/L) segun la Tabla 12. Por su parte las otras cepas producieron concentraciones inferiores
aestevalor.
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Tabla 12. Produccion de biomasa de la Pichia stipitis CBS 5770, 5773 y 6054 con €
experimento 3 con una concentracion de azucares 20 g/L relacion glucosa: xilosa (1.19)

duranteun periodo de48h

Tiempo | Abs | Conc. }In(&] Abs | Conc. }In(&J Abs | Conc. Eln(&j
hrs. |5770| gl t (Co 5773 gll t (Co 6054 g/l t (Co
0 0,25 0,25 0,00 0,34 0,35 0,00 0,09 0,09 0,00
1 0,28 | 0,29 0,13 0,37 0,37 0,06 0,13 0,13 0,05
2 0,34 0,35 0,16 0,42 0,42 0,09 0,18 0,18 0,08
3 0,45 0,45 0,20 0,47 0,48 0,10 0,28 0,28 0,12
4 0,67 0,68 0,24 0,56 0,56 0,12 2,79 2,79 0,14
6 0,71 0,71 0,17 0,78 0,78 0,13 3,14 3,14 0,15
7 0,83 0,83 0,17 1,30 1,29 0,19 3,28 3,28 0,19
8 0,91 0,91 0,16 1,96 1,95 0,21 3,34 3,34 0,22
9 1,64 1,63 0,21 2,82 2,80 0,23 4,11 4,11 0,24
10 2,13 2,11 0,21 3,32 3,29 0,26 4,51 4,51 0,25
12 3,24 3,21 0,16 4,10 4,07 0,20 5,48 5,48 0,21
18 5,74 5,68 0,17 6,94 6,87 0,12 5,75 5,75 0,12
26 6,03 5,97 0,12 7,22 7,15 0,11 5,95 5,95 0,12
30 6,34 | 6,28 0,11 7,38 7,30 0,10 6,90 6,90 0,11
40 6,40 6,33 0,08 7,53 7,45 0,08 7,20 7,20 0,08
44 6,88 6,81 0,08 7,80 7,72 0,07 7,53 7,53 0,07
48 7,12 7,24 0,07 8,01 7,92 0,07 7,65 7,71 0,06

Fuente: Elaboracién propia

La adaptacién de las cepas en estudio en € medio de cultivo con relacion a la concentracion de
azucares glucosa: xilosa (1:19) esta enfocada a un mayor aprovechamiento de la xilosa que la
glucosa, segun la Figura 27 se puede ver en la fase de adaptacion (t = 0) que la CBS 5773 asimilo
lentamente a medio de cultivo pero de forma mas eficiente comparada con las otras cepas CBS
5770 y 6054, donde las mismas demostraron también una adecuada adaptacion al medio de cultivo

durante las 48 h.
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Figura 27. Concentraciéon de Biomasa vs. tiempo durante un periodo de 48 h experimento 3
concentracion de azucares 20 g/L relacion de azucar es glucosa: xilosa g/L (1.19)
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Fuente: Elaboracion propia

En e experimento 3 la fase exponencia (log) maxima alcanzada es por la CBS 5773 durante las
diez primeras horas alcanzando una velocidad de crecimiento 0.25 (h™), siendo la mas representativa
en comparacion con las otras cepas segun la Figura 28. Después de la fase exponencial la fase
estacionaria representada por la CBS 5770 a la 10 h es muy inestable puesto que su velocidad de
crecimiento es alcanzada a las 4 h no se llego a la fase de regazo 0 muerte porgue ya se tenia una
absorbancia representativa hasta las 48 h.

Figura 28. Velocidad de crecimiento durante 48 h con € experimento 3.
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La reproduccion del microorganismo segun el experimento 3, donde la adaptacion de la P. stipitis
5773 desde un medio de cultivo limitado del xilosa hasta un medio rico en xilosa representa ser el
factor limitante del crecimiento en un cultivo proliferante, como se puede observar la incrementada

reproduccion del microorganismo donde se puede observar (ver en anexo B).

1.3 Influencia del Oxigeno

La Pichia stipitis seleccionada en las anteriores experimentaciones reportaron resultados con un
incremento en la produccion de biomasa representada en e experimento 3 por la CBS 5773. La
misma cepa fue estudiada bagjo lainfluencia del oxigeno donde la maxima concentracion de biomasa
gue se alcanzo fue en condiciones aerdbicas durante un periodo de 48 h en un sustrato compuesto
por glucosa y xilosa con una relacion (1:19) g/L segun e experimento 3. En la Tabla 13 se puede
observar la influencia mencionada incrementdndose la produccion de biomasa celular en

condiciones aireacion de 8.81 g/L y de 7.65 g/L en condiciones micro aireacion

Tabla 13. Produccién de biomasa con la CBS 5773 en condiciones de aireacion y micro

aireacion durante un periodo de48 h

Tiempo Abscon Abs micro-

(h) aireacion [C] g/ I/T*In(Ci/Co) | aireacion [C] g/ I/T*In(Ci/Co)
0 0,24 0,25 0,00 0,24 0,25 0,00
1 0,35 0,36 0,05 0,25 0,26 0,05
2 0,40 0,40 0,08 0,29 0,29 0,08
3 0,46 0,47 0,10 0,33 0,33 0,10
4 0,58 0,59 0,13 0,43 0,44 0,14
5 0,69 0,69 0,14 0,57 0,58 0,17
7 1,18 1,18 0,18 0,65 0,66 0,14
8 2,04 2,02 0,22 1,19 1,19 0,20
9 3,03 3,00 0,24 2,03 2,02 0,23
10 4,99 4,94 0,27 2,60 2,58 0,23
12 5,07 5,02 0,22 3,50 3,47 0,22
24 5,88 5,82 0,12 3,62 3,59 0,11
25 6,42 6,35 0,12 3,80 3,77 0,11
26 6,96 6,89 0,12 4,00 3,96 0,11
28 7,31 7,23 0,11 4,25 4,21 0,10
32 7,50 7,42 0,10 4,40 4,36 0,09

40 7,83 7,75 0,08 6,19 6,12 0,08

44 8,50 8,41 0,07 6,26 6,20 0,07

48 8,91 8,81 0,07 7,53 7,45 0,07

Fuente: Elaboracion propia
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El desarrollo aerobio depende de un suministro de oxigeno suficiente y de concentracion de
azucares, ya que en condiciones anaerobias la velocidad de consumo del sustrato puede ser mucho
mas alta, generalmente la pentosas se consumen aerébicamente. En la Figura 33 se representa la
forma en gue se consumen los azucares por laCBS 5773.

Figura 29. Concentracion de biomasa con relacion del tiempo de la Pichia stipitis CBS 5773 en
condiciones de aireacion y micro aireacion durante 48 h.
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Fuente: Elaboracion propia

En laFigura 34 se observa una velocidad de crecimiento incrementada (fase exponencial) de 0.26 (h*
1 (10 h de experimentacion), en compararon con e experimento 3 se tiene una velocidad de
crecimiento de 0.25 (h™), una vez encontrado el méximo de velocidad de crecimiento y tiempo

experimental de ya podiamos preparar indculos para posteriores Fermentaciones (regresiones
lineales ver anexo C).
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Figura 30. Velocidad de crecimiento vs. tiempo de la Pichia stipitis CBS 5773 en condiciones de
aireacion y micro aireacion

0,30

0,25

0.20 —_e—aerobio
—m— Mmicroaerobio

0,15 -

0,10

Vel. de Crecimiento [1/hrs]

0,05 -

0,00

0 10 20 30 40 50
Tiempo [Hrs]

Fuente: Elaboracion propia

1.4 Escalamiento del medio de cultivo (CBS 5773) en condiciones optimas en un reactor de

capacidad 2.5L

El escalamiento fue puesto en marcha en un reactor de capacidad de 2,5 L con las condiciones del
medio de cultivo previamente establecidas para la levadura CBS 5773 en e experimento 3 relacion
de azucares [glucosa: xilosa, (1:19)g/L] con constantes resiembras en e mismo medio con €
sustrato como factor limitante. Se obtuvieron resultados corroborativos e incluso se los optimizaron
en € reactor comparativamente con los experimentos anteriormente realizados para volumenes de
100 mL en condiciones aerdbicas (ver Tabla 15). En la Tabla 16 y la Figura 35 se pueden observar
una absorbancia alcanzada de 9.42 y una concentracion de biomasa de 9.30 g/L a30°C, pH de5.0y

una dosificacién de oxigeno de (2Lmin™) durante un periodo de 48 h.
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Tabla 14. Produccion de biomasa de la Pichia stipitis CBS 5773 en condiciones optimas en un

Fuente: Elaboracion propia

reactor de capacidad 2.5L durante48h

Tiempo h Abs [C] g/lL I/T*In(Ci/Co)
0 0,24 0,25 0,00
1 0,35 0,36 0,05
2 0,40 0,40 0,08
3 0,46 0,47 0,10
4 0,58 0,59 0,13
5 0,75 0,75 0,16
7 1,38 1,37 0,20
8 2,04 2,02 0,22
9 3,53 3,50 0,26
10 5,50 5,44 0,28
12 5,87 5,81 0,24

24 6,22 6,16 0,12
25 7,00 6,93 0,12
26 7,15 7,07 0,12
28 7,31 7,23 0,11
32 7,50 7,42 0,10
40 7,83 7,75 0,08
44 8,40 8,31 0,07
48 9,41 9,31 0,07

Figura 31. Concentracion de biomasa con relacién al tiempo de la Pichia stipitis CBS 5773 en

condiciones optimas durante 48 h.
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La velocidad de crecimiento respecto a tiempo se incremento rdpidamente transcurrido las 10 h de
experimentacion comparada con |os anteriores experimentos (ver Fig. 30) que alcanzo una velocidad
méxima de 0.26 (h™) comparada con € crecimiento en el reactor que alcanzo un vaor de 0.28 (hY).
Por su parte la fase de adaptacién segun la Figura 32 expresa una rgpida asimilacion del
microorganismo en el medio de cultivo acondicionado a concentraciones azucares relacion glucosa
xilosa (1: 19)g/L.

Figura 32. Velocidad de Crecimiento dela Pichia stipitis CBS 5773 en condiciones optimas

duranteun periodode48h .
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Fuente: Elaboracion propia

1.5 Produccion de bioetanol con la Pichia stipitis CBS-5773

La fermentacion fue realizada mediante cultivos en batch utilizando sustrato (sintético e hidrolizado
de aserrin de Curupaul) conteniendo concentraciones de azucares fermentables extraidas en €
pretratamiento catalitico de la materia prima (aserrin de Curupad) y asi poder observar la adaptacion
del microorganismo en e sustrato rico en pentosas, asi como de fermentar las mismas para
produccion de etanol. Comparativamente se realizo ambas experiencias en sustratos sintéticos y en

duplicado en volumenes de 100 mL, empleando sistemas aerdbicos y no estrictamente anaerdbicos.
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Los mismos que fueron evaluados periddicamente mediante dos métodos e colorimétrico
(espectrofotometro) y cuantitativo (HPLC) (ver anexo B). Es importante también mencionar que los
experimentos se incrementaron a 72 h con el propdésito de evaluar un consumo mayor de la xilosa en
el hidrolizado.

1.6 Producciéon de bioetanol en sustrato sintético

En la Tabla 15se puede observar que en condiciones aerdbicas e microorganismo metabolizo el
sustrato solamente para incrementar la concentracion de biomasa a 14.3 g/L y no asi producir altas
concentraciones de etanol (ver Tabla 16) a diferencia del proceso de fermentacion no estrictamente
anaerdbico (sin oxigeno) se alcanzd una concentracion de biomasa de 2.3 g/L hasta las 72 h. Segun
los resultados alcanzados se demuestra que en estas Ultimas condiciones (no estrictamente
anaerdbicas), la levadura Pichia stipitis CBS 5773 produce mayores concentraciones de etanol
(resultados corroborados por bibliografia). Los cromatogramas correspondientes a la metabolizacion

de azlicares para ambos medios se |os puede observar en la Figura 38

Tabla 15. Produccién de biomasa de la Pichia stipitis CBS 5773 en condiciones aerdbicasy no

estrictamente anaer Obico (fer mentativo) durante un periodo de 72 h.

CBS 5773 en medio de cultivo con sustrato sintético
Tiempo (h) | Absaerobio | [C] g/l I/T*In(Ci/Co) Abs ) [Cl g/l | UT*In(Ci/Co)
fermentativo
0 0,14 0,15 0,00 0,12 0,13 0,00
1 0,36 0,36 0,05 0,26 0,27 0,06
2 0,40 0,41 0,09 0,32 0,33 0,14
4 0,51 0,52 0,10 0,52 0,52 0,19
6 1,49 1,48 0,24 0,99 0,98 0,23
12 2,12 2,10 0,15 2,85 2,83 0,20
24 5,30 5,24 0,11 3,50 3,48 0,11
48 8,72 8,63 0,07 2,97 2,94 0,05
72 14,38 14,29 0,05 2,32 2,30 0,03

Fuente: Elaboracion propia
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La concentracion de azUcares iniciales y metabolizadas utilizando sustrato sintético en condiciones
aerobicas y no estrictamente anaerobicas se representa en la Tabla 16. La concentracion maxima de
etanol fue de 1.45 (g/L) obtenida después de las 72 h en condiciones no estrictamente anaerébicas
donde & rendimiento de etanol tedrico (Yea) respecto a los azlcares iniciales fue de 0.40 (g/g)
representado en porcentaje de 79.21 (%) respecto a un rendimiento maximo tedrico de 0.51 (g/g) y

un rendimiento de biomasa (Y xa) respecto alos azlicaresiniciales de 0.17 (g/g).

Tabla 16. Rendimiento de produccion de etanol por la Pichia stipitis CBS 5773 en medio de

cultivo Sintético durante la fer mentacion

Azucares Iniciales C%r;ilér;rz:e Produccioén Rendimientos
Condicion - - de Etanol
Glucosa Xilosa | Glucosa | Xilosa [g/L] Yea Yea Yxa
[g/L] [g/L] [%] [%] [g/g] [%] [9/g]
Anaerobio® | 0,69? 4,56@ 100® | 99,78@ 1,459 0,40® | 79,21@ | 0.17®
Aerobio 0.63?@ 4.72@ 100® | 99.74@ 0.53® 0.109 | 19.80@ | 0.30@
Aerobio 0,63® 4,72% 100® | 97,67® 0,40%® 0,08® | 14,78® | 0.08®

Fuente: Elaboracion propia

@ No estrictamente anaerdbico (fermentativo)
@ Después de 72 horas
® Después de 24 horas

En condiciones aerdbicas € rendimiento de etanol (Yea) decrece considerablemente a 0.08 (g/g)
expresandose también este resultado en (%) 14.78 alcanzando este valor maximo después de las 24
horas (fase del consumo de la glucosa), posteriormente a este periodo de tiempo la fuente principal
de carbono fue € etanol (fase del consumo de etanol) observandose también un mayor rendimiento

de biomasa Y xa de 0.30 (g/g) respecto alos azucares iniciales segun la Tabla 18 después de las 72 h.

La Figura 33 muestra que en condiciones no estrictamente anaerdbicas, e consumo de glucosa fue
de un 100% (después de las 72 h), la xilosa fue consumida hasta un 99,78% (después de las 72 h)
representada durante una rdpida fase exponencial del microorganismo y la produccién de etanol se

ve incrementada comparativamente con las condiciones aerdbicas.
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Figura 33. Fermentacién con la Pichia stipitis CBS 5773 en medio de cultivo sintético en
condiciones no estrictamente anaer obias (fer mentativas) con relacion a la concentracion de

Concentracion de Azucares[g/L

etanol y azucares.

—o—glu —m—Xil ara

—x—eta

1,60

$ 140
4 1,20
4 1,00
1 080
1 0,60
1 040

+ 0,20

30 40
Tiempo [h]

Fuente: Elaboracion propia

50

60

—& 0,00
70

Etanol [g/L

El reporte de |os resultados durante la fermentacion en condiciones no estrictamente anaerobias se lo

puede corroborar mediante la representacién de un cromatograma Figura 34 en la que se observa

una considerable produccion de etanol y € consumo de los azucares (xilosa y glucosa) después de

las 72h.

Figura 34. Cromatograma representando la produccion de etanol y consumo de azucares por
la Pichia stipitis CBS 5773 despuésdelas 72 h
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Seguin la Figura 35 en condiciones aerdbicas el etanol producido entra en descenso (fase etandlica)
después del consumo total de azlicares glucosa en un 100% (después de 72 h) y de xilosa en un
97.67% (después de 24 h) Comparando las Figuras 33 y 34, € consumo respecto a la xilosa se
incremento aproximadamente en un 2% para las condiciones no estrictamente anaerobias
(fermentativo).

Figura 35. Fermentacién con la Pichia stipitis CBS 5773 en medio de cultivo sintético en
condiciones aer 6bicas con relacién a la concentracion de etanol y azucares.
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Fuente: Elaboracion propia
En la Figura 36 se observa la reproduccion del microorganismo de manera progresiva donde la

produccion de biomasa se ve incrementada en la fermentacion con la CBS 5773 en medio de cultivo

sintético después de las 24h en condiciones aerdbicas.
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Figura 36. Reproduccion de la Pichia stipitis CBS 5773 en condiciones aer obias con medio de
cultivo sintético despuésdelas72 h
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Fuente: Elaboracion propia

1.7 Produccion de bioetanol a partir del hidrolizado de aserrin de Curupad

La fermentacion alcohdlica y € crecimiento celular después de la adaptacién en medio sintético
(medio rico en xilosa) fue llevado utilizando € hidrolizado de aserrin de curupal como sustrato en
condiciones aerdbicas y no estrictamente anaerdbicas. En la Tabla 17, se observa que los azlicares
fueron consumidos solo para incrementar la concentracion de biomasa principa mente obteni éndose
una concentracion maxima de 12.24 g/L en un periodo de 72 h en condiciones aerdbicas. En
condiciones anaerdbicas, |a produccién de biomasa se redujo considerablemente a2.12 g/L en 72 h.
Tabla 17. Produccién de biomasa durante la fermentacion en condiciones aerdbicasy no
estrictamente anaer 6bicas con la Pichia stipitisCBS 5773 en medio de cultivo hidrolizado

fraccion liquida de aserrin de Curupat

Tiempo (h) | AbsCon O, | [C]g/L | I/T*In(Ci/Co) | Abssin O, | [C]g/L | I/T*In(Ci/Co)
0 0,23 0,24 0,00 0,32 0,33 0,00
1 0,36 0,36 0,05 0,49 0,49 0,68
2 0,40 0,41 0,09 0,54 0,55 0,39
4 0,51 0,52 0,10 0,52 0,53 0,19
6 1,28 1,27 0,22 0,82 0,82 0,20
12 2,12 2,10 0,15 2,50 2,48 0,19
24 3,50 347 0,10 3,14 312 0,10
438 7,94 7,85 0,07 2,75 2,73 0,05
72 12,40 12,24 0,05 2,14 2,12 0,03

Fuente: Elaboracion propia

Elaborado por: Maribel Pefia Poma 75



[IFB - I DEPROQ

El consumo de azlcares y la produccién de etanol por la levadura adaptada dieron como resultados
porcentajes de consumo de azlcares altos y bajos rendimientos de alcohol con |os medios sintéticos.
En condiciones anaerdbicas, €l consumo de glucosa fue de un 100% (después de 72 h) y xilosa de
99.79% (después de 72 h). Por su parte el rendimiento tedrico de etanol (Y ea) fue de 0.26 (g/g), a
tanto por ciento este fue de 51.77% y un rendimiento de biomasa (Y xa) de 0.16 (g/g) después de las
72 h como se observa en la Tabla 18. Para las condiciones aerdbicas, 10s consumos respectivos de
glucosa y xilosa fueron 100% (72 h) y 98.38% (72 h), respectivamente. El rendimiento de etanol
(Yea) disminuyo considerablemente a 0.07 (g/g), expresada en tanto por ciento se obtuvo un 13.02%

y e rendimiento de biomasa aumento a 0.27 (g/g) después de las 72 h.

Tabla 18. Rendimiento de produccion de etanol por la Pichia stipitis de los productos en medio

de Cultivo con sustrato hidrolizado fraccién liquida durante la fermentacion

, . Consumo de L
AzUcares|niciales A7 Produccion d Rendimientos
Condicion Zucares roauccion de
Glucosa Xilosa Glucosa | Xilosa | Etanol [g/L] Yea Yea Yxa
[g/lL] [g/lL] [%] [%] [g/d] [%] [9/d]
Anaerobio® [ 0,67? 4,86 100? | 99,79®@ 1,46 0,26@ | 51,779 | 0.16?
Aerobio 0.67? 4.86? 100? | 99.74®@ 0.37? 0.07? | 13.02? | 0.27?
Aerobio 0,69 4,949 1009 | 98,389 0,32 0,06% | 11,499 | 0.07®

Fuente: Elaboracion propia

@ No estrictamente anaerdbico
@ Después de 72 horas

® Después de 24 horas

Las Figuras 37 (condiciones anaerdbicas) y 38 (condiciones aerdbicas) representan una rapida fase
exponencial en ambos casos proporcionamente por atos consumos de azlicares (glucosa y xilosa)
denominada competicion de transportes de fuentes de carbon pero con bajos rendimientos de etanol.
La produccion de biomasa dependiendo de las condiciones corroboran resultados bibliogréficos pero
con ladiferenciadel medio utilizado como es €l hidrolizado de curupadl.

Los célculos realizados del rendimiento tedrico de etanol utilizando curupal comparandol os con los
de los sustratos sintéticos se ve principalmente influenciada por la presencia de inhibidores
conocidos (&cido acético, HMF y furfural) y desconocidos (poli fenoles y acidos organicos) en €l

sustrato.
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Figura 37. Fermentacion con la Pichia stipitis CBS 5773 en medio de cultivo sustrato
hidrolizado fraccion liquida en condiciones no estrictamente anaer 6bicas (fer mentativas) con

relacion a la concentracién de etanol y azucares.
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Fuente: Elaboracion propia

Figura 38. Fermentacion con la Pichia stipitis CBS 5773 en medio de cultivo sustrato

hidrolizado fraccion liquida en condiciones aer ébicas con relacion a la concentracion de etanol
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VII. DISCUSION

1. PRETRATAMIENTO PARA LA HIDROLISISDEL ASERRIN DE Curupau

Diferentes técnicas de pretratamiento &cido-diluidos son desarrollados por diferentes institutos de
investigacion que reportan la preparacion de la materia prima para una mejor hidrélisis, en este caso
el aporte de este trabgjo es colaborar con el desarrollo del pretratamiento en el cua ya se tiene
referencia sobre e tipo de madera y su composicion redlizada por la investigacion
“aprovechamiento de residuos lignocelulésicos de las industrias madereras para la produccion de
bioetanol” (ver ref.), donde se hacen algunas correcciones de los métodos desarrollados en un nuevo
lignocelul6sico como es €l curupad, materia prima caracterizada por un alto porcentgje de celulosay
una considerable presencia de hemicelulosa. En la hidrdlisis acida, que existe ya desde hace mucho
tiempo en la produccién de etanol a partir de madera, se estudia una amplia gama de tipos de

maderas (FUNDES, 2005), pero donde no se menciona el recurso lignocel ul6sico en estudio.

Para obtener el hidrolizado de aserrin de Curupal se busco las mejores condiciones para una
adecuada extraccion de los azucares fermentables, esto se logra mediante el Disefio Experimental
realizado por Quispe, 2007 en e IIDEPROQ); participandose de manera conjunta con el [1FB en el
desarrollo del pretratamiento, y posteriores andlisis dando a discusion de que factores en lahidrélisis
influyen para la extraccion de los azucares fermentables. La eleccidon y el estudio de las variables en
el pretratamiento fueron evaluadas siendo las mismas la temperatura, tiempo de residencia,

concentracion de &cido sulfurico y la humedad de la madera.

L os resultados demuestran que un incremento de temperatura no favorece a la extraccion, y es mejor
trabgjar a temperaturas moderadas en este caso 200 °C porque a esa temperatura se liberan mejor las
pentosas (xilosa y arabinosa), ademas de obtener bajas concentraciones de subproductos (écido
acético, HMF y furfural). La concentracion de acido sulfirico, juega también un papel importante en
la extraccion de azucares puesto gque actla como catalizador durante €l pretratamiento, a mayores
concentraciones de &cido se tiene mejores extracciones, pero no se pueden manejar concentraciones
muy elevadas de &cido sulfurico por el echo de que se deterioran mas répidamente 10s equipos 'y se

obtienen mayores concentraciones de productos degradados. El tiempo y la humedad, influyen en la
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extraccion de manera mas discreta que los anteriores acorde a (Quispe, 2007), pero se deben

considerar, porque interactiian con los otros factores en e modelo experimental.

La determinacion de monosacaridos y oligdsacaridos es preponderante ya que si solo contamos con
la referencia de azlicar total, no sabemos en que cantidad se hidrolizaron los oligomeros, eso
significa que no solo buscamos tener la mas alta concentracion de azucares sino que buscamos tener
la mas alta concentracion en monémeros. Como se ve la xilosa es mas fécil de extraer en una etapa

de hidrdlisis &cida, comparada con la glucosa en una segunda etapa. (Choi, C.H. y col., 1996).

Los resultados obtenidos de la prueba # 23 segin Quispe, 2007, fueron motivos para iniciar la
investigacion en la utilizacién de hidrolizados ricos en xilosa a partir de aserrin de Curupau asi
mismo en este trabajo se realizo la cuantificacion de monosacéridos y oligosacaridos corroborando
los datos previamente estudiados. En la obtencién del hidrolizado se alcanzo una concentracion
representativa de xilosa, obteniéndose una mayor cantidad de monémeros respectos a los oligomeros

obteniendo un sustrato idoneo para el crecimiento y fermentacion de la Pichia stipitis.

2. COMPORTAMIENTO DEL CULTIVO DE CEPAS Pichia stipitis CBS 6054, 5770 Y 5773
FRENTE A LA DIFERENCIA EN CONCENTRACION DE SUSTRATO MIXTO
(GLUCOSA Y XILOSA).

Las levaduras, tanto cuando metabolizan oxidativamente como fermentativamente la glucosa,
pueden asimilar una parte de la misma, acumulandola en la biomasa celular en forma de glucégeno,
grasa, etc. El principio de la adaptacién del microorganismo hacia un medio de cultivo rico en xilosa
se enfoca en la asimilacion de la misma donde puede valorarse midiendo los azucares totales y las
células del cultivo. (Ramon Pares y Antonio Juérez, 1997).

Si la concentracion de azUcar es €l factor limitante del crecimiento en un cultivo proliferante,
entonces podemos tener un desarrollo equilibrado en e cual € numero de células, el peso en seco el
RNA y DNA se incrementan a la misma velocidad, pero esto no ocurre cuando €l sustrato esta en
exceso, ya gque entonces se producen velocidades diferentes de incremento de uno o varios de estos

pardmetros. (Ramon Pares y Antonio Juarez 1997)
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El comportamiento del cultivo de cepas Pichia stipitis frente a la diferencia en concentracion de
sustrato sintético mixto (glucosay xilosa) se larealiza en funcion a una concentracion de sustrato de
azucares de 20g/L. La relacién de azlcares para cada experimento fue la siguiente: Experimento 1
(10:10), Experimento 2 (5:15) y Experimento 3 (1:19) resultados reportados en las Tablas 10, 11y
12, estés dos fuentes de carbono fueron consumidos durante la ruta metabdlica de la glicélisis, €
microorganismo puede dirigirse por dos rutas donde una es solo para proporcionar la energia
necesaria parala célula en condiciones (aerdbicas) y asi incrementar € rendimiento en biomasay la

otra parala produccién de etanol en condiciones anaerobicas.

La evaluacion realizada durante un periodo de 48 h concluye que la CBS 5773 respondié mejor en el
experimento 3 dando como concentracion maxima de células 8.74 g/L en medio sintético. El
crecimiento y la actividad quimica de la levadura en un cultivo dependen del medio en que han sido
preparado €l inoculo, por esto para trabagjar en un sistema de células hay que hacer previamente
variasresiembras y cultivos en el mismo medio con el sustrato como factor limitante de esta manera,
utilizando xilosa como sustrato, puede estudiarse su degradacion biosintética con formacion de
células de levadura, etanol y CO,. (Ramon Paresy Antonio Juarez 1997)

3. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL OXIGENO (aireacion)

La influencia del oxigeno fue estudiado en la cepa CBS 5773, los resultados obtenidos evidencian
un mayor crecimiento en medios sintéticos ricos en xilosa bajo condiciones aireacion y micro
aireacion. Cuando la concentracion de azucares es e factor limitante del crecimiento se obtiene
mucha mas biomasa en aerobiosis (Ramon Pares y Antonio Juarez 1997), en este caso la produccién
celular y CO, por gramo de azlcar consumida es mayor que en la fermentacion en condiciones
aerdbicas. La Pichia stipitis seleccionada en condiciones aerdbicas reporto resultados dentro de 1o
esperado segun (D.R.J. Grootjen y col, 1990), donde la asimilacion de xilosa en presencia de
oxigeno es la mas adecuada porque contribuye con la respiracion de la célula que es un proceso de
produccion de energia donde el oxigeno actlia como ultimo aceptor de electrones, en tanto en la
cadena de transporte contribuye generando mas ATP para mantener la permeabilidad de la
membrana lo cual es importante para € microorganismo (Ramén Pares y Antonio Juarez 1997). La

evaluacion realizada durante un periodo de 48 hrs. reporto resultados altos en condiciones aerdbicas
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alcanzando una concentracion maxima de 8.81 g/L. El dato de asimilacion alcanzado permitio
realizar el estudio en un reactor de 2.5 L de capacidad utilizando un volumen de 1L para el cultivo
de la CBS 5773 en condiciones optimas (pH 5.0, oxigeno 2Lmin™, temperatura 30°C y tiempo 48h),
de esta manera se mejoro la concentracion de biomasa a canzadazo un maximo de 9.30 g/L., puesto
gue contiene un software con un historial que almacena toda la informacién de lo trascurrido a cada

minuto y mantiene todas |as condiciones ya mencionadas constantes.

4. PRODUCCION DE BIOETANOL

Como otros microorganismos, muchas levaduras son facultativas y la fermentacion solo tiene lugar
cuando falta oxigeno. Sin embargo, en los medios azucarados en presencia de aire se pasa
espontaneamente al proceso anaerobio porque € consumo de oxigeno es muy ato, por lo que se
agota rgpidamente. Ademés la abundante produccion de CO, suele desplazar € aire de la atmdésfera,

dificultando la disolucién del oxigeno. (Ramoén Pares y Antonio Judrez 1997).

Si a una suspension celular se le afiade xilosa, tiene lugar inmediatamente una activa fermentacion
hasta el agotamiento del sustrato. No obstante no hay crecimiento, puesto que la biosintesis esta
préacticamente bloqueada por lafalta de fuentesde N, P, y S. El sistema de células no proliferante o
en reposo permite la obtencion de una fermentacion activa de la xilosa con concentraciones del 5 a
10%. La fermentacién con sustrato sintético sirvid de referencia comparativa con la fermentacion
del hidrolizado de aserrin de curupal. Las concentraciones de azlcares fermentables fueron
caculadas y exactamente preparadas para e medio sSintético determinadas durante
acondicionamiento del pretratamiento del hidrolizado en condiciones aerdbicas como parcialmente
anaerobicas, segun (Quispe, 2007) en condiciones anaerdbicas las levaduras fermentan mejor los
azucares porque & 10% lo utiliza como fuente de carbono y e 90% para producir etanol, otras
investigaciones demuestran que la Pichia stipitis fermenta mejor en condiciones no estrictamente
anaerobicas (fermentativas) y de oxigeno limitado. Segun los resultados obtenidos, € rendimiento
de produccion de etanol en sustrato sintético Ye, fué 0.40 (g/g) resultado que expresa un buen
rendimiento porque a fermentarse este medio demuestra una adecuada adaptacion y no existe
influencia por parte de los inhibidores que se logro determinar ya que podria existir otros

inhibidores que no se determinaron por ladificultad de contar con otros estandares que perjudigquen
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la fermentacion, en comparacion con la fermentacion con hidrolizado de aserrin de Curupald como
sustrato en condiciones no estrictamente anaerdbicas (fermentativa). El rendimiento de produccion
tedrico de etanol alcanzado en €l hidrolizado Ye, fue de 0.26 (g/g) después de las 72 hrs. Sin duda la
disminucion de este rendimiento se ve afectada por la presencia inhibidores extraidos durante €l
pretratamiento. Las bajas concentraciones de inhibidores conocidos (acido acético, HMF y furfural)
permiten contradecir la discusion explicada anteriormente, posiblemente la presencia de otros de
sub-productos no conocidos (compuestos fendlicos y otros) coadyuven una mayor inhibicion en la
fermentacion. Una posible aternativa para resolver este problema es la detoxificacion del
hidrolizado mediante distintos métodos. (JN Nigam, 2000).

La fermentacion alcohdlica y e proceso respiratorio permiten esperar, respectivamente, una
produccion de CO, o un consumo de 134.4 mL de O, por mili mol de azicar utilizada, se ha
demostrado en investigaciones estudiadas € efecto del oxigeno en e metabolismo de xilosa y
glucosa por la P. stipitis donde es necesaria para la fermentacion con formacién de etanol y

produccién de biomasa en bajos flujos de 0.005 mol/Lh segiin (D.R.J. Grootjen y col, 1990).

En la presente investigacion se observaron limitantes en la medicion de bajos flujos de oxigeno
requeridos necesariamente por e microorganismo. Sin embargo la determinacion experimental en
condiciones aerdbicas muestra un rendimiento de produccion de etanol en sustrato sintético Yea fue
0.10 (g/g) después de las 24 h resultado que expresa una baja produccion de etanol, puesto que €l
microorganismo en presencia de oxigeno en su medio de cultivo produce mas biomasa que etanol
alcanzando un valor méximo de 14.3 g/L de concentracién en biomasa segun la Tabla 15, y €
rendimiento de biomasa Yxa fue 0.30(g/g) respecto a los azucares iniciales después de las 72 h en
comparacién de la fermentacion en sustrato hidrolizado la produccion de etanol Yea fue 0.06 (g/g)
después de las 24 h de la misma manera en condiciones aerdbicas produce mas células donde reporta
una concentracion de 12.24g/L segun la Tabla 17 y e rendimiento de biomasa Yxa fue 0.27(g/g)
respecto a los azucares iniciales después de las 72 h en comparacién con € sintético este valor se
encuentra esta por debajo ya que se vio influenciada por la presencia de subproductos presentes en

hidrolizado de aserrin de Curupad.

Elaborado por: Maribel Pefia Poma 82



[IFB - I DEPROQ

VIIT.CONCLUSIONES

1. PRETRATAMIENTO PARA LA HIDROLISISDEL ASERRIN DE Curupau

El tipo de pretratamiento con las variables establecidas ([C] de H,SO, temperatura, tiempo y
humedad) fueron consideradas para redizar el disefio experimenta realizado por (Quispe, 2007) en
el IIDEPROQ poniendo en marcha 40 pruebas; participandose de manera conjuntacon € |IFB en €l
desarrollo del pretratamiento, asi como también en la cuantificacion de los azlcares extraidos
(monosacaridos y oligosacaridos), pero dentro de ellos los mondmeros son mas importantes por ser
los azucares fermentables. En la obtencion del hidrolizado se acanzo una concentracion
representativa g/L de xilosa 5.14, de glucosa 0.69 y de arabinosa 1.13 con las condiciones ya
establecidas de las variables (1.5 % de H,SO, 200 °C, tiempo de residencia 10 min, 60% de
humedad), a partir de esas condiciones se realizo la produccién de hidrolizados segin € volumen

necesario para posteriores pruebas experimental es.

2. COMPORTAMIENTO DEL CULTIVO DE CEPAS Pichia stipitis CBS 5770, 5773 Y 6054
FRENTE A LA DIFERENCIA EN CONCENTRACION DE SUSTRATO MIXTO (glucosa 'y

xilosa).

Se modifico paralelamente tres tipos de concentraciones con sustrato sintético mixto en el medio de
cultivo de las cepas P. stipitis CBS 5770, 5773 y 6054 en la que la CBS 5773 respondio
satisfactoriamente al medio de cultivo con € experimento 3 alcanzando la concentracién maximade
biomasa 8.74 g/L durante un periodo de 48 h y una velocidad de crecimiento de 0.26 t™ en la fase
exponencial del microorganismo alcanza a las 10 h, en la que se observa una significativa
reproduccién del microorganismo desde un medio de cultivo limitado en concentraciones de xilosa
hasta un medio rico, representada con el experimento 3 con unarelacion de azucares [glucosa: xilosa
(1:19)]. Con € reporte de estos datos se concluye que la adaptacion de la CBS 5773 en el medio de
cultivo previamente establecido es la adecuada para redlizar la fermentacion y que € cambio no sea
brusco a un sustrato rico en xilosa; azUcar presente en e hidrolizado de aserrin de Curupall y asi

favorezca en la produccién de etanol.
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3. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL OXIGENO (aireacion)

La influencia del oxigeno fue estudiado en la cepa CBS 5773, los resultados obtenidos evidencian
un mayor crecimiento en medios sintéticos ricos en xilosa bajo condiciones de aireacion y micro
aireacion constantes donde se obtiene una concentracion maxima de 8.81 g/L después de 48 h con
estos datos se concluye que la Pichia stipitis debe crecer en condiciones aerébicas constantes. El
dato de asimilacion alcanzado permitié realizar e estudio en un reactor de 2.5 L de capacidad
utilizando un volumen de 1L para el cultivo de la CBS 5773 en condiciones optimas dando lugar al

escalamiento con una concentracion alcanzada de 9.3 g/L.

4. PRODUCCION DE BIOETANOL

En la produccién de bioetanol con sustrato sintético y en condiciones no estrictamente anaerébicas
(feremntativa) el rendimiento de produccién de etanol es Yes 0.40 (g/g) siendo este el maximo
dentro de estas dos condiciones |o cua hace referencia en la fermentacion con hidrolizado que es
donde se ve los inconvenientes por la presencia de inhibidores dando como rendimiento de
produccion de etanol Yes 0.26 (g/g), después de las 72 h en condiciones no estrictamente

anaerobicas (fermentativa).
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IX. RECOMENDACIONES

» Lamegjoradd rendimiento de etanol en la fermentacion con hidrolizado se aserrin de Curupat
puede ser mucho mejor todavia empleando enzimas sobre la pulpa hidrolizada denominado
sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF).

» Se puede redlizar otro pretratamiento sobre el ya se ha redlizado al solidé rescatado en
condiciones mas severas pararescatar mas azucares fermentables del que ya se tiene.

» Otra dternativa es la adaptacién de los microorganismos a los inhibidores puede lograrse,
mediante adaptaciones graduales del microorganismo a estos medios, atribuida a la sintesis de
nuevos enzimas o coenzimas que afectan al metabolismo de los inhibidores

» También se puede emplear métodos de detoxificacion sobre el hidrolizado, utilizando soluciones
basicas para la precipitacion de los inhibidores que interfieren durante la fermentacion pero
involucran mas costos.

» Teniendo el microorganismo optimizado y adaptado a un medio de cultivo rico en xilosa como
azucar fermentable, presente en hidrolizados provenientes de residuos lignocelulosicos lo cual
es aprovechable en Bolivia por su abundancia. Con esta investigacion se hace una contribucion

para disminuir la dependencia de petrdleo por paises exteriores.
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ANEXO A

Caracteristicasy reactivos empleados utilizados para preparar soluciones, identificacion y

cuantificacion delos efluentes del reactor

Nombre del compuesto Casa comercial Pureza Peso molecular
Acetonitrilo Baker Chromasol 41.05
Acido Acético Glaciar Riedel-de-Haénag 99 % 61.04
Arabinosa Sigma 99 % 150.13
Carbonato de Calcio Merck 99.9 % 100.09
Furfural Aldrich 99 % 96.08
Glucosa Sigma 99 % 180.16
Hidroxi Metil Furfural Sigma 99 % 126.11
IS0 propanol Merck Chromasol 60.10
Xilosa Sigma 99 % 150.13

Fuente: Elaboracion propia, Aldrich

Caracteristicasy reactivos utilizados para preparar soluciones de trazas de metal y vitaminas

eidentificacion y cuantificacion de productos de fermentacion

Nombr e del compuesto Casa comercial Pureza Peso molecular
Acido Léctico Aldrich 85 % 90.08
Agar Papa Britania
Ca-Phantothenate Delta
Cloruro Cobaltoso Merck 99 % 129.84
Cloruro de Calcio 2 H,O AnalaR 99 % 147.01
Cloruro de Magnesio x H,O Baker 99.99 % 125.84
Cloruro de sodio Merck 99 % 58.44
Cloruro Manganoso Merck 99 % 146.9
Dicromato de Potasio Baker 99 % 294.18
EDTA Riedel-de-Haénag
Extracto de Levadura Mcm
Fosfato di Acido de Potasio Cicarelli 99.99 % 174.18
Molibdato de sodio 2H,0 Merck 99.9 %. 214.95
Nicotinamida Delta
p- Aminobenzoico Delta
Peptona Merck
Pyridoxine, HCI Delta
Thiamine Delta

Fuente: Elaboracién propia, Aldrich
Reactivos para e preparado de solucion de Vitaminas
Reactivos utilizados y cantidades
Compuesto Cantidad
p-Aminobenzoic acid (PABA) | 100 mg
Nicotinic acid 500 mg
Calcium pantothenate 500 mg
Pyridoxine, HCI 500 mg
Thiamine, HCI 500 mg

Fuente: Production of Ethanol from Lignocellulosic Materials Barbel Hahn - Hagerdal
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Equiposdetrabajo
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ANEXO B

HIDROLIZADOR
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FOTOSPRETRATAMIENTO LIiQUIDOSY SOLIDOSHIDROLIZADOS

Toma de muestra

I mpregnacion con acido sulfurico

Filtrados de hidrolizados fraccion liguida

Pulparescatada del h|droI|zadof|Itrado
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PREPARACION DEL ACONDICIONAMIENTO DEL INOCULO

Levadurasen incubadora

Erlenmeyers utilizado para preparar € inoculo
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FOTOSREPRODUCCION DE LA CBS5773EN LOSEXPERIMENTOS

01

Experiment

Experimento 2

03

Experiment
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Fuente: Elaboracion propia

Figura 1.C. Curvade Calibracion

ANEXO C
Tabla 1.C. Mezcla de azucares

Compuesto | Porcentaje %
Glucosa 40
Manosa 30

Galactosa 10
Arabinosa 10
Xilosa 10

é Curva azucar patron )
08 y =1,0593x - 0,0284
' RZE 0,9931
0,6
8 0,4
2 °
0,2
0 ! 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Concentracion
\ J

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 1C Diferentes concentraciones de Extracto delevadura

Curvade Calibracion (g/l) Abs
0,0 0,000
0,1 0,095
0,2 0,220
0,3 0,291
0,4 0,387
0,5 0,490

Figura2.C. Curvade calibracion

Elaborado por: Maribel Pefia Poma

Fuente:Elaboracién propia
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Concentracién C (g/1)
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0,0

C=0,9706*A + 0,0045
R? = 0,9965
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Absorbancia A (Abs)

Fuente: Elaboracion propia

Figura 3C Regresiones Lineales del Experimento 1 CBS 5770
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Velocidad de crecimiento [1/hr Velocidad de Crecimiento [1/h

Velocidad de crecimiento [1/hr
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Figura 6C Regresion Lineal Experimento 2 CBS 5770
0,25

0,20
0,15
0,10
0,05
0,00
0 2 4 6 8 10
Tiempo[hr]

Figura 7C Regresiéon Lineal Experimento 2 CBS 5773
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Figura 8C Regresion Lineal Experimento 2 CBS 6054

Elaborado por: Maribel Pefia Poma
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Velocidad de crecimiento [1/hr Velocidad de crecimiento [1/hr
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Ogli)igura 8C Regresion Lineal Experimento 3 CBS 5770
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Figura 8C Regresion Lineal Experimento 3 CBS 5773
0,30

0,25 - y=0,

0,20 A
0,15 A
0,10
0,05
0,00
0 2 4 6 8 10
Tiempo [hr]

Figura 8C Regresiéon Lineal Experimento 3 CBS 6054
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Figura 8C Regresion Lineal Influencia del Oxigeno dela CBS 5773 en condiciones Aerobiasy

Microaerobias
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Figura 8C Regresion Lineal dela CBS 5773 en condiciones Optimas
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