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RESUMEN

El presente proyecto investiga la recuperacibn de azlcares fermentables
provenientes de residuos lignoceluldsicos de sorgo dulce a travées de dos métodos
de pretratamiento. En el primero de ellos se empleé una mezcla de H2SO4/H3PO4
para su posterior sacarificacion y produccion de acido lactico. Las condiciones de
pretratamiento se optimizaron para la concentracion de H2SOas, la concentracion
de HsPOas y el tiempo de pretratamiento a través de un disefio de superficie de
respuesta Box-Behnken. Las condiciones de pretratamiento 6ptimas se eligieron
para recuperar la mayor concentracion de xilosa y al mismo tiempo minimizar la
produccién de furanos. La maxima recuperacion de xilosa de 82.09 %, 21.91 % de
glucosa y una concentracién de 1.26 g/L de furanos totales se obtuvo después de
la hidrélisis del bagazo de sorgo dulce con 1 % (p/p) de H3POa4, 1.96 % (p/p) de
H2SO4 durante 26.85 min con una carga de solidos de 15 %. Se produjeron
aproximadamente 29.27 g/L de &cido lactico empleando la cepa E. coli JU15 a
partir de 72.41 g/L de azucares generados a partir de la hidrélisis enzimatica en la
cual se logroé recuperar 70.71% de la glucosa empleando una carga enziméatica de
6% (p/p) (Cellic CTec-3 Novozymes)/ gramo glucano y 1% (p/p) (Cellic HTec-3
Novozymes)/gramo glucano a 50°C, 150 rpm por 48 h.

El segundo método de pretratamiento se realizdé con impregnacion de H3PO4 al 0.5
% (p/p) y una posterior explosion de vapor a 200 °C por 5 min, lo cual logré una
recuperacion de 52.25 % de xilosa y 31.81 % de la glucosa sin produccion de
furanos. A través del estudio de la hidrélisis enzimatica del material lignocelulésico
de sorgo dulce con un disefio experimental compuesto rotable, se logro la
recuperacion de 78.75 % de la glucosa empleando una carga de sélidos de 5 %
(p/v) y una carga de hemicelulasas (Cellic HTec-2 Novozymes) de 100 Ul/ g de
sélido seco. La maxima recuperacion de xilosa de 94.06% se obtuvo al emplear
una carga de solidos de 12.5 % (p/v) y una carga de hemicelulasas (Cellic HTec-2
Novozymes) de 200 Ul/ g de soélido seco.

Palabras clave: Pretratamiento, acido, sacarificacion, fermentacion, hidrélisis.



ABSTRACT

This project investigates the recovery of fermentable sugars from lignocellulosic
residues of sweet sorghum through two pretreatment methods. In the first one, a
mixture of H2SO4 / H3POs4 was used for its subsequent saccharification and
production of lactic acid. The pretreatment conditions were optimized for the H2SOa4
concentration, the HsPO4 concentration and the pretreatment time through a Box-
Behnken response surface design. The optimal pretreatment conditions were
chosen to recover the highest concentration of xylose and at the same time
minimize the production of furans. The maximum recovery of xylose of 82.09%,
21.91% of glucose and a concentration of 1.26 g/L of total furans was obtained
after the hydrolysis of sweet sorghum bagasse with 1% (w/w) of HsPOa4, 1.96% (w/
w) of H2SO4 for 26.85 min with a solids loading of 15 %. Approximately 29.27 g/L of
lactic acid was produced using the E. coli JU15 strain from 72.41 g/L of sugars
generated from the enzymatic hydrolysis in which 70.71 % of the glucose was
recovered using an enzyme load of 6 % (w/w) (Cellic CTec-3 Novozymes) / gram
of glucan and 1% (w/w) (Cellic HTec-3 Novozymes) / gram of glucan at 50 ° C, 150
rpm for 48 h.

The second pretreatment method was performed with impregnation of H3PO4 at
0.5% (w/w) and a subsequent explosion of steam at 200 ° C for 5 min, which
achieved a recovery of 52.25 % of xylose and 31.81 % of glucose without furan
production. Through the study of the enzymatic hydrolysis of the lignocellulosic
material of sweet sorghum with a rotable composite experimental design, 78.75 %
of the glucose was recovered using a solids load of 5 % (w/v) and a hemicellulase
load (Cellic HTec-2 Novozymes) of 100 IU / g dry solid. The maximum recovery of
xylose of 94.06 % was obtained by using a charge of solids of 12.5 % (w/v) and a
load of hemicellulases (Cellic HTec-2 Novozymes) of 200 IU / g of dry solid.



I. INTRODUCCION

En los Ultimos afos, la sobrepoblaciéon y el desmedido crecimiento mundial han
provocado un aumento en la demanda de productos y servicios. Gran parte de la
energia y derivados a quimicos son producidos partir del petréleo, siendo éste un
recurso no renovable que ha ido en declive debido a su sobreexplotacion. Es por
esto que actualmente el interés por el aprovechamiento de la biomasa ha
aumentado, ya que es una fuente renovable de materia organica que puede ser
transformada por métodos quimicos y bioldégicos en productos de interés,
disminuyendo asi la dependencia por los derivados fésiles y aumentando la
generacion de energias alternativas.

El aprovechamiento de algunos cultivos para este fin ha generado controversia
relacionada con la seguridad alimentaria, especialmente el uso del maiz para la
produccion de bioetanol, el cual por si solo no puede satisfacer el objetivo de
paises como Estados Unidos de América, donde se ha establecido un objetivo de
36 mil millones de galones de biocombustible para el afio 2022 (Serna-Saldivar et
al., 2012), debido a esto se ha aumentado la busqueda de nuevos cultivos
energéticos que permitan satisfacer la demanda mundial de energia y otros
servicios, asi como reducir costos

En este contexto, los residuos agroindustriales como es la biomasa
lignoceluldsica, representan una buena alternativa para su uso como materia
prima. El sorgo dulce (Sorghum bicolor Moench) ha surgido como un cultivo
prometedor, ya que posee ventajas sobre otros cultivos similares, como una alta
eficiencia fotosintética, alta produccién de biomasa y azlcares, ademas es
altamente resistente a factores bibticos y abidticos como insectos, sequia,
salinidad y alcalinidad del suelo (Prasad et al., 2007). Es por esto que el residuo
lignoceluldsico de este cultivo es ideal para la produccion de biocombustibles y
productos quimicos.

El aprovechamiento integral de este tipo de cultivos requiere la hidrélisis de los
carbohidratos estructurales en azucares simples. Para ello es necesario emplear
un método de pretratamiento que permita aumentar la accesibilidad de la celulosa
a la degradacion enzimatica. Existen diversos métodos de pretratamiento
reportados, cada uno de ellos con un efecto diferente sobre la biomasa, por lo cual
es necesaria la busqueda de un método y condiciones de pretratamiento
adecuadas para cada tipo de materia prima, que permitan la maxima
recuperacion de azucares (Galbe & Zacchi, 2007).

Aunado a esto, es necesario el uso de microorganismos capaces de metabolizar
tanto las hexosas como las pentosas recuperadas de la hidrdlisis del material ya
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que la mayoria de los microorganismos son incapaces de metabolizar las
pentosas provenientes de la hidrolisis de la fraccion hemiceluldsica de la biomasa.
Ademas, la mayoria de los hidrolizados lignocelulésicos contienen compuestos
toxicos, debido a la degradacion de los azlcares, como el furfural, 5-
hidroximetilfurfural, acido acético y compuestos fendlicos que inhiben el
crecimiento de los microorganismos en la etapa de fermentacion (Martinez et al.,
2001).

En este sentido, se han realizado esfuerzos por desarrollar nuevos
microorganismos modificados genéticamente que permitan mejorar los
rendimientos en la fermentacion de azlcares para la produccion de etanol y otros
compuestos de interés. Tal es el caso de E. coli JU15, que a diferencia de otros
microorganismos es una bacteria capaz de metabolizar tanto hexosas como
pentosas, asi como una alta resistencia a los compuestos toxicos, para producir
acido lactico con un buen rendimiento (Martinez et al., 2017a).

Si bien existen diversos estudios sobre métodos de pretratamiento de bagazo de
sorgo dulce, la mayoria de estos resultan costosos y generan una alta
concentracion de compuestos de degradacién debido a que utilizan altas
temperaturas en el proceso. En este estudio se describe la aplicacion y
comparacion de dos métodos de pretratamiento de bagazo sorgo dulce con el
objetivo de recuperar la maxima cantidad de azlcares y la minima produccién de
compuestos de degradacion. El primero de ellos, un tratamiento termoquimico
empleando una mezcla de H2SO4/H3PO4 empleando una baja temperatura y el
segundo de ellos, utilizando steam explosion con impregnacion de HsPOas. Asi
mismo se presenta la utilizacién del hidrolizado proveniente del pretratamiento
termoquimico empleando una mezcla de H2SO4/H3POs y posteriormente
hidrolizado enziméaticamente para la fermentacion lactica empleando E. coli JU15.



. ANTECEDENTES

2.1 SORGO DULCE COMO UN CULTIVO ENERGETICO

El sorgo es el quinto cereal con mayor produccion a nivel mundial después del
trigo, arroz, maiz y cebada. Se cultiva principalmente en los trépicos semiaridos
del mundo siendo India el mayor productor de sorgo en el mundo, seguido por
Nigeria, Sudan, Estados Unidos y México (FAOSTAT, 2017). El sorgo puede
clasificarse como dulce, grano y forrajero (Almodares et al., 2008) y dependiendo
de las caracteristicas ha sido utilizado como un cultivo multipropésito
principalmente para la produccion de azucar, alcohol, jarabe, forraje, papel etc. El
sorgo dulce es similar al sorgo grano, sin embargo el sorgo dulce crece
rapidamente por lo que produce una mayor cantidad de biomasa y tiene una mejor
adaptabilidad (Reddy et al., 2005). Ademas el sorgo dulce tiene un mayor
contenido de azucares en sus tallos (10-18% Brix) en comparacion con el sorgo
grano (9-11% Brix) (Srinivasa et al, 2009).

Existen diversos cultivos con potencial para su uso en la biorefineria, algunos de
los mas utilizados para este proposito han sido la cafia de azucar, rastrojo de
maiz, paja de trigo, paja de cebada etc. Uno de los cultivos que ha ganado interés
para este fin es el sorgo dulce, el cual es un cultivo que contiene un alto contenido
de azucares almacenados principalmente en sus tallos y posee ventajas sobre
otros cultivos similares como lo muestra la Tabla 1 (Umakanth et al., 2019) . El
sorgo dulce es un cultivo C4 con una alta eficiencia fotosintética, es resistente a
factores bidticos y abidticos como insectos, sequia, salinidad, alcalinidad de suelo
que ademas se adapta a diferentes tipos de ecosistemas (Tesso et al., 2005).
Ademas tiene bajo requerimiento de agua de 8000 m3ha, un tercio con respecto a
la cafia de azucar y del 80 al 90% en comparacion con el maiz (Almodares et al.,
2007; Almodares et al., 2008).



Tabla 1 Comparacion del sorgo dulce con otros cultivos energéticos

Caracteristicas Carla de Remolacha Maiz Sorgo Dulce
azucar azucarera
Cosecha 12-14 meses 5-6 meses 3-4 meses 4 meses
Todas las
temporadas
Temporada de Una Una Todas las (dependiendo
crecimiento temporada temporada temporadas | de la
disponibilidad
de agua)
Requerimiento 36,000 18,500 12,000 | 8000
de agua (m%ha)
Requerimiento 250-400 120 120 80-90
de fertilizante 125N 60 N 60 N 40 N
(kg(ha) 125 P 60 P 60 P
Rendimiento 4.0_55 un
65-80 (tallo) 85-100 5-10 (grano) | ciclo/afio
(t/ha)
(tallo)
Contenido de
azucar en base 10-12 15-18 n/a 7-12
seca (%)
Ren(,jlmlento de 5.12 11-18 n/a 4.-6 ) un
azucar (t/ha) ciclo/afio
Rendimiento de
etanolde 1 13507000 | 7100-10500 | 2150-4300 | 200073300 un
jugo/grano ciclo/afio
(L/ha)
Cosecha Mecanica Mecanica Mecénica Mam,la.l y
mecéanica

El bagazo de sorgo dulce es la fraccion residual obtenida después de la extraccion
del jugo. La composicion de esta fraccion ha sido ampliamente reportada y puede
variar segun factores intrinsecos y extrinsecos como el tipo de cultivo, el grado de
madurez y las condiciones climaticas. El bagazo de sorgo dulce estd compuesto
por 34-44% celulosa, 27-25 % hemicelulosa y 18-20% lignina aproximadamente
(Ballesteros et al., 2003; Kim y Day, 2011; Sipos et al., 2009).




La Tabla 2 (Serna-Saldivar et al., 2012) muestra una comparacion entre la
composicion quimica del bagazo de sorgo dulce y otros cultivos dedicados a la
produccion de energia, todos los datos se expresan en base seca.

Tabla 2 Composicion de diferentes materias primas para produccion de energia

Materia prima Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
Bagazo de sorgo 41.3 4.6 14
dulce
Cana de azucar 41.6 25.1 20.3
Rastrojo de maiz 40 28 21
Paja de trigo 38 32 19
Paja de arroz 36 28 14

2.2 PRETRATAMIENTO DE SORGO DULCE PARA LA OBTENCION DE
AZUCARES

Como se muestras en la Figura 1 (Rubin, 2008), la biomasa lignocelulésica esta
compuesta principalmente por celulosa (40-50%), la cual esta constituida por
moléculas de glucosa unidas por enlace B (1-4) glucosidicos, la hemicelulosa (25-
35%), la cual es un heteropolimero compuesto por hexosas, pentosas y acidos
urénicos, y lignina (15-20%), la cual es un polimero aromatico constituido por
compuestos metoxifendlicos (Ingram et al., 1999; Saha, 2003: Gray et al., 2006).
Los azlcares contenidos en este tipo de materiales pueden ser recuperados para
su aprovechamiento. Sin embargo la mayoria de los microorganismos son
incapaces de degradar la lignocelulosa directamente por lo que un método de
pretratamiento es necesario. El método mas empleando para la hidrélisis de la
celulosa a glucosa es mediante el uso de enzimas celulasas, no obstante es
preciso aumentar la accesibilidad de éstas a la celulosa, lo cual es el objetivo
principal del tratamiento previo, como lo muestra la Figura 2 (Sokan-Adeaga et al.,
2016). Un gran numero de pretratamientos han sido reportados, los cuales se
pueden dividir en cuatro grupos: fisicos, fisico-quimicos, quimicos y biol6gicos
(Zhao et al., 2012). Cada pretratamiento tiene un efecto diferente sobre cada tipo
de biomasa dependiendo de las caracteristicas fisicas y quimicas del material,
debido a esto es necesario elegir el pretratamiento mas adecuado dependiendo el
tipo de biomasa.
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De los diferentes métodos de pretratamiento el acido diluido es uno de los mas
empleados ya que se ha comprobado que remueve eficientemente la
hemicelulosa. Este método rompe los enlaces de hidrégeno de la fraccion
hemiceluldsica y una pequefa fraccion de la celulosa y lignina soluble, liberando
asi las pentosas y hexosas presentes. Uno de los problemas a los cuales se
enfrenta este método es que dependiendo que tan severas sean las condiciones
de pretratamiento, los azucares pueden degradarse, las pentosas hacia furfural y
las hexosas hacia 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), los cuales junto con los acidos
organicos y compuestos fendlicos son inhibidores de los microorganismos
presentes en la fermentacion de los azlcares (Klinke et al., 2004).

El H2SO4 es uno de los catalizadores mas usados ya que resulta muy eficiente en
la hidrdlisis de la hemicelulosa. En este sentido Banerji et al., 2013, estudiaron la
hidrolisis acida del bagazo de sorgo dulce en donde probaron diferentes
concentraciones de H2SO4 a diferentes tiempos y temperaturas y encontraron que
con una carga de solido de 10 % (p/p), la mayor concentracion de pentosas (27.2
g/L) se obtuvo con 2 % (p/p) de H2SO4, 90 min y 120°C, y la mayor concentracién
de hexosas (12.6 g/L) se obtuvo a una concentracion de 5% (p/p) de H2S0Oa4, 90
min y 121°C. Sin embargo se obtuvieron altas concentraciones de acido acético
(3.1-3.4 g/L) proveniente de los azucares acetilados de la hemicelulosa, Io mismo
para el acido levulinivo (2.95 g/L) y formico (1.75 g/L), por su parte el furfural se
mantuvo en concentraciones bajas de 1.1 g/L.

Sin embargo existen otros acidos como el HsPOa4 el cual su uso podria resultar
ventajoso, por una parte ya que los residuos de fosforo pueden ser usados como
fertilizante, por otro lado el fésforo es un nutriente esencial en diversos medios de
fermentacion. Ademas el HsPO4 es menos agresivo que el H2SOa por lo que ayuda
a reducir las concentraciones de compuestos de degradacion como el furfural y 5-
HMF (Romero et al., 2007). Por lo que existen algunos estudios en los cuales se
ha reportado el uso del HsPOa4, como es el caso del estudio realizado por Avci et
al., 2013 en el cual se optimiz6 el pretratamiento acido diluido del rastrojo de maiz
empleando H3POa, en este trabajo se probaron concentraciones de H3POas de 0-2
% (v/v) para una carga de soélidos del 10 % (p/p) a diferentes tiempos y
temperaturas. Los resultados indicaron que el mayor rendimiento de glucosa del
85% se obtuvo después de la hidrdlisis enzimatica del rastrojo pretratado con 0.5
% (v/v) de H3POs4, 180 °C durante 15 min. Por su parte, el mayor rendimiento de
xilosa de 91.4 se observo a partir del pretratamiento con 1% (v/v) de H3POas a
160°C durante 10 min. Las condiciones de pretratamiento optimizadas resultaron
ser 0.78 % (v/v) de HsPO4, 161.81°C y 9.78 min, bajo las cuales se lograron
obtener 55 g de azucares totales con una concentracion de 0.4 g de furfural y 0.1
g de 5-HMF.

Asimismo mezclas de acidos pueden ser empleadas, sin embargo no existen
muchos estudios sobre esto. Tal es el caso de Heredia-Olea et al., 2012 quienes
evaluaron el efecto del pretratamiento del bagazo de sorgo dulce acido empleando
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H2SO4, HCl y una mezcla de estos acidos. Mediante un disefio experimental se
probaron diferentes cargas de sdlidos, concentraciones de acido y tiempo. De este
experimento concluyeron que la concentracién de acido sulfdrico y el tiempo de
hidrdlisis son los factores que mas influyen en la degradacién de azlcares y que a
mayor tiempo de hidrolisis aumenta la concentracion de inhibidores. La mezcla de
los acidos produjo la menor cantidad de inhibidores y mantuvo la liberacion de
azucares fermentables respecto a los tratamientos individuales.

Otro tipo de pretratamientos como la explosion de vapor son métodos que pueden
usarse para obtener altos rendimientos de azlcares. Un ejemplo de ellos es el
estudio realizado por Castro et al., 2017 en el cual se combiné un pretratamiento
acido con HsPOg4 al 0.5% (p/p) y una explosion de vapor a 190°C por 5 min. Los
resultados mostraron que el pretratamiento causo una disminucion de la
hemicelulosa, ya que el 55% de la xilosa fue recuperada en la fraccion liquida y
solo un 8% de la glucosa inicial fue recuperada. Por su parte, el &cido acético fue
el inhibidor con mayor concentracion (3.6 g/L) seguido por el furfural (1.28-1.47
g/L) y pequefias concentraciones de 5-HMF y acido formico.

Una vez que se ha realizado el pretratamiento del material, la celulosa queda
expuesta a la degradacion enzimética. La dosis enzimatica es fundamental para
lograr el maximo rendimiento de azucar por gramo de enzima y esta se determina
segun las propiedades de cada materia prima asi como en el tratamiento previo
empleado. Otro factor importante en esta etapa del proceso es la concentracion de
sélidos insolubles en agua (WIS) debido a la inhibicion enzimatica y los problemas
relacionados con el transporte de masa debido a la viscosidad del material (Linde
et al., 2007).

Hoy en dia la hidrdlisis enzimética de los materiales lignocelulésicos es un cuello
de botella en la produccion de bioetanol ya que tiene un gran impacto sobre los
costos del proceso (Pengilly et al., 2015). Es por esto que la optimizacién de la
hidrélisis enziméatica es de gran importancia para obtener buenos rendimientos en
el producto final.

2.3 PRODUCCION BIOTECNOLOGICA DE ACIDO LACTICO

Los procesos biotecnolégicos para la obtencién de productos quimicos renovables
han recibido una importancia significativa debido a las preocupaciones
ambientales ya que son procesos sustentables que ofrecen una alternativa a la
contaminacion causada por la industria petroquimica.

La produccion biotecnolégica de acido lactico ha generado interés ya que es un
acido organico [CH3CH(OH)CO2H] con diversas aplicaciones en la industria como
acidulante, conservador, en la industria farmaceéutica, cosmeética, del cuero y textil
y ha recibido especial atencion por su uso como monémero para la produccion del
biopolimero  polilactato (PLA) que representa una alternativa prometedora,
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biodegradable y ecoldgica a los plasticos derivados del productos petroquimicos
(Wee et al., 2006; Abdel-Rahman et al., 2011). Sin embargo, la produccion de este
biopolimero requiere el uso de acido lactico épticamente puro, ya que la
polimerizacion de 4cido lactico 6pticamente puro produce PLA altamente cristalino
lo cual mejora sus propiedades fisicas como su termoestabilidad, no obstante el
uso de la mezcla racémica de &cido lactico en la produccion de PLA da como
resultado una estructura amorfa que no es ideal para su uso comercial (Henton et
al., 2005). Ambas formas Opticas, D-acido lactico y L-acido lactico, pueden
emplearse para la fabricacion de PLA, pero la produccion de un isGémero
Opticamente puro es un objetivo importante (Okano et al., 2010).

El acido lactico se puede producir por métodos quimicos o bioquimicos como se
muestra en la Figura 3 (Wee et al., 2006). La sintesis quimica del acido lactico se
basa principalmente en la hidrdlisis de lactonitrilo por acidos fuertes, produciendo
una mezcla racémica de los 2 isomeros (John et al., 2009). Por su parte la sintesis
bioquimica se basa en la fermentacidon de sustratos ricos en azucares empleando
microorganismos Yy produciéndose asi acido lactico opticamente puro [D (+) 6 L
(+)] dependiendo del microorganismo usado. Algunas otras ventajas de la sintesis
bioguimica sobre la sintesis quimica son: consumo menor de energia, menores
temperaturas, mayor pureza, uso de materia prima de bajo costo, amigable con el
ambiente (Martinez et al., 2017b).

Figura 3 Método de sintesis quimica y bioquimica de acido lactico

Recursos petroquimicos Recursos renovables
Pretratamiento y/o
yhidrdlisis enzimatica
Acetaldehido [CH3CHO] Azucares fermentables
lAdicién de HCNy lFermentaci()n
Lactonitrilo Caldo de fermentacion

Recuperacion y

lHidréIisis con H250a4

purificacion
Mezcla racémica de D Acido lacticoL (+) 0 D
(+)y L (+)-acido (+) 6pticamente puro
b) Sintesis quimica a) Fermentacion
microbiana
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Gracias a sus diversas aplicaciones, la produccion de acido lactico ha ido en
constante aumento, la demanda mundial de acido lactico fue de 1,220,000
toneladas en 2016 y se espera un aumento del 16.2% entre 2017 y 2025 segun lo
reportado por Gran View Research Inc, 2017. Por lo que, los esfuerzos de la
investigacion en la produccion de acido lactico estan dirigidos a la disminucion de
los costos de produccion a través del uso de sustratos renovables, nuevas
tecnologias de fermentacion, asi como la ingenieria genética de nuevos
microorganismos capaces de alcanzar altos rendimientos en la produccion de
éste.

En este sentido, la mayor parte de las investigaciones para la produccion de acido
lactico se han realizado con bacterias acido lacticas (BAL). Las BAL
homofermentativas metaboliza la glucosa a través de la via de Embden-Meyerhof
(glucdlisis). Debido a que esta ruta produce acido lactico como producto principal
se producen dos moléculas de acido lactico por cada molécula de glucosa,
obteniendo asi rendimientos altos en la produccion de &cido lactico. Las bacterias
heterofermentativas por su parte catabolizan la glucosa en etanol, CO2 y &cido
lactico (Wee et al. 2006). Algunas de las desventajas de la produccion de acido
lactico mediante BAL son que generalmente tienen necesidades nutricionales
complejas, ya que tienen una limitada capacidad de sintetizar nutrientes
necesarios para su crecimiento como lo son vitamina B y aminoacidos. Dentro de
los requerimientos nutrimentales para el crecimiento de este tipo de bacterias
podemos encontrar el carbono, nitrégeno, aminoacidos, vitaminas y minerales
(Van Niel y Hahn-Hagerdal, 1999; Amrane, 2000). Ademas la mayoria de las BAL
son incapaces de usar la xilosa presente en los hidrolizados de lignocelulosa como
fuente de carbono.

A diferencia de las BAL, E. coli es capaz de metabolizar la xilosa en condiciones
fermentativas para producir diversos productos como lo es el D (+)-acido lactico
(D-AL) con menores requerimientos nutrimentales y con rendimientos similares a
los alcanzados por las BAL (90% del rendimiento te6rico méaximo) (Utrilla et al.,
2012), esta ventaja se puede usar en el aprovechamiento de hidrolizados
lignoceluldsicos que son ricos en hexosas y pentosas.

Algunas cepas de E. coli capaces de metabolizar hexosas y pentosas han sido
desarrolladas para la produccién de acido lactico, como la E. coli FBR11 (Dien et
al., 2001), E. coli SZ85 (zZhou et al.,, 2003) y FBR19 (Dien et al., 2002). Sin
embargo a pesar de que estas cepas podian consumir ambos azlcares
presentaban baja productividad y rendimiento debido a la represion catabdlica.

Para mejorar el transporte de xilosa, Utrilla et al., 2012 desarrollaron E. coli JU15,
la cual es una cepa homoléactica en la que se elimind el principal sistema de
transporte de xilosa xylFGH , se evalu6 en medio mineral y se sometié a un
proceso de evolucion adaptativa en diferentes concentraciones de xilosa (40 y 120
g/L). El genoma de la cepa evolucionada y seleccionada (JU15) fue secuenciado,
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lo que revelo el gen gatC (transportador de galactitol) como transportador de xilosa
y una mutacion en la proteina GatC que mejoraba el consumo de xilosa sin
consumo de ATP, por lo que esta cepa es capaz de convertir xilosa en D-AL con
alta productividad (0.8 g D-AL / L*h) y rendimiento (0.95 g D-AL / g xilosa).
Ademas esta cepa es capaz de tolerar hasta 10 g/L de acido acético sin disminuir
su tasa de crecimiento (Fernandez-Sandolval et al., 2012).

Conjuntamente E coli. JU15 fue probada para producir &cido lactico a partir de
hidrolizado &cido diluido de bagazo de cafa de azucar previamente detoxificado,
los resultaron mostraron que a partir de 70 g/L de azucares (xilosa, glucosa y
arabinosa) se logré una productividad de 0.98 g/L de D-AL y un rendimiento
aparente de 1.11 g D-AL/ g de azlcares basado solo en el consumo de xilosa,
glucosa y arabinosa por lo que otros azucares no cuantificados representan el
rendimiento por encima del maximo teérico (Utrilla et al., 2016).
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l1l. HIPOTESIS

A partir del pretratamiento acido y posterior sacarificacion del material
lignocelulésico de sorgo dulce se obtendra un hidrolizado rico en pentosas y
hexosas con bajo contenido de furanos, que al ser fermentado, no inhibira el
metabolismo de E. coli JU15 produciéndose 4&cido lactico con un buen
rendimiento.

V. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Producir acido lactico a partir de hidrolizados de bagazo de sorgo dulce sin
detoxificacion empleando E. coli JU15.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Caracterizar el material lignocelulosico de sorgo dulce para determinar su
composicion.

e Mediante un diseflo experimental, encontrar las mejores condiciones de
pretratamiento acido empleando una mezcla H2SO4/H3PO4 para maximizar
la recuperaciéon de los azucares de la fraccibn hemicelul6sica del material
lignoceluldsico de sorgo dulce con bajo contenido de furanos.

e Sacarificar en forma secuencial, el material resultante del pretratamiento
empleando una mezcla H2SO4/H3PO4, con una elevada conversion de la
celulosa a glucosa.

e Fermentar los jarabes ricos en azucares recuperados del pretratamiento
empleando una mezcla H2SO04/H3PO4 y sacarificacion secuencial del
material lignocelulésico de sorgo dulce, empleando E. coli JU15 para
producir acido lactico.

e Probar el pretratamiento del material lignocelulésico de sorgo dulce
empleando explosion de vapor con impregnacion de HsPOa.

e Estudiar la hidrélisis enzimatica del material pretratado con explosion de
vapor mediante un disefio experimental para determinar la carga enzimatica
y de sélido que permita recuperar la mayor cantidad de azUucares totales.

e Realizar un comparativo de los dos métodos de pretratamiento empleados y
determinar cual de ellos resulta mas eficiente en la recuperacion de
azucares totales.
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V. HIDROLISIS TERMOQUIMICA H2SO4/H3PO4 DE SORGO DULCE
5.1 METODOLOGIA
5.1.1 CARACTERIZACION DE MATERIAL LIGNOCELULOSICO

El sorgo dulce empleado en este estudio es proveniente de Monterrey, Nuevo
Ledn, el cual, una vez recibido, fue procesado separando los tallos y las hojas.
Posteriormente, se prensaron los tallos para extraer los jugos. El residuo
lignoceluldsico de los tallos y la hoja se sec6 aproximadamente tres dias al sol. El
material, fue molido y tamizado usando tamices con numero de malla 20-80. Se
separd la fraccion del material retenida entre las mallas 40-80, la cual fue usada
para realizar la experimentacion.

La caracterizacion del residuo lignoceluldsico de sorgo dulce se realiz6 siguiendo
las técnicas del Laboratorio Nacional de Energia Renovable (NREL) para la
determinacién de cenizas (Sluiter et al.,, 2008c), carbohidratos estructurales y
lignina en la biomasa (Sluiter et al.,, 2008a). Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado.

5.1.1.1 Determinacion de soélidos totales:

a) Se colocaron 3 charolas de aluminio a peso constante durante 24 horas a
105£3°C en la mufla. Las charolas fueron colocadas en un desecador y se
procedio a registrar el peso de cada una.

b) Posteriormente se pesaron 2 g de material en las charolas y se dejaron
secar en horno a 105+3°C por 24 horas. Transcurrido el tiempo, fueron
llevadas a un desecador y se procedio a registrar el peso de cada una.

c) La determinacion de sélidos totales se realizé por diferencia de peso de
acuerdo a las Ecuaciones 1y 2:

. (Peso de charola + muestra seca - Peso de charola seca)
% Sdlidos totales =
Peso de la muestra

% Humedad = 100 - % Solidos totales (2)

x 100 (1)

5.1.1.2 Determinacién de carbohidratos estructurales y lignina:
a) Se colocaron a peso constante frascos de 250 ml a 105+3°C por 24 horas,
transcurrido este tiempo se procedi6 a registrar su peso.
b) Se pesaron 0.3 g de muestra libre de humedad en tubos de ensaye con
tapas, se agregd 3 ml de H2SOa4 al 72 % (p/p) y se llevaron a bafio maria a
30 °C por 1 h agitando cada 5 minutos en vortex.
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h)

c)

d)

f)

9)

)

Pasado este tiempo, se transfirid el contenido de los tubos a los frascos de
250 ml y se llevaron a 87 g con agua destilada con el fin de diluir el acido
sulfarico al 4%.

Se llevaron los frascos a la autoclave a 121°C por 1 h. Transcurrido este
tiempo, se dejaron enfriar, se volvio a registrar el peso de los frascos y se
ajusto el peso con agua destilada si hubo algun cambio.

En papel filtro, previamente puestos a peso constante a 105+3°C por 24
horas y registrado su peso, se filtré el contenido de los frascos.

Se recupero el liquido y se procedi6 a lavar con agua destilada los solidos
retenidos en el papel filtro.

Se llevo a secar y mantener a peso constante el sélido retenido en el papel
filtro a 105+£3°C por 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo se registro
el peso y se determind el porcentaje de lignina insoluble de acuerdo con las
Ecuaciones 3 y 4, en donde ODW por sus siglas en ingles Oven Dry
Weight, representa el peso de la muestra corregido matematicamente por la
cantidad de humedad presente.

(Peso de papel + muestra seca - Peso de papel seco)
obDw

% Lignina insoluble = x 100 (3)

Peso de muestra*% Soélidos totales

ODW = 100

Con el liquido recuperado se determiné el porcentaje de lignina soluble en
espectrofotometro a una longitud de onda de 240 nm. Se registré la
absorbancia a esa longitud de onda para cada una de las muestras y se
calculo el porcentaje de lignina soluble de acuerdo con la Ecuacién 5:

UVabs * volumen de filtrado * dilucion
€ * ODW * longitud de la celda

% Lignina soluble =

)

Aproximadamente 3 ml del liquido recuperado se neutralizaron con CaCO3
hasta un pH de 4 y posteriormente se filtraron utilizando un filtro con
tamafio de poro de 2 um para la cuantificacion de carbohidratos
estructurales en HPLC.

Se calculé el porcentaje de glucanos, xilanos, arabinanos y acetatos de
acuerdo con las Ecuaciones 6 a 9:

g * @)* * 1
% Glucanos = Giucosa (f) (180 o (1000)x100 (6)
. -
ODW
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1
(7000

. a\ « (132) . .
Xilosa (E) <m) 86.73

% Xilanos = ODW x100 (7
_ 9\« Q) w1
% Arabinanos = Arablonosa (L) (150 8673 (1000)x100 3
A =
oDwW
Acido acético (%) * (%) "86.73%( 10100 )
% Acetatos = X100 )

obw

5.1.1.3 Determinaciéon de cenizas:

a) Se pusieron a peso constante 3 crisoles a 575 = 25 °C durante 24 horas en
una mufla. Pasado este tiempo, se dejo enfriar los crisoles hasta 150 °C,
posteriormente se llevaron a un desecador hasta alcanzar temperatura
ambiente y se registré su peso.

b) Se pes6 1 g de muestra en los crisoles y se colocaron en la muflaa a 575 +
25 °C durante 24 horas. Pasado este tiempo, se dejé enfriar los crisoles
hasta 150 °C, posteriormente se llevaron a un desecador hasta alcanzar
temperatura ambiente y se registré su peso.

c) Se calcul6 el porcentaje de cenizas por diferencia de peso de acuerdo con
la Ecuacion 10:

. Peso de crisol + cenizas - Peso de crisol
% Cenizas = ODW x100 (10)

5.1.2 PRETRATAMIENTO ACIDO DILUIDO H2SO4/H3PO4

Se realizé un disefio experimental factorial 22 con puntos centrales con ayuda del
software Statgraphics Centurion XVI, este experimento se realizO a modo de
disefio exploratorio, en él se evalud el efecto de tres factores: temperatura, %
H2SO4 y % H3POas, sobre las variables de respuesta: concentracion de glucosa,
xilosa, furfural y 5-HMF. En la Tabla 3 se muestran los factores seleccionados y su
intervalo de estudio, asi como los tratamientos del disefio experimental, el cual
consta de 8 experimentos factoriales y 5 réplicas de punto central.
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Tabla 3 Disefio experimental factorial 23 con puntos centrales

Factores Niveles
-1 0 +1
Tiempo (min) 10 20 30
H3PO4 (%) 0 0.5 1
H2S04 (%) 1 2 3
Experimento Tiempo (min) % H3POa4 (p/p) % H2S04 (p/p)
1 20 0.5 1
2 20 0.5 1
3 30 1 15
4 20 0.5 1
5 30 0 1
6 20 0.5 1
7 30 0 3
8 30 1 0.5
9 20 0.5 1
10 10 1 0.5
11 10 1 15
12 10 0 1
13 10 0 3

Una vez definido el disefio, se realizaron los tratamientos de acuerdo a la siguiente
metodologia:

a)

b)

c)

d)

Se mantuvo la carga de solidos constante en 15% en todos los
experimentos por lo que se pesé 4.5 g de material que posteriormente fue
trasferido a frascos Schott de 250 ml.

Se pesd 26.5 g de acido total agregando la cantidad correspondiente de
cada uno de los acidos de acuerdo con el disefio experimental.

Se vertio el acido sobre el material contenido en el frasco cuidando que
todo quedase impregnado con acido.

Se cerraron perfectamente los frascos y se llevaron a la autoclave una vez
gue ésta alcanzé una temperatura de 60°C. Una vez alcanzada la
temperatura de 130°C y presion de 24 psi comenz6 a contar el tiempo de
hidrolisis correspondiente de cada experimento.

Una vez transcurrido el tiempo de reaccion correspondiente se apago la
autoclave y se esper6 hasta alcanzar una presion de 5 psi para comenzar a
liberar el vapor, una vez despresurizada por completo se abri6 la autoclave.
Se abrieron los frascos y se procedio a separar el liquido del residuo solido

Se determind la composicion del liquido sobrenadante en HPLC.

Se calculé la severidad combinada (CS) de cada experimento de acuerdo
con la Ecuacion 11.
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Se usO un disefio de superficie de respuesta de tipo Box Behnken con puntos
centrales para optimizar las condiciones de pretratamiento del sorgo dulce. Las
variables independientes (tiempo, % H2S0Os4 y % HsPO4) se evaluaron en
diferentes rangos, estos se determinaron de acuerdo a los resultados obtenidos en
el estudio preliminar. Se realizaron 17 experimentos aleatorizados con el fin de
disminuir la variabilidad, cada tratamiento se realizé por duplicado con excepcién
de punto central el cual fue replicado 5 veces. Los factores, sus rangos y cada uno

CS =log (t-e

T-T

7 ) -pH (1)

ref

de los tratamientos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4 Disefio de superficie de respuesta Box-Benhken

Factores Niveles
-1 0 +1
Tiempo (min) 25 30 35
H3PO4 (%) 1 1.5 2
H2S04 (%) 1 1.5 2
Experimento Tiempo (min) % HsPOa4 (p/p) % H2SO04 (p/p)
1 30 1 2
2 30 2 2
3 25 1 1.5
4 25 1.5 2
5 30 1.5 1.5
6 30 1.5 1.5
7 30 1.5 1.5
8 25 2 1.5
9 35 1.5 1
10 30 1 1
11 30 2 1
12 35 1.5 2
13 30 1.5 1.5
14 25 1.5 1
15 35 1 1.5
16 35 2 1.5
17 30 1.5 1.5

Cada uno de los tratamientos se realizé de acuerdo a la metodologia descrita

anteriormente.
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5.1.3 CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se determind la actividad celulitica de las enzimas Cellic CTec-3 Novozymes
expresada en términos de unidades de papel filtro (FPU) siguiendo el
procedimiento descrito por Ghose ,1987.

5.1.4 HIDROLISIS ENZIMATICA

El pretratamiento 6ptimo encontrado fue llevado a sacarificacion y fermentacion
secuencial. Esta se llevé a cabo en matraces de 250 ml con deflectores para
mejorar la agitacion. Se colocaron 60 g de material proveniente del pretratamiento
termoquimico en cada matraz. El pH del material se ajusté a 4.8 con KOH 4 Ny
posteriormente se agregaron 394 mg citrato de sodio como buffer para obtener
una concentracion final de 50 mM. Sé probaron tres diferentes combinaciones de
cargas enzimaticas, la primera fue la recomendada en las especificaciones del
proveedor: 6% (p/p) (Cellic CTec-3 Novozymes)/ gramo glucano y 1% (p/p) (Cellic
HTec-3 Novozymes)/gramo glucano, la segunda carga probada fue 6% (p/p)
(Cellic CTec-3 Novozymes)/ gramo material y 1% (p/p) (Cellic HTec-3
Novozymes)/gramo material, y la tercera carga probada fue de 20 UPF (Cellic
CTec-3 Novozymes)/gramo glucano y 1% (p/p) (Cellic HTec-3 Novozymes)/gramo
glucano. Ademas, se agreg6é Kanamicina a 30 ug/L como antibiético para evitar la
contaminacion microbiana. La hidrélisis enzimatica se llevé a cabo a 50°C y 150
rpm por 48 h.

5.1.5 FERMENTACION

La fermentacion del hidrolizado de sorgo dulce proveniente de la sacarificacion se
llevé a cabo sin detoxificacion.

5.1.5.1 Condiciones de cultivo

Se realizé un preinéculo de la cepa de E.coli JU15 en medio Luria Bertani (LB) el
cual contenia 10 g/L de triptona, 9 g/L de extracto de levadura y 10 g/L de NaCl. El
preinéculo se llevd a cabo en tubos de ensaye a 37°C, 12 h a 100 rpm.
Posteriormente se inocularon dos fleakers de 500 ml que contenian 40 g/L de
xilosa y medio AM1 (Martinez et al., 2007), el contenido de este medio se muestra
en la Tabla 5, a 37°C, 100 rpm y pH de 7. El pH se controlé con la adicion
automatica de KOH 4N. Se tomaron muestras para monitorear el crecimiento
celular mediante la densidad Ooptica del cultivo, la cual se determindé por
espectrofotometria Uv-Vis a 600 nm.
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5.1.5.2 Hidrolizado de sorgo dulce

Los solidos presentes en el hidrolizado se separaron del liquido centrifugandolos
en condiciones de esterilidad en tubos de 500 ml a 4000 rpm por 10 min. El pH del
hidrolizado se ajusto a 7 adicionando NH4OH. Ademas se prepararon dos fleakers
con un medio sintético compuesto por 39.99 g/L de glucosa, 27.76 g/L de xilosa y
4.69 g/L de arabinosa y medio AM1. Se agregaron 200 ml de hidrolizado a dos
fleakers y estos se complementaron con solo un cuarto de la concentracion de
medio mineral AM1, con excepcion de la betaina la cual se agregé completa y sin
citrato. Los cuatro fleakers fueron inoculados a 0.12 densidades Opticas del cultivo
de E. coli JU15 y la fermentacion se llevo a cabo a 37°C, 100 rpm , pH 7 por 48 h.
El pH se control6 con la adicion automética de KOH 4N.

Tabla 5 Medio mineral AM1

Componentes Concentracion
(NH4)2HPO4 2.63 g/L
NH4H2PO4 0.87 g/L
Citrato 0.05 g/L
MgS0O47H20 1.5 mL/L
KCI 1.0 mL/L
Betaina HCL 1.0 mL/L
Glucosa 100 g/L
Elementos traza
FeCls 1.6 g/L
CoCl26H20 0.2 g/L
CuCl2 0.1g/L
ZnCl24H20 0.2 g/L
Na2MoO4 0.2 g/L
H3BOs 0.05 g/L
MnCl24H20> 0.33 g/L
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5.2 RESULTADOS

5.2.1 CARACATERIZACION DE MATERIAL LIGNOCELULOSICO

Una vez procesado y seco el material se obtuvieron los siguientes pesos para
cada una de las fracciones de la planta: 1.85 kg de tallo y 1.31 kg de hoja dando
un total de 3.16 kg de material.

La caracterizacion de la planta de sorgo dulce se realizé para 3 muestras: las
hojas, los tallos y ademas para una mezcla de ambos la cual contenia 58.52% en
peso de tallo y 41.48% en peso de hoja. La caracterizacion se llevo a cabo con
material con un tamafio de particula promedio de 0.285 mm ya que entre mas
pequefias sean las particulas mas susceptibles son a la hidrélisis acida debido a
que el &cido puede difundirse mejor (Vidal et al, 2011).

Los resultados de la caracterizacion de cada una de las muestras se reportan en
la Tabla 6, en la cual se puede observar que el tallo tiene un mayor porcentaje de
humedad y azlUcares debido a que ahi se almacenan los jugos de la planta.
Ademas, un hecho interesante es que el mayor porcentaje de cenizas se
encuentran en las hojas, esto puede deberse a que son las que se encuentran
mas expuestas a la tierra y cabe destacar que el material no fue lavado antes de
procesarse.

Tabla 6 Resultados de la caracterizacion del bagazo de sorgo dulce

7]
© 7] 2 P n o "
g g 22| £3 £ S S S
2 Lc SE2 | 85| 88 28 = S8
S o) 29 =20 S = 2 o
E O Jc Jon 0 X c <
<
Tallo 8.23+0.10 | 7.35+£0.04 | 13.90+0.89 1.48+0 34.14+0.2 | 15.26+0.25 | 2.5+0.05 | 10.40+0.23
Hoja 7.87+0.12 | 14.84+0.04 | 22.18+0.86 | 1.6+0.01 | 25.23+0.2 | 13.76+0.14 | 3.49%0 7.08+0.52
Mezcla | 7.94+0.15 | 10.55+0.11 | 17.16+0.12 | 1.53+0.01 | 30.26+0.68 | 15.75+0.51 | 2.96+0.14 | 10.68+0.33

5.2.2 PRETRATAMIENTO ACIDO DILUIDO H2SO04/H3PO4

5.2.2.1 Disefo factorial

En la Figura 4 se muestran las respuestas de cada uno de los tratamientos del
disefio factorial. En esta se pueden observar que la mayor liberacion de xilosa fue en
el tratamiento 7, en el cual se lograron liberar 29.64 g/L de xilosa y 12.53 g/L de
glucosa, sin embargo, este tratamiento fue el que mayor cantidad de furanos totales
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presento, 1.68 g/L de furfural y 0.16 g/L de 5-HMF dando una concentracion total de
1.84 g/L, esto se debe a que fue el tratamiento en el que se probd la mayor
concentracion de H2SO4 y éste junto con el tiempo de hidrdlisis son los factores que
mas favorecen la degradacion de azucares (Heredia-Olea et al., 2012). Por otra
parte, el tratamiento nimero 3 logré recuperar 23.82 g/L de xilosa ,10.42 g /L de
glucosa y solo 1.01 g/L de 5-HMF. En este tratamiento se probé la mezcla de 1.5%
(p/p) de H2S04 y 1% (p/p) de H3PO4 con un tiempo de hidrélisis de 30 min. Con
estas condiciones se logro recuperar aproximadamente 7.93 g/L menos de azlUcares
que con las condiciones probadas en el tratamiento 7, sin embargo en este
tratamiento se probd una concentracion mas baja de H2SOa4 por lo que el H3zPOa4
contribuyo a la hidrdlisis del material y a disminuir 0.83 g/L los furanos totales.

En general en estos tratamientos la liberacion de glucosa fue menor en comparacion
con la liberacion de xilosa ya que el efecto del pretratamiento acido es sobre la
hemicelulosa, hidrolizandola en monosacaridos (principalmente de cinco carbonos),
permitiendo que la celulosa quede expuesta para la hidrolisis enzimatica.

A partir de la caracterizacion del bagazo de sorgo dulce se calcul6é en rendimiento
tedrico maximo, 54.97 g de glucosa/150 g de bagazo y 30.14 g de xilosa/150 g de
bagazo. Con esto se calculd el porcentaje de recuperacién de glucosa y xilosa
para cada uno de los tratamientos y la severidad de éstos de acuerdo a la
Ecuacién 11. En la Tabla 7 se muestran las condiciones de cada tratamiento, el
porcentaje de recuperacion de éstos, los furanos totales producidos en la hidrolisis
y la severidad de cada tratamiento.

De ahi se puede observar que se logré un porcentaje de recuperacion de hasta
98.35% de xilosa y 22.79% de glucosa con un factor de severidad combinado de
2.08 correspondiente al tratamiento niamero 7 y que con un factor de severidad
combinado de 1.46 correspondiente al tratamiento nimero 3 se logré recuperar
79.02% de la xilosa y 18.95% de la glucosa.
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Figura 4 Respuestas del disefio factorial
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Tabla 7 Porcentaje de recuperacion y SCF de los tratamientos factoriales

_ % Recuperacion Furanos
Experimento Tiempo % % totales SFC
(min) | HsPO4 (p/p) | H2SO4 (p/p) _ (/L)
Glucosa | Xilosa
1 20 0.5 1 11.47 19.27 0.065 0.91
2 20 0.5 1 12.90 23.13 0.060 0.91
3 30 1 15 18.95 79.02 1.097 1.46
4 20 0.5 1 13.71 21.08 0.125 0.91
5 30 0 1 15.53 25.79 0.139 1.06
6 20 0.5 1 12.67 25.63 0.064 0.91
7 30 0 3 22.79 98.35 1.843 2.08
8 30 1 0.5 15.13 12.14 0.038 0.95
9 20 0.5 1 12.96 23.65 0.055 0.91
10 10 1 0.5 17.45 13.23 0.131 0.47
11 10 1 15 17.77 72.39 0.893 0.98
12 10 0 1 16.03 21.97 0.176 0.58
13 10 0 3 14.54 18.50 0.165 1.60
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Se realiz6é un analisis de varianza para cada una de las variables de respuesta con
la ayuda del software Statgraphics Centurion XVI, el cual se encuentra resumido
en la Tabla 8. Se muestra el valor de la prueba P para cada una de las respuestas
el cual resulta significativo si es menor que 0.05 con un nivel de significancia de 5
%. En este caso, se puede observar que ninguno de los factores es significativo
sobre la liberacion de glucosa, esto se debe a que el efecto del pretratamiento es
sobre la hemicelulosa y muy poca de la celulosa es degradada. En el caso de la
xilosa, tanto la concentracion de H2SO4 como la del HsPO4 resultaron ser factores
significativos, ademas la interaccion que existe resultd significativa con un valor de
prueba P de 0.017. Esto es importante ya que nos indica que el HsPOa4 si participa
de manera significativa en la hidrélisis. Ademas, como ya lo ha reportado Heredia-
Olea et al., 2012, el tiempo de hidrdlisis y la concentraciéon de acido son factores
significativos en la formacion de compuestos de degradacion.

Tabla 8 Andlisis de varianza del diserio factorial

Glucosa Xilosa 5-HMF FUR
Valor P Valor P Valor P Valor P
A: Tiempo 0.2949 0.0592 0.0981 0.0121
B: HaPOa4 0.5548 0.0092 0.0674 0.0121
C:H2S04 0.3756 0.0011 0.0057 0.0292
AB 0.688 0.3692 0.6481 0.1088
AC 0.2448 0.1197 0.1276 0.0292
BC 0.8277 0.017 0.1411 0.0292
RZ (%) 76.651 91.897 87.956 96.323
R® ag(‘;stada 72.865 83.795 75.912 92.646

Ya que el objetivo del pretratamiento &cido es la hidrdlisis de la hemicelulosa, la
variable de mayor interés es la liberacion de xilosa, ya que entre mas se hidrolice
la hemicelulosa mas expuesta quedara la celulosa a la hidrélisis enzimatica. En el
diagrama de Pareto (Figura 5) se observa que la concentracién de H2SOa es el
factor que mas impacto tiene sobre la liberacion de xilosa, seguida de la
concentracion de HsPOay el tiempo en tercer lugar.

La Figura 6 muestra la tendencia de las interacciones entre cada uno de los
niveles de los factores. Se puede observar que, aunque en ninguna de las tres
posibles interacciones que se muestran las lineas que las representan llegan a
cruzarse, si existe una tendencia a hacerlo, tanto para interaccién entre tiempo-
H2SO4 como para la interaccion H2SOs-H3PO4. Esta tendencia indica que estos
factores estan interactuando y que esta interaccion es significativa sobre la
liberacion de la xilosa.
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Figura 5 Diagrama de Pareto de efecto estandarizado para la xilosa
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Figura 6 Interacciones para la xilosa
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Se generaron las superficies de respuesta con base en un modelo matematico
probabilistico, al cual se ajustaron los datos experimentales (Ecuaciones 12 a 15),
con el objetivo de ubicar en una region del espacio tridimensional aquellos puntos
sobre los cuales la liberacion de xilosa adquiere su maximo valor.

Glucosa = 9.02367 — 0.0902464 * Tiempo + 1.33601  HyPO, — 1.78 * H,SO, — 0.0493695 * Tiempo
« HyPO, + 0.124116 = Tiempo * H,SO, + 0.437681 = HyPO, * H,SO0, (12)

Xilosa = 3.75357 — 0.0901815  Tiempo — 4.37616 * HyPO, — 2.205 x H,SO, — 0.246007 * Tiempo
x HyPO, + 0.377938 * Tiempo * H,SO0, + 13.6412 % HyPO, * H,SO0, (13)

5 —-HMF = 0.0833714 — 0.0152886 * Tiempo — 0.0985176 * H;PO, — 0.16 * H,SO, — 0.00902369
* Tiempo * H;PO, + 0.0273123 * Tiempo * H,S0, + 0.523754 * H;PO, * H,S0, (14)

Fur = —0.0198727 — 0.000407259 * Tiempo + 0.0581475 * H;PO, — 0.00166675 * Tiempo * H3 PO,
+ 0.002074 * Tiempo * H,S0, — 0.0414801 * H3PO, * H,S0, (15)

Las superficies de respuesta se muestran para el tiempo en funcion de la
concentracion de H3sPOa (Figura 7), el tiempo en funcion de la concentracion de
H2SOa4 (Figura 8) y la concentracion de HsPO4 en funcidén de la concentracion de
H2SOa4 (Figura 9). Al hacer una comparacién entre las superficies generadas, se
puede observar que la liberacibn de xilosa es mucho mas sensible a la
concentracion de H2SOa4 ya que al fijar una concentracién de HzPO4= 0.5 (% p/p)
la concentracion de xilosa aumenta conforme se aumenta la concentracion de
H2S04. Ademas, la concentracion de xilosa es menos sensible a la concentracion
de H3PO4 en comparacion con la del H2SO4 ya que al fijar una concentracion de
H2SO4= 2 (% p/p) la concentracion de xilosa, aunque también aumenta conforme
se aumenta la concentracion de HsPOas, el cambio es mucho menos pronunciado.
Ademas se puede observar que la region donde se encuentra el mejor tratamiento
es con tiempos mayores a 20 min y concentraciones de H3PO4 mayores a 0.5 %
p/p y concentraciones de H2SO4 mayores a 2 % (p/p). Sin embargo, Las Figuras
10 y 11 muestran las superficies de respuesta estimadas para la formacién de 5-
HMF, la cual resulté méas evidente en los tratamientos. Al hacer una comparativa
de estas superficies podemos observar que claramente el 5-HMF es mucho mas
sensible a altas concentraciones de H2SOa. La baja sensibilidad del HsPO4 puede
deberse a que se probo6 un rango muy pequefio de concentraciones de éste.
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Figura 10 Superficie de respuesta estimada para 5-HMF (Tiempo vs H3POy)
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5.2.2.2 Superficie de Respuesta Box-Behnken

De acuerdo con los datos obtenidos y el analisis del disefio factorial, se decidié
realizar un disefio de superficie de respuesta de tipo Box-Behnken para optimizar
las condiciones de pretratamiento acido que permitan la mayor liberacién de xilosa
y a la vez una baja concentracién de furanos. Los niveles de cada factor se
determinaron de acuerdo al estudio previo, los cuales se muestran en la tabla 9.
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Se realizaron 17 tratamientos, cada uno por duplicado. Los resultados de estos
tratamientos se muestran en la Figura 12, en la cual se resume la concentracion
de glucosa, xilosa, 5-HMF y furfural en cada tratamiento. Se puede observar que
la mayor liberacion de xilosa se dio en el tratamiento nimero 2, en el cual se logro
liberar 26.99 g/L de xilosa y 10.71 g/L de glucosa, sin embargo éste fue también el
tratamiento con la mayor concentracion de furanos, 1.51 g/L de 5-HMF y 0.24 g/L
de furfural dando una concentracién de 1.75 g/L de furanos totales. Esto puede
atribuirse a que en este tratamiento se prob6 una concentracién alta de acido, 2%
(p/p) de H2SO04 y 2% de HsPO4 con un tiempo de hidrélisis de 30 min. En
comparacion con esto, se puede observar que en el tratamiento numero 6 se
probo el mismo tiempo de hidrdlisis de 30 min que en tratamiento 2 pero con una
menor concentracion total de &cido, es decir 1.5% (p/p) de H2SO4 y 1.5% de
HsPOa, estas condiciones lograron liberar 25.62 g/L de xilosa y 10.39 g¢g/L de
glucosa, una concentracion ligeramente menor que en el tratamiento niamero 2, sin
embargo en este tratamiento se logré disminuir la concentracion total de furanos,
la cual fue de 1.37 g/L, 0.38 g/L menos que en tratamiento 2. Por lo que se puede
determinar que una concentracion total de 3% (p/p) de acido es suficiente para
hidrolizar la mayor parte de la hemicelulosa y que concentraciones por encima de
ésta favorecen la formacion de furanos. Este hecho se confirma al observar el
tratamiento 12 en el cual las condiciones probadas fueron 2% (p/p) de H2SO4 y
1.5% de HsPOa4, es decir 3.5 % (p/p) de acido total, y un tiempo de hidrdlisis de 35
min. Este tratamiento tuvo la segunda mayor liberacién de xilosa y glucosa, 26.84
g/L de xilosa y 10.69 g/L de glucosa, ligeramente menor que el tratamiento 2 y una
concentracion de furanos total de 1.76, muy similar a la obtenida en el tratamiento
2.
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Figura 12 Respuestas del disefio de superficie de respuesta Box-Behnken
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De acuerdo al rendimiento teérico maximo de glucosa de 54.97 g/L/ 150 g de
bagazo y de xilosa de 30.14 g/L / 150 g de bagazo, se calculd el porcentaje de
recuperacion de estos dos azUcares y la severidad (ecuacion 11) de cada uno de
los tratamientos del disefio experimental. En la Tabla 9 se resumen las
condiciones probadas para cada uno de los tratamientos, el porcentaje de
recuperacion de glucosa y xilosa que cada tratamiento obtuvo, la concentracion de
furanos totales y la severidad de cada uno. Se puede ver que el mayor porcentaje
de recuperacién de xilosa fue de 91.76 % y 20.19% de glucosa correspondiente al
tratamiento 2 el cual tiene un SFC de 1.60. El segundo mejor tratamiento fue
tratamiento 12, en el cual se logré recuperar 91.26 % de la xilosa y 20.15 % de la
glucosa, porcentajes de recuperacion muy similares al tratamiento 2 sin embargo
el SFC del tratamiento es de solo 0.84, esto debido al efecto del pH ya que en este
tratamiento la concentracién de acido es menor que en el tratamiento 2. Asimismo
se observa que la concentracion de furanos totales (1.86 g/L) del tratamiento 12
es mayor que el tratamiento nimero 2, de ahi podemos decir que la formacion de
furanos se ve favorecida por tiempos de hidrélisis mayores, ya que en este
tratamiento se prob6 un tiempo de hidrélisis de 35 min. El tercer mejor tratamiento
fue el nimero 6, en el cual se logré una recuperacion de 87.1 % de la xilosa y 19.6
% de la glucosa con una concentracidon de furanos total del 1.37 g/L y un SFC de
1.52.
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Tabla 9 Balance de masa de Disefio de Superficie de Respuesta

. % % % Recuperacién Furanos
Experimento TE;Tnp)o H3PO4 H2SO0.4 totales SFC
(p/p) (P/p) | Glucosa | Xilosa (g/L)
1 30 1 2 18.24 86.16 1.46 1.51
2 30 2 2 20.19 91.76 1.75 1.60
3 25 1 1.5 13.98 55.98 0.58 1.38
4 25 15 2 16.74 78.58 1.02 0.69
5 30 15 1.5 14.93 71.55 1.01 1.52
6 30 15 1.5 19.60 87.10 1.37 1.52
7 30 1.5 1.5 17.75 80.10 1.22 1.52
8 25 2 15 15.81 67.52 0.78 1.47
9 35 15 1 15.58 57.70 0.73 1.27
10 30 1 1 15.45 47.83 0.51 1.15
11 30 2 1 17.41 65.39 0.80 1.24
12 35 15 2 20.15 91.26 1.86 0.84
13 30 15 1.5 15.53 72.59 1.04 1.52
14 25 15 1 13.95 32.29 0.29 1.13
15 35 1 1.5 17.53 77.52 1.24 1.53
16 35 2 15 17.49 80.64 1.44 161
17 30 15 1.5 15.67 75.11 0.96 1.52

Se realiz6 un analisis estadistico de varianza para cada una de las variables de
respuesta con la ayuda del software Statgraphics Centurion XVI, el cual se
encuentra resumido en la Tabla 10. En ésta se muestra el valor de la prueba P
para cada una de las respuestas el cual resulta significativo si es menor que 0.05
con un nivel de significancia de 5 %. Para los niveles y factores probados en este
disefio experimental, el tiempo y la concentracion de H2SOa4 resultaron ser factores
significativos sobre la liberacion de glucosa. En el caso de la xilosa tanto el tiempo,
la concentracion de HsPO4 y de H2SO4 resultaron ser significativos, conjuntamente
el término cuadratico del tiempo es estadisticamente significativo por lo que
podemos suponer que la superficie de respuesta para la liberacion de xilosa
tendra una curvatura. De igual manera, la formacién de 5-HMF se ve favorecida
principalmente por el tiempo, seguido de la concentracion de H2SO4 y de H3POa.
Po su parte, la concentracién de H2SOa es el factor significativo para la formacion
de furfural.
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Tabla 10 Analisis de varianza del disefio de superficie de respuesta

Glucosa Xilosa 5-HMF FUR
Valor P Valor P Valor P Valor P

A: Tiempo 0.0473 0.002 0.0006 0.3291
B: H3POa4 0.2248 0.042 0.041 0.8283
C:H2S04 0.0192 0 0.0001 0.0085
AA 0.2852 0.0266 0.2022 0.0549
AB 0.5528 0.4597 0.8822 0.7901
AC 0.5723 0.2766 0.5345 0.3406
BB 0.6413 0.8611 0.9002 0.5271
BC 1 0.3048 1 0.9549
CcC 0.3315 0.0998 0.5079 0.1731

R? (%) 84.06 95.03 94.18 86.68
R* ajustada 70.72 88.66 86.70 72.70

(%)

Se presentan también las gréficas de interaccion entre cada uno de los factores
para la liberacion de xilosa, la cual es principal variable de interés. En la Figura 13
podemos observar que, aunque ninguna de las curvas llega a cruzarse, existe
cierta tendencia a hacerlo. Lo cual nos indica que en un intervalo de niveles mas
amplio podria observarse esta interaccion, sin embargo, para los niveles probados
en este estudio solo se puede observar la tendencia, sobre todo en la interaccion

tiempo y concentracion de HsPO4 (AB).

Figura 13 Interacciones para la xilosa
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A partir de las ecuaciones de regresion del modelo generadas para cada una de
las variables de respuesta (Ecuaciones 16 a 19) se generaron las superficies de
respuesta con el objetivo de ubicar en una region del espacio tridimensional
aquellos puntos sobre los cuales la variable de respuesta adquiere su maximo
valor. Las superficies de respuesta para la xilosa se generaron para el tiempo en
funcion de la concentracion de HsPOas (Figura 14) y la concentracién de H2SOa4
(Figura 15), ademéas de la concentracion de H3sPOa4 en funcién de la concentracion
de H2S04 (Figura 16). De ahi se observa que la liberacion de xilosa es mucho méas
sensible a la concentracion de H2SO4 que al tiempo de hidrdlisis y que en
concentraciones mayores de H2SOs4 a 1.5 % (p/p) se alcanza la mayor
concentracion de xilosa. En el caso del HsPOa, la concentracion de xilosa se ve
mucho menos afectada por éste. Esto puede deberse a que se necesitan
concentraciones mucho mayores de HsPOa4 para que resulte significativo ya que es
un acido mas débil. Como lo muestra el grafico 13, con una combinaciéon de
concentraciones de H2SO4 y H3PO4 mayores que 1.8 % (p/p) se logra alcanzar la
mayor concentracion de xilosa. No obstante, las Figuras 17 a 20, muestran la
formacion de furfural y 5-HMF, descubren que en ambos casos la formacion de
estos se ve beneficiada por la concentracion de H2SO4, por lo que el uso de altas
concentraciones de &cido no es adecuado para el objetivo de este trabajo, ya que
al hacerlo la recuperacion de xilosa podria ser maxima pero la formacion de
compuestos de degradacion también y esto resultaria en bajos rendimientos en la
fermentacion.

Glucosa = —10.0683 + 1.22915 * Tiempo + 1.472 * H;PO, — 6.0255 * H,50, — 0.01809 *
Tiempo? — 0.1 * Tiempo * H;PO, + 0.095 * Tiempo * H,S0, + 0.761 * HyP0,* + 1.631 *
H,50,% (16)

Xilosa = —139.082 + 6.6574 = Tiempo + 13.8045 * H;P0, + 44.6895 * H,S0, — 0.08649 *
Tiempo? — 0.248 * Tiempo * H;P0, — 0.374 * Tiempo * H,50, + 0.561 * H;P0,* — 3.51 * HyPO, *
H,50, — 5.859 * H,50,% (17)

5—HMF = —5.03725 + 0.24945 * Tiempo + 0.251 * H3PO, + 0.7835 * H,50, — 0.00357 *
Tiempo? — 0.004 * Tiempo * H;P0O, + 0.017 * Tiempo * H,S0, + 0.033 * H;P0,% — 0.177 *
H,50,% (18)

FUR = —1.47293 + 0.141735 * Tiempo — 0.3112 * H;P0, — 0.73195 * H,50, — 0.002676 *
Tiempo? + 0.0033 * Tiempo * H;P0O, + 0.0122 * Tiempo * H,SO, + 0.0774 * H;P0,* — 0.007 *
H;PO, * H,S0, + 0.1764 * H,50,* (19)
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Figura 14 Superficie de respuesta estimada para xilosa (Tiempo vs H3POa4)
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Figura 15 Superficie de respuesta estimada para xilosa (Tiempo vs H2SO4)
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Figura 16 Superficie de respuesta estimada para xilosa (HsPO4 vs H2S04)
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Figura 17 Superficie de respuesta estimada para Furfural (Tiempo vs HzPOg)
Hz504 = 2 (% p/p)
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Figura 18 Superficie de respuesta estimada para Furfural (Tiempo vs H2SO4)
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Figura 20 Superficie de respuesta estimada para 5-HMF (Tiempo vs HzPOg)
Hz504=1.5 (% p/p)

5-HMF (g/L)

5HMF (g/L)
(=]
w

2
8

1.
1.6
1.4
1.2 H;PO; (% p/p)

33 35 1

25 27 29 31

Tiempo (min)

A través de una funcion de deseabilidad para cada uno de los factores, se realizé
una optimizacién de multiples respuestas con ayuda del software Statgraphics
Centurion XVI. La meta de la optimizacion multiple fue maximizar la concentracion
de glucosa y xilosa, minimizar la formacibn de HMF y mantener en 0 la
concentracion de furfural. La combinacién de niveles de los factores que maximiza
la funcion de deseabilidad en la region indicada y la combinacion de factores a la
cual se alcanza el punto 6ptimo fue la siguiente: tiempo= 26.85 min, Hz3POs=1 %
(p/p), H2SO4 = 1.96 % (p/p). Las respuestas predichas por el modelo para estas
condiciones fueron las siguientes: 9.71 g/L de glucosa, 25.18 g/L de xilosa, 0.12
g/L de furfuraly 1.21 g/L de 5-HMF.

Estas condiciones Optimas de pretratamiento fueron probadas experimentalmente
y los resultados obtenidos se muestran en la Figura 21. Se logré obtener 12.04 g/L
de glucosa, 24.74 g/L de xilosa, 1.16 g/L de 5-HMF y 0.27 g/L de furfural, esto
equivale a un porcentaje de recuperacién de xilosa de 82.09 % y 21.91 % de
glucosa, lo cual coincide adecuadamente con lo predicho por el modelo.
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Figura 21 Resultados de las condiciones 6ptimas de pretratamiento

25
20
15

10

Concentracion (g/L)

[€,]

0 ——— I

Glucosa (g/L) Xilosa (g/L) HMF (g/L) FUR (g/L)

5.2.3 HIDROLISIS ENZIMATICA

Las condiciones de pretratamiento éptimas obtenidas se llevaron a sacarificacion
secuencial. La cinética del primer experimento se presenta en el la Figura 22, éste
se realiz6 de acuerdo a las especificaciones del proveedor, en el cual se afadio
6% (p/p) (Cellic CTec-3 Novozymes)/ gramo glucano y 1% (p/p) (Cellic HTec-3
Novozymes)/gramo glucano. En este caso se puede observar que se logro
recuperar una concentracion de 38.75 g/L de glucosa y 25.04 g/L de xilosa, lo cual
respecto al rendimiento méaximo tedrico corresponde a un porcentaje de
recuperacion de 70.49 % de glucosa y 83.08 % de xilosa. La velocidad de
conversion de la glucosa fue de 1.33 g/h y la de la xilosa fue de 0.09 g/h. En este
caso, la concentracion de arabinosa y acetato se mantuvieron constantes durante
toda la reaccion y la concentracion de furanos final fue de 1.26 g/L.
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Figura 22 Cinética de sacarificacion enzimatica 1
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La cinética del segundo experimento se presenta en la Figura 23, en éste se
afadié 6% (p/p) (Cellic CTec-3 Novozymes)/ gramo material y 1% (p/p) (Cellic
HTec-3 Novozymes)/gramo material. En este caso se puede observar que se logro
recuperar una concentracién de 38.87 g/L de glucosa y 24.16 g/L de xilosa, lo cual
respecto al rendimiento méaximo tedrico corresponde a un porcentaje de
recuperacion de 70.71 % de glucosa y 80.18 % de xilosa. La velocidad de
conversion de la glucosa fue de 1.41 g/h y la de la xilosa fue de 0.08 g/h. La
concentracion de arabinosa y acetato se mantuvieron constantes durante toda la
reaccion y la concentracion de furanos final fue de 1.18 g/L.
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Figura 23 Cinética de sacarificacion enzimatica 2
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Po su parte el tercer experimento se realizé afiadiendo 20 UPF (Cellic CTec-3
Novozymes)/gramo glucano y 1% (p/p) (Cellic HTec-3 Novozymes)/gramo
glucano, estd fue la mayor carga enzimatica probada, sin embargo como se
observa en la Figura 24 se logré recuperar una concentracion muy similar a las
otras dos cargas enzimaticas probadas. La recuperacion de glucosa fue de 38.28
g/L y la de xilosa de 24.89 g /L, lo cual corresponde a una recuperacion de glucosa
de 69.63 % y 82.58 % de xilosa. La velocidad de conversion de la glucosa fue de
1.23 g/h y la de la xilosa fue de 0.02 g/h. La concentracion de arabinosa y acetato
se mantuvieron constantes durante toda la reaccion y la concentracion de furanos
final fue de 1.28 g/L.
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Figura 24 Cinética de sacarificacion enzimatica 3
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Al probar mayores concentraciones enzimaticas se esperaba obtener una mayor
rendimiento de glucosa y xilosa, no obstante esto no fue asi ya que al realizar una
comparacién entre tres cargas enzimaticas probadas, no hubo una diferencia
significativa en los resultados obtenidos por o que usar mayores concentraciones
de enzimas a lo especificado por el proveedor no es necesario y esto solo
implicaria un mayor costo del proceso. Debido a esto se determiné que 6% (p/p)
(Cellic CTec-3 Novozymes)/gramo glucano y 1% (p/p) (Cellic HTec-3
Novozymes)/gramo glucano es mejor carga de enzimas probada para recuperar la
mayor cantidad de azlcares y es esta fue la carga que se empled para obtener
hidrolizados de sorgo dulce para la etapa de fermentacion.
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5.2.4 FERMENTACION

El jarabe obtenido de la hidrélisis de bagazo de sorgo dulce con un contenido
promedio de azucares totales de 72.41 g/L y 1.26 g/L de furanos totales fue
fermentado. La cinética de fermentacion E corresponde a la fermentacion de los
hidrolizados de bagazo de sorgo dulce y las cinéticas de fermentacion B y D
corresponden al medio sintético en el cual se probo6 la cepa E. coli JU15. La
fermentacion E, la cual se muestra en la Figura 25, se puede observar que esta
bacteria fue capaz de crecer y que la presencia de furanos no inhibieron su
crecimiento. Ademas esta bacteria fue capaz de consumir tanto las pentosas como
las hexosas provenientes del hidrolizado. Puede observarse una preferencia por el
consumo de glucosa, sin embargo hubo también consumo de xilosa. Otro hecho
importante es que la produccion de acido acético fue en aumento y llegé hasta una
concentracion de 8.2 g/L, esto puede atribuirse a un mal funcionamiento del
sistema de agitacién por lo que la fermentacion pudo estar en condiciones
aerobias. Pese a esto se logré obtener una concentracion de 29.27 g/L de &cido
lactico con una velocidad de produccién de 0.71 g de &cido lactico/h. También
puede notarse que la concentracién de furanos comenz6 a decrecer conforme
transcurria la fermentacion hasta desaparecer por completo. Para comparar el
rendimiento de la cepa en un medio con una concentracion similar de azucares a
los hidrolizados probados, se realizaron dos fermentaciones con medio sintético
con una concentracion total de azucares de 72.41 g/L. Estas fermentaciones se
muestran en las Figuras 26 y 27, las cuales muestran que ambas fermentaciones
fueron muy similares y que se logré una produccion de acido lactico de 22.64 g/L
de acido lactico con una velocidad de produccién de 0.81 g/h para el caso de la
fermentacién B y 32.52 g/L y una velocidad de produccién de 1.27 g/h en el caso
de la fermentacion D. En este caso, a diferencia de la fermentacién con los
hidrolizados, podemos observar que la concentracion de acido acético se mantuvo
constante ya que en estas fermentaciones si se mantuvieron las condiciones
anaerobias. Estas fermentaciones también nos permitieron reafirmar el hecho de
que la cepa es capaz de consumir las pentosas al mismo tiempo que consume
hexosas, asimismo cabe resaltar que no se consumieron todos los azlcares
presentes en las fermentaciones con los hidrolizados ni en las fermentaciones con
medios sintéticos por lo que probablemente el tiempo de fermentacion no fue
suficiente.
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Figura 25 Fermentacion E de hidrolizados de sorgo dulce
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Figura 26 Fermentacion B de hidrolizado sintético
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Figura 27 Fermentacion D de hidrolizados sintético
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En la Tabla 11 se muestran los parametros cinéticos correspondientes a cada una
de las fermentaciones, en donde [ representa la tasa de crecimiento, td el tiempo
de duplicacién, Qs la tasa de consumo de sustrato calculada para la concentracion
total de azlcares, gs la tasa especifica de consumo de sustrato, Qp la tasa de
formacién de producto, gp la tasa especifica de formacién de producto y Ypsy Yxs
representan los rendimientos de formacién de producto por unidad de sustrato
consumido y la produccién de biomasa por unidad de sustrato consumido
respectivamente.

De acuerdo a los parametros cinéticos calculados se puede observar que la mejor
tasa de crecimiento la tuvo la fermentacion D con una tasa de crecimiento de
0.193 h!, igualmente la mayor tasa de formacion de producto y el mayor
rendimiento de formacion de producto por unidad de sustrato consumido lo tuvo la
fermentacidon D la cual representa la fermentacion realizada con medio sintético.
En el caso de la fermentacion E, la cual se realizoé con los hidrolizados, podemos
observar que tuvo una buena tasa de formacion de producto de 0.715 g/h y un
buen rendimiento de formacioén de producto por unidad de sustrato consumido de
0.716 g/g, lo cual es muy similar a lo obtenido en la fermentacion de los
hidrolizados sintéticos.

Tabla 11 Parametros cinéticos de la fermentacion

qs
Ny 91 td Qs Qp ap Ypis Yxis
Fermentacion /
0 | 0 | @ | 99| @ [een| @) | @)
E 0.145 | 4.790 | 0.999 | 1.413 | 0.715 | 1.011 | 0.716 | 0.035
B 0.132 | 5.247 | 1.145 | 2.896 | 0.811 | 2.051 | 0.708 | 0.074
D 0.193 | 3.601 | 1.757 | 3.873 | 1.301 | 2.867 | 0.740 | 0.052
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VI. EXPLOSION DE VAPOR

6.1 METODOLOGIA

6.1.1

CARACTERIZACION DEL MATERIAL LIGNOCELULOSICO

La caracterizacion del residuo lignocelulésico de sorgo dulce se realiz6 siguiendo
las técnicas del laboratorio Nacional de Energia Renovable (NREL) para la
determinacién de extractivos (Sluiter et al., 2008a), cenizas (Sluiter et al., 2008b),
carbohidratos estructurales y lignina en la biomasa (Sluiter et al., 2008c). La
determinacién de cenizas, carbohidratos estructurales y lignina se realizé de
acuerdo a la metodologia descrita en la seccion 5.1.1. Se realiz6 ademas la
determinacidn de extractos acuosos y etandlicos. El material utilizado estaba seco
y tenia un tamafio de particula promedio de 0.285 mm.

6.1.1.1 DETERMINACION DE EXTRACTOS ACUOSOS

a)
b)

c)
d)
e)
f)
9)
h)
)
)

K)

En cartuchos de celulosa se pes6 aproximadamente 6 g de material

En matraces de fondo plano de 500 ml previamente secado a 105+5 °C por
12 h, se afadieron 5 cuerpos de ebullicion y se registro el peso.

Se afadieron 170 ml de agua destilada en cada uno de los matraces de
fondo plano.

Los cartuchos de celulosa que contenia la muestra se colocaron dentro de
tubos de extraccion Soxhlet de 85 ml.

Se montaron los equipos de extraccién Soxhlet ajustando los matraces a
los tubos de extraccién y los condensadores con agua de enfriamiento.

Se colocaron las parillas de calentamiento y se calentd hasta que se
efectud la primera sifonada.

Se ajusté la temperatura y se dejé en reflujo por 24 h.

Una vez terminada la extraccion se recuper6 el liquido de los tubos Soxhlet.
Se transfirié el liquido a un matraz volumétrico y se midié su volumen,
ademas se tomd una alicuota de 20 ml para su analisis en HPLC.

Los matraces de fondo plano se secaron a 1055 °C por 24 h. Transcurrido
este tiempo se dejaron enfriar dentro de un desecador de cristal y se
pesaron.

Se calculd la cantidad de extractos acuosos por diferencia de peso.
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6.1.2 DETERMINACION DE EXTRACTOS ETANOLICOS

a) Los cartuchos de celulosa usados para la extraccion acuosa se usaron para
la extraccion etandlica.

b) En matraces de fondo plano de 500 ml previamente secado a 105+5 °C por
12 h, se afadieron 5 cuerpos de ebullicion y se registro el peso.

c) Se anadieron 170 ml de etanol en cada uno de los matraces de fondo
plano.

d) Se siguid la misma metodologia que en la extraccion acuosa previamente
realizada.

6.1.3 PRETRATAMIENTO ACIDO H3PO4 CON EXPLOSION DE VAPOR

Se realizo un pretratamiento acido empleando HsPO4 y una posterior explosion de
vapor. Se calcul6 la densidad aparente del material lignocelulésico de sorgo dulce
seco y se realizaron pruebas de mojabilidad. De acuerdo a los resultados
obtenidos se determind hacer 5 explosiones de vapor, cada una de ellas con una
carga de 200 g de material seco. Cada carga de 200 g de material seco fue
previamente impregnada con HsPO4 al 0.5 % (p/p) durante 24 h a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo se prensé manualmente cada carga de
material para extraer la mayor cantidad de liquido posible. Posteriormente se
realizaron cinco explosiones de vapor. Cada explosion de vapor se llevd a cabo a
190°C por 5 minutos en un equipo de explosion de vapor esto de acuerdo a las
condiciones previamente reportadas por Castro et al., 2017.

6.1.4 HIDROLISIS ENZIMATICA

El material proveniente del pretratamiento con explosion de vapor fue llevado a
sacarificacion. Esta se llevo a cabo en matraces de 100 ml con tapa rosca. Se
realiz6 un estudio de la sacarificacion a través de un disefio experimental
compuesto rotable el cual se muestra en la Tabla 12, en el cual los factores a
evaluar fueron la carga de sélido con niveles de 1.89 % a 23.10 % p/v y la carga
de hemicelulasas (Cellic HTec-2 Novozymes) con niveles de 58.57 a 341.42 Ul/ g
de solido. El disefio consta de 13 tratamientos, 8 experimentos factoriales y 5
puntos centrales, cada uno se realizé por triplicado. Ademas se colocaron 9
matraces como controles de celulosa y 9 blancos de enzimas. Se mantuvo una
carga de celulasas (Cellic CTec-2 Novozymes) constante de 15 UPF/ g de sélido.
Se ajusto el pH de 1.5 kg de material con 2.74 g de KOH hasta un pH de 4.8. Sé
agregaron 25 ml de un buffer de citrato con pH 5 a cada uno de los matraces. La
hidrolisis enzimatica se llevo a cabo a 50 °C, 150 rpm por 96 h.
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Tabla 12 Disefio compuesto rotable

. Carga de solido 'Carga de
Tratamiento o Hemicelulasas IU/g
o (p/v) ey
sélido
1 12.5 200
2 12.5 200
3 12.5 200
4 12.5 341.4213562
5 5 100
6 20 100
7 5 300
8 1.893398282 200
9 23.10660172 200
10 12.5 58.57864376
11 12.5 200
12 20 300
13 12.5 200
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6.2 RESULTADOS
6.2.1 CARACTERIZACION DEL MATERIAL LIGNOCELULOSICO

Los resultados de la caracterizacion del bagazo de sorgo dulce se muestran en la
Tabla 13. Esta caracterizacion muestra que 23.75% del material son extractos de
los cuales 20.84 % son extractos acuosos y 2.91 % son extractos etanolicos. Este
material soluble puede ser azlUcares no estructurales, clorofila, ceras o algunos
otros compuestos. El andlisis de los extractos acuosos tras una post-hidrélisis
arrojo un contenido de glucosa no estructural del 4.37%. El bagazo de sorgo dulce
sin extraccion contiene 27.92 % de celulosa, 18.65 % de Hemicelulosa y 13.15 %
de lignina soluble e insoluble.

Tabla 13 Caracterizacién de sorgo dulce antes y después de la extraccion

Materia prima
Materia prima extraida original
_ (%) (%)
Glucosa 40.28 30.71
Xilosa 23.76 18.1
Galactosa 0 0
Arabinosa 2.25 2.96
Extractos - 23.75
Lignina Acido Insoluble 16.16 12.32
Cenizas Acido Insolubles 2.93 2.23
Lignina Acido Soluble 1.08 0.83
Celulosa 36.62 27.92
Hemicelulosa 21.02 18.65
Cenizas totales 3.53 5.29
Acetilos 2.38 1.81

6.2.2 PRETRATAMIENTO ACIDO H3PO4 CON EXPLOSION DE VAPOR

La densidad aparente del material empleado fue de 130 kg/ m3. El liquido
resultante del prensado posterior a la impregnacion con H3POs fue analizado,
dando como resultado una composicion de 3.71 g/L de glucosa, 5.08 g/L de xilosa,
galactosa y manosa, 0.26 g/L de acido férmico y 0.23 g/L de acido acético. Una
post-hidrdlisis de este liquido fue hecha para liberar los azlcares monoméricos
presentes en forma oligomérica, el resultado mostré un contenido de 2.64 g/L de
manitol y 0.22 g/L de xilosa. La fraccion solida fue llevada al equipo de explosion
de vapor con un peso de 8.87 kg y un pH de 5. Una vez hecha la explosion de
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vapor, se recuperaron 8 kg de material con un pH de 4.66, una humedad de 84.48
% y una relacion de solido/liquido de 10.52 %. La fraccion liquida fue analizada y
arrojé un contenido de 2.21 g/L de glucosa, 0.123 g/L de arabinosa y 1.7 g/L de
manosa. Posteriormente se realizd una post-hidrélisis a este liquido. El resultado
de la post- hidrolisis mostr6 un contenido de 3.84 g/L de glucosa, 4.14 g/L de
xilosa, 0.32 g/L de galactosa y 1.02 g/L de arabinosa. Cabe destacar que este
método de pretratamiento no gener6 compuestos de degradacion en el material
pretratado.

6.2.3 HIDROLISIS ENZIMATICA

Los resultados obtenidos en la hidrélisis enzimatica se muestran en la Tabla 14.
En esta tabla se muestran la recuperacion de glucosa, xilosa y arabinosa para
cada una de las condiciones probadas en los tratamientos. De ahi se puede ver
que el tratamiento en el cual se logré recuperar una mayor cantidad de glucosa fue
el tratamiento nimero 5, en el cual se probo6 una carga de sélidos de 5 % p/v y una
carga de hemicelulasas de 100 Ul/ g de sdlido, y de acuerdo a la recuperacion
méaxima tedrica de este tratamiento de 0.39 g de glucosa se logré recuperar 0.31
g de glucosa, lo cual equivale a un porcentaje de recuperacion del 78.75 %, la
recuperacion de xilosa fue de 84.92 %. Por su parte, el tratamiento niumero 13, en
el cual se prob6 una carga de sélido de 12.5 % p/v y una carga de hemicelulasas
de 200 Ul, logr6 recuperar la mayor cantidad de glucosa, que de acuerdo a la
recuperacion maxima teorica de este tratamiento de 0.59 g de xilosa se logro
recuperar 0.55 g de xilosa, lo cual equivale a un porcentaje de recuperacion del
94.07 %.

Se realizé un analisis estadistico del disefio experimental con la ayuda del
software Statgraphics Centurion XVI. En la Tabla 15 se muestra el andlisis de
varianza para la glucosa y xilosa como variables de respuesta. El valor de la
prueba P de los factores probados indica si estos son significativos sobre las
variables de respuesta si el valor de P es menor que 0.05 con un nivel del
confianza de 5%. En este caso, la carga de sélidos en los niveles estudiados
resulta significativa sobre la recuperacion de glucosa con un valor de la prueba P
de 0.0003. Ademas resulta evidente la influencia de la carga de solidos en este
experimento el término cuadratico de la carga de sélidos resulta estadisticamente
significativo sobre la recuperacion de xilosa con un valor de la prueba P de 0.0067
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Tabla 14 Resultado del disefio compuesto rotable

Recuperacion

Recuperacién

Recuperacién

Tratamiento tec()él)ca ) (%)

Glucosa Xilosa Glucosa Xilosa Glucosa Xilosa
1 0.99 0.59 0.69 0.52 69.06 87.97
2 0.99 0.59 0.69 0.51 69.76 87.37
3 0.99 0.59 0.71 0.52 70.94 88.62
4 1.00 0.59 0.70 0.53 69.83 89.34
5 0.39 0.23 0.31 0.19 78.75 84.92
6 1.61 0.95 0.95 0.76 58.93 79.83
7 0.39 0.23 0.27 0.20 70.03 85.48
8 0.15 0.09 0.11 0.07 76.93 85.60
9 1.89 1.12 1.10 0.89 58.37 79.72
10 0.98 0.58 0.72 0.51 72.89 88.03
11 0.99 0.59 0.71 0.54 71.07 91.40
12 1.64 0.97 0.97 0.80 59.14 83.00
13 0.99 0.59 0.75 0.55 75.44 94.07

Tabla 15 Analisis de varianza de disefio compuesto rotable

Glucosa Xilosa

Valor P Valor P
A:Carga de sélidos 0.0003 0.0649
B:Carga de hemicelulasas 0.3338 0.2594
AA 0.0652 0.0067
AB 0.1496 0.618
BB 0.4877 0.1584
R? (%) 91.59 81.85
R? ajustada (%) 84.59 66.73

En los diagramas de Pareto presentados en las Figuras 28 y 29 del efecto
estandarizado para la glucosa y la xilosa respectivamente, se puede confirmar que
el factor que mayor efecto tiene sobre la liberacion de glucosa es la carga de
sélidos. Esto también resulta evidente para la liberacion de xilosa ya que el
principal factor que afecta ésta es el término cuadrético de la carga de sélidos por
lo que es muy probable que su superficie de respuesta presente curvatura. Este
efecto de la carga de solidos sobre ambas variables de respuesta indica que la
hidrolisis enzimatica se ve favorecida por bajas cargas de sdlido.
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Figura 28 Diagrama de Pareto de efecto estandarizado para la glucosa
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Figura 29 Diagrama de Pareto de efecto estandarizado para la xilosa
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A través del modelo matematico al cual se ajusto el disefio experimental, el cual se
presenta en las Ecuaciones 20y 21, se generaron superficies de respuesta para la
recuperacion de glucosa y xilosa, esto con el objetivo de ubicar en el espacio
tridimensional la regiébn en donde se encuentra las condiciones sobre las cuales se
da la mejor hidrolisis enzimética del material lignocelulésico dentro de los niveles
probados en este estudio.
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Glucosa = 82.617 — 0.482121 x A — 0.011216 * B — 0.0425004 * A% + 0.00297667 * A * B — 0.0000973565
x B2 (20)

Xilosa = 73.7739 + 131762 * A + 0.0811997 * B — 0.0702552 * A2 + 0.00087 * A * B — 0.000194894
* B2 (21)

Donde:
A: Carga de solidos % (p/v)

B: Carga de hemicelulasas (Ul/ g de sdlido)

La superficie de respuesta para la recuperacion de xilosa se generé para la carga
de solidos en funcion de la carga de hemicelulasas, la cual se presenta en la
Figura 30. La superficie de respuesta para la recuperacion de glucosa se genero
de igual manera para la carga de sélidos en funcion de la carga de hemicelulasas
y ésta se presenta en la Figura 31. De aqui se puede observar que la mayor
recuperacion de xilosa se ubica en el centro de la curva, es decir, a una carga de
sélidos aproximadamente de 12 % (p/v) y una carga de hemicelulasas de 200 Ul /
g de sdlido, en esta region logra recuperarse por encima del 90% de la xilosa. Por
su parte en la superficie de respuesta para la liberacion de glucosa se puede
observar que ésta se ve beneficiada por cargas de sélido bajas de
aproximadamente 4% (p/v) y como es de esperarse es poco sensible a la carga de
hemicelulasas.

Figura 30 Superficie de respuesta estimada para xilosa (carga de sélidos vs carga
de hemicelulasas)
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Figura 31 Superficie de respuesta estimada para glucosa (carga de solidos vs

carga de hemicelulasas)
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VII.DISCUSION DE RESULTADOS

La caracterizacion del bagazo de sorgo dulce mostré que contiene 30.26% de
glucanos y 18.71 % de azUcares provenientes de la hemicelulosa por lo que,
48.97% de su composicion son azucares, lo cual lo hace un cultivo prometedor
para su uso como cultivo energético ya que al ser comparado con cultivos
similares que actualmente son empleados para este objetivo como lo es el
rastrojo de maiz, sobre el cual se ha reportado un contenido de azucares de 29.9
% de glucanos, 19.6 % de xilanos y 3.4 % de arabinanos (Vargas-Tah et al.,
2015), el contenido de azucares resulta ser muy similar al del bagazo de sorgo
dulce.

Tabla 16 Composicién del bagazo de sorgo dulce reportada

(@] ©
© o n
5 Sa 8 § .2 QS B o 9 v o
8 <) 6 Dl o 6 =l e < T J o < = =) ° =) = o N <) 8_-_:
5 SO 8SORETEIRc3 85| 8| 8¢ | K57°
K} £ 3 sgl 229 £2 © 2 3] 5 g
& g dg -85 59 © 51 °
r T
Heredia-Olea et al., 2012 | 19.1 4.3 13.5 0.5 42.4 22.9 - 0.05
Pengilly et al., 2015 7.66 18.26 57.58 2.23 5.2
Damay et al., 2018 35 11.2 26.3 24.3 4.7 -
Castro et al., 2007 - - 19.6 44.4 22.7 - 2.6
Li et al., 2016 14.2 21.3 38.2 22.8 35 -
Barcelos et al., 2016 4.5 19.8 40.4 20 0.5 -
Baneriji et al, 2013 11.3 13.04 42.63 26.2 3 -

En la Tabla 16 se muestra la composicién de diferentes materiales lignocelulésico
de sorgo dulce reportados. Estas composiciones pueden ser comparadas con los
resultados obtenidos en este estudio. El contenido total de lignina del bagazo de
sorgo dulce resultd de 18.69%, esto corresponde con lo reportado por otros
autores como Pengilly et al., 2015 quienes reportan un contenido de lignina total
de 18.26%, Castro et al, 2007 reportaron un contenido de lignina de 19.6% vy
Barcelos et al., 2016 un 19.8%. El contenido de azlcares provenientes de la
celulosa fue de 30.26%, otros autores como Heredia-Olea et al., 2012 han
reportado mayores contenidos de estos azucares de 42.4%, lo mismo sucede con
los azucares de la hemicelulosa, los cuales representa un 18.71%, otros autores
han reportado contenidos mayores de hasta 22.7% (Castro et al, 2007).
Ballesteros et al., 2004 reportaron contenidos de azucares provenientes de la
celulosa de 44.6 % y 25.3 % de azucares provenientes de la hemicelulosa. Esta
diferencia significativa que existe entre el material caracterizado en este estudio y
lo ya reportado puede atribuirse a la madurez en el momento de la cosecha y al
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genotipo del cultivo. Respecto a los extractos solubles en agua y etanol, Heredia-
Olea et al., 2012 reportaron contenidos de 19.1 % de extractos acuosos y 4.3 %
de extractos etandlicos lo cual corresponde bien a los resultados obtenidos en
este estudio, los cuales fueron de 20.84 % de extractos acuosos y 2.91 % de
extractos etandlicos.

La diferencia en la composicion de la caracterizacion reportada en la tabla 6 y la
reportada en la tabla 13 se atribuyen a que para estos experimentos se utilizaron
diferentes equipos por lo que la medicion de estos varia, sin embargo estas son
similares por lo que pueden ser usadas para calcular los rendimientos de cada uno
de los experimentos.

Para la recuperacion de los azucares presentes en el material fue necesario
realizar un estudio del pretratamiento del bagazo de sorgo dulce. Se realiz6 el
estudio de dos métodos de pretratamiento, el primero empleando una mezcla de
H2SO4/ H3POa4, en este estudio se obtuvieron las condiciones de pretratamiento
optimas de 26.85 min, 1 % (p/p) de H3PO4 y 1.96 % (p/p) de H2SO4, las cuales
permitieron recuperar 24.74 g de pentosas / 150 g de solido seco. En este sentido,
otros métodos de pretratamiento para el bagazo de sorgo dulce han sido
probados. Banerji et al., 2013 probdé factores de severidad bajos para el
pretratamiento de sorgo dulce empleando H2SOs4, en el cual las condiciones de
pretratamiento optimas de 121°C, 2% (p/p) de H2SO4 ,60 min y una carga de
sélido del 10% permitieron recuperar 35.25 g de pentosas/ 150 g de solido seco, lo
cual representa una mayor recuperacion a la de este trabajo, esto puede deberse
a que emplearon un tiempo de reaccién mucho mayor al empleado en este estudio
y a que emplearon una carga de solidos mas baja, por lo que la difusion del &cido
dentro del material fue mas féacil. Por otra parte, de Heredia-Olea et al., 2012
reportaron que las condiciones de pretratamiento acido optimas para la hidrolisis
de bagazo de sorgo dulce de 121°C, 1.48 % (p/p) de H2S0O4, 101 min y una carga
de solidos del 6% permitieron recuperar 21.6 g de pentosas/ 150 g de sélido seco,
lo cual resulta menor a los resultados obtenidos en este estudio, lo cual pudo
deberse a la baja concentracion de H2SO4 que emplearon.

Respecto al pretratamiento de materiales lignocelulésico empleando &cido
fosforico, Avci et al.,, 2013 hidrolizaron rastrojo de maiz empleando H3POs y
encontraron que la mayor recuperacion de xilosa fue de 91.4% empleando 1%
(v/v) de HsPOa4, 160°C, 10 min y una carga de sélidos de 10%. Al realizar la
comparacion con los resultados obtenidos en este estudio, en donde se logrd
recuperar el 82.09 % de la xilosa, podemos darnos cuenta que la temperatura y el
HsPOa4, tienen un efecto positivo sobre la hidrélisis de la hemicelulosa o liberacion
de xilosa, por lo que al aumentar ésta se requieren concentraciones mas bajas de
H3POa.

Otro tipo de pretratamientos para la hidrélisis del bagazo de sorgo dulce han sido
estudiados, tal es el caso del pretratamiento de explosion de vapor. Los resultados
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obtenidos de la impregnacion con H3sPO4 y la explosion de vapor del bagazo de
sorgo dulce muestran que estas etapas tuvieron un efecto sobre la estructura de la
biomasa por accion del acido, el cambio de presion y la temperatura. Las
condiciones probadas en este estudio de 200 °C, 5 min y una concentracion de 0.5
%(p/p) de H3POa4lograron una recuperacion de 52.25 % de xilosa y 31.81 % de la
glucosa presente en material. Estas condiciones permitieron una mayor
solubilizacion de la fraccidn hemicelulosica que de la celulésica, lo cual era de
esperarse ya que se ha reportado que el efecto de este pretratamiento es
solubilizar la fraccion hemicelulosica para mejorar la accesibilidad de las enzimas
a la celulosa (Himmel et al., 2007). En este sentido, un estudio realizado por Shen
et al., 2012 en el cual se probaron condiciones de pretratamiento similares a las de
este estudio, 190 °C, 5 min con impregnacion de SO:2 para el pretratamiento de
bagazo de sorgo dulce logré una solubilizacion del 49.48 % del xilano presente en
el material, lo cual al ser comparada con la solubilizacion obtenida en este estudio
resulta ligeramente menor pero muy similar.

Al realizar una comparacion de los dos métodos de tratamiento empleados en este
estudio, se puede determinar que el método que liber6 una mayor concentracion
de azucar fue el pretratamiento en el cual se emple6 una mezcla de H2SO4/
H3POs, el cual tuvo una recuperacion de 82.09 % de la xilosa 'y 21.91 % de la
glucosa, sin embargo hubo una produccién de furanos totales de 1.26 g/L. Por su
parte el pretratamiento con explosion de vapor logré recuperar 52.25 % de la
xilosa y 31.81 % de la glucosa y este pretratamiento no gener6 furanos, lo cual
representa una ventaja ya que garantiza que no hay perdidas de azucares por
degradacion y ademas que no se vera afectado el crecimiento microbiano, lo cual
conduciria a bajos rendimientos en la fermentacion.

Sin embargo al realizar la hidrolisis enzimatica del material pretratado con la
mezcla de H2SO4/ H3POa, la mayor recuperacion que se alcanzo fue de 70.71 %
de glucosay 80.81 % de xilosa, la cual se logro al sacarificar una carga de solidos
del 15% y afadiendo una dosis enzimatica de 6% (p/p) (Cellic CTec-3
Novozymes)/ gramo glucano y 1% (p/p) (Cellic HTec-3 Novozymes)/gramo
glucano. Por su parte el estudio de la hidrélisis enzimatica del material pretratado
con impregnacion de HsPO4 y explosion de vapor logré encontrar las condiciones
para recuperar 78.75 % de la glucosa y 94.06 % de la xilosa. La maxima
recuperacion de xilosa se logré con una carga de solidos de 12.5 % y una dosis
enzimatica de 200 Ul/ g de sdlido seco de (Cellic HTec-2 Novozymes) y 90 FPU/
ml de (Cellic CTec-3 Novozymes) , en el caso de la maxima recuperacion de
glucosa, ésta se dio con al probar una carga de soélidos del 5% y una dosis
enzimatica de 100 Ul/ g de sdlido seco de (Cellic HTec-2 Novozymes) y 90 FPU/
ml de (Cellic CTec-3 Novozymes). A pesar de que se logr6 una mejor
recuperacion en esta ultima hidrélisis enzimatica esto puede ser atribuido a que se
empled una carga de soélidos mas baja, 5 % y 12 %, comparacion con la carga de
15 % que se empled en la hidrélisis enzimatica del sorgo dulce pretratado con la
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mezcla de acidos. Esta menor carga de solidos mejora la agitacion del material
contenido dentro del matraz por lo que aumenta el contacto que tienen las
enzimas con el sustrato. Ademas es claro que se requiri6 una mayor carga de
enzimas para una liberacién que no fue significativamente mayor a la obtenida en
la hidrdlisis enzimatica anterior. Esto es de gran relevancia ya que existen estudios
econémicos que afirman que una conversion de 80 a 90 % puede ser mas
rentable que lograr una conversibn completa empleando una dosis enzimatica
mayor (Shen y Agblevor, 2008). Otro aspecto de gran importancia es que la
hidrélisis enzimatica del material pretratado con la mezcla de &cido se realiz6 en
48 h y la del material pretratado con H3POa4 y explosién de vapor se realizé por 92
h. Esto es importante ya que mayores tiempos de reaccion implican un aumento
en los costos del proceso.

Otros estudios similares como el realizado por Pengilly et al., 2015, en cual realiz
la hidrolisis de bagazo de sorgo dulce pretratado con explosion de vapor,
reportaron que las condiciones éptimas para lograr la recuperacion de 36.48 g de
azucares /100 g de bagazo es empleando una carga de sélidos del 2 % y una
dosis enzimética de 0.15 ml de Cellic CTec-2 Novozymes / g de solido seco y 0.32
ml de Cellic HTec-2 Novozymes / g de sélido seco.

En el caso de los resultados logrados en la fermentacion de los jarabes obtenidos
con un contenido de azlcares totales de 72.41 g/L (glucosa, xilosa, arabinosa) se
logro la produccion de aproximadamente 29.27 g/L de acido lactico sin emplear
algun método de detoxificacion para eliminar los furanos presentes en los jarabes
empleando la cepa E. coli JU15 con una productividad de 0.71 g/L* h de &acido
lactico y un rendimiento aparente de 0.71 g de &cido lactico / g de azucares
totales, lo cual representa un buen rendimiento si se compara con estudios
previamente realizados para probar la produccién de acido lactico por esta cepa.
En el estudio realizado por Utrilla et al., 2016 se utilizaron hidrolizados de bagazo
de cafia de azucar, previamente pretratados con acido diluido y detoxificados con
hidroxido de calcio. A partir de 70 g/L de azucares totales (glucosa, xilosa y
arabinosa) se logré una productividad de 0.98 g/L*h de &cido lactico y un
rendimiento aparente de 1.11 g de acido lactico/ g de azlcares totales. Este
rendimiento aparente mayor a 1 se debe a que no se tomaron en cuenta otros
azucares presentes en el hidrolizado para realizar el célculo del rendimiento. Al
comparar el rendimiento obtenido en este trabajo con lo ya reportado para esta
cepa, se puede observar que se obtuvieron rendimientos mas bajos a lo esperado,
eso se atribuye a la falta de control de la agitacion por lo que la fermentacion pudo
no haber estado todo el tiempo en condiciones anaerobias y esto se ve reflejado
en el aumento de la concentracion de acido acético, el cual aumento de una
concentracion de 4.7 g/L a 8.2 g/L, por lo que es evidente que una parte del flujo
de carbono se fue a la produccion de este acido. Ademas de acuerdo a la cinética
de crecimiento microbiano se puede observar que al momento de inocular la cepa,
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ésta aun estaba en su fase de adaptacion por lo que parte del carbono fue
utilizado para la producciéon de biomasa.

VIIl. CONCLUSIONES

» La caracterizacion del sorgo dulce demostré que es un cultivo prometedor
para la recuperacion de azucares fermentables y su transformacion en
biocombustibles y derivados quimicos, gracias a que contiene 30.26% de
glucanos, 15.75% de xilanos y 2.96 % de arabinanos, lo cual representa un
buen contenido de azucares en su composicion.

« A través de un disefio factorial y posteriormente una superficie de
respuesta, se lograron encontrar las condiciones de pretratamiento
termoquimico con &cido diluido 6ptimas de 130°C y 27 min empleando una
mezcla de 1% (w/w) HsPOa4 /2 % (w/w) H2SO4 con un factor de severidad
combinado de 1.46 que permitieron recuperar el 82.68 % de xilosa y
18.19% de glucosa presente en el material lignocelulésico de sorgo dulce
produciendo 1.41 g/L de furanos totales.

« La hidrélisis enzimatica secuencial de los residuos solidos empleando
diferentes cargas de enzima, permiti6 determinar la carga Optima de
enzima para liberar la mayor cantidad de azucares restantes en el material,
la cual fue de 6% p/p Cellic CTec3 / g glucanos 1% p/p Cellic HTec3 / g
xilanos, asi como el tiempo necesario de reaccion el cual fue de 12 horas.
Bajo estas condiciones fue posible recuperar 76.83% de la glucosa con una
velocidad de conversion de 1.33 g/h y 93.22% de la xilosa con una
velocidad de conversion de 0.09 g/h con un contenido final de furanos de
1.26 g/L.

* La cepa E. coli JU15 fue capaz de crecer y producir 29.27 g/L acido lactico
usando como sustrato azlUcares provenientes de la hidrolisis de bagazo de
sorgo dulce sin detoxificacién y complementando el medio de fermentacion
con solo un tercio del medio mineral requerido por la cepa.

» El pretratamiento de sorgo dulce empleando una impregnacion con HsPOa4
al 0.5 % (p/p) durante 24 h y posteriormente tratado con explosion de vapor
a 190 °C por 5 min logro recuperar 52.25 % de la xilosa y 31.81 % de la
glucosa y no generd la formacién de furanos.

« El estudio de la hidrélisis enzimatica del material pretratado con
impregnacion de HsPOas y explosion de vapor a través de un disefio
compuesto rotable permiti6 encontrar las condiciones bajo las cuales se
logro la recuperacion de 78.75 % de la glucosa y 94.06% de la xilosa. La
maxima recuperacion de xilosa se logré con una carga de solidos de 12.5 %
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y una dosis enzimatica de 200 Ul/ g de sélido seco de (Cellic HTec-2
Novozymes) y 90 FPU/ ml de (Cellic CTec-3 Novozymes) , en el caso de la
méxima recuperacioén de glucosa, ésta se dio con al probar una carga de
sélidos del 5% y una dosis enzimatica de 100 Ul/ g de solido seco de (Cellic
HTec-2 Novozymes) y 90 FPU/ ml de (Cellic CTec-3 Novozymes).

IX. PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis, las perspectivas de futuros
trabajos se orientan en realizar estudios sobre la hidrélisis enzimatica del material
pretratado , ya que esta se vio muy afectada por la limitada agitacion que
proporciona el uso de matraces y agitadores orbitales por lo que se espera que al
mejorar la agitacion exista una mayor superficie de contacto entre el material
lignocelulésico y las enzimas, ademas de evitar en asentamiento de los sélidos en
el fondo de los matraces.

Otro punto que seria interesante complementar seria la fermentacion de los
hidrolizados producidos en este trabajo. Ya que si bien se logré el objetivo de
producir acido lactico empleando hidrolizados de sorgo dulce, la fermentacion de
este trabajo se vio muy limitada por el sistema de agitacion y control del pH, por lo
gque se espera que al superar ese obstaculo se puedan obtener mejores
rendimientos en la produccion de &cido lactico.

En este sentido, también seria importante realizar un estudio de la fermentacién
en el cual se inocule con una mayor densidad Optica ya que de acuerdo a los
resultados obtenidos se puede observar que la bacteria empleo parte del tiempo
de fermentacién en su fase de adaptacion por lo que seria interesante poder
inocular una vez que se haya superado esta fase y se comience con la fase
exponencial. Ademas podrian probarse tiempos de fermentacién mas prolongados
ya que en los experimentos realizados no se llegé a consumir por completo el
sustrato.

Ademas seria interesante realizar un estudio sobre la purificacion del &cido lactico
producido en esta fermentacion para su uso en la industria y su potencial
polimerizacioén para la produccion de PLA.

Finalmente podria realizarse el escalamiento en planta piloto de este proceso de
obtencion de acido lactico y realizarse un estudio econémico para evaluar su
viabilidad.
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