UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PRODUCCION DE ETANOL POR SACARIFICACION Y FERMENTACION
SIMULTANEA DE RESIDUOS PRETRATADOS DE Zea mays

TESIS PROFESIONAL POR ETAPAS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
LICENCIATURA EN BIOLOGIA

PRESENTA:
BRENDA MABEL CORTES OCAMPO

DIRECTOR DE TESIS:

Dr. LUIS CASPETA GUADARRAMA

CUERNAVACA, MORELOS ENERO, 2021



La presente Tesis de Licenciatura titulada “Produccion
de etanol por sacarificacion y fermentacién simultanea
de residuos pretratados de Zea mays” fue desarrollada
por Brenda Mabel Cortés Ocampo en el Departamento
de Ingenieria Celular y Biocatdlisis del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de
México, bajo la direccion del Dr. Luis Caspeta
Guadarrama y conté con el apoyo econ6mico del
Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e

Innovaciéon Tecnoldgica (PAPIT) nimero TA200119.



Agradecimientos

jGracias Dios por no abandonarme!

A mis padres, Marina y Angel, este es un reconocimiento a todo su sacrificio y amor,
ustedes hicieron posible esto. Papa esta va por ti hasta el cielo.

A las mujeres de mi vida mis hermanas, por todo su apoyo y aliento. Especialmente a
mi hija Marbet por recordarme mi fuerza y valentia para lograr mis objetivos.

A mi mejor amigo y compafiero Uriel porque siempre supo cdmo sacarme una sonrisa
y por acompafarme en este proceso.

Al Dr. Caspeta por recibirme en su grupo de trabajo, ser mi mentor, y por alentarme a
seguir adelante pese a las dificultades.

A mis compaferos del Laboratorio de Ingenieria de Vias Metabdlicas, en especial a
mis compafieros Ledn, Caheri, Fernando y Daniel por sus consejos y paciencia
durante mi estancia en el laboratorio.



INDICE GENERAL

Contenido Pagina

I T 4 o To LU oo T o [PPSR PPPPPPRt 1
I N o 1 = Lo PSR 3
A AN ) (=TT =To [T o1 =T 5
2.1. Retos actuales en la produccién de etanol de segunda generacion ............ceeeeeeeeeennnn. 5
2.1.1. Biomasa ligNOCEIUIOSICA. ...cccceiiiiiiiiiieiee et e e e e e e e e as 5
2.1.1.1 Rastrojo de Zea mays: disponibilidad ...........ccooooiiii 6
2.1.1.1.1. Caracteristicas estructurales del rastrojo de Maiz ..........cccoeecvvviiieeeeeiiiiiiiiieeeeenn, 7
2.2. Proceso general de produccion de etanol de segunda generacion ..........ccccccuvveeeeennn. 7
2.3. Uso de levaduras parala obtencion de etanol.........ccccooeeieiiiiiiiiiiiiiieecceeeeeeeeee e 11
2.3.1 SACCNAIrOMYCES COIBVISIAR ...uuuuiiiiiiiiiiiiiiiii s 11
2.3.1.1. Tiempo de adicion de 1as 18VATUIAS ........c.uuuiiiiieeeiiiiiiieiee e 13
2.4. Alternativas al proceso general de produccion de etanol de segunda generacién....14
2.4.1 Sacarificacion y fermentacion Simultan@a.........cccoooviiuiiiiiiiiee i 17
3. JUSTITICACION 1.ttt s 19
I T o Yo =S F SRS 20
LT o= Y0 1 21
5.1. ODJEUVO GENMETAI ....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie s 21
5.2. ODjetiVOS ESPECITICOS...uuuiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e as 21
6. EStrategia @XPeriMeENTal ...... ... .. ueiiiiiiiiiiiiiiii s 22
7. MaterialeS Y MELOTOS ... eeeieiiiiee ettt e ettt e e e e e s e e e e e e e e e s nsteeeeeaeeeeeannnnneeeeaaeens 23
7.1. Cepade SacCharOmMyCES CEIEVISIAC......iuuuiuiiii i i ee et e e e e e e e e e eeaennnns 23
7.1.1. Preservacion dE 1S CEPAS ....cuuuuuiiii i it e e e e e ettt s s e e e e e e e et s e e e e e e eaaaan e e e e e eeeannnnan 23
7.2. MEAIOS U CUITIVO 1ttt s 23
7.3. Preparacion del INOCUIO ......cooviiiiii e e e e e e e e e e e e e eeaannnas 24
A T8 R 1= T oY o ] 24
7. 3.2 INOCUIO ettt s 24
7.4, CUITIVOS BN FEACTOIES ..uuuutiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiittt s 25
A 2 - Ty d oo o Fo Y =T W 1Y - | 25
7.5. Sacarificacion y fermentacion Simultan@a..........ccoouvvviiiii i 25
7.6. Determinacion de carbONIdratoS ... ....uuueiuiiiiiii s 26
8.2.1. Tiempo de iNOCUIACION: 24 NOMAS .......ccceveiiiiiie it e e e e e e e e e e aees 31, 36
8. RESUItAU0S Y AISCUSION L.uuiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeannnnns 28
8.2.1.1. BAIANCE U8 MASE@ ..vvuuvriiiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiit s 33
9. CONCIUSIONES ..ttt s 44
10. APOrtacionNeS Y PEISPECLIVAS ...ccvvviiiii e i i e e ieeeiee e e e e et e e e e e e e et e e e e e e e eaaaaa e e e eeeeeeannnas 45
B = YT o1 F o Yo |- 1 - LU 46

I Y =3 o X< N 53



INDICE DE FIGURAS

Contenido Pagina
Figura 1.Estructura y composicion quimica de la lignocelulosa)............ccccceeeeeeininnnne. 5
Figura 2.Esquema del proceso general para la obtencion de etanol en 4 etapas.......... 8

Figura 3. Disefio experimental basado en el desarrollo de un proceso de sacarificacion
y fermentacion SIMUIANE@ ..........oouuiiiiiiii e 22
Figura 4. Equipo de fermentacion con 6 mini reactores o fermentadores en serie

acoplados a una banda de rotacion con caframos independientes y puertos de muestreo

Figura 5.Sacarificacion de rastrojo de maiz pretratado con &cido sulfarico diluido.
Concentracién de glucosa liberada en 10 y 20 % de rastrojo de maiz con carga
enziMAtica de @) L Y0 Y D) 2 Y0..uueeeiiieeeiiiie e 29
Figura 6. Cinéticas de SFS con las cepas de S. cerevisiae a) TT23 y b) S288C. Los
indculos se afiadieron 24 h después de iniciar la hidrolisis enzimatica. Al inicio de
cargaron 20 % de soélidos y 2 % del coctel de enzimas. ..........coouvvveeiiieeeieeiiiiiei e, 32
Figura 7.Cinéticas de SFS con las cepas de S. cerevisiae a) TT23 y b) S288C. Los
in6culos se afiadieron 24 h después de iniciar la hidrolisis enzimatica. Al inicio de
cargaron 20 % de soélidos y 2 % del coctel de enzimas. ...........ocevveiiiieeeiieciiiiiec e, 39
Figura 8. Modelo de superficie de respuesta tridimensional con curvatura) .............. 55

Figura 9. Representacion de las réplicas en un disefio factorial 22. ..................cccoeee. 57



INDICE DE TABLAS
Contenido Pagina

Tabla 1. Composiciéon de diferentes tipos de biomasa lignocelulsica (% en materia
seca) (Adaptado de Demirbas, 2004)..........uuuiiiii i 7
Tabla 2. Pretratamientos mas utilizados para la hidrélisis no enzimatica de la
HGNOCEIUIOSA. ... 9
Tabla 3. Ejemplos de microorganismos que toleran altas temperaturas y que se pueden
utilizar en el proceso de SFS (Choudhary,et al.,2016). ..........ccoevvrririiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 12
Tabla 4. Procesos alternativos para la produccién de etanol de segunda generacion 16

Tabla 5. Composicion del medio YPD sélido con glucosa al 2% (concentraciones para

Tabla 6. Carbohidratos identificados por analisis gravimétrico de solidos remanentes
después de 144 h de SFS conlacepa TT23. ...ccoiiiiiiiiiiiiiieee e 34
Tabla 7. Carbohidratos identificados por analisis gravimétrico de solidos remanentes
después de 144 h de SFS conlacepa S288C..........cccceiiiiiiiiiiiiiiii e, 35
Tabla 8. Balance de masa global con respecto a la glucosa contenida en 20 g de solidos
afiadidos a la SFS con las cepas TT23 Y S288C de S. cerevisiae. Los inoculos fueron
adicionados a las 24 h de hidrolisis enzimética en mini-fermentadores operados a 150
rpmy 100 ml de volumen de trabajo. ..........ooouviiiii i 38

Tabla 9. Carbohidratos identificados por andlisis gravimétrico de solidos remanentes

después de 144 hde SFS conlacepa TT23. ...t 40
Tabla 10. Carbohidratos identificados por andlisis gravimétrico de solidos remanentes
después de 144 h de SFS conlacepa S288C...........cciiiiiiiiiiiiiiiii e 41

Tabla 11. Productos obtenidos de la SFS con inéculos de las cepas TT23 Y S288C de

S.cerevisiae adicionados a las 48 h de hidrolisis enzimatica en mini-fermentadores. 43



Resumen

1. Resumen

La quema desmedida de combustibles fésiles ha provocado un aumento sustancial de
las concentraciones de gases de efecto invernadero (GHG) en la atmosfera,
especialmente de CO,. El problema relacionado con el incremento de los GHG es el
cambio climatico, el cual se asocia al calentamiento global que ha causado un gran
deterioro ambiental (Hook y Tang, 2013). La probleméatica mencionada ha impulsado la
busqueda de combustibles alternativos con bajas emisiones de CO; al medio ambiente.
Una solucion plausible es la produccién de biocombustibles mediante el uso de fuentes
renovables como la biomasa — cualquier materia organica generada recientemente

(Hughes y Benemann, 1997).

Entre los biocombustibles que mas destacan se encuentra el etanol o bioetanol, el cual
se fabrica a escala industrial principalmente a partir de la fermentacion de los azucares
del almidén de maiz y la sacarosa de la cafia de azlcar (Ragauskas et al.,2006). Sin
embargo, el uso de estas dos fuentes de azlcares compite con la produccion de
alimento, y, por lo tanto, no representan una alternativa a largo plazo para la produccion
de biocombustibles. Una fuente de azucares fermentables mas adecuada es la materia
lignocelulosica, la cual se encuentra en abundancia ya que se puede obtener de los

residuos de la agroindustria (Abril y Navarro, 2012).

La produccién de etanol a partir de lignocelulosa se lleva a cabo en cuatro etapas: i) el
pretratamiento; ii) la hidrolisis enzimética (sacarificacion); iii) la fermentacion de los
azucares a etanol con la ayuda de levaduras; y iv) la purificacion del etanol. Para
disminuir los costos de produccion y las emisiones de CO; se ha buscado realizar la
sacarificacién y la fermentacion simultaneas (SFS) de la celulosa generada en el
pretratamiento. El reto para realizar estas dos operaciones es que los microrganismos,
en especial las levaduras, no pueden fermentar a temperaturas por encima de 37°C; vy,
sin embargo, temperaturas mayores a 40°C son necesarias para mantener la actividad
de las celulasas en nivel adecuado para asegurar una buena productividad de etanol
(Caspeta et al.,2019). Aunado a lo anterior, también se requiere de cargas elevadas de
solidos (lignocelulosa pretratada) para alcanzar altas concentraciones de azlcares,
necesarias para producir titulos de etanol adecuados para disminuir los costos de
produccion, la energia utilizada en la purificacion y las emisiones de CO, (Caspeta y
Nielsen, 2014). Sin embargo, altas concentraciones de glucosa inhiben la actividad de

las celulasas. En el presente trabajo se realiz6 la sacarificacion por separado, asi como
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la SFS de celulosa de rastrojo de maiz obtenida por un pretratamiento termo-4cido. Para
la SFS se utilizaron cepas de Saccharomyces cerevisiae resistentes a temperaturas
iguales o superiores a 40°C, las cuales se obtuvieron por evolucién adaptativa en
laboratorio. Ambos procesos se realizaron en mini reactores con agitadores disefiados
y construidos por nosotros en nuestro grupo de investigacion. Los resultados generados
durante la realizacion de esta tesis demuestran que: i) se puede lograr la sacarificacion
del 95% de la celulosa en procesos con alta carga de solidos (20%), sin la inhibicion
total de las celulasas utilizadas; ii) se pueden generar hidrolizados con 110 g/L de
glucosa, los cuales, segun célculos, son Utiles para producir caldos de fermentacién con
hasta 55 g/L de etanol; iii) en experimentos de SFS, tanto las cepas termo tolerantes
como sus parentales no evolucionadas lograron acumular 10 g/L de etanol y 2 g/L de
glicerol, también se observaron remanentes de glucosa de 71 g/L, lo que sugiere una
liberacién total de azucares correspondiente a 95 g/L; iv) comparado con el maximo de
110 g/L (i), el obtenido con SFS es muy cercano y sugiere que la sacarificacion es muy
eficiente a 45°C; v) la productividad aumenta cuando la SFS se inocula después de 24
h con las levaduras; y iv) el etanol se destila aun a 45°C lo cual sugiere que en el proceso
de SFS se puede realizar una destilacion primaria del etanol producido. Con estos
resultados, la perspectiva principal de este trabajo es realizar un disefio experimental de
superficie de respuesta para evaluar temperaturas de SFS entre 40°C y 45°C, asi como
mayores in6culos de levadura para incrementar las concentraciones de etanol sin

demeritar la liberacion total de azlicares de la celulosa.
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1.1. Abstract

The excessive burning of fossil fuels has led to a substantial increase in greenhouse gas
concentrations (GHGs) in the atmosphere, especially CO» The problem with the
increase in GHGs is climate change, which is associated with global warming that has
caused significant environmental deterioration (Hook & Tang, 2013). The above-
mentioned problem has driven the search for alternative fuels with low CO:
emissions into the environment. A plausible solution is the production of biofuels using
renewable sources such as biomass — any newly generated organic matter (Hughes &
Benemann, 1997).

Bioethanol is one of the most stand out biofuels, which is manufactured on an industrial
scale mainly from the fermentation of the sugars of corn starch and the sucrose of sugar
cane (Ragauskaset al.,2006). However, the use of these two sources of sugars
competes with food production and therefore does not represent a long-term alternative
to biofuels production. A more suitable source of fermentable sugars is lignocellulosic
matter, which is found in abundance as it can be obtained as agro-industrial
residues (April & Navarro, 2012).

The production of ethanol from lignocellulose is carried out in four stages: (i) pre-
treatment, (ii) enzymatic hydrolysis (saccharification), (iii) fermentation of ethanol sugars
with the help of yeasts, and (iv) ethanol purification. To reduce production costs and CO-
emissions, it has been sought to perform enzymatic hydrolysis and alcoholic
fermentation simultaneously. The challenge for these two operations is that micro-
organisms, especially yeasts, cannot ferment at temperatures above 42-45 °C; however,
this temperature is necessary to keep cellulase activity at the appropriate level to ensure
good ethanol productivity (Caspeta et al.,2019). In addition, high loads of pretreated
lignocellulose are also required to achieve the sugar concentrations needed to produce
adequate ethanol titles to reduce production costs and CO;emissions (Caspeta &
Nielsen, 2014).

However, high concentrations of glucose inhibit cellulase activity. In this work, the
separate fermentation was carried out, as well as the SSF of corn stubble cellulose
obtained by a thermo-acid pretreatment, for SSF, strains of Saccharomyces cerevisiae
resistant to temperatures equal to or above 40 °C were used, which were obtained by
adaptive laboratory evolution. Both processes were performed in mini reactors with

agitators designed and built by us in our research group.

The results generated during the realization of this thesis show that: (i) the 95% of

cellulose can be obtained in processes with high solid load (20%), without the total
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inhibition of the cells used; (ii) hydrolyzed with 110 g/L glucose can be generated, which
according to calculations, are useful for producing fermentation broths with up to 55 g/L
of ethanol; (iii) in SSF experiments, both thermotolerant and non-evolved parental strains
managed to accumulate 10 g/L of ethanol and 2 g/L of glycerol, 71 g/L glucose remnants
were also observed, suggesting a total sugar release corresponding to 95 g/L; (iv)
compared to the maximum of 110 g/L (ii), the one obtained with SSF is very close and
suggests that the saccharification is very efficient at 45°C; (v) productivity increases
when SSF is inoculated after 24 hours with yeasts; and (iv) ethanol is distilled at even
45°C, suggesting that primary distillation of the produced ethanol can be performed in
the SSF process. With these results, the main perspective of this work is to perform an
experimental response surface design to evaluate SSF temperatures between 40°C and
45°C, as well as higher yeast inoculums to increase ethanol concentrations without

decrementing the total release of cellulose sugars.
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2. Antecedentes
2.1. Retos actuales en la produccion de etanol de segunda generacion
2.1.1. Biomasa lignoceluldsica

El término “biomasa lignocelulésica”, hace referencia a la biomasa residual vegetal que
no es de consumo humano y que es aprovechable para la produccion de combustibles
liquidos (Gomez et al., 2008). Los combustibles que se obtienen a partir de la biomasa
lignocelulésica se conocen como biocombustibles de segunda generacion. A diferencia
de los biocombustibles de primera generacion, los de segunda generacion compiten
muy limitadamente con el uso de suelos destinados a cultivos alimenticios y del mismo
modo regulan la cantidad de residuos generados por las agroindustrias. (Antizar-

Ladislao, y Turrion-Gomez, 2008).

La pared celular de la materia vegetal estd compuesta de lignocelulosa, la cual contiene
en promedio de materia seca; celulosa, 40-60 %; hemicelulosa, 20-40%; y lignina, 10-
25% (Figura 1). Estos polimeros se encuentran en proporciones diferentes dependiendo

de la especie vegetal (Cuervo et al.,2009).

Figura 1.Estructura y composicién quimica de la lignocelulosa (tomado de Cuervo et
al.,2009; Rubin, 2008)

La celulosa y hemicelulosa son polisacaridos estructurales. La primera estd compuesta

por monomeros de D-glucosa unidos por enlaces glucosidicos 3-1,4, formando un
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polimero cristalino. La hemicelulosa estd compuesta de mondmeros de pentosas (D-
xilosas y L-arabinosa) y hexosas (D- glucosa, D-manosa y D-galactosa) (Figura 1). La
lignina es un heteropolimero de compuestos fendlicos (alcoholes aroméaticos) que brinda
soporte estructural y proteccién a los polisacaridos estructurales. Los monémeros
obtenidos de la lignina no son fermentables, por lo que este polimero es recuperado
durante el proceso de produccién de etanol y aprovechado para la produccién de
biopolimeros (Pérez et al.,2002; Jeffries, 1994).

Entre los diversos problemas que obstaculizan la produccion de biocombustibles de
segunda generacion esta la eleccién de la biomasa, ya que existen diferentes tipos de
materias primas que se pueden utilizar, sin embargo, se busca que estas cumplan las
siguientes caracteristicas: especies no cultivadas de rapido crecimiento en suelos
marginales, con alto contenido de glucosa y bajo contenido en lignina, con una
produccion minima de inhibidores de levaduras, como compuestos fendlicos y furfural,
asi como un suministro estable de la materia prima para garantizar la produccién de

bioetanol todo el afio (Hadar, 2013)

En relacion con lo mencionado anteriormente se ha observado que los mayores
recursos para la produccién de biocombustibles son las plantaciones forestales, los
residuos agricolas y subproductos organicos (Puri et al., 2012). Las materias primas
también se pueden clasificar en 4 grupos segun el tipo de recursos: madera, residuos
sélidos urbanos, papel de desecho y residuos de cultivos. Algunos ejemplos de estas

biomasas se enuncian en la Tabla 1.

Los residuos de cultivos como la paja de trigo y el rastrojo de maiz se pueden suministrar
a un precio bajo comparado con otro tipo de materias primas. Para el rastrojo de maiz,
el costo total de cosecha y suministro se estima entre $ 82.19 Mg ~' (seco) y $ 100.56
Mg~ (seco). Estos costos varian considerablemente de un area de cosecha a otra 'y de

un afio a otro, dependiendo de las condiciones climaticas (Thompson y Tyner, 2014).
2.1.1.1. Rastrojo de Zea mays: disponibilidad

El cultivo de maiz (Zea mays) es el mas grande respecto a la produccién global de
granos, ya que se producen alrededor de 820 millones de toneladas en el mundo. Con
esta produccion se obtiene una cantidad proporcional de productos residuales después
de su cosecha (tallo, bracteas de mazorca y espigas). Al subproducto resultante de esta
actividad se le conoce como rastrojo de maiz (Somerville et al., 2010; Sheehan et al.,
2003). Para México, en el 2017 la produccién de maiz fue de 27.8 millones de toneladas

(ASERCA, 2018), lo que generé un total de aproximadamente 25.5 millones de

6
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toneladas de rastrojo de maiz. En Morelos, la cantidad de residuos producidos es de
cerca de 107 mil toneladas (SAGARPA, 2015). Si por cada kg de rastrojo se obtienen
0.4 kg de celulosa (Tabla 1), entonces, solamente en Morelos se podrian obtener 43.9
mil toneladas de glucosa. Esta cantidad de azUcar se podria convertir en 21.9 mil
toneladas de etanol (27.8 mil metros cubicos de etanol).

Tabla 1. Composicion de diferentes tipos de biomasa lignocelulésica (% en materia
seca) (Adaptado de Demirbas, 2004)

Material Celulosa Hemicelulosa Lignina
Algas (verdes) 20-40 20-50 -
Pastos 25-40 25-50 10-30
Maderas duras 45+2 3015 204
Maderas blandas 4242 27+2 28+3
Rastrojo de maiz 38-40 28-32 7-21
Paja de trigo 37-41 27-32 13-15
Periddicos 40-55 25-40 18-30
Bagazo de agave 43 19 15

Fuente: Caspeta et al., (2014) ; Demirbas (2004): Rastogi y Shrivastava (2017).

2.1.1.1.1. Caracteristicas estructurales del rastrojo de maiz

El porcentaje de rastrojo en una planta es de alrededor de 53.4% mientras que el
restante 46.6% es grano, por lo cual se puede deducir que se obtiene mayor cantidad
de residuos que de grano (Reyes-Muro et al., 2013). Segun estudios previos, el rastrojo
de maiz tiene una composicion promedio de: 36.64% celulosa, 31.68 % hemicelulosa y
10.6 % lignina (Avalos et al.,1985). Al contener una menor cantidad de lignina hay un
mayor acceso de las enzimas a la celulosa puesto que la lignina esta formada por
compuestos como: alcohol p-cumarico, alcohol coniferilico y alcohol sinapilico. Dichos
compuestos fendlicos brindan rigidez a la pared celular y por tanto limitan el acceso de
las enzimas a la celulosa, por esto, un mayor porcentaje de lignina en la materia vegetal
implicaria un mayor nimero de pasos para obtener la celulosa, lo que se traduciria en

un aumento en el costo de produccion del etanol carburante.

Proceso general de produccion de etanol de segunda generacion
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El proceso general de conversion de la biomasa lignocelulésica a etanol se lleva a cabo
en 4 pasos: i) el pretratamiento, ii) la sacarificacion enzimética, iii) la fermentacién y iv)
la purificacion (Figura 2).

Remocdn de la ligrna y la
hemcelulosa para que las
celulasas accedan a la celulosa,

Pretratamiento

endoghucanasas

Comversdn de los polimeros de < Celulasas _{ exoglucanasas y

celulosa en ghucosa fermentable f-glucosidasas

—>{ Sacarificacion

Conversidn de la glucosa en etanol E Saccharomyces

—>| Fermentacion cerevisiae

con levaduras

Destilacion y secado del etanol

> Purificacion

111

producido durante fa fermentacxon

Figura 2. Esquema del proceso general para la obtencién de etanol en 4 etapas
(Adaptado de Nigam y Singh, 2011).

La lignina presente en la biomasa lignoceluldsica reduce la accesibilidad de las enzimas
a la celulosa, la cual es la fuente principal de materia prima para producir
biocombustibles. Para el aprovechamiento de la energia contenida en la biomasa
vegetal es necesario aplicar el pretratamiento que mejor se adecue a la especie vegetal
(Gonzalez, 2009).

Con el fin de obtener los azucares contenidos en la materia vegetal se pueden llevar a
cabo diferentes procesos: mecanicos (fraccionamiento, presado y reduccién del
tamano), bioquimicos (fermentacién y conversion enzimatica), térmicos (gasificacion y
pirolisis) y quimicos (hidrolisis acida). Sin embargo, los hidrolizados de la biomasa
requieren de un proceso de fragmentacion antes de que puedan usarse en el proceso
de sacarificacion y fermentacién. Por lo que el primer paso es el pretratamiento de la
biomasa lignocelulésica, a partir de diferentes tratamientos: fisicos (reduccion del
tamafio de las particulas), termoquimicos (hidrdlisis acida) o bioquimicos (hidrolisis
enzimatica)(Sifontes, 2019). De los muchos pretratamientos existentes (Tabla 2), el
pretratamiento termoquimico que utiliza acidos fuertes y calor es el mas econdémico

cuando se aplica en procesos a escala industrial y este es, por lo tanto, el mas utilizado.
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Tabla 2. Pretratamientos mas utilizados para la hidrélisis no enziméatica de la
lignocelulosa.

Pretratamiento Reactivos Efectos de tratamiento

#Alcalino Hidroxido de sodio, Remocién de la lignina.
hidréxido de potasio,
hidréxido de calcio,
hidréxido de amonio, cal,

entre otros.

®Acido diluido Acido sulfarico, acido Fraccionamiento de la
hidroclorhidrico, acido hemicelulosa.
nitrico, acido fosforico,

entre otros.

‘Organosolv Etanol, acido acético, Remocion de la lignina 'y
acido férmico, acido fraccionamiento de la
peracético con catalisis hemicelulosa.

inorganica y organica.

dLiquidos i6nicos Aniones de cloruro, Reduccion de la
formato, acetato o cristalinidad de la
alquilfosfato. hemicelulosa y remocién
de la lignina.

Fuente: 2Amiri et al (2014) ; °"Chandel et al (2012); °Park y Kim (2012): 9Li et al (2010).

Cabe mencionar que durante el pretratamiento se producen varios subproductos que
actian como inhibidores en la actividad de los microorganismos encargados de la
fermentacién de los azucares como: furfural (generados a partir de las pentosas tales
como xilosa y arabinosa), compuestos fendlicos y acidos débiles (acidos acético,
férmico y ferdlico). Es por lo que uno de los retos actuales relacionados con el proceso
de produccién es la aplicacion de un pretratamiento que cumpla con las siguientes
caracteristicas: menor generacion de inhibidores téxicos durante el pretratamiento,
menores demandas de energia, bajo costo y reciclaje de quimicos producidos durante

este proceso (Bhatia et al., 2020).

El segundo paso en la produccion de etanol lignocelulésico es la sacarificacion. Este es
importante porque en él se obtienen los azucares simples (monosacéaridos) de la
celulosa y la hemicelulosa que no se disolvieron en el pretratamiento. Estos

monosacéridos son la fuente de carbono necesaria para la fermentacion con diferentes
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organismos. La liberacién de los monosacaridos se produce a partir de la hidrolisis de
los polisacéaridos por diferentes enzimas como celulasas y hemicelulasas. Las celulasas
son un complejo enzimético en donde actdan de forma simultanea endoglucanasas,
exoglucanasas y B-glucosidasas, las cuales rompen los enlaces glucosidicos para
liberar los azucares contenidos en la biomasa pretratada (Anwar y Irshad , 2014). Por
otro lado, las hemicelulasas o xilanasas son un grupo de enzimas que actdan
sinérgicamente (B-xilosidasas y endo-xilanasas), estas pueden ser producidas por
diversos organismos como hongos, levaduras, bacterias y micorrizas (Bribiesca, 2013).
Algunas bacterias y levaduras producen estas enzimas, por lo que seria preferible el
uso de este tipo de organismos en la produccion de etanol. No obstante, muchos de
ellos crecen muy lento y no producen etanol o tienen poca resistencia a elevadas
concentraciones de éste, lo cual limita mucho su uso. La glucosa es un producto de la
sacarificacion y una de las fuentes de carbono mas utilizada por las levaduras, como
Saccharomyces cerevisiae debido a que estas metabolizan las hexosas a etanol muy

eficientemente y de forma natural (Nelson y Cox, 2015).

El tercer paso del proceso de conversion de lignocelulosa a etanol es la fermentacion.
En esta etapa se utilizan organismos como Saccharomyces cerevisiae, la cual fermenta
la glucosa a través de la glucélisis aunada a la conversion de piruvato a etanol. La
primera etapa glucolitica consiste en una serie de reacciones en donde no hay oxidacion
ni reduccion y se produce gliceraldheido-3-fosfato. En la segunda etapa se forman 2
moléculas de piruvato a partir de una serie de reacciones redox; ademas de formacion
de ATP. Finalmente, en la fermentacién una altima reaccion redox da origen al etanol
(Nelson y Cox, 2015).

El dltimo paso en la produccién de etanol carburante consiste en la purificacién del
etanol por medio de una doble destilacion seguida de secado con solventes o malla
molecular. Este Gltimo paso representa un gran consumo de energia porque requieren
de cantidades significativas de calor para poder alcanzar los puntos de ebullicion del
etanol, por lo que involucra una mayor demanda en servicios de calefaccién (Jobson,
2014).

De los pasos mencionados en este aparatado, la sacarificacion es la parte mas costosa
del proceso porque el precio de las enzimas es elevado, llegando a significar un 50%
del costo de las materias primas (Caspeta y Nielsen, 2014). En este sentido, la SFS
ofrece ventajas en la adicion de enzima, ya que puede evitar la inhibicién por sustrato
de la actividad de las enzimas. Los detalles de esto se abordardn mas adelante, después

de discutir el uso de las levaduras en el proceso de fermentacion.
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2.2. Caracteristicas de las enzimas utilizadas en la sacarificaciéon

El coctel enzimético que se utilizé en el presente proyecto es de Novozymes (Cellic ®
CTec3), el cual consiste en conjunto de celulasas, hemicelulasas y niveles altos de -

glucosidasas.

Las caracteristicas de dicho coctel enzimatico son; alto rendimiento de conversion,
eficaz en la conversion de altas concentraciones de sdlidos, tolerancia a inhibidores,

compatibilidad con diferentes materias primas y pretratamientos.

Las condiciones Optimas para la hidrolisis enzimatica incluyen temperaturas en un rango
de 45-55 °C (alcanzando su punto maximo de conversion a 55 °C) y pH 5.0-5.5. En
estudios previos con rastrojo de maiz se ha observado que con cargas sélidas del 18%
a 45 °C el rendimiento relativo de la hidrolisis es aproximadamente del 80%

(Novozymes, 2017).

Una de las principales ventajas que tiene el uso de este coctel enzimatico es la reduccion
en los costos operativos y de capital durante el proceso de optimizacion, por ejemplo:

mayores cargas de solidos totales y mayores titulos de etanol.

2.3.  Uso delevaduras parala obtencion de etanol.
2.3.1. Saccharomyces cerevisiae

Existe una amplia variedad de microogranismos (bacterias y hongos) que son capaces
de fermentar los azlcares provenientes de la biomasa lignocelul6sica, tanto por
separado como simultaneamente (Tabla 3). Sin embargo, los organismos mas
estudiados y ampliamente utilizados para los procesos de fermentacion son las

levaduras (Rastogi y Shrivastava, 2017).

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo unicelular que se reproduce
asexualmente por gemacion o sexualmente. Esta levadura tiene alta capacidad
fermentativa, ya que la mayor parte de su energia la obtiene por la fosforilacién a nivel
de sustrato de los compuestos organicos derivados de la glucosa, como lo es el piruvato,
de la cual se obtiene como producto principal etanol y CO,. Este microorganismo juega
un papel importante debido a que actla como catalizador de la reaccion de
fermentacioén. Asimismo, la cantidad de etanol obtenido es proporcional al crecimiento
de la levadura con rendimientos de 0.51 g de etanol por gramo de glucosa, el maximo

posible (Suarez-Machin et al., 2016).
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Tabla 3. Ejemplos de microorganismos que toleran altas temperaturas y que se
pueden utilizar en el proceso de SFS (Choudhary,et al.,2016).

Organismo Sustrato Temperatura  Rendimiento Rendimiento
(°C) de etanol (g/L) de etanol (%)
Bagazo de
S. cerevisiae ZMI-5 cana de 40 18.79 82.35
azucar
K. marxianus Jerusalem 40
97.46 92
DBKKU-Y102 artichoke
K.marxianus Savia de
40 45.4 92.2
TISTR5925 palma
Blastobotrys Bagazo de
ademinivorans cafa de 50 14.05 46.87
RCKP 2012 azucar
Pichia kudriavsevii Paja de
45 24.25 82
HOP-1 arroz
_ Jerusalem
K.marxiamus OT-1 _ 40 73.6 90
artichoke
o Jerusalem
S.cerevisiae JZ1C _ 40 65.2 79.7
artichoke
161 g/L de
S.cerevisiae TJ 14 lodo de 42 40 74
papel
) Pasto
K.marxianus IMB3 ) 45 22.5 86
varilla
o Pasto
S.cerevisiae DsA ] 37 21.9 92
varilla

Los factores que mas influyen en el crecimiento de S. cerevisiae son la temperatura,
el pH y el grado alcohdlico en el medio. Esta levadura crece de manera Optima a
temperatura de 30°C, pH de 5 y concentraciones de etanol menores a 120 g/L (Kent,
1992; Caspeta et al., 2019). Se ha observado que a temperaturas superiores a 37°C la
levadura crece muy lentamente (de 0.3 1/h a 0.1 1/h) y el rendimiento de etanol
disminuye considerablemente (de 0.48 g/g de glucosa consumida a 0.34 g/g), debido

principalmente a la sintesis de glicerol (Caspeta et al., 2014). Aunado a los factores
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mencionados anteriormente también se ha observado que el crecimiento de las
levaduras se ve afectado por los siguientes subproductos: compuestos fendlicos,
furfural, acido levulinico, acido acético y acido formico. La limitante principal para llevar
a cabo procesos de SFS es la poca termotolerancia de la levadura.

2.3.2. Levaduras termo tolerantes

Cepas termotolerantes de la levadura S. cerevisiae se pueden aislar de diferentes
procesos de fermentacion industrial u obtener por evolucion adaptativa en laboratorio.
Este método consiste en realizar una serie de diluciones de la poblacién microbiana en
medios frescos, manteniendo o incrementando el estrés de dicha poblacion (Caspeta et
al., 2015, 20120; Elena y Lenski, 2003). Al cambiar las condiciones del medio
paulatinamente, se pueden presentar cambios en los fenotipos de algunas cepas, por
ejemplo; mayor tolerancia a altas temperaturas o mayor consumo de glucosa. Al estudiar
la evolucién de las poblaciones de interés, se pueden seguir las estrategias celulares de
respuesta bajo ciertas condiciones y mejorar su desempefio para obtener un producto

especifico.

Para obtener etanol a partir de residuos lignoceluldsicos las cepas de S. cerevisiae se
exponen a diferentes factores inhibitorios tales como; residuos de compuestos toxicos
resultado del pretratamiento, acidos organicos, altas concentraciones de etanol,

cambios en el pH y altas temperaturas.

Uno de los principales problemas relacionados a la optimizacion del proceso de
produccion de etanol es la diferencia entre los rangos de temperatura 6ptimos para cada
proceso, puesto que la actividad enzimatica es mayor a altas temperaturas, la viabilidad
de las levaduras se veria comprometida por este factor. En medios sometidos a altas
temperaturas (245 °C), las cepas de S.cerevisiae pueden presentar: modificaciones en
las estructuras funcionales de la proteinas, mayor probabilidad de los efectos de los
compuestos téxicos, reduccion de actividad metabdlica y enziméatica, reduccién en el
crecimiento celular (Caspeta et al., 2015). Debido a los problemas fisiol6gicos causados
por la temperatura, los in6culos de levadura se agregan una vez avanzada la

sacarificacion, por ejemplo 24 o 48 h después.
2.3.2.1. Tiempo de adicién de las levaduras

Como se ha mencionado anteriormente, el crecimiento de la levadura esta fuertemente
influenciado por la temperatura, ademas de la composicion del medio de cultivo. Un

medio con una glucosa inicial alta puede causar inhibicidén por sustrato, lo que reduce
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sustancialmente la eficiencia de la fermentacion. Por lo anterior, para que un proceso
de fermentacion sea eficaz la principal preocupacion es la optimizacion de la
composicion de los medios y pardmetros de cultivo (Ghorbani et al., 2008). En especial,
se debe poner atencion a las concentraciones iniciales de glucosa y la temperatura de
fermentacién. Lo anterior porque se desea que las concentraciones de glucosa sean
elevadas para asegurar concentraciones altas de etanol. Ademas, concentraciones
bajas de glucosa, junto con elevadas temperaturas inhiben la fermentacion en las

levaduras.

En diferentes estudios se ha observado que hay un descenso en la viabilidad y
crecimiento de las levaduras cuando las concentraciones de glucosa en el medio
aumentan de 120 a 180 gL debido al estrés osmético (Yamaoka et al., 2014; Ivorra
et al., 1999; Xu et al., 1996). Por lo que se recomienda adicionar las levaduras entre

las 24 h y 96 h de iniciada la sacarificacion.

Por otro lado, un estudio mostro la relacién que tiene el estrés osmético en el
metabolismo celular de S. cerevisiae, en el cual se observé que la sintesis de las
enzimas involucradas en la via glucolitica es regulada por la concentracién de azucar

en el medio (Liuw et al., 2014).

2.4. Alternativas a los procesos de sacarificacion y fermentacion para la

produccién de etanol de segunda generacion

Para aumentar la eficacia en la produccién de etanol de segunda generacién, se han
realizado esfuerzos por implementar procesos alternativos para integrar la hidroélisis
enzimatica y la fermentacién. Sin embargo, dichos procesos presentan puntos a mejorar
(Tabla 4).

Hidrolisis y fermentacion separadas. La hidrolisis y fermentacion separadas consisten
en un proceso conformado por 2 pasos u operaciones unitarias. EI primero consiste en
la liberacion de los azucares de la biomasa lignocelulésica pretratada. Esto se lleva a
cabo con enzimas lignoceluldliticas. Este paso se realiza primero porque las enzimas
tienen una actividad 6ptima a temperaturas cercanas a los 55°C. Esta temperatura es
letal para la mayoria de los microorganismos utilizados (Tabla 3), por lo que no se
pueden utilizar simultaneamente para realizar la fermentacién a la temperatura optima
de las enzimas. Cuando el proceso de sacarificacion se finalizé, la temperatura se
reduce a valores tolerados por los microorganismos fermentadores. Entonces se inocula
el tanque de sacarificacion con los microorganismos y se inicia la etapa de fermentacion

para la produccion de etanol (Balat, 2011).

14



Antecedentes

Sacarificacion y fermentacion simultdnea. En este proceso se realiza la sacarificacion y
la fermentacion en un solo reactor, primero se lleva a cabo la sacarificacion con ayuda
de enzimas lignoceluloliticas con temperaturas cercanas a los 50 °C durante un tiempo
determinado, posterior a esto, se inoculan los tanques con las levaduras, para esto, es
necesario bajar la temperatura para mejorar el rendimiento en la produccién de etanol y
la viabilidad de las levaduras (Tabla 3). La clave en este proceso de produccion es que
tan pronto los azlcares se forman a partir de la biomasa se convierten rapidamente en
etanol (Rastogi y Shrivastava, 2017). Una de las dificultades de este proceso es el
ajustar las temperaturas 6ptimas a cada proceso, para que el rendimiento de las
levaduras y las enzimas no se vea afectado. Por otro lado, realizar 2 procesos en uno

disminuye el gasto energético, lo cual se refleja en una reduccion de los costos.
Sacarificacion y Co-fermentacion simultanea

Este proceso es similar a la sacarificacion y fermentacién simultanea puesto que se
realiza en un solo reactor. Al igual que en la SFS, la temperatura se ajusta al valor 6ptimo
(~50 °C) para la conversion de celulosa a glucosa y posteriormente se afiaden los
in6culos de levaduras. Sin embargo, este proceso tiene la variante de que se integran
cultivos mixtos de levaduras para la asimilacion total de los azlcares obtenidos de la
biomasa lignocelulésica, tanto hexosas como pentosas. En la SFS la fermentacion de
las pentosas ocurre de manera separada (Montfort-Gardeazabal, s.f; Rastogi y
Shrivastava, 2017).

En este proceso se utilizan cepas de levaduras modificadas, las cuales son capaces de
fermentar la xilosa. Sin embargo, la co-fermentacion de la xilosa y glucosa en S.
cerevisiae se ve obstaculizada como resultado de la inhibicién del transporte de xilosa
por la glucosa. Esto se debe a que la glucosa y la xilosa compiten por los mismos
sistemas de transporte, y la afinidad de los transportadores es menor para la xilosa. Por
lo tanto, un mayor consumo de glucosa generaria mayores concentraciones de etanol,
y la actividad de las levaduras que fermentan pentosas se veria inhibida (Olofsson et
al., 2010).

Bioprocesos consolidados

Los bioprocesos consolidados han surgido en los Ultimos afios como una alternativa

eficiente para producir etanol y acidos organicos.

El enfoque de este proceso se basa en la integracion de los 3 procesos de produccion,

al igual que las dos alternativas mencionadas anteriormente, este proceso requiere del
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uso de un solo tanque, la variable radica en que este proceso se realiza a temperaturas

constantes de 50°C, por lo que es una limitante, ya que las levaduras toleran

temperaturas maximas de 37° C.

Tabla 4. Procesos alternativos para la produccién de etanol de segunda generacion

Proceso

Ventajas

Desventajas

Hidrélisis y
fermentacion
separadas (por

sus siglas, HFS)

Sacarificacion y
Fermentacion
Simultanea (por

sus siglas, SFS)

Sacarificacion y
Co-fermentacion
simultanea (por
sus siglas, SCFS)

Bioprocesos
Consolidado (por

sus siglas, BPC)

Capacidad de
llevar cada paso
por separado en
condiciones
Optimas.

Facilidad de
operacion

Bajo requerimiento
de equipo

Menor probabilidad
de contaminacion
del medio por la
presencia de
etanol

Bajo costo de
produccion
Tiempos de
operacion cortos
Menor probabilidad
de contaminacion

del medio

Reduccion de los
costos de
produccion
Menor equipo de

operacion

Inhibicién de las enzimas
(celulasas y B-glucosidasas) por
la glucosa que es liberada y se
acumula en el medio durante la
hidrdlisis.

Dificultad de optimizacion debido
a los requerimientos de
condiciones 6ptimas para las

enzimas y las levaduras.

Mayor conversion de hexosas a
etanol puesto que los
organismos que utilizan esta
fuente de energia crecen mas
rapido que los que utilizan
pentosas, por lo que estos
altimos son inhibidos por las
altas concentraciones de etanol.
Tiempos de fermentacion largos
Organismos modificados con
problemas de tolerancia a
solventes y estabilidad genética
Menos rendimientos
relacionados con la produccién

de biocombustibles
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Fuente: RENOVABLE, 2020; Rastogi y Shrivastava, 2017; Balat, 2011; Montfort-
Gardeazabal, s.f.

Por otra parte, la clave de este proceso respecto a los mencionados anteriormente
radica en el uso de un solo organismo o0 un consorcio de organismos que sean capaces
de llevar a cabo la produccién de enzimas, la hidrolisis y fermentacién, reduciendo
significativamente los costos de produccion. Esto viene dado por la reduccion del uso
de reactivos quimicos, asi como el nulo uso de enzimas (RENOVABLE, 2020; Rastogi
y Shrivastava, 2017)

Las investigaciones se han centrado en el desarrollo de microorganismos modificados
que sean capaces de fermentar los azlcares contenidos en la lignocelulosa y del mismo
modo que tengan actividad celulolitica. No obstante, esto ha traido consigo dificultades
en la expresién de los genes de interés, puesto que, uno de los efectos negativos esta
relacionado con la estabilidad genética, ya que se puede producir una co-expresion de
multiples genes que limiten el metabolismo fermentativo de la levadura (RENOVABLE,
2020).

2.4.1. Retosy perspectivas sobre la sacarificacion y fermentacion simultanea

La sacarificacion y fermentacion simultanea (por sus siglas, SFS) es uno de los procesos
de produccion de etanol lignocelulésico méas estudiados, ya que mejoran la
productividad y el rendimiento de etanol. Este proceso consiste en llevar a cabo la etapa
de sacarificacion y la etapa de fermentacion en una sola etapa. Por lo que su aplicaciéon
es importante para disminuir los costos de produccion y la cantidad de energia utilizada
en elevar y disminuir la temperatura (Hans et al, 2019). Por ejemplo, industrial. la
realizacién de dos etapas en un solo reactor evita el calentamiento y enfriamiento del
proceso lo que a su vez evita la quema de combustible para generar energia para estos
dos procesos por separada y por lo tanto disminuye los costos de produccién y las
emisiones de CO, (Kadar et al., 2004; Ballesteros et al., 2002). Ademas, el uso de u n
solo tanque para ambos procesos disminuye el costo de inversidn en la construccién de

la planta

La SFS también requiere de una menor cantidad de enzimas, ya que el rapido consumo
de la glucosa por las levaduras, al ser liberada durante la hidrolisis, evita la inhibicion
por sustrato de las enzimas. Por lo que, también se reduce considerablemente la
cantidad de enzima utilizada. Lo anterior disminuye considerablemente el costo de
materias primas utilizadas en el proceso. Otra ventaja que presenta el uso de la SFS es

gue se precisa de menor tiempo para la fermentacion, asi como una menor probabilidad

17



Antecedentes

de contaminacion del medio debido a las altas temperaturas utilizadas en este proceso
y la presencia de etanol en el medio (Ballesteros et al., 2002). Menores tiempos de
procesamiento resulta en mayores productividades, menor nimero de unidades de
procesamiento y menor inversion de capital para la construccion de la planta de proceso
(Caspeta y Nielsen, 2014)

A pesar de las ventajas de la SFS, una de las principales desventajas es que las
temperaturas éptimas utilizadas para la sacarificacion oscilan entre 50 y 55°C, mientras

gue la fermentacion de los azlUcares por levaduras se realiza a 35 °C como maximo.

Es por lo que el uso de cepas termotolerantes de levaduras de S. cerevisiae son utiles

para mejorar el proceso de produccion etanol utilizando SFS (Caspeta y Nielsen, 2013).

En nuestro grupo de trabajo se han generado cepas termotolerantes de S. cerevisiae
resistentes a temperaturas iguales o superiores a 40°C. Por ejemplo, la cepa TTY23 se
generd a partir de la cepa parental S288C por ingenieria evolutiva. La finalidad de esta
estrategia fue obtener un fenotipo de interés en la levadura expuesta a elevada
temperatura por un periodo largo de tiempo. Durante este periodo, la levadura generé
mutaciones en su genoma, mismas que le confirieron el fenotipo termotolerante.
(Caspeta et al., 2019). La cepa S288C tiene una mutacion en el gene hapl los cuales
estan relacionados con el metabolismo mitocondrial, por esta razon la cepa TTY23
presenta una baja tolerancia al etanol, para corregir esta mala adaptacién se agregé
potasio al medio, en donde se alcanz6 un pH 5-6. Con las modificaciones anteriores se
consiguié mejorar la productividad de etanol con concentraciones iniciales de glucosa
muy elevadas (~300 g/L) a 40°C, con una productividad de 3.87 g-L™ -hr™!, la cual es
mayor a la productividad a 30 °C (3.3 g-L™* -hr™!) (Caspeta et al.,2019).
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3. Justificacion

El rastrojo de maiz, por su abundancia y composicién rica en azucares y reducida
en lignina, representa una materia prima con alto potencial para ser utilizada en la
produccion de etanol carburante, el cual se espera sustituya parcialmente el uso de
gasolina, con la concomitante reduccion de las emisiones de gases de efecto
invernadero, como el CO,. Para que esto suceda, la produccién de etanol debe ser
econOmicamente competitiva con la de las gasolinas. Ademas, debe reducir el uso
de energia y las emisiones netas de CO.. La sacarificacion y fermentacion
simultdnea puede ayudar con estos cometidos, pero requiere de desarrollar
procesos en los que las altas concentraciones de soélidos, enzimas y los
microorganismos encuentren sus limites de operacion cercanos a los 6ptimos. En
este trabajo de tesis se desarrolld investigacion para obtener algunos de estos
limites y generar informacion util para continuar la optimizacion del proceso en

futuras investigaciones.
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4. Hipotesis

El contenido reducido de lignina en el rastrojo de maiz, la eficacia de la nueva
generacion de enzimas celuliticas y la disponibilidad de levaduras termotolerantes
permitiran el desarrollo de un proceso de SFS para la produccién de etanol a partir de

este residuo agroindustrial.
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5. Objetivos
5.1. Objetivo general

Evaluar el proceso de producciéon de bioetanol, mediante sacarificacion y fermentacion

simultdnea, a partir de rastrojo de maiz y levaduras termotolerantes.

5.2.  Objetivos especificos

1) Evaluar procesos de sacarificacion con dos cargas altas de solidos y dos
concentraciones de enzima.

2) Evaluar procesos de sacarificacion y fermentacion simultanea utilizando dos
cepas de levadura, incluida una cepa termotolerante, y periodos de adicién de

las levaduras de 24h y 48h.

3) Evaluar los rendimientos de etanol en los procesos de SFS utilizando balances

de masa.

21



Estrategia experimental

6. Estrategia experimental
Estrategia experimental

Para evaluar la produccion de etanol a partir de hidrolizados de residuos agroindustriales de Zea Mays se plante6 un disefio experimental que
consisti6 en tres etapas: i) evaluar los procesos de sacarificacion con dos cargas altas de sélidos y dos concentraciones de enzima.; ii) evaluar
procesos de sacarificacion y fermentacion simultanea utilizando dos cepas de levadura, incluida una cepa termo tolerante, y periodos de

adicién de las levaduras de 24h y 48h.; y iii) evaluar los rendimientos de etanol en los procesos de SFS utilizando balances de masa.

4 \
Sacarificacion
Enzimas: celulasas y beta- 4
glucosidasas (Cellic® CTec2) Balance de masa
Variables entrada:
Carga enzimatica: 10 y 20 % 1)Tiempo de adicion de la
levadura
T~ ; Sacarificacion y ~ / 2) volumen de cultivo de la
Disefio experimental Fermentacion levadura (biomasa)
., )
Fermenthat:lon Variable salida (respuesta):
Cepas: Saccharomyces . o
cereivisiae TTY23 y S288C rendimiento de etanol

Tiempo de inoculacion: 28 y

48 horas
\ J

Figura 3. Disefio experimental basado en el desarrollo de un proceso de sacarificacion y fermentacion
simultanea
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7. Materiales y métodos

7.1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae que se emplearon en el estudio son: la cepa
termo tolerante TTY23 vy la cepa S288C (cepa silvestre). La cepa termotolerante fue
obtenida por evolucién adaptativa en laboratorio. El proceso de evolucion consistié en
realizar pases de cultivos de poblaciones de levadura a medio fresco cada 24 h. Estos
cultivos se transfirieron cada 24 horas por un afio manteniendo una temperatura
constante de 39 °C. El proceso de evolucién finaliz6 cuando se detectdé un mayor
crecimiento de las poblaciones de levaduras en evolucion. La cepa silvestre de levadura
S288c, es una cepa de laboratorio con fenotipo MATo SUC2 gal2 mal2 mel flol flo§-1

hapl ho biol bio6.

7.1.1. Preservacion de las cepas

Las cepas se preservaron en crioviales con medio YPD conteniendo glucosa al 2% y
glicerol al 40% a -80°C (criogenia). La composicion del medio de cultivo YPD con

glucosa al 2% se muestra en la Tabla 3.
7.2.  Medios de cultivo y buffers para la sacarificacion y fermentacién
Medio sélido para propagar las células

Para la primera etapa se realizaron medios de cultivo YPD , como sus siglas en inglés
lo indica, este medio contiene extracto de levadura (5 g/L), peptona de caseina (10 g/L)

y dextrosa (20 g/L) (yeast extract Peptone Dextrose).

Para la propagacion y conservacion de las cepas de S. cerevisiae se utilizd6 un medio
sélido YPD por lo que se afiadi6 agar (tabla 5). Para la preparacién de las cajas de Petri
se utilizaron 40 mL de medio sélido YPD con glucosa al 2%, por lo que el medio

contenia: 5 g/L de extracto de levaduray 10 g/L de peptona de caseina, glucosay agar.
Medio liquido para la preparacién de indculos

Los in6culos para los cultivos principales de las cepas de S. cerevisiae TTY23 y S288C
se prepararon en 50 mL de medio liquido YPD, el cual contenia 0.5 g de extracto de

levadura, 1 g de peptona de caseina y 20 g/L de glucosa (Tabla 5).
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Tabla 5. Composicion del medio YPD sdlido con glucosa al 2% (concentraciones para
1L)

Reactivos Concentracion en g/L
Extracto de levadura 10g
Peptona de caseina 209
Glucosa 209
*Agar 209

Buffer de fosfatos para la sacarificacion

Para la sacarificacion en los mini fermentadores se prepar6 una solucién buffer de citrato
a pH 5, la cual contenia 1.3 g/L de citrato de sodio, 0.65 g/L de acido citrico y 98 mL de

agua destilada.

7.3. Preparacion del inoculo

7.3.1. Pre-inoculo

Las cepas TTY23 y S288C de Saccharomyces cerevisiae provenientes de crioviales se
reactivaron en cajas de Petri con medio YPD so6lido con glucosa al 2% a 30°C durante
72 horas. Para esto, se tom6 una azada del cultivo liquido de los crioviales y se estri6

sobre la superficie de las cajas de Petri.

7.3.2. In6culo

Los in6culos de las levaduras utilizados para los procesos de SFS se prepararon de la
siguiente manera. Con una aza de metal se tomé una colonia de las cajas de Petriy se
transfirié en un tubo de cultivo que contenia medio YPD con 2% de glucosa. El tubo se
incubd por 24 horas a 30 °C en una incubadora con agitacion orbital. Después de este
periodo, el cultivo del tubo se transfirio a matraces de 100 mL conteniendo 50 mL de
medio de cultivo YPD liquido con glucosa al 2%. Los matraces se incubaron a 30°C y
300 rpm por periodos de 18 a 24 horas. El in6culo se utiliz6 cuando alcanzo una
densidad O6ptica de 0.7 determinada a 660 nm. La biomasa resultante se separd por

centrifugacion, se lavé y se suspendié en 2 mL de agua destilada. La suspension celular
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se utilizo para inocular los hidrolizados en los mini biorreactores de hidrdlisis (Caspeta
et al.,2014).

7.4.  Sacarificacion y fermentacion en mini-bioreactores

7.4.1. Pretratamiento del Rastrojo de Zea Mays

El rastrojo de maiz empleado en este trabajo se secé en el campo y se tritur6 en un
molino antes de ser analizado y pretratado. EI material triturado se separ6é en 3
diferentes tamafios utilizando tamices con nimeros de malla de 20 y 80. El material que
qguedé retenido entre estas mallas fue el que se utilizd para un posterior pretratamiento

termoquimico.

Para el pretratamiento termoquimico se utilizé H.SO4 al 2% con una carga solida de
15% (w/w). La digestion &cida se realiz6 a 130 °C durante 30 minutos en frascos bien
sellados. A continuacion, se espero a que la temperatura en la autoclave descendiera a
85 °C (20-25 minutos) y los frascos se enfriaran a temperatura ambiente. Se tomaron
alicuotas del liquido de la hidrolisis acida para la cuantificacion de xilosa, glucosa,
arabinosa, acido acético e hidroxilmetilfurfural (Vargas-Tah et al., 2015).

7.5. Sacarificacion y fermentacion simultanea

La fraccion sélida de los hidrolizados de rastrojo de maiz se utilizé en los procesos de
sacarificacibn y SFS. Los procesos de sacarificacion se realizaron en mini
fermentadores equipados con puertos de muestreo y agitadores tipo peg-mixer
construidos en nuestro laboratorio (Figura 4). El equipo completo consiste de 6 mini
biorreactores de 300 mL de volumen nominal, con un volumen de trabajo de 100 mL.
Cada unidad se agita con un caframo independiente, el cual esta conectado a una banda
de rotaciébn movida por un motor. La velocidad de agitacién se controla mediante un
interruptor en el cual se fijan las rpm requeridas. Para los procesos de sacarificacion se
agregaron 80 mL de buffer a cada fermentador, los cuales contenian 20 g de rastrojo.
Posteriormente se colocaron tapones de silicn con ejes metalicos, a los que se les
adaptaron impulsores de plastico para mezclar las mezclas semisélidas. Para los
procesos de SFS se agregaron 50 mL medio liquido YPD con glucosa. El pH se mantuvo
constante en 5 adicionando 50 mL de una solucién buffer de citrato. Posteriormente se
agregaron los hidrolizados y la carga de enzimas (Cellic® CTec3-Novozymes). El
in6culo de S. cerevisiae para realizar la fermentacion se adiciono después de 24 horas.

La temperatura se mantuvo a 45 °C a las RPMs en 150 rpm.
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Durante todo el proceso de Sacarificacion y Fermentacion se tomoé 1 L, cada 12 h, de
cada fermentador, dichas muestras se centrifugaron a 4000 rpm y se tomo la fraccién
liquida, la cual se utilizo para hacer una dilucién 1:10 para su posterior analisis en un

analizador bioquimico YSI-2300 (glucosa/lactato), en el cual se cuantifico la glucosa.

Figura 4. Equipo de fermentacion con 6 mini reactores o fermentadores en serie
acoplados a una banda de rotacion con caframos independientes y puertos de muestreo

7.6. Preparacién de las muestras de sélidos remanentes de los procesos

de sacarificacién y SFS

Para medir los azlUcares fermentables que no se liberaron durante los procesos de
sacarificacion, primero se trataron los soélidos remanentes con las metodologias
reportadas por el Laboratorio Nacional de Energias Renovables localizado en los
Estados Unidos de América (EUA). En resumen, se tomaron 0.3 g de los sélidos
remanentes previamente secados de la SFS, estos contienen las fracciones de celulosa
gue no pudieron ser hidrolizadas. Posteriormente se colocaron en tubos de ensayo y se
sometieron a hidrolisis con tratamiento acido de H,SOsal 72 % durante 60 minutos a
300 rpm. Al finalizar la primera hidrolisis se llevo a cabo una segunda hidrolisis &cida
con H,SOsal 4% durante 1 hora a 121°C. Las muestras se centrifugaron para separar
los soélidos de la fraccion liquida, la cual contenia los carbohidratos que no fueron
liberados durante la hidrolisis enzimatica o consumidos durante la fermentacion. Para

cuantificar los carbohidratos se neutralizaron las muestras con hidréxido de sodio en un
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rango de pH 5-6. Los carbohidratos y compuestos solubles se cuantificaron en HPLC
con estandares de glucosa y xilosa.

7.7 Métodos analiticos
Cuantificacion de glucosa en YSI

La concentracion de glucosa durante el proceso de sacarificacion y fermentacion se
midi6 en periodos de 12 horas en un equipo de analisis bioquimico de glucosa y lactato
YSI-2300 (STAT PLUS) con una membrana de glucosa YSI 2365 .Para el equipo se
utilizé un buffer interno con un estandar de 2.5 g/L de glucosa. Este ultimo se prepar6
como una solucién 10x, se afiadi6é una parte de solucién buffer interno por cada 9 partes
de agua. Asimismo, se prepar6 un estandar con una concentracion 10 g/L de glucosa

para calibrar el equipo.
Cuantificacion de carbohidratos y compuestos solubles en HPLC

Los carbohidratos liberados durante la sacarificacién se analizaron en HPLC, asimismo
se cuantifico el etanol presente en los mini-biorreactores durante el proceso de
fermentacion. EI HPLC se equipé con una columna de exclusion de iones Aminex HPX-
87H (Bio-Rad), fase movil de H,SO4 con un volumen de inyeccion de 20 pL (Sluiter et

al,2008) y estandares de glucosa, xilosa, glicerol y etanol.
Cuantificacién de carbohidratos en soélidos remanentes

Al finalizar la SFS se separaron los solidos remanentes mediante una centrifuga Sorvall
ST 16 / 16R (Thermo Scientific) a 8000 rpm y 23°C. Dicha fraccion se hidrolizé para
liberar la xilosa y le glucosa remanentes y medir su concentracion en HPLC a las

condiciones ya mencionadas.
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8. Resultados y discusion
8.1. Sacarificacién de rastrojo de maiz pretratado

El primer objetivo del trabajo experimental para esta tesis fue evaluar la cantidad de
glucosa que se puede obtener por sacarificacion de la fraccion sélida del rastrojo de
maiz pretratado por el método del acido sulfarico. En la figura 5 se muestran las cinéticas
de sacarificacion realizadas con 10 % y 20 % en peso seco (PS) de sélidos, y 1%y 2%
en peso seco de carga de enzimas. Estos procesos de sacarificacion se realizaron a 50
°C durante todo el tiempo. Con la utilizacién de la temperatura 6ptima de las enzimas
de sacarificacion se deseaba saber si era posible hidrolizar toda la celulosa disponible
en estos solidos pretratados. Las cinéticas se realizaron por duplicado a una velocidad
de agitacién de 150 rpm durante las primeras 24 horas, posteriormente se disminuyé la
velocidad a 120 rpm para evitar pérdidas del material en las paredes de los mini
fermentadores, estas condiciones se mantuvieron durante 70 horas para cargas de 1 %

PS de enzima y 168 horas para cargas de 2 % PS de enzimas.

La sacarificacion con 10 % y 20 % PS de solidos de rastrojo de maiz pretratado muestra
una velocidad maxima de liberacion de glucosa durante las primeras 6 horas (Figura 5-
a). Al término de este periodo se obtuvieron cerca de 15 g/L de glucosa a una velocidad
de 2.5 g/L/h. Esta velocidad inicial disminuyo paulatinamente, en especial en los
procesos realizados con 1 % PS seco de enzimas. Con esta carga, el contenido de
glucosa al final de las 70 horas fue de 33.5 g/L. Esta concentracién es menor a los 49.6
g/L obtenidos con 2% de carga de enzimas. Los resultados de estos experimentos
sugieren que existe inhibicién de las enzimas por la glucosa liberada. Dicha inhibicion
se reduce con la adicion de una carga extra de enzimas. En este caso, el doble de la
carga (1 % a 2 %). Este resultado correlaciona bien con lo reportado por Novozymes en
su hoja de datos del coctel de enzimas. En este documento, se notifica que la carga
optima de enzimas es de 2 % a 3 % PS (Novozymes, 2017). Es de destacar que en
nuestros procesos de sacarificacion utilizamos el menor porcentaje del coctel enzimético

reportado como 6ptimo.
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Figura 5.Sacarificaciéon de rastrojo de maiz pretratado con acido sulfurico
diluido. Concentracion de glucosa liberada en 10 y 20 % de rastrojo de
maiz con carga enzimaticade a) 1 %y b) 2 %.

Se realizaron experimentos con el doble de la carga de sélidos para identificar la
posibilidad de usar las mismas cargas de enzimas en procesos que liberaran una mayor
cantidad de glucosa. Estos experimentos con 20 % PS de sélidosy 1 % y 2 % PS carga
de enzimas se reportan en la figura 5-b. En éstos, el tiempo de sacarificacion se extendio
por 168 horas para evaluar si era posible hidrolizar toda la celulosa contenida en el
rastrojo pretratado. Al igual que con 10 % PS de sdlidos (Figura 5-a), en 20 % PS de
solidos la velocidad inicial durante las primeras 6 horas fue mayor que en el resto de la

cinética. Para 1 % y 2 % PS de enzimas esta velocidad fue de 4.16 g/L/h de glucosa
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liberada, la cual es cerca del doble a la obtenida con 10 % PS de soélidos. Al igual que
con 10 % PS de solidos, con 20 % la velocidad de sacarificacion disminuyo
paulatinamente en el tiempo. Al final de las 168 horas, se obtuvieron 70.7 y 109.6 g/L
de glucosa en los experimentos con 1 % y 2 % PS de enzimas, respectivamente.

Como se esperaba, los experimentos de sacarificacion con 20 % PS de soélidos rindieron
una mayor concentracion de glucosa que los procesos con 10 % PS. Aln a las 70 horas
cuando los primeros acumularon 70.3 g/L, comparado con 49.6 g/L. Cabe destacar que,
con 20 % PS de soélidos y 2 % PS de enzimas, los experimentos de sacarificacion
alcanzaron una concentracion de glucosa de casi 110 g/L, la cual representa un
porcentaje de liberacién de 95 % del total contenida en la celulosa disponible en el
rastrojo pretratado (esto se discute mas adelante con los resultados del balance de

masa).

Cabe destacar que le fermentacion de los hidrolizados con 109.6 g/L de glucosa podrian
producir hasta 55.8 g/L de etanol. De acuerdo con los analisis reportados por Caspeta
y Nielsen (2014) y Abdel-Banat y colaboradores (2010), con esta concentracion de
etanol se podrian reducir los costos de destilacién en un 20 % con respecto a 40 g/L de
etanol, disminuyendo las emisiones de CO; en un 10 % con la reduccién en el uso de

combustible usado para la destilacion.

En los experimentos de sacarificacion con 20 % PS de rastrojo pretratado y 2 % PS de
enzimas se lograron rendimientos cercanos al maximo (~95 %). Esto es de destacarse
ya gque en la ficha técnica del coctel enzimatico de Novozymes se sugieren dosis de 1.5-
3 % P/P de carga enzimatica, para obtener rendimientos de sacarificacion de
aproximadamente 50-80% en sacarificaciones con 10% sélidos después de 5 dias
(Novozymes, 2017). El mayor rendimiento reportado en esta tesis se puede deber al
pretratamiento acido y la carga sélida aplicada a los experimentos mencionados en la
hoja de datos. Por lo que se deduce que el mayor rendimiento se debe principalmente
a la carga sélida reportada en los experimentos de Novozymes 18 % PS de rastrojo de

maiz pretratado comparada con 20 % PS del presente proyecto.

En un estudio realizado en el laboratorio de Ingenieria de Vias Metabdlicas del Instituto
de Biotecnologia, se observé que, con una carga de 15% de rastrojo de maiz
previamente tratada con el mismo método reportado en esta tesis, se obtenian
concentraciones de 62 gL de glucosa utilizando una enzima no comercial. Dado que el
contenido de celulosa en este material es de 55% (Molina, 2018), se esperaria que, con

15% P/P de sélidos, la concentracién maxima de glucosa liberada fuera de 82.5 g/L, lo
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cual sugiere que el porcentaje liberado en el trabajo previo es de 75 %. Tomando la
misma base de calculo, se esperaria que en los ensayos realizados en esta
investigacion (20% PP de solidos) se obtuvieran aproximadamente 110 gL de glucosa.
Esta es exactamente la concentracion observada. Sin embargo, debido a la evaporacion
del medio y la concomitante concentracion de la glucosa, el rendimiento es de alrededor
de 95% como se verd mas adelante.

8.2.  Sacarificacién y Fermentacion Simultanea

De los experimentos descritos en el apartado anterior inmediato se concluy6 que la
carga enziméatica del 2 % P/P y la cantidad de solidos del 20 % P/P eran adecuados
para continuar con la investigacién. Asi que se usaron estos parametros para evaluar
el efecto del tiempo de inoculacion y la cepa de levadura utilizada en la cantidad de
azucares liberados y el etanol producido en procesos de SFS. Los tiempos de
inoculacion de la cepa parental (silvestre) y termotolerante fueron 24 y 48 horas. Los
experimentos se realizaron en mini-fermentadores equipados con agitadores tipo Peg-
Mixer y control de temperatura y agitacion. Esta Gltima se mantuvo en 150 rpm durante
las primeras 24 horas y 120 rpm durante el resto del proceso. La temperatura se
mantuvo en 50 °C +/-0.2 °C hasta el tiempo de inoculacién, cuando se disminuyé a 45
°C +/-0.1°C. Esta ultima temperatura se mantuvo asi por el resto del proceso. Las
DOesoonm Medidas en los in6culos para ambas cepas fueron de 0.77 (biomasa
centrifugada de 40 mL equivalente a 0.103 g). Con esta biomasa se aseguraron
concentraciones de células de levaduras de 1.03 g/L. Durante los procesos de SFS se
tomaron muestras cada 12 horas para determinar las concentraciones de glucosa,

xilosa, etanol y glicerol.
8.2.1. SFS contiempo de inoculacion de 24 horas

Al concluirse el primer dia, cuando sélo se efectuaba la sacarificacion del rastrojo de
maiz, se observé una produccibn de 40 g/L de glucosa promedio en ambos
experimentos (Figura 6). Esta concentracién es muy semejante a la reportada para la
sacarificaciébn mostrada en la Figura 5, lo cual sugiere la reproducibilidad del sistema de
experimentacion utilizado para SFS. A la adicién de las dos cepas de levadura, la
termotolerante y la silvestre, y después de un dia, la glucosa dejoé de acumularse en la
SFS con la sepa tolerante y se acumul6 ligeramente en el de la cepa silvestre. Al mismo

tiempo, el etanol se acumulé en 10.76 g/L y 10.97 g/L, respectivamente.
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Cuando concluyo el tercer dia, las concentraciones de glucosa y etanol en la SFS con

la levadura termotolerante eran de 25.7 g/L y 6.7 g/L respectivamente, mientras que con

la silvestre de 51 g/L y 4.076 g/L respectivamente.
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Figura 6. Cinéticas de SFS con las cepas de S. cerevisiae a) TT23 y b) S288C. Los
in6culos se afiadieron 24 h después de iniciar la hidrolisis enzimatica. Al inicio de

cargaron 20 % de sélidos y 2 % del coctel de enzimas.

Concentracidn etanol,xilosa y glicerol (gL1)

Los resultados anteriores sugieren lo siguiente. La produccién de etanol es ligeramente

mayor con la cepa termotolerante que con la silvestre. Al primer y tercer dia de SFS, las

32



Resultados y discusion

concentraciones de glucosa con las cepas termotolerante y silvestre fueron de 40 g/L y
25.7 g/L, y de 38 g/L y 51 g/L respectivamente. En la sacarificacion con 20 % solidos y
2 % enzima se acumularon cerca de 70 g/L de glucosa al tercer dia. Considerando esta
cantidad como base, los experimentos con las cepas tolerante y silvestre podrian haber
acumulado 22 g/L y 11 g/L de etanol al tercer dia. Esto es, las cepas tolerante y silvestre
habrian consumido 70 g/L - 25.7 g/L =44.3 g/Ly 70 g/L — 51 g/L = 19 g/L de glucosa al
terminar el tercer dia. Si toda esta glucosa consumida se transformé en etanol con 0.5

% de eficiencia, entonces se genera el etanol calculado (22 g/L y 11 g/L).

Al finalizar el 6to dia de SFS, las concentraciones de glucosa y etanol para los procesos
con las cepas termotolerante y silvestre fueron de 70.5g/Ly2.9g/Lyde 74.7 g/lLy 2.8
g/L, respectivamente. Las diferencias en estas concentraciones, aunque menores
comparadas con los dias 2 y 3, también sugieren un mayor consumo de glucosa y una

mayor produccion de etanol en la SFS con la cepa termotolerante.

Aun cuando no se monitored la cantidad de etanol evaporado, estas evidencias sugieren
gue es mayor la cantidad de etanol producido en la SFS con la cepa termotolerante. En
experimentos de SFS con 2 % celulosa comercial y 5 % de enzima reportados por el ex-
estudiante de nuestro grupo de investigacion, el Lic. Libni A. Mass Hernandez, se
observé que la concentracion y la productividad de etanol eran 1.3 y 2.3 veces mayor
en los procesos con la cepa termotolerante comparado con los realizados con la

silvestre realizados por 30 horas (Datos no publicados).

Balances de masa de las SFS con las cepas TT23 y S288C.

Las fracciones sélidas remanentes de los procesos de SFS se sometieron a procesos
de hidrdélisis y analisis gravimétrico para determinar la cantidad de azlicares que no se
lograron sacarificar. Esta informacion sirvié para realizar balances de masa y valorar
detalladamente los rendimientos de la SFS con las cepas termotolerante y silvestre de

levadura inoculadas a las 24 horas.
Balance de masa con la Cepa TT23.

El balance de masa general para la SFS con la cepa termotolerante se plante6 de la

siguiente manera:

Entrada = acumulacion + salida

33



Resultados y discusion

En este balance, la Entrada es la cantidad de glucosa contenida en el rastrojo de maiz
pretratado (celulosa) - GRP. La Acumulacién se definié como la glucosa hidrolizada de
la celulosay contenida en el hidrolizado (fraccién liquida), asi como la glucosa en sélidos
no sacarificados (GH + GSNS). Por ultimo, la Salida se consideré como la glucosa
transformada en productos de fermentacion (GTPF). Se esta manera, el balance queda

como sigue:
GRP = GH + GSNS + GTPF

Dado que se contaba con informacién de la GRP, la GH y la GTPF (Apartado anterior
inmediato), lo Gnico que faltaba era la informacion de la GSNS. Esta informacion se

obtuvo del andlisis cuantitativo de los sélidos remantes de la SFS.

En la tabla 6 se muestra el resultado del analisis gravimétrico de sélidos remanentes.
Para el ensayo se utilizaron 0.3 g de solidos, los cuales fueron lavados para eliminar la
glucosa hidrolizada. Como se puede observar, la cantidad de glucosa remante es de
0.11 g. Esto indica que el porcentaje de glucosa en solidos remanentes fue de 36 %. Al
final del proceso de SFS habian 10.3 g de solidos no hidrolizados. Por lo que la cantidad

de GSNS para este experimento fue de: 10.3 g x0.36 = 3.7 g.

Tabla 6. Carbohidratos identificados por analisis gravimétrico de solidos remanentes
después de 144 h de SFS con la cepa TT23.

Carbohidratos en soélidos

remanentes (0.3 g)

Concentracion Peso

(g/L) (9)

Glucosa 1.286 0.11
Xilosa 0.186 0.016
Total 1.472 0.126

Para obtener la GTPF, las concentraciones de etanol y glicerol se multiplicaron por los
rendimientos de conversion, 0.55 g/g para la conversion de glucosa a etanol y 0.74 g/g
para la conversion de glucosa a glicerol. Asi, para la produccion valorada de etanol se
tiene que GTPF para etanol es 22 g/L / 0.55 g/g = 40 g/L de glucosa. Para el glicerol 1.8
g/L /0.74 = 2.43 g/L. Al final del proceso de SFS se obtuvieron 72.7 mL de hidrolizado
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en promedio. Multiplicando este volumen por las cantidades de glucosa que se

transformaron en etanol y glicerol se obtiene la GTPF - [((40 %) (72.7 mL) (ﬁ)) +

1

)| = 3.08. La GH se calcula [(70.462)(72.7 mL)(——)| =
1000 L

(2432) (727 mL) 1000

512 g.

Sumando los resultados anteriores se obtiene que GH + GSNS + GTPF =5.12 + 3.7 +
3.08 =11.9 g. Esta cantidad es la glucosa contenida en el rastrojo pretratado. Sabemos
gue el porcentaje de celulosa contenida en rastrojo de maiz pretratado es de 0.55 g de
celulosa por g de rastrojo. Si se utilizaron 20 g de este material, entonces podemos
calcular la cantidad de glucosa contenida como 1.11 (factor de conversion de celulosa
a glucosa) x 20 g x 0.55 g/g = 12.21 g.

Del célculo anterior se desprende que el balance de masa realizado para la SFS con la
cepa termo tolerante cubre el 97 % de la glucosa que se encuentra en el rastrojo de

maiz pretratado, esto es 11.9 g/ 12.21 g x 100.

Balance de masa con la cepa S288C. Como se puede observar. la cantidad de glucosa
remante para este experimento fue de 0.11 g (Tabla 7). Esto indica que el porcentaje
de glucosa en solidos remanentes fue de 0.36%. Al final del proceso de SFS habian
9.96 g de solidos no hidrolizados. Por lo que la cantidad de GSNS para este experimento
fue de 9.96 g x 0.36 = 3.58 g.

Tabla 7. Carbohidratos identificados por andlisis gravimétrico de solidos remanentes
después de 144 h de SFS con la cepa S288C

Carbohidratos en sélidos remanentes (0.3 g)

Concentracioén (g/L) Peso (g)
Glucosa 1.28 0.11
Xilosa 0.183 0.015
Total 1.463 0.125

Como mencionaba anteriormente, para el calculo de la GTPF, las concentraciones de
etanol y glicerol se multiplicaron por los rendimientos de conversion, 0.55 g/g para la

conversion de glucosa a etanol y 0.74 g/g para la conversion de glucosa a glicerol. Asi,
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para la produccion valorada de etanol se tiene que GTPF para etanol es 11 g/L / 0.55
g/g = 20 g/L de glucosa. Para el glicerol 1.3 g/L / 0.74 =1.75 g/L. Al final del proceso de
SFS se obtuvieron 72.7 mL de hidrolizado en promedio. Multiplicando este volumen por
las cantidades de glucosa que se transformaron en etanol y glicerol se obtiene la GTPF

~[((209) (727 m1) (== )y + ((1.752) (727 mL) ( ==-))| = 1.58 g de GTPF. La GH

se calcula [(74.7 g/L)(727mL) ()| = 5 g.

Sumando los resultados anteriores se obtiene que GH + GSNS + GTPF=5.0g + 3.58
g + 1.58 g= 10.16 g. Esta cantidad es la glucosa contenida en el rastrojo pretratado.
Sabemos que el porcentaje de celulosa contenida en rastrojo de maiz pretratado es de
0.55 g de celulosa por g de rastrojo. Si se utilizaron 20 g de este material, entonces
podemos calcular la cantidad de glucosa contenida como 1.11 (factor de conversion de

celulosa a glucosa) x 20 g x 0.55 =12.21 g.

Del célculo anterior se desprende que el balance de masa realizado para la SFS con la
cepa silvestre cubre el 83 % de la glucosa que se encuentra en el rastrojo de maiz
pretratado, esto es 10.16 g/ 12.21 g x 100.

Interpretacion de los balances de masa.

El balance de masa global para las dos cepas se presenta en la Tabla 8. De los
resultados obtenidos de dicho andlisis se encontré que para la cepa termotolerante y
silvestre la cantidad de glucosa en solidos remanentes fue muy similar (0.36 %). Sin
embargo, en concordancia con los calculos presentados en el balance de masa,
encontramos que la SFS con la cepa silvestre tuvo una conversién de celulosa a glucosa
del 84 %, comparado con el de la cepa termotolerante que fue de 97 %. Lo anterior se
explica por la mayor produccién de etanol y glicerol con la cepa termotolerante. Por otro
lado, es interesante sefialar que en el biorreactor que contenia a la cepa termotolerante
se observo una produccién de glicerol 2 veces mayor que en el biorreactor con la cepa

silvestre.

8.1.1. SFS contiempo de inoculacion de 48 horas

Las cinéticas de conversion de celulosa a glucosa y produccion de etanol y glicerol con
las cepas termotolerante y silvestre adicionadas a la SFS hasta las 48 h de

sacarificacibon se muestran en la Figura 7. Cuando concluyo el cuarto dia, las
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concentraciones de glucosa y etanol en la SFS con la levadura tolerante eran de 49.5
g/L y 3.4 g/L respectivamente, mientras que con la silvestre de 58.3 g/L y 8.06 g/L

respectivamente.
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Tabla 8. Balance de masa global con respecto a la glucosa contenida en 20 g de solidos afiadidos a la SFS con las cepas TT23 Y S288C de
S. cerevisiae. Los inoculos fueron adicionados a las 24 h de hidrolisis enzimética en mini-fermentadores operados a 150 rpm y 100 ml de
volumen de trabajo.

TTT23 $288C
. Carbohidratos en Carbohidratos . Carbohidratos en Carbohidratos
Carbohidratos en . . Carbohidratos en . .
hidrolizado (g) solidos no totales en rastrojo hidrolizado (g) solidos no totales en rastrojo
J hidrolizados (g) pretratado (g) g hidrolizados (g) pretratado (g)
Glucosa 51.2 0.36 51.5 54.3 0.36 54.66
Glucosa a 22 0 22 11 0 11
etanol
Glucosa a 1.8 0 1.8 1.75 0 1.75
glicerol
Total 75 0.36 75.3 67.05 0.36 67.41
glucosa
Total Xilosa 6.5 0.05 6.55 2.3 0.053 2.3
Total 81.5 0.41 81.8 69.35 0.413 69.7
Total/Total 81.8 81.8 69.7 69.7
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Figura 7.Cinéticas de SFS con las cepas de S. cerevisiae a) TT23 y b) S288C. Los
inoculos se afiadieron 24 h después de iniciar la hidrolisis enzimatica. Al inicio de
cargaron 20 % de sélidos y 2 % del coctel de enzimas.

Los resultados anteriores sugieren lo siguiente. La produccién de etanol es mayor con
la cepa silvestre. Al segundo y cuarto dia de SFS, las concentraciones de glucosa con
las cepas termotolerante y silvestre fueron de 40.6 g/L y 49.5 g/L, y de 38.6 g/L y 58.3
g/L respectivamente. En la sacarificacién con 20 % sélidos y 2 % enzima se acumularon
cerca de 75 g/L de glucosa al cuarto dia. Considerando esta cantidad como base, los
experimentos con las cepas tolerante y silvestre podrian haber acumulado 13 g/L y 8
g/L de etanol al cuarto dia. Esto es, las cepas tolerante y silvestre habrian reducido 75
g/L-49.54g/L=255¢g/Ly 75¢g/L - 58.3 g/L =16.7 g/L de glucosa al terminar el cuarto
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dia. Si toda esta glucosa consumida se transformé en etanol con 0.5 % de eficiencia,
entonces se genera el etanol calculado (13 g/L y 8 g/L para la termotolerante y silvestre

respectivamente).

Al finalizar el séptimo dia de SFS, las concentraciones de glucosa y etanol para los
procesos con la cepas termo-tolerante y silvestre fueron de 66.05 g/L y 0.14 g/L y de
69.20 g/L y 1.6 g/L, respectivamente (Figura 7). Las diferencias en estas
concentraciones, aunque menores comparadas con los dias 3 y 4, sugieren un ligero
incremento en el consumo de glucosa y produccién de etanol en la SFS con la cepa

silvestre.
Balances de masa de las SFS con las cepas TT23 y S288C.

Como se comenté en la seccion anterior las fracciones sélidas remanentes de los
procesos de SFS se sometieron a procesos de hidrélisis y andlisis gravimétrico con el
objetivo de determinar la cantidad de azUcares que no se lograron sacarificar. Con dicha
informacion se realizaron los siguientes balances de masa para valorar detalladamente
los rendimientos de la SFS con las cepas termo tolerante y silvestre de levadura

inoculadas a las 48 horas.
Balance de masa con la cepa TT23.

En la Tabla 9 se muestra el resultado del analisis. Para el ensayo se utilizaron 0.3 g de
solidos remanentes lavados (para eliminar la glucosa hidrolizada) y secados. Como se
puede observar la cantidad de glucosa remante es de 0.10 g. Esto indica que el
porcentaje de glucosa en solidos remanentes fue de 0.33%. Al final del proceso de SFS
mostrado en la figura 7 habian 10.3 g de solidos no hidrolizados. Por lo que la cantidad

de GSNS para este experimento fue de: 10.3 x.33=3.4¢.

Tabla 9. Carbohidratos identificados por analisis gravimétrico de solidos remanentes
después de 144 h de SFS con la cepa TT23.

Carbohidratos en sélidos remanentes (0.3 g)

Concentracién (g/L) Peso

C)]
Glucosa 1.261 0.109
Xilosa 0.217 0.018
Total 1.478 0.127
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Para obtener la GTPF, las concentraciones de etanol y glicerol se multiplicaron por los
rendimientos de conversién, 0.55 g/g para la conversién de glucosa a etanol y 0.74 g/g
para la conversion de glucosa a glicerol. Asi, para la produccion valorada de etanol se
tiene que GTPF para etanol es 13 g/L / 0.55 g/g = 24 g/L de glucosa. Para el glicerol
0.57 g/L / 0.74 g/g = 0.77 g/L. Al final del proceso de SFS se obtuvieron 72.7 mL de
hidrolizado en promedio. Multiplicando este volumen por las cantidades de glucosa que
se transformaron en etanol y glicerol se obtiene la GTPF - [((24%) (72.7 mL) (ﬁ )) +

1

1000))] = 1.8. La GH se calcula [(66.05%)(72.7 mL)(L)] =

(0772) (72.7mL) ( T000

48g.

Sumando los resultados anteriores se obtiene que GH + GSNS + GTPF =48 + 34 +
1.8 = 10.0 g. Esta cantidad es la glucosa contenida en el rastrojo pretratado. Sabemos
gue el porcentaje de celulosa contenida en rastrojo de maiz pretratado es de 0.55 g de
celulosa por g de rastrojo. Si se utilizaron 20 g de este material, entonces podemos
calcular la cantidad de glucosa contenida como 1.11 (factor de conversion de celulosa
a glucosa) x 20 g x 0.55 = 12.21 g. Del calculo anterior se desprende gue el balance de
masa realizado para la SFS con la cepa termo tolerante cubre el 81% de la glucosa que

se encuentra en el rastrojo de maiz pretratado, esto es 10 g / 12.21 g x 100.

Balance de masa con la cepa S288C.

Como se puede observar en la tabla 10, la cantidad de glucosa remante es de 0.10 g.
Esto indica que el porcentaje de glucosa en solidos remanentes fue de 0.33%. Al final
del proceso de SFS mostrado en la figura 7 habian 10.3 g de solidos no hidrolizados.

Por lo que la cantidad de GSNS para este experimento fue de: 10.3 x .33 =3.4 g.

Tabla 10. Carbohidratos identificados por analisis gravimétrico de solidos remanentes
después de 144 h de SFS con la cepa S288C.

Carbohidratos en sélidos remanentes (0.3 g)

Concentracion (g/L) Peso (9)
Glucosa 1.23 0.107
Xilosa 0.17 0.014
Total 1.4 0.114
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Para obtener la GTPF, las concentraciones de etanol y glicerol se multiplicaron por los
rendimientos de conversién, 0.55 g/g para la conversién de glucosa a etanol y 0.74 g/g
para la conversion de glucosa a glicerol. Asi, para la produccion valorada de etanol se
tiene que GTPF para etanol es 8 g/L / 0.55 g/g = 14.5 g/L de glucosa. Para el glicerol
0.72 g/L / 0.74 = 0.97 g/L. Al final del proceso de SFS se obtuvieron 72.7 mL de
hidrolizado en promedio. Multiplicando este volumen por las cantidades de glucosa que
se transformaron en etanol y glicerol se obtiene la GTPF -

[(1452) (727 mL) (2 ) + ((0.972) (72.7mL) ( ==))| = 1.12. La GH se calcula

(6922) (727 mL)(==)| = 49 g (Tabla 11).

Sumando los resultados anteriores se obtiene que GH + GSNS + GTPF =49 + 34 +
1.12 = 9.4 g. Esta cantidad es la glucosa contenida en el rastrojo pretratado. Sabemos
gue el porcentaje de celulosa contenida en rastrojo de maiz pretratado es de 0.55 g de
celulosa por g de rastrojo. Si se utilizaron 20 g de este material, entonces podemos
calcular la cantidad de glucosa contenida como 1.11 (factor de conversion de celulosa
a glucosa) x 20 g x 0.55 g/g = 12.21 g. Del calculo anterior se desprende que el balance
de masa realizado para la SFS con la cepa termo tolerante cubre el 77% de la glucosa

gue se encuentra en el rastrojo de maiz pretratado, esto es 9.4 g/ 12.21 g x 100.

Interpretacion del balance de biomasa. Los resultados de los balances globales de masa
medidos como glucosa se muestran en la Tabla 11. La conversion de celulosa a glucosa
en la SFS con adicién de las cepas de S. cerevisiae a las 48 h de sacarificacion fue
menos eficiente que cuando se adicionaron a las 24 h (Tabla 8). Esto es porque en la
SFS con adicién de la levadura a las 24 h la conversion de celulosa a glucosa fue de 77
% para la cepa silvestre y de 81% para la cepa termotolerante. De acuerdo con los
resultados que se obtuvieron en los calculos de balance de materia la cepa silvestre
presento un rendimiento ligeramente menor en cuanto a produccion de etanol y

consumo de glucosa.
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Tabla 11. Productos obtenidos de la SFS con indculos de las cepas TT23 Y S288C de S.cerevisiae adicionados a las 48 h de hidrolisis

enzimatica en mini-fermentadores.

TT23

$288C

Carbohidratos en
hidrolizado (g)

Carbohidratos en
solidos no
hidrolizados (g)

Carbohidratos
totales en rastrojo
pretratado (g)

Carbohidratos en
hidrolizado (g)

Carbohidratos en
solidos no
hidrolizados (g)

Carbohidratos
totales en rastrojo
pretratado (g)

Glucosa 48.01 0.33 48.3 50.3 0.10 50.4
Glucosa a 25.5 0 25.5 16.7 0 16.7
etanol
Glucosa a 0.57 0 0.57 0.72 0 0.72
glicerol
Total 74.08 0.33 74.4 67.7 0.10 67.82
glucosa
Total Xilosa 5.8 0.06 5.9 5.8 0.051 5.85
Total 79.8 0.42 80.3 73.2 0.401 73.6
Total/Total 80.3 80.3 73.6 73.6
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Conclusiones

La carga de sdlidos, asi como la cantidad de enzima utilizada influye
significativamente en la sacarificacion del rastrojo de maiz pretratado con &cido
sulfarico. Siendo el 2 % de enzimas y el 20 % de solidos la condicion que mas
favorece la productividad de glucosa y rendimiento de conversién de celulosa a
glucosa.

Los rendimientos de conversién de celulosa a glucosa y de glucosa a etanol fueron
mayores para las SFS inoculadas 24 h después de iniciar la sacarificacion
comparadas con la inoculacién después de las 48 h.

La cepa TT23 de S. cerevisiae presentd una mejor actividad fermentativa que la
cepa S288C con ambos tiempos de inoculacién (24 y 48 horas).

La SFS es posible a 45 °C utilizando las cepas silvestre (S288C) y termotolerante
(TT23) de S. cerevisiae, sin embargo, se alcanzaron mejores rendimientos de

conversion con la TT23.
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10. Aportaciones y perspectivas
Las principales aportaciones de este trabajo fueron:

e Se demostré que el aumento de la carga enzimatica tiene efecto importante
sobre la conversién de la celulosa a glucosa en residuos lignocelulésicos.

e Se observo que los titulos de etanol aumentaron con tiempos de inoculacién
menores (24 h comparado con 48 h).

e Se encontré que la cepa silvestre S288C presento mejores rendimientos de
fermentacion que la cepa termotolerante TT23.

e Seinfiri6 que la temperatura de 45 °C favorece igual que la de 50 °C a la hidrolisis
enzimatica y es uno de los puntos clave para la sacarificacion y fermentacion

simultanea.
Perspectivas

e Aumentar el volumen de los in6culos para determinar si es un factor clave
en la optimizacién de la SFS.

e Aplicar un disefio factorial 2* con una metodologia de superficie de
respuesta para encontrar los valores 6ptimos de los parAmetros establecidos
en la SFS (p. Ej. Temperatura, volumen de inéculo y tiempo de adicién del

mismo). Ver anexos.
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12. Anexos

A.

Determinacién de Carbohidratos.

La metodologia empleada en el presente proyecto para la recuperaciéon de los

carbohidratos acumulados en los solidos remanentes ha sido la descrita por el

Laboratorio Nacional de Energia Renovables ( por sus siglas en ingles, NREL) (Sluiter

et al,2008) con algunas modificaciones y sin determinar algunos compuestos como la

lignina soluble e insoluble.

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)

9)

B.

Se tomaron 300 mg de las muestras de sélidos remanentes al finalizar las
corridas experimentales. Las muestras se mantuvieron a peso constante con +/-
0.1 mg.

Se colocaron las muestras en tubos de ensayo marcados respectivamente para
no perder el orden de los experimentos.

Se afiadieron 3 mL de HsSO4 al 72 % a las muestras y se agitaron durante un
minuto.

Se colocaron los tubos con las muestras en una incubadora con agitador a 30
°C y 300 rpm durante 60 minutos.

Se diluyo el acido contenido en las muestras al 4 % afiadiendo 84 mL de agua
destilada en matraces Erlenmeyer (el volumen final fue 87 mL).

Previamente se prepararon estandares de: xilosa, glucosa, etanol y glicerol

Se colocaron las muestras y los estandares en la autoclave a 121 °C por 60
minutos.

Se ajusto el pH de las muestras y los estandares a pH 5-6 con la finalidad de
gue no se perdieran carbohidratos durante la fase 4cida.

Se filtraron las muestras y los estandares para medir los carbohidratos en el
HPLC equipado con una columna de exclusion de iones Aminex HPX-87H (Bio-
Rad).

Metodologia de superficie de respuesta

Disefios experimentales para resolver los retos de los procesos de produccién.

El desarrollo de procesos de produccion requiere de disefios experimentales para

evaluar el efecto de una variable (por ejemplo, temperatura y cantidad de enzima) en la
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cantidad de producto obtenido (por ejemplo, concentracién de etanol). Estos disefios
estan conformados por sistemas que incluyen variables de entrada (independientes), y
variable de salida, también conocidas como variables de respuesta (dependientes), las
cuales representan la variable de interés en un estudio o investigacion. EI método
tradicional de los disefios experimentales consiste en medir un efecto a la vez en la
variable de respuesta, manteniendo las otras variables controladas (Box et al.,2008;
Keppel, 1991). Los métodos tradicionales implican realizar mas experimentos de los
necesarios y no muestran la interaccion entre variables, por lo que representan un

aumento en los costos de inversion.
Disefios factoriales.

Los disefios factoriales como los 2%, donde k es el nimero de variables o factores que
se evallan, también conocidas como variables de control, las cuales son medidas en 2
niveles que se pueden codificar para tomar los valores de 1 (valor alto) y -1 (valor bajo).
El disefio consta de todas las combinaciones posibles de los k factores a 2 niveles. Para
comprender mejor lo antes enunciado tomemos como ejemplo un disefio factorial
aplicado a un experimento quimico, las variables de control son x; = temperatura de la
reaccion medida a 250 y 300 °C, x, = la presién a 10, 16 psi, x3= tiempo de reaccion
tomado a los 4, 8 (minutos). Los ajustes codificados de los niveles vienen dados por los
valores altos (300 °C, 16 psi y 8 minutos) y valores bajos (250 °C, 10 psi y 4 minutos)

de cada variable de control respectivamente (x,, x, Y x3) (Khuri, y Mukhopadhyay, 2010)

Los disefios 2% juegan un papel importante en la investigacion; en especial en areas
donde se requiere del manejo de mdultiples variables bajo diferentes condiciones ya que
permiten conocer el efecto conjunto de diferentes variables independientes en una o
mas variables de respuesta realizando un menor nimero de experimentos. Del mismo
modo permite conocer el efecto que tienen las interacciones de las variables lo cual es
importante en los procesos de produccion que son afectados por multiples variables
como la SFS (Mukerjee y Wu, 2007).

Procesos de optimizacién aplicados a los procesos de produccion.
Metodologia de superficie de respuesta.

La metodologia de superficie de respuesta (por sus siglas en inglés, RSM) es una
estrategia experimental que consiste en la aplicacion de un grupo de técnicas
matematicas y estadisticas para buscar las condiciones éptimas de un sistema con

multiples variables. Es una metodologia basada en la optimizacion de un proceso de
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mayor eficiencia que una metodologia convencional, este ultimo mide el efecto de un

factor a la vez sobre una variable de interés (Oberoi et al., 2011).

Esta metodologia permite comprender las interacciones entre los pardmetros de
estudio, lo que podria contribuir a la optimizacion de los procesos de produccion y
proporcionar modelos estadisticos (Behera et al., 2018). Un disefio de superficie de
respuesta es util después de que se han determinado los factores importantes obtenidos
de los procesos de produccion; estos valores se ajustan a modelos tridimensionales
para conocer el 6ptimo real puesto que en un modelo bidimensional el punto éptimo de

la variable de interés suele confundirse con el punto mas alto de una curva.

Figura 8. Modelo de superficie de respuesta tridimensional con curvatura (recuperado
de Support.minitab.com, 2019)

Para conocer la relacion entre la variable de respuesta y las variables independientes
es necesario un modelo que se aproxime a la relacién funcional entre la variable de
respuesta y las variables independientes (Wang y Wang, 2005). Con el fin de conocer
el efecto de la relacion entre variables se utilizan ecuaciones en los analisis de superficie
de respuesta, estas ecuaciones permiten modelar la forma en que los cambios en las
variables afectan a una variable de respuesta. Las ecuaciones utilizan términos
elevados al cuadrado (cuadraticos) ya que esto permite definir la curvatura en una

superficie tridimensional (Téllez-Mora et al.,2012; Kaymaz y McMahon, 2005 ).

La funcionalidad de una variable de respuesta (y) esta determinada por 2 niveles: bajo
(-1) y alto (1), tal como se mencioné en los disefios 2%, Por lo que se puede decir que, y
esta en funcion de x, a esta relacion se le conoce como funcién de respuesta, la cual se

puede expresar de la siguiente forma (Téllez-Mora et al., 2012):
Funcion de respuesta (y) = f (x)f + €

En donde x = (x4, x,.,...xx), f(x) representa una funcion vectorial que consta de p

elementos que constan de potencias y productos cruzados de xi,x;.,...Xg, B €S un
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vector de coeficientes constantes denominados parametros y € es un error experimental

aleatorio que se supone que tiene una media cero.

Dentro de la RSM existen 2 modelos que se utilizan comdnmente (Khuri, y
Mukhopadhyay, 2010):

Los de primer grado

k
y= B0+ ) Pix + €
i=1

Y los modelos de segundo grado

K K
y= Po + Zﬁixi +22ﬁijxixj +Z:Biixi2 T €
i=1 1

i<j i=

Los modelos antes mencionados sirven para:

1. Establecer una relacion aproximada entre y y xq, x,,.., x; que se puede utilizar
para predecir los valores de la variable de respuesta (y) para determinados
ajustes de las variables de control (x;, x5,.., Xx)

2. Determinar mediante una prueba de hipétesis la significancia de los factores
cuyos niveles estan representados por : xq, X5,.., X.

3. Determinar los ajustes optimos de x4, x5,.., x; los cuales den como resultado la
maxima (0 minima) respuesta en una determinada regién de interés dentro del

plano tridimensional.

Para aplicar los modelos de segundo y primer grado primero se debe llevar a cabo una
serie de experimentos, en cada uno se mide (u observa) la respuesta para ajustes
especificados de las variables de control. La totalidad de las respuestas causadas por
diferentes ajustes en las variables de control constituye la superficie de respuesta (Khuri
y Mukhopadhyay, 2010). Los modelos de primer orden mas comunes son los 2
mientras que los modelos de segundo orden requieren de disefios 3% (k factores a 3
niveles), sin embargo, estos Ultimos requieren de un nimero mayor de experimentos y

combinaciones.
Maxima pendiente en ascenso.

Una de las desventajas que presentan los disefios factoriales 2% es que no permiten la

estimacion de la significancia del error experimental. Por lo tanto, una posible solucion

56



Anexos

es aumentar las observaciones adicionando puntos centrales o axiales a una superficie
de respuesta, estos puntos adicionales se obtienen de las réplicas de cada corrida o
experimento en el centro por medio de réplicas (Kaymaz y McMahon, 2005). Lo
anteriormente mencionado se puede visualizar de la siguiente manera en un plano

bidimensional.

@
Figura 9. Representacion de las réplicas en un disefio factorial 22. Los puntos azules

representan las réplicas experimentales (puntos axiales) y los puntos amarillos los
experimentos estandar

Optimizacién del proceso.

El disefio experimental mide la eficiencia del proceso, la cual se determina siguiendo
una metodologia de superficie de respuesta, ya que este tipo de analisis permite
maximizar los valores de una variable de respuesta obtenidos a partir del efecto que se

produce cuando los factores o variables dependientes interaccionan conjuntamente.
Polinomios de primer orden

Los disefios se ajustardn a modelos cuadraticos completos, aplicando técnicas de
minimos cuadrados. El método mas utilizado para la aproximacién de las funciones
(acercamiento al 6ptimo real) es por polinomios de primer orden, lo cual se puede

observar en la siguiente ecuacion.

Y =Bo+ pix1 + Bax, + €

En donde cada elemento representa:
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Y = variable de interés

Bo = coeficiente de interseccion

x; Y x;= variables independientes

Bi= coeficiente lineal

Bi=coeficiente cuadratico

Bij = coeficiente de los productos cruzados
€= error experimental aleatorio

Este modelo permite ajustar eficientemente el modelo plano y comprobar si es adecuado
para encontrar el punto maximo real, esto se obtiene gracias a la estimacion de error

experimental (Box y Hunter, 2008).
Polinomios de segundo orden

El modelo de segundo orden se utilizara cuando se ha comprobado que la determinacion
en la aproximacién con un modelo de segundo orden no es el adecuado. Para un

polinomio de segundo orden se utilizara la siguiente ecuacion:

Y = Bo + Brx1 + Baxz + Br1x%1 + 2%y + BraXi X,
Determinacion de la curvatura (analisis canénico)

Para determinar la curvatura o la forma que se toma de acuerdo a los datos en una
superficie se sugiere la aplicacion de la siguiente ecuacién, la cual se basa en un

modelo de segundo orden, ya que en estos modelos resulta mas evidente la forma.

2
2

y— 375=311x§ + Bpox
En donde cada elemento representa:
X1 Y X, = l0s ejes que se trasladaron o giros
s = es el dato que se sitda en el centro, el eje central

Minimos cuadrados.

Para una serie de datos que no describen una linea recta se utiliza el método de minimos
cuadrados con analisis de regresion lineal, esto con el fin de obtener las minimas
distancias entre los datos obtenidos y determinar la relaciébn entre variables

dependientes e independientes. Para lo anterior se utiliza la siguiente ecuacion
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(X y) —Xx-Xy N
TS R T

En donde cada elemento representa
x = variables dependientes
y = valores de las variables independientes

n = nimero de datos

Ly -Xx?—Yx-X(xy)

n-Yx? —|Yx|?

)
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