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Resumen 
La producción de bioetanol a partir de materiales lignocelulósicos como alternativa 

a los combustibles derivados del petróleo aún no es rentable debido a los costos 

que representa la conversión de la celulosa a etanol. Un acercamiento para 

solucionar esta problemática es la implementación de procesos de sacarificación y 

fermentación simultánea (SimSF). Este tipo de procesos reducen los costos del 

proceso aumentando su rentabilidad. Para poder llevar a cabo este tipo de 

procesos se requieren organismos capaces de asimilar y fermentar los 

componentes de la lignocelulosa. Derivado de esto se han desarrollado 

plataformas microbianas como Saccharomyces cerevisiae RP2-BGL, la cual es 

capaz de asimilar y fermentar celooligosacáridos como la celobiosa en un solo 

paso. Sin embargo, para que esta cepa pueda ser utilizada en procesos rentables 

es necesario mejor la productividad y rendimientos del proceso de obtención de 

etanol a partir de celobiosa.  

En el presente trabajo se estandarizaron las condiciones de operación del proceso 

mencionado haciendo uso de una metodología de superficie de respuesta. Se 

evaluaron y optimizaron las variables que tenían un efecto significativo sobre el 

proceso. Al término de la estandarización se obtuvo una concentración final de 

etanol de 12.71 g L-1 y un rendimiento de 0.5 gEtOH gcelobiosa-1 los cuales 

representan un aumento del 400 y 20% respectivamente a lo reportado por Ríos-

Fránquez (2017). Posterior a la estandarización se desarrolló un modelo 

matemático para describir el proceso y se evaluó el régimen de operación por lote 

alimentado con alimentaciones lineal y exponencial. Los mejores resultados se 

obtuvieron mediante la alimentación exponencial alcanzando 28.5 g L-1 de etanol y 

un rendimiento de 0.514 gEtOH gcelobiosa-1 el cual representa el 94% del rendimiento 

teórico máximo. S. cerevisiae RP2-BGL también fue usada para llevar a cabo un 

proceso SimSF a partir de bagazo de caña y con enzimas comerciales libre de β-

glucosidasa obteniendo 28.57 g L-1 de etanol y un rendimiento de 0.43 gEtOH 

gcelulosa-1.
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Abstract 

Lignocellulosic bioethanol production as an alternative to fossil fuels isn’t yet 

profitable due to the high cost that the conversion of cellulose to ethanol 

represents. An approach to this problem is the implementation of simultaneous 

saccharification and fermentation processes (SimSF). This type of processes 

increases the rentability by decreasing the operation costs. In order to achieve this, 

microorganisms capable of assimilate and ferment the components from cellulose 

are required. Due to this, microbial platforms were developed such as 

Saccharomyces cerevisiae RP2-BGL, which is able to assimilate and ferment 

cellooligosaccharides like cellobiose in one step. However, in order to use this 

strain in profitable processes, productivity and overall yields ot the ethanol 

production from cellobiose needs to be improved. 

In the present work operational conditions were standardized by a surface 

response methodology. The variables that had a significant impact on the process 

were evaluated and optimized. At the end of the standardization a final ethanol 

concentration of 12.71 g L-1 and an ethanol yield on cellobiose of a 0.50 gEtOH 

gCellobiose-1 were achieved, which represents an increase of 400 and 20% 

respectively from that reported by Ríos-Fránquez, (2017). After the 

standardization, a mathematical model used to describe and predict the process 

was developed and fed-batch regime was evaluated with lineal and exponential 

feeding. The best results obtained were those with exponential fed-batch regime 

achieving 28.5 g L-1 of ethanol and a yield of 0.514 gEtOH gCellobiose-1 which 

represents the 94% of the theoretical maximum yield. S. cerevisiae RP2-BGL was 

also used in a SimSF process with sugarcane bagasse and β-glucosidase free 

commercial enzymes achieving 28.57 g L-1 of ethanol with a 0.43 gEtOH gCellulose-1 

yield.
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1.-Introducción 
1.1 Bioetanol 

El crecimiento en la población mundial, así como la constante industrialización y 

modernización de la civilización, tiene como consecuencia que el consumo global 

de energía haya incrementado 17 veces en el último siglo, así como las emisiones 

de CO2, SO2 y NOx (Demirbas, 2007). Actualmente se consumen 98.3 millones de 

barriles de petróleo crudo al día y se estima que para el año 2020 la demanda 

será de 112 millones de barriles diarios (IEA, 2018). La problemática que conlleva 

esta tendencia en el consumo energético principalmente de combustibles fósiles, 

es la emisión de gases de efecto invernadero a la atmósfera. En las últimas dos 

décadas aumentó 38% la cantidad de CO2 liberado alcanzando en el 2013 un total 

de 32190 millones de toneladas de CO2. El sector transportista es uno de los 

principales contribuyentes en la emisión de gases de efecto invernadero, 

aportando el 19% del CO2 total emitido Goldemberg,2008. 

Debido al consumo continuo de las reservas de combustibles fósiles y los efectos 

negativos que provocan su combustión se deben de generar fuentes de energía 

alternas, las cuales provean energía limpia y renovable, además de ser 

sostenibles, eficientes y económicamente rentables (Prasad, 2006). La Comisión 

Europea tiene como objetivo el reemplazo progresivo de los combustibles 

convencionales, de tal manera que para el año 2020 el 20% del combustible total 

utilizado en el sector de los transportes sea de fuentes alternativas (EC, 2000). 

Los biocombustibles son una alternativa viable para disminuir el impacto ambiental 

derivado de la dependencia de los combustibles fósiles, así como para mantener 

el costo de la energía a niveles asequibles (Li, 2012). Se define como 

biocombustible a todo aquel gas o líquido obtenido a partir de biomasa vegetal los 

cuales son empleados con propósito de transporte (Stöcker, 2008; IEA,2011). 

Actualmente el biocombustible más utilizado es el bioetanol, en forma de agente 

oxigenante de la gasolina mediante la formulación de metil ter-butil éter (MTBE) 

aumentando la eficacia de la combustión y reduciendo los efectos contaminantes 
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de los hidrocarburos que no se oxidan completamente (Sánchez, 2005). A su vez, 

se puede utilizar en mezclas con gasolinas conteniendo hasta un 20% de etanol 

sin necesidad de alguna modificación a los motores convencionales (Hahnn-

Hägerdalet, 2006). La mayoría de la producción de bioetanol se realiza en países 

como Estados Unidos (57.6 %) y Brasil (27.6 %) a partir de almidón de maíz y 

caña de azúcar respectivamente (AFDC, 2016). Sin embargo el uso de estas 

materias primas representa una amenaza contra la autosuficiencia alimentaria y 

limita la viabilidad de producción en países como México, India y Tailandia.  

Una alternativa a la utilización de cultivos de interés para el consumo humano son 

los residuos agroindustriales ricos en lignocelulosa, los cuales poseen el potencial 

de reducir el impacto en la autosuficiencia alimentaria y minimizar la huella de 

carbono general (Waldron, 2010). 

Numerosos estudios se han llevado a cabo para desarrollar tecnologías que 

permitan la producción a gran escala de etanol celulósico, sin embargo, el 

principal factor limitante es el alto grado de complejidad inherente al procesar este 

tipo de materias primas lignocelulósicas.  

1.2 Lignocelulosa 

La lignocelulosa es el principal componente de la biomasa vegetal, la cual 

comprende alrededor del 50% de la masa de las plantas producida por fotosíntesis 

(fotomasa), lo cual representa la materia prima orgánica renovable más abundante 

en el planeta.  

Este polímero está compuesto principalmente por tres polímeros: celulosa, 

hemicelulosa y lignina los cuales se encuentran altamente entrecruzados y unidos 

químicamente mediante fuerzas no covalentes y enlaces covalentes (Fig. 1). El 

porcentaje de cada uno de estos componentes es variable y dependiente de 

diversos factores como el tipo y edad del cultivo, sin embargo, estos valores 

oscilan entre el 20-50%, 20-40% y 10-20% para la celulosa, hemicelulosa y lignina 

respectivamente (Sánchez, 2009).  
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Figura 1 Estructura de la lignocelulosa (Rubin, 2008) 

 

La celulosa es un homopolímero lineal compuesto por moléculas de D-glucosa 

unidas mediante enlaces glucosídicos β-1,4 los cuales a su vez forman dímeros de 

celobiosa. Esto forma cadenas largas también denominadas fibrillas elementales, 

que se mantienen unidas gracias a las interacciones de puentes de hidrógeno y 

fuerzas de Van der Waals. Gran parte de la celulosa se encuentra en su forma 

cristalina debido a la organización de las fibrillas y solamente existe una pequeña 

cantidad (5-10 %) de fibrillas no organizadas dando lugar a regiones amorfas de la 

celulosa, las cuales son más susceptibles a la degradación enzimática (Pérez et 

al., 2002). 

La hemicelulosa es un heteropolisacárido de menor peso molecular que la 

celulosa, está compuesto por azúcares como D-xilosa, D-manosa, D-galactosa, D-

glucosa, L-arabinosa, ácidos 4-O-metilglucurónico, D-galacturónico y D-

glucurónico. Estos generalmente se encuentran unidos mediante enlaces 

glicosídicos β-1,4 aunque también se pueden encontrar uniones en formas de 
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enlaces glicosídicos β-1,3. La principal diferencia entre la celulosa y la 

hemicelulosa es que esta última posee cadenas laterales cortas compuestas de 

diferentes azúcares, mientras que la celulosa consiste de oligómeros lineales de 

cadena larga. La hemicelulosa rodea las fibrillas de la celulosa y funge como un 

agente de unión entre la celulosa y la lignina, que a su vez crea una compleja red 

de enlaces que provee de fuerza estructural (Rubin, 2008). 

El tercer componente principal es la lignina el cual es un heteropolímero 

tridimensional amorfo, insoluble en agua y ópticamente inactivo compuesto por 

unidades de fenilpropanoides unidos mediante enlaces éter y carbono-carbono. La 

naturaleza de estos enlaces le confieren la característica de ser difícilmente 

hidrolizables. La función de la lignina es proveer de soporte estructural, 

impermeabilidad y resistencia al estrés oxidativo y ataques microbianos (Del río et 

al., 2007). 

De los tres compuestos mencionados anteriormente, el de mayor importancia para 

la producción del bioetanol de segunda generación es la celulosa. Sin embargo 

este polímero debe ser hidrolizado previamente para tener los azúcares libres que 

puedan ser fermentados. Para llevar a cabo lo anterior en la naturaleza existen 

enzimas específicas que se encargan de hidrolizar los enlaces presentes en la 

estructura de la celulosa. A estas enzimas se les denominan celulasas. 

1.3 Celulasas 

La degradación enzimática de la celulosa para la obtención de monómeros de 

glucosa es llevada a cabo por un conjunto de enzimas denominadas celulasas, las 

cuales son producidas por una gran variedad de microorganismos: hongos, 

bacterias aerobias, bacterias anaerobias y actinobacterias. Las celulasas pueden 

ser extra celulares o unidas a la membrana, pero sin importar su localización estas 

se clasifican dependiendo de su actividad catalítica (Sharma et al., 2016). Las 

celulasas más utilizadas son: 
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• Endoglucanasa (EC 3.2.1.4): Este grupo de enzimas atacan de manera 

aleatoria los sitios internos de la región amorfa de la celulosa, generando 

nuevos extremos y oligosacáridos de diversas longitudes. 

• Exoglucanasa (EC 3.2.1.91): Este grupo de enzimas puede actuar tanto en 

extremos reductores como no reductores de la cadena de celulosa. 

Dependiendo del producto que libere en mayor concentración es llamada 

glucanohidrolasa (liberación de glucosa) o celobiohidrolasa (liberación de 

celobiosa). Atacan únicamente la región cristalina.  

• β-glucosidasas (EC 3.2.1.21): Actúan sobre los extremos no reductores e 

hidroliza los celooligosacáridos y la celobiosa en glucosa. Esta enzima es 

inactiva en las regiones cristalina y amorfa de la celulosa.  

Para poder llevar a cabo la hidrólisis completa de la celulosa se requiere de la 

acción conjunta de los tres grupos de enzimas. Sin embargo, si se tiene 

únicamente celulosa en su forma amorfa se puede prescindir de la actividad de 

exoglucanasa (Ozioko et al., 2013). 

Existe una gran variedad de microorganismos nativos productores de celulasas, 

entre los que se incluyen géneros de hongos como Trichoderma spp., Plerouts 

spp., bacterias como Cellulomonas spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp.. (Viteri-

Flórez, et al., 2015). Así mismo también existe un gran número de estudios para la 

creación de organismos hiper productores de celulasas y recombinantes (Guo et 

al., 2011; Wong-Heong & Yong-Su, 2017). 

1.3.1 Cellulomonas flavigena PR-22 

Cellulomonas flavigena es un bacilo, Gram positivo, mesófilo, neutrófilo y aerobio 

el cual es reconocido por ser un organismo celulolítico productor de celulasas.  

Produce las enzimas de manera extracelular a excepción de la β-glucosidasa la 

cual se mantiene de forma intracelular en el espacio periplásmico de la bacteria. 

Dentro del grupo del trabajo se realizaron trabajos previos con el objetivo de 

incrementar la producción de enzimas celulolíticas de la cepa nativa de C. 

flavigena. Mediante un proceso de mutación aleatoria con N-metil-N-nitro-N-
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nitrosoguanidina (NTG), se obtuvo una mutante con elevada velocidad de 

crecimiento y 10 veces mayor actividad de β-glucosidasa comparada con la cepa 

materna, a esta cepa se le denominó PN-120 (Ponce-Noyola & de la Torre, 1995). 

Posteriormente y con el objetivo de obtener una mutante desreprimida de C. 

flavigena, la cepa PN-120 se sometió a un nuevo proceso de mutación con NTG, 

derivado de esto se aisló la cepa PR-22 la cual mostró producir 2.2 veces más 

actividad de CMCasa en comparación con la cepa materna (Rojas-Rejón et al., 

2007).  

Así mismo en trabajos anteriores se logró aislar y caracterizar la secuencia del gen 

de la β-glucosidasa de C. flavigena PN-120 denominado como bglA (Río-

Franquez, 2012).  Esta secuencia se conservó durante la mutación en la cepa PR-

22. 

1.4 Producción de etanol celulósico 

En la producción de etanol a partir de maíz y caña la materia prima representa un 

40-70 % del costo total de producción (Sendelius, 2005), por lo cual el utilizar 

materiales lignocelulósicos como los residuos agroindustriales permitiría disminuir 

los costos ya que es una materia prima que se encuentra con amplia 

disponibilidad y es de fácil adquisición.  

Existen diversos materiales lignocelulósicos que han sido evaluados para la 

producción de etanol, los cuales se pueden agrupar en seis categorías principales: 

residuos de cultivo (bagazo de caña, de agave, rastrojo de maíz), madera dura 

(aspen), madera suave (pino), desechos celulósicos (papel periódico, papel de 

oficina), biomasa herbal (pastos) y residuos sólidos municipales (Sánchez & 

Cardona, 2008). Dentro de estos materiales, el bagazo de caña es uno de los más 

estudiados debido a su alta disponibilidad, principalmente en países tropicales. 

Este residuo fibroso es obtenido después de la extracción del jugo de la caña de 

azúcar en el proceso de producción de azúcar (Martín et al., 2007). El bagazo de 

caña es producido en altas cantidades en Brasil, Cuba, China y México 

(Hernández-Salas et al., 2009). En el caso específico de México tan sólo en el 
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2017 se cosecharon 56 millones de toneladas (SAGARPA, 2017) lo cual indica el 

alto potencial que este país tiene como productor de etanol a partir de bagazo de 

caña.  

A lo largo del tiempo se han ido creando y perfeccionando los procesos para la 

obtención de etanol celulósico. Por lo cual se han ido clasificando dependiendo de 

las etapas utilizadas dentro el mismo.  

Los principales tipos de procesos son: 

• Secuencial 

• Simultáneo  

• Consolidado 

1.4.1 Proceso secuencial 

La conversión de la lignocelulosa en etanol se puede lograr mediante una serie de 

etapas llevadas a cabo de manera secuencial. La primera etapa consta de un 

pretratamiento a la biomasa lignocelulósica para aumentar la disponibilidad de la 

celulosa mediante la remoción de lignina y hemicelulosa, así como reducir la 

cristalinidad de la celulosa para que sea más susceptible a enzimas celulolíticas 

(Keller et al., 2003). Este tratamiento puede ser de naturaleza física (molienda, 

reducción de tamaño, explosión de vapor), química (adición de solventes, adición 

de ácidos, adición de álcali) o biológica (ligninasas) (Li et al., 2002). 

Una de las características deseadas dentro de los pretratamientos es que debe de 

preservar la utilidad de la hemicelulosa para su uso en otros procesos, así como 

evitar la formación de inhibidores de la fermentación como los furfurales (Laser et 

al., 2002) 

La sacarificación es la siguiente etapa, la cual consiste en la hidrólisis de la 

celulosa, obtenida en el pretratamiento, en monómeros de glucosa utilizando 

ácidos o enzimas. La hidrólisis ácida de la celulosa hace uso de ácidos fuertes 

como el ácido clorhídrico y el ácido sulfúrico, ya sea en forma concentrada o 

diluida. Las altas temperaturas requeridas para llevar a cabo la hidrólisis 
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empleando ácidos (200-240 °C) hace inevitable la formación de inhibidores como 

el hidroxi metil furfural (HMF) reduciendo así el rendimiento de la sacarificación y 

de la fermentación posterior.  

La degradación de la celulosa mediante el uso de enzimas celulolíticas ha 

demostrado generar mejores resultados en la subsecuente fermentación debido a 

que no existe una degradación de los azúcares generados (Hernández-Salas, 

2009), así mismo se evita la producción de compuestos inhibitorios. Sin embargo, 

esta etapa es económicamente limitante para la producción a gran escala de 

etanol lignocelulósico, debido al alto costo que representan las enzimas y su poca 

eficiencia de recuperación y reutilización en sacarificaciones consecutivas 

(Eriksson et al., 2002; Tu et al., 2007). Por lo cual esta etapa llega a representar 

hasta un 50% del costo total de producción (Howard et al., 2003). 

La siguiente etapa es la conversión de los monómeros de glucosa en etanol 

mediante organismos etanologénicos. Una de las cepas más utilizadas para la 

obtención de etanol es Saccharomyces cerevisiae, ya que posee la capacidad de 

fermentar una gran variedad de hexosas obteniendo buenos rendimientos, sin 

embargo, no posee de manera natural la habilidad de fermentar azúcares de cinco 

carbonos ni la celobiosa, que es un azúcar que se acumula mucho cuando no hay 

una buena degradación. En el método de producción secuencial la sacarificación y 

la fermentación son llevadas a cabo en reactores aislados, lo que permite que 

cada una de las etapas sea llevada bajo las condiciones óptimas de operación 

(Temperatura y pH) (Cardona & Sánchez, 2008).  

1.4.2 Proceso simultáneo  

Un acercamiento para resolver la limitación económica que implica la 

sacarificación enzimática en el modelo secuencial es la implementación de un 

proceso de sacarificación y fermentación simultáneo (SimSF). En este proceso, la 

hidrólisis enzimática de la celulosa y la fermentación de los azúcares que se 

generan se realizan en una sola etapa en un solo reactor, lo cual implica una 

reducción de la inhibición por producto de las enzimas celulolíticas (Tomás-Pejo, 

et al., 2009).  
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Sin embargo, este proceso representa un retroceso en términos de condiciones de 

operación, ya que las etapas de sacarificación y de fermentación poseen 

condiciones óptimas de temperatura y pH diferentes. Por ejemplo, generalmente la 

sacarificación enzimática se realiza a temperaturas cercanas a los 50 °C, mientras 

que la fermentación es llevada a cabo en un intervalo entre 30-37 °C (Alfani et al., 

2002). 

1.4.3 Proceso consolidado 

Un proceso consolidado de producción de etanol celulósico es aquel donde se 

lleva a cabo la sacarificación y fermentación de hexosas y pentosas de manera 

simultánea sin la necesidad de agregar enzimas exógenas. Para lograr esto, se 

requiere el uso de microorganismos etanologénicos que además posean la 

capacidad de hidrolizar residuos lignocelulósicos para disminuir el costo de la 

adición de las enzimas. Lo anterior puede ser llevado a cabo por la clonación de 

una o más enzimas celulolíticas dentro del organismo productor de etanol 

haciendo uso de la ingeniería genética, reduciendo así la cantidad y variedad de 

enzimas requeridas en el proceso de sacarificación  

Uno de los microorganismos de mayor interés industrial y biotecnológico para la 

obtención de etanol es Saccharomyces cerevisiae debido a que es una levadura 

inocua y con altas capacidades etanologénicas. Además de ser un buen productor 

de etanol, posee alta tolerancia a éste por lo que es ampliamente utilizado en la 

industria de fermentaciones. Derivado de esto, constantemente surgen nuevos 

estudios con el objetivo de mejorar y/o añadir capacidades fermentativas de este 

microorganismo dando origen a diversas cepas.  

1.5  Saccharomyces cerevisiae RP2-BGL 

Saccharomyces cerevisiae es reconocida por ser una levadura etanologénica con 

buenos rendimientos y tolerancia a la inhibición por sustrato y producto. Sin 

embargo, no posee la capacidad de asimilar residuos lignocelulósicos ni 

celooligosacáridos como la celobiosa. Derivado de esto recientemente en el grupo 

de trabajo se desarrolló una cepa de S. cerevisiae con la capacidad de expresar la 
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β-glucosidasa proveniente de C. flavigena PR-22 mediante la optimización e 

inserción del gen bglA. La optimización de codones permite mejorar los niveles de 

expresión y actividad de proteínas heterólogas. Esta cepa se denominó S. 

cerevisiae RP2-BGL y mostró tener actividad volumétrica (155 UI L-1) y específica 

(222 UI g-1) de β-glucosidasa comparables con las obtenidas por C. flavigena PR-

22. Esto le confiere la capacidad de asimilar y fermentar celooligosacáridos como 

la celobiosa en una sola etapa (Rios-Franquez et al., 2017). 

El rendimiento reportado por Rios-Franquez et al. (2017) para S. cerevisiae RP2-

BGL para la producción de etanol fue de 0.41 getanol gcelobiosa-1; el cual equivale al 

76% del rendimiento teórico, obteniendo una concentración de 5 g L-1 de etanol al 

término de 96 h de cultivo. Estos resultados fueron mayores que los reportados 

por Van Rooyen et al. (2005) y Yang et al. (2013). Sin embargo, la productividad 

volumétrica se debe de mejorar para poder llevar a cabo este proceso de 

obtención de etanol a partir de celobiosa o de residuos lignocelulósicos mediante 

la implementación de procesos SimSF. 

Derivado de esto es que es necesario estandarizar las condiciones operativas con 

el objetivo de mejorar los rendimientos y productividades del proceso.  
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2.-Justificación 
Las tendencias globales respecto a la producción de energías alternas a los 

combustibles fósiles van en incremento, especialmente aquellas que involucran 

biocombustibles líquidos como el bioetanol. Derivado de esto han surgido 

tecnologías para la obtención de este compuesto a partir de materia 

lignocelulósica como los procesos SSF; sin embargo, es necesario mejorar los 

rendimientos y productividades de este tipo de procesos para llevar a cabo su 

aplicación en escalas mayores.  

Por esta razón es conveniente llevar a cabo la estandarización de las condiciones 

operativas del proceso de obtención de etanol a partir de celobiosa por S. 

cerevisiae RP2-BGL para incrementar el rendimiento y la productividad de este. 
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3.-Hipótesis 
La estandarización de los parámetros operativos en el proceso de obtención de 

etanol a partir de celobiosa por S. cerevisiae RP2-BGL permitirá obtener mejores 

rendimientos y productividades finales del producto. 
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4.-Objetivos 
General 

Establecer las condiciones del proceso de fermentación de sacarificados de 

bagazo de caña con Saccharomyces cerevisiae RP2-BGL 

Específicos  

• Determinar los parámetros cinéticos de S. cerevisiae RP2-BGL en las 
condiciones reportadas previamente para la producción de etanol  

• Estandarizar las condiciones de operación para la obtención de etanol a 
partir de celobiosa  

• Establecer el régimen de operación para el proceso de obtención de etanol 
a partir de celobiosa 

• Implementar un proceso de SimSF a partir de bagazo de caña utilizando 
celulasas y S. cerevisiae RP2-BGL 
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5.- Estrategia experimental 
Etapa 1 

1.1 Determinación de parámetros de operación significantes 

Etapa 2 

2.1 Estandarización de las condiciones de operación 

2.2 Validación de las condiciones de operación 

Etapa 3 

3.1 Determinación de un modelo cinético  

3.2  Evaluación del régimen de operación en lote alimentado 

3.2.1 Evaluación de alimentación lineal 

3.2.2 Evaluación de alimentación exponencial 

Etapa 4 

4.1 Tratamiento y caracterización química del bagazo de caña 

4.2 Evaluación de cócteles enzimáticos ricos en celulasas 

4.3 Establecimiento de un proceso SimSF 
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6.- Materiales y Métodos 
6.1 Microorganismos y medio de cultivo 

Saccharomyces cerevisiae RP2-BGL se reactivó partiendo de un cultivo 

conservado en glicerol. Las células se cultivaron a 30 °C, 200 rpm durante 24 h, 

en medio SD líquido (Ríos-Franquez et al., 2017) con la siguiente composición (g 

L-1): extracto de levadura libre de aminoácidos 6.68, glucosa 2 y dropout mix libre 

de uracilo al 0.1 % disuelto en agua destilada.  

Cellulomonas flavigena PR-22 se creció a 37 °C, 200 rpm en medio mineral 

(Ponce-Noyola & de la  Torre, 1993) con la siguiente composición (g L-1): NaCl 5.5; 

(NH4)2SO4 2.5; PO4-3 3.5; MgSO4. 7H2O 0.1; CaCl2 0.1, todo disuelto en agua de la 

llave adicionado con 0.02 % de extracto de levadura y como fuente de carbono 

bagazo de caña (BC) al 1% (p/v) pretratado alcalinamente (de la Torre & Casas-

Campillo, 1984). Los cultivos se inocularon con una relación 10% (v/v) 

6.2 Preparación de Inóculo de S. cerevisiae RP2-BGL 

Todos los inóculos utilizados se cultivaron a 30 °C, 200 rpm durante 8 h bajo 

condiciones aerobias en medio YPC con la siguiente composición: extracto de 

levadura 1%, peptona de caseína 2% y celobiosa al 1% como fuente de carbono. 

Los cultivos se inocularon partiendo de una colonia tomada de placa.  

6.3 Fermentación control con S. cerevisiae RP2-BGL 

El crecimiento de S. cerevisiae RP2-BGL y la producción de etanol se realizó en 

frascos serológicos de 25 mL conteniendo 23 mL de medio YPC cultivados a 30 

°C sin agitación para favorecer las condiciones microaerofílicas (Rios-Franquez et 

al., 2017). Se inoculó el cultivo con una concentración inicial de biomasa de 0.5 g 

L-1, se evaluó el consumo de azúcares y producción de etanol durante 48 h, 

tomando muestra cada 3 h y se almacenaron a 4 °C hasta su análisis posterior.  
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6.4 Estandarización de las condiciones de operación  

6.4.1 Análisis de factores preliminares 

Se analizó si la temperatura y el pH inicial tenían un impacto sobre la producción 

de etanol, esto se llevó a cabo en frascos serológicos de 25 mL conteniendo 23 

mL de medio YPC. Se inoculó el cultivo a concentración inicial de biomasa de 0.5 

g L-1. Se evaluaron diferentes temperaturas (28, 30 y 32 °C) y pH inicial (5.5, 6 y 

6.5). Se monitoreó el consumo de azúcares y producción de etanol durante 48 h, 

tomando muestra cada 12 h a partir de las 24 h de incubación y se almacenaron a 

4 °C hasta su análisis posterior.  

6.4.2 Análisis de superficie de respuesta 

Se evaluó el impacto de la agitación, inóculo y concentración de sustrato sobre la 

producción de etanol por S. cerevisiae RP2-BGL. Se realizó mediante un diseño 

central compuesto con puntos estrella 23. Las fermentaciones se llevaron a cabo 

en frascos serológicos de 25 mL conteniendo 23 mL de medio YPC, se cultivaron 

a 32 °C. Se evaluó el consumo de azúcares y producción de etanol durante 48 h, 

tomando muestra cada 12 h a partir de las 24 h de incubación y se almacenaron a 

4 °C hasta su análisis posterior.  

6.4.3 Validación de la superficie de respuesta 

En la etapa de validación se utilizaron reactores de mesa de 0.5 L (Applikon®) con 

un volumen de operación de 0.4 L y agitación de 100 rpm. El cultivo se realizó en 

medio YPC (2.6% celobiosa), inoculando con 1.2 g L-1 de biomasa. Se hizo pasar 

nitrógeno comercial durante 5 min para desplazar el oxígeno y favorecer 

condiciones de anaerobiosis. Se monitoreó la fermentación tomando muestra cada 

3 h durante 48 h las cuales se almacenaron a 4 °C para su posterior análisis. A 

cada muestra se le determinó azúcares, biomasa y etanol.  

6.5 Construcción del modelo matemático 
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La construcción del modelo se llevó a cabo con el uso del software Model Maker® 

3.0.3, haciendo uso del método de optimización simplex mediante la integración 

Bulrich-Stoer. Se ajustaron los valores obtenidos de manera experimental.  

6.6 Determinación del régimen de operación 

La evaluación del régimen de operación se llevó a cabo en reactores de mesa de 

0.5 L (Applikon®) con un volumen de operación de 0.4 L, con agitación variable a 

32 °C. El cultivo se realizó en medio YPC, inoculando con 1.2 g L-1 de biomasa, se 

hizo pasar nitrógeno comercial durante 5 min para desplazar el oxígeno y 

favorecer condiciones de anaerobiosis. Se monitoreó la fermentación tomando 

muestra cada 3 h durante 62 h y se almacenaron a 4 °C para su posterior análisis. 

A cada muestra se le determinó azúcares, biomasa y etanol.  

6.7 Sacarificación enzimática de bagazo de caña 

El ensayo de sacarificación enzimática se realizó en matraces Erlenmeyer de 25 

mL. Se pesaron 0.2 g de BC y se les añadió 9 mL de regulador de citratos 100 mM 

pH=6. Se esterilizó durante 15 min a 121°C y 15 psi. Posteriormente se le añadió 

la solución de cóctel enzimático. Se incubó durante 15 h a 35 °C y 300 rpm. 

6.8 Sacarificación y fermentación simultánea (SimSF) 

El proceso se llevó a cabo en reactores de mesa Applikon® de 0.5 L con un 

volumen de operación de 0.3 L. Se utilizó BC pretratado enriquecido con extracto 

de levadura al 0.2% como única fuente de carbono. Se inoculó con un cultivo 

fresco de S. cerevisiae RP2-BGL, se incubó a 35 °C, en condiciones anaerobias y 

300 rpm durante 72 h. Se tomó muestra cada 6 h y se almacenaron a 4 °C para su 

posterior análisis. A cada muestra se le determinó etanol, azúcares y crecimiento.  

6.9 Determinación de crecimiento celular 

El crecimiento celular fue cuantificado por dos maneras: 

6.9.1 Densidad óptica 
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Para S. cerevisiae RP2-BGL se cuantificó de manera espectrofotométrica, 

midiendo la densidad óptica de los cultivos a una longitud de onda de 600 nm. La 

absorbancia obtenida se extrapola a una curva estándar de peso seco (g L-1 de 

biomasa):  

 

6.9.2 Proteína celular 

Para C. flavigena y S. cerevisiae (en el proceso SimSF) se cuantificó la proteína 

celular, determinada por el método de Lowry (1951), modificado por Herbert 

(1971). La determinación se realizó con 50 μL de la suspensión obtenida de lavar 

el botón celular de 1 mL de cultivo de C. flavigena o S. cerevisiae, resuspendido 

en el mismo volumen de agua destilada estéril (1 mL). 

6.10. Pretratamiento del bagazo de caña  

El pretratamiento alcalino del BC se llevó a cabo con hidróxido de sodio (NaOH) al 

1.5 %, a una relación de 100 g de BC seco y molido por cada litro de solución de 

NaOH. El tratamiento se llevó a cabo en una olla de peltre dentro del autoclave por 

30 min, 121 ºC y 15 psi. El bagazo pretratado se lavó con agua de la llave hasta 

alcanzar un pH cercano al neutro (7), se secó a temperatura ambiente y se molió 

mecánicamente para disminuir el tamaño de partícula y favorecer su 

sacarificación.  

6.11 Caracterización del bagazo de caña pretratado  

La caracterización del bagazo pretratado se realizó determinando la composición 

porcentual (glucano, xilano, lignina, humedad y cenizas) contra un control de BC 

crudo. 

6.11.1 Determinación de celulosa 

La determinación de celulosa se realizó pesando 0.2 g de BC en un tubo de rosca. 

Se adicionó 3 mL de mezcla HNO3/Ac. Acético adicionando primeramente 1 mL, 

se homogeneiza y se añaden los 2 mL restantes. Se colocaron los tubos en baño 
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María durante 30 min. Posteriormente se filtró en un filtro de vidrio poro C 

arrastrando todo el material en el tubo con ayuda de agua destilada para 

posteriormente removerla con vacío. Se adicionó 10 mL de H2SO4 al 67 % (v/v) y 

se dejó reposar sin succionar durante 1 h. Posteriormente se determinaron 

azúcares totales por el método de Dubois (1956).  

6.11.2 Determinación de holocelulosa 

La determinación de holocelulosa se realizó removiendo la lignina de la muestra 

mediante cloración. En un filtro de vidrio poro C a peso constante (Peso V) se 

depositaron 0.3 g de muestra de BC (Peso M) seco y molido. La muestra se dejó 

clorar toda la noche con hipoclorito de sodio comercial (NaClO) al 5 % (v/v). El 

NaClO se removió por filtración y se añadió etanol al 95 %. Después de un minuto 

se removió por succión y se lavó con agua destilada fría. Se añadió a las muestras 

solución alcohol-monoetanolamina a 75 ºC hasta cubrir la materia completamente, 

se agitó y se dejó en reposo por 2 min, para después eliminarla por succión. Se 

eliminó cualquier rastro del solvente lavando con alcohol y agua destilada fría. Las 

muestras se secaron a 80 ºC por 12 h y se pesaron los filtros con muestra (Peso 

S). 

 

6.11.3 Determinación de hemicelulosa 

La hemicelulosa fue determinada mediante la sustracción del contenido de 

glucano al contenido de holocelulosa. 

6.11.4 Determinación de lignina  

La lignina se determinó digiriendo todo el material celulósico de la muestra con 

H2SO4 y calor. Se pesaron 0.200 g de una muestra de BC (Peso M) seco y molido, 

se colocaron en un tubo de ensaye con rosca al que se le añadieron 2 mL de 

H2SO4 al 72 % frío. La muestra se mantuvo durante una hora en un baño de agua 

a 30 ºC agitando frecuentemente los tubos para asegurar una homogeneización 

completa de la muestra. La suspensión obtenida se diluyó con 56 mL de agua 
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destilada y se transfirió el contenido del tubo a un matraz Erlenmeyer de 125 mL 

para llevar a cabo una hidrólisis secundaria en autoclave, a 121 ºC por 1 h. El 

contenido de cada matraz se filtró en filtros de vidrio de poro C, lavando el residuo 

con agua destilada hasta remover completamente el ácido. Las muestras se 

secaron a 80 ºC por 4 h (Peso S) y después se secaron a 60 °C hasta alcanzar 

peso constante (Peso C). 

 

6.11.5 Humedad y Cenizas 

Para determinar el contenido de humedad y cenizas de las muestras se pesaron 

0.5 g de muestra (Peso M) en una cápsula de porcelana llevada a peso constante 

(Peso V), se colocó posteriormente dentro de un horno a 80 ºC por 12 h para 

llevar a sequedad y se registró el peso (Peso S). La muestra se calcinó a 550 ºC 

por 2 h en una mufla y se registró el peso de las cápsulas de porcelana a 

temperatura ambiente (Peso C). 

 

 

6.12 Determinación de la actividad de β-glucosidasa 

La actividad de la β-glucosidasa se cuantificó midiendo espectrofotométricamente 

la liberación de ρ-nitrofenol (pNP) mediante la hidrólisis de ρ-nitrofenil-β-D-

glucopiranósido (pNPG).  

El extracto enzimático (100 μL) se mezcla con 1 mL de pNPG 1 mM en regulador 

de fosfatos 25 mM pH 6.2. Se incuba la mezcla a 40 ºC durante 15 min deteniendo 

la reacción con la adición de 1 mL de Na2CO3 1 M (modificado de Kim & Pack, 

1989). La Abs se lee a 405 nm y se calcula la actividad enzimática. Una unidad de 
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actividad de β-glucosidasa se define como la cantidad de enzima requerida para 

liberar 1 μmol de pNP por minuto bajo las condiciones estándar del ensayo 

6.13 Determinación de azúcares y etanol 

Los azúcares y el etanol fueron cuantificados por cromatografía de líquidos de alta 

resolución (HPLC) con una columna Agilent Hi-Plex, un detector de índice de 

refracción utilizando H2SO4 5 mM como fase móvil a un flujo de 0.6 mL min-1 

6.14 Herramientas estadísticas 

Para los análisis estadísticos se utilizaron los softwares Design Expert X® para el 

diseño y evaluación de la superficie de respuesta y PASW Statistics 18® para los 

ANDEVAs y pruebas post-ANDEVA. 
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7. Resultados y Discusión 
Etapa 1 

7.1.1 Evaluación de parámetros de operación 

Dentro del proceso de obtención de etanol a partir de celobiosa por S. cerevisiae 

RP2-BGL existen diversos parámetros de operación (temperatura, pH, agitación, 

concentración de sustrato e inóculo) los cuales pueden ser modificados para 

mejorar el proceso. Para poder llevar a cabo la estandarización de estos 

parámetros fue necesario determinar el nivel de significancia que tienen sobre el 

proceso, derivado de esto se realizó una evaluación para determinar el impacto de 

dos parámetros de operación (Temperatura (°C) y pH).  

Se obtuvieron 3 variables de   respuesta para determinar si los factores a evaluar 

tenían una diferencia significativa por si solos en el proceso de producción de 

etanol a partir de celobiosa. Estas variables fueron: azúcares reductores 

residuales, concentración de etanol y rendimiento producto-sustrato. Así mismo 

estas variables se obtuvieron a tres tiempos distintos: 24, 36 y 48 h para poder 

observar su comportamiento a lo largo del tiempo.  

En la Fig. 2 se observa la concentración de celobiosa residual en forma de 

azúcares reductores. A pesar de que pareciera que a la vista existe una diferencia 

entre los tratamientos A y B en la muestra de 24 h que corresponden a pH 

distintos, el análisis estadístico indica que pertenecen al mismo grupo, de igual 

manera con los tratamientos C y D. Estos resultados muestran que ni la 

temperatura ni el pH tienen un efecto significativo sobre el consumo de azúcares. 
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Figura 2. Celobiosa residual a las 24, 36 y 48 horas en el proceso fermentativo de S. cerevisiae RP2-BGL en 
medio YPC bajo las siguientes condiciones: A,B: T= 30 °C, sin agitación, Xo= 0.5 g/L, So=10 g/L, pH inicial= 5 
y 6 respectivamente. C,D: T= 32 °C y 28° C respectivamente, sin agitación, Xo= 0.5 g/L, So=10 g/L, pH 
inicial= 6.5. Control: T= 30 °C, sin agitación, Xo= 0.5 g/L, So=10 g/L, pH inicial= 6.5. Letras y números iguales 
sobre las barras indican pertenecer al mismo grupo estadístico 

En cuanto a la producción de etanol, a diferencia del caso de la celobiosa residual, 

existe una diferencia que sobrepasa el 10% de nivel de significancia establecido 

para el análisis estadístico. Sin embargo este comportamiento no se presenta de 

manera constante a lo largo del tiempo, únicamente es apreciable al término de la 

fermentación a las 48 h. Así mismo se puede observar que esta diferencia es 

negativa, puesto que la producción de etanol a las 48 h en el tratamiento D es 

menor que la que corresponde al tratamiento C y al control por alrededor de 15 y 

20% respectivamente (Fig. 3). 
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Figura 3 Producción de etanol a las 24, 36 y 48 horas en el proceso fermentativo de S. cerevisiae RP2-BGL 
en medio YPC bajo las siguientes condiciones: A,B: T= 30 °C, sin agitación, Xo= 0.5 g/L, So=10 g/L, pH 
inicial= 5 y 6 respectivamente. C,D: T= 32 °C y 28° C respectivamente, sin agitación, Xo= 0.5 g/L, So=10 g/L, 
pH inicial= 6.5. Control: T= 30 °C, sin agitación, Xo= 0.5 g/L, So=10 g/L, pH inicial= 6.5. Letras y números 
iguales sobre las barras indican pertenecer al mismo grupo estadístico 

Un punto a destacar es que en el tratamiento C se alcanzó la mayor concentración 

de etanol (4.40 g L-1) a las 36 h, a diferencia del tratamiento control que lo obtuvo 

hasta las 48 h. Esto indica que un incremento en la temperatura acelera la 

producción de etanol, más no tiene un impacto sobre la concentración final (Fig. 
3). 

Derivado de los resultados representados en las Figuras 2 y 3 se obtuvieron los 

datos de la Figura 4 los cuales corresponden al rendimiento del proceso, es decir 

la cantidad de etanol que se produce por celobiosa consumida. Al igual que en el 

caso de la producción de etanol, el tratamiento D resultó estar dentro de un grupo 

estadístico distinto. Sin embargo en esta ocasión se dio a las 36 h de la 

fermentación, ya que a las 48 h todos los tratamientos se encontraban dentro del 

mismo grupo. Nuevamente la diferencia de grupos resultó ser negativa, ya que el 

rendimiento de ese tratamiento fue menor que los demás. Estos resultados indican 

que un descenso en la temperatura del proceso fermentativo conlleva a 
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consecuencias negativas como rendimientos y concentraciones finales menores 

de etanol. 

El factor pH, representado por los factores A y B no generaron un impacto 

estadísticamente significativo en ninguna de las variables medidas, por otra parte, 

el nivel bajo de la temperatura representado por el factor D generó resultados 

negativos en el proceso. Por el otro lado, un incremento en la temperatura no tuvo 

efecto significativo en el proceso, sin embargo se observó una reducción en el 

tiempo en el cual se alcanzó la concentración máxima de etanol. 

Derivado de estas observaciones se determinó que los factores de temperatura y 

pH no representaron efectos significativos sobre el proceso, por lo cual no fueron 

tomados en cuenta en la etapa de estandarización. Dado que el incremento en la 

temperatura aceleró el proceso fermentativo, se decidió utilizar el nivel alto como 

nivel fijo para la etapa de superficie de respuesta. 

 

 

Figura 4 Rendimiento producto-sustrato a las 24, 36 y 48 horas en el proceso fermentativo de S. cerevisiae 
RP2-BGL en medio YPC bajo las siguientes condiciones: A,B: T= 30 °C, sin agitación, Xo= 0.5 g/L, So=10 g/L, 
pH inicial= 5 y 6 respectivamente. C,D: T= 32 °C y 28° C respectivamente, sin agitación, Xo= 0.5 g/L, So=10 
g/L, pH inicial= 6.5. Control: T= 30 °C, sin agitación, Xo= 0.5 g/L, So=10 g/L, pH inicial= 6.5. (Letras y números 
iguales sobre las barras indican pertenecer al mismo grupo estadístico) 
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Etapa 2 

7.2.1 Estandarización de las condiciones de operación 

Una vez que se determinó que ni la temperatura ni el pH son variables 

significativas en el proceso de producción de etanol, se realizó un diseño central 

compuesto conteniendo tres parámetros operacionales (concentración de 

celobiosa inicial, agitación, concentración del inóculo) para desarrollar una 

superficie de respuesta y estandarizar los valores de estos parámetros.  

El diseño experimental utilizado se representa con los valores reales en la Tabla 
1. 

Las fermentaciones se realizaron utilizando medio YPC como medio de cultivo, la 

temperatura utilizada fue de 32°C como se mencionó en la sección anterior y el pH 

de 6.5. Todo se llevó a cabo en frascos serológicos para asegurar las condiciones 

de anaerobiosis o microaerofílicas y tuvo una duración de 42 h. 

Tabla 1 Diseño experimental en variables naturales para la estandarización de las 
condiciones de operación del proceso de obtención de etanol a partir de celobiosa por S. 
cerevisiae RP2-BGL 

Corrida Agitación (rpm) Celobiosa (g L-1) Inóculo (g L-1) 
1 100 40 0.5 

2 50 25 0.75 

3 0 10 1 

4 100 10 1 

5 0 10 0.5 

6 50 25 0.33 

7 50 25 1.17 

8 50 25 0.75 

9 50 50 0.75 

10 0 40 0.5 

11 100 40 1 

12 50 0 0.75 
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13 0 40 1 

14 100 10 0.5 

15 0 25 0.75 

 

Se consideraron las mismas tres variables de respuesta que en la sección anterior 

(celobiosa residual, producción de etanol y rendimiento). Estas variables son las 

que se buscó maximizar o minimizar según el caso necesario. Los valores 

obtenidos se concentran en la Tabla 2. La máxima concentración de etanol 

alcanzada (15.30 g L-1) corresponde con la corrida (9) con mayor concentración de 

celobiosa inicial (50 g L-1). Sin embargo, en esa misma corrida al término de la 

fermentación se obtuvo una concentración de celobiosa residual de 18.04 g L-1 la 

cual corresponde al 36% de lo suministrado.  

El análisis estadístico para la optimización de los parámetros de operación se 

realizó mediante análisis de varianza para cada una de las variables previamente 

mencionadas con ayuda del software Design Expert X®.  

 

 

Tabla 2.  Celobiosa residual, etanol y rendimiento del proceso de obtención de etanol a 
partir de celobiosa por S. cerevisiae RP2-BGL evaluado bajo condiciones establecidas 
mediante un diseño de superficie de respuesta  

Corrida 
Celobiosa 

residual (g L-1) 
Etanol (g L-1) 

Rendimiento 
(gEtOH gCelobiosa-1) 

1 16.7810 9.9492 0.3898 

2 2.6156 10.9643 0.4898 

3 0.6809 4.7949 0.5145 

4 0.0264 4.9387 0.4952 

5 0.3979 4.7924 0.4991 

6 9.8052 6.8734 0.4524 

7 2.3724 11.5644 0.5111 
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8 2.9754 10.8653 0.4933 

9 18.0457 15.3014 0.4789 

10 21.6925 7.6121 0.4158 

11 12.1009 10.8737 0.3898 

12 0.000 0.000 0. 000 

13 13.2895 9.7807 0.3662 

14 0.4906 4.7224 0.4966 

15 2.6156 10.7411 0.4966 
(Los valores reportados son promedios de 2 mediciones) 

Para el caso de la celobiosa residual se determinó un modelo cuadrático que 

describe el comportamiento de los datos con coeficiente de determinación R de 

0.92 (Anexo 1). Dentro de este modelo únicamente resultaron factores 

significantes la concentración de celobiosa, concentración de inóculo, sus 

respectivos coeficientes cuadráticos y la interacción entre la concentración de 

celobiosa e inóculo. Esto encuentra una posible explicación a fenómenos 

inhibitorios a causa de la concentración de sustrato y la baja concentración de 

biomasa.  

Así mismo, el modelo se ajusta de manera adecuada a los datos y su ecuación [1] 
es favorable para la navegación dentro del espacio establecido en el diseño 

experimental, es decir en el intervalo de concentraciones evaluadas. Dentro de 

esta ecuación se observa que los coeficientes pertenecientes a la agitación son 

valores bajos por los que pueden ser despreciables.  

 
      [1] 

Donde:  

A= Agitación 

B= Celobiosa 
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C=Inóculo 

Para el caso de la concentración final de etanol, el ANOVA (Anexo 2) determinó 

de igual manera un ajuste de modelo cuadrático debido a los posibles alias en los 

términos cúbicos. El valor del estadígrafo p- del modelo es <0.0001. Dentro de 

esta evaluación los factores que resultaron significativos son la concentración de 

celobiosa, de inóculo y sus respectivos coeficientes cuadráticos, en este caso no 

existe ninguna interacción significativa. Los resultados señalan que la producción 

máxima de etanol está asociada a la cantidad de celobiosa disponible en el medio 

y la biomasa que la procesa, por lo tanto es lógico que estos dos factores sean los 

que poseen un mayor impacto en esta variable evaluada. El valor de R fue de 0.77 

el cual es un valor bajo, sin embargo, aceptable para poder continuar con el 

análisis.  

El gráfico de superficie 3D (Fig. 5) representa la producción de etanol tomando en 

cuenta la interacción entre la concentración de celobiosa inicial y la concentración 

de biomasa los cuales resultaron ser los factores significativos. El comportamiento 

convexo que se observa en el gráfico de superficie está asociado a un máximo 

local dentro del intervalo evaluado, confirmando de esta manera la eficacia del 

análisis estadístico realizado. Las concentraciones máximas de etanol alcanzadas 

en el intervalo evaluado, tomando en cuenta los 3 factores principales se muestran 

en la Fig. 6.  

De igual manera la ecuación [2] que describe el comportamiento posee la 

capacidad de predicción dentro del espacio evaluado: 

 
      [2] 

El ANOVA realizado a la variable de respuesta rendimiento (Anexo 3), arrojó 

como resultado que el modelo cuadrático utilizado es no significativo con un valor 

p- de 0.2225. Esto indica que existe una probabilidad del 22.25% que el 

estadígrafo F obtenido se deba meramente al ruido experimental. Dentro de los 
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factores, únicamente dio como significativo a la interacción cuadrática de la 

concentración inicial de celobiosa. Esto puede ser a causa de que la obtención de 

esta variable es una derivada de las dos primeras. Debido a esto es que no se 

considerará para la etapa de maximización y por ende no se mostrará la ecuación 

que describe el comportamiento del rendimiento.  

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
Etanol (g/L)

15.6749

0

X1 = B: Celobiosa
X2 = C: Inoculo

Actual Factor
A: Agitación = 50

0.5  
0.6  

0.7  
0.8  

0.9  
1  
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5  
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11.8923

 

Figura 5 Concentración de etanol tomando en cuenta los factores significativos 
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
Etanol (g/L)
X1 = B: Celobiosa
X2 = C: Inoculo
X3 = A: Agitación

Cube
Etanol (g/L)

B: Celobiosa (g/L)

C
: I

no
cu

lo
 (g

/L
)

A: Agitación (rpm)

B-: 25.0256 B+: 32.8196
C-: 0.5

C+: 1

A-: 27.0455

A+: 74.289

9.03993

9.19454

10.7998

10.711

10.0374

10.398

12.1706

12.2878

 

Figura 6 Concentraciones máximas de etanol obtenidas bajo las condiciones evaluadas considerando los 
factores principales. 

Una vez obtenidas las ecuaciones que describen el comportamiento de las 

variables de respuesta tomando en cuenta los factores evaluados, se 

estandarizaron utilizando la herramienta de optimización numérica incluida en el 

paquete estadístico del software Design Expert X®. 

Para ello se determinó utilizar las siguientes condicionales: 

Celobiosa Residual 

• Minimizar 
• Intervalo 0-10 g L-1 
• Relevancia: 4 

Etanol 

• Maximizar 
• Intervalo: 0-20 g L-1 
• Relevancia:5 
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Rendimiento  

Debido a la falta de ajuste y significancia mencionado anteriormente, no será 

considerado para este proceso.  

Con base en estos parámetros las condiciones óptimas que arrojó el software 

fueron las siguientes: 

• Agitación: 60 rpm 
• Celobiosa inicial: 27 g L-1 
• Inóculo: 1.2 g L-1 

Dando como resultado las siguientes estimaciones (Fig. 7): 

• Celobiosa residual: 3.31 g L-1 
• Etanol: 10.65 g L-1 
• Rendimiento: 0.495 

Validez: 75% de las condiciones establecidas para la optimización 
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Figura 7 Gráfica de contorno para la predicción de la concentración final de etanol usando el algoritmo de 
optimización numérica (Design Expert X®) 
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7.2.2 Validación de las condiciones de operación  

Se realizaron fermentaciones bajo las condiciones obtenidas mediante el modelo 

de superficie de respuesta para llevar a cabo la validación de éstas (S0= 27 g L-1, 

X0=1.2 g L-1, T= 32°C, Agitación= 60 rpm, pH0= 6). Así mismo con base en el 

análisis estadístico de la variable agitación y debido a su bajo nivel de impacto en 

el proceso, se realizó una fermentación eliminando esta variable para determinar 

si existía diferencia significativa en el proceso. En la Fig. 8 se observa el 

comportamiento de los diferentes parámetros de la fermentación bajo las 

condiciones determinadas previamente. Al término de las 48 h se obtuvo un 

consumo del 99% de la celobiosa inicial, así como una concentración final de 

12.54 g L-1 de etanol, 3.43 g L-1 de biomasa y un rendimiento de 0.49 gEtOH 

gcelobiosa-1. Sin embargo, a las 30 h hubo un consumo del 98% de la celobiosa y 

concentraciones de etanol y biomasa de 12.1 g L-1 y 3.36 g L-1 respectivamente 

además de un rendimiento de 0.48 gEtOHgcelobiosa-1. Estas concentraciones no 

tuvieron diferencia significativa comparadas con las obtenidas a las 48 h del 

proceso, lo cual es un indicativo de que el tiempo del proceso fermentativo se 

puede reducir a 30 h, aumentando de esta manera la productividad. 

Cuando se llevó a cabo el proceso fermentativo en las mismas condiciones 

descritas anteriormente, pero sin agitación, a las 48 h se obtuvo un consumo 

máximo del 96% de los azúcares, 12.6 gL-1 de etanol, 3.1 gL-1 de biomasa y un 

rendimiento de 0.50 gEtOHgcelobiosa-1; así mismo a las 36 h del proceso existió un 

consumo del 95% de los azúcares, 12.4 gL-1 de etanol y un rendimiento de 0.50 

gEtOHgcelobiosa-1(Fig. 9). Estos valores comparados con los obtenidos bajo las 

primeras condiciones no presentan diferencia significativa respecto a la producción 

de etanol, sin embargo, sí impacta en el consumo de celobiosa y tiempo del 

proceso como se puede observar en la Fig. 10. Esto se puede apreciar  a las 24 h 

donde fue menor el consumo de celobiosa y producción de etanol bajo las 

condiciones sin agitar. Derivado de esto, el tiempo del proceso sugerido es de 36 

h, ya que a ese tiempo no existe diferencia entre ambas condiciones, así mismo 

se sugiere no agitar el reactor lo que genera un ahorro en el consumo de energía. 
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Figura 8 Fermentación de etanol a partir de celobiosa por S. cerevisiae RP2-BGL bajo las condiciones 
estandarizadas mediante el modelo de superficie de respuesta. (S0=27 g L-1 , X0= 1.2 g L-1 , Agitación = 60 
rpm, T= 32 °C, pH0 = 6) (Los resultados mostrados son promedios de 3 mediciones independientes) 

Los resultados obtenidos bajo las condiciones estandarizadas (Fig. 8, Fig. 9) 

fueron mejores que los proyectados por el modelo obtenido mediante superficie de 

respuesta. Se obtuvo 19% más de etanol y 77% menos de celobiosa residual 

como se observa en la Fig. 11, esto se puede deber al cambio de escala, ya que 

el proceso de estandarización se llevó a cabo en frasco serológico pero la 

validación de las condiciones se realizó en reactores de 0.5 L, favoreciendo el 

ambiente para la fermentación de la celobiosa en etanol bajo las condiciones 

estandarizadas. 

La concentración final de etanol (12.71 g L-1) y rendimiento (.50) obtenidos 

mediante la estandarización de condiciones operativas representa un incremento 

del 400% y 20% respectivamente de lo reportado por Ríos-Fránquez (2017) con la 
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misma cepa y fuente de carbono. A su vez, el rendimiento representa un 93% del 

teórico reportado.  

 

Figura 9 Producción de etanol a partir de celobiosa por S. cerevisiae RP2-BGL bajo las condiciones 
estandarizadas mediante el modelo de superficie de respuesta. (S0=27 g L-1 , X0= 1.2 g L-1 , Sin agitación, T= 
32 °C, pH0 = 6) (Los resultados mostrados son promedios de 3 mediciones independientes). 

Los resultados aquí obtenidos reafirman lo reportado en la literatura sobre el éxito 

de la implementación de modelos de superficie de respuesta para la optimización 

de los procesos.  

Iulian-Zoltan et al. (2017) realizaron una optimización en dos etapas del proceso 

de obtención de etanol de segunda generación a partir de hidrolizados de madera 

suave. Al igual que en el presente trabajo, primero se determinaron las variables 

que influían directamente sobre el proceso para posteriormente realizar un modelo 

de superficie de respuesta. Mediante esta optimización, lograron incrementar en 

un 15% el rendimiento obtenido al término del proceso. 
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Por otro lado, Tat et al. (2009) lograron incrementar a 97.6% del teórico máximo el 

rendimiento en la obtención de biodiesel a partir de aceite de palma haciendo uso 

de un modelo obtenido mediante la metodología de superficie de respuesta.  

 

Figura 10 Concentraciones de celobiosa residual y etanol final bajo condiciones estandarizadas mediante el 
modelo de superficie de respuesta.A: Con agitación B: Sin agitación (Los resultados son promedios de tres 
mediciones) 
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Figura 11 Comparación entre los valores predichos para la concentración final de etanol y celobiosa residual 
por el modelo de superficie de respuesta y los valores obtenidos experimentalmente. 

 

Etapa 3 

7.3.1 Elaboración de un modelo cinético 

El uso de modelos cinéticos predictivos es una herramienta que facilita el 

monitoreo y diseño de bioprocesos (Imamoglu & Vardar, 2013). Además de que 

permite mejorar los rendimientos y productividades de diversos procesos. El 

modelar procesos biológicos representa un reto a comparación de los procesos 

físicos y químicos ya que, a diferencia de los últimos, el comportamiento de los 

componentes biológicos presentes en la reacción puede tener un sinfín de 

interacciones entre sí, dificultando la capacidad predictiva de los modelos 

(Gutierrez et al., 2005). 

Para este trabajo se realizó un modelo tipo Haldane con doble término de 

inhibición (sustrato y producto) usando como base los datos presentados en la 

Fig. 8. El ajuste paramétrico se llevó a cabo con el programa Model Maker® 3.0.3 
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(Cherwell, 1997), utilizando un método de optimización simplex mediante la 

integración Bulrich-Stoer, obteniendo como resultado los datos presentados en la 

Tabla 3. 

El modelo diseñado consta de tres ecuaciones, una para cada uno de las variables 

evaluadas (sustrato, biomasa y producto).  

La acumulación de la biomasa está dada por la velocidad de crecimiento, donde 

se incorporan los términos inhibitorios característicos del modelo de Haldane. Esta 

acumulación está descrita por la Ec. [3].  

  [3] 

Donde: 

=Velocidad de crecimiento de biomasa (gbiomasa h-1 L-1) 

= Concentración de biomasa (g L-1) 

=Velocidad específica máxima de crecimiento (gbiomasa gbiomasa-1h-1) 

= Concentración de celobiosa (g L-1); 

=Constante de afinidad a la celobiosa (g L-1) 

= Constante de inhibición por celobiosa (g L-1) 

= Concentración de etanol (g L-1) 

= Constante de inhibición por etanol (g L-1) 

= Constante de muerte celular (gbiomasa gbiomasa-1 h-1) 
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Debido a lo observado en experimentos previos, se tomó la consideración de que 

la producción de etanol está parcialmente asociada al crecimiento del 

microorganismo, derivado a que bajo condiciones anaerobias el metabolismo 

dirige el flujo de carbono hacia la producción de etanol para la obtención de 

energía, pero a su vez existe crecimiento (Ortega, 2016). Por lo anterior su 

comportamiento está basado en la ecuación de Luedeking-Piret descrito en la Ec. 
[4] 

  [4] 

Donde: 

= Velocidad de producción de etanol (getanol h-1 L-1) 

=Coeficiente de producción de etanol asociado al crecimiento (getanol gbiomasa-1) 

=Coeficiente de producción de etanol no asociado al crecimiento (gEt gbiomasa-1 h-1) 

Por último, para el consumo de sustrato se tomó la consideración de que existe un 

término de mantenimiento celular adicional al sustrato consumido para el 

crecimiento y la producción de etanol, siendo este último el de mayor peso debido 

a la naturaleza del proceso. La tasa neta de consumo de sustrato se basa sobre 3 

contribuciones descrito  en la Ec. 5 

     [5] 

Donde: 

= Velocidad de consumo de celobiosa (gcelobiosa h-1 L-1) 
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= Rendimiento biomasa-sustrato (gbiomasa gcelobiosa-1) 

= Rendimiento producto-sustrato (gEtOH gcelobiosa-1) 

= Coeficiente de mantenimiento celular (gcelobiosa gbiomasa-1 h-1) 

Por último, al ser un proceso biológico y debido al dinamismo mencionado 

anteriormente, los rendimientos no se mantienen constantes a lo largo del tiempo 

por lo que su comportamiento está descrito por las Ec. 6 y Ec. 7 

                                                             [6] 

                      [7] 

Donde: 

= Rendimiento global biomasa-sustrato (gbiomasa gcelobiosa-1) 

= Rendimiento global producto-sustrato (gEtOH gcelobiosa-1) 

Con los datos obtenidos con el conjunto de ecuaciones establecidas [3-7], se 

realizó la integración y análisis de ajuste dando como resultado un coeficiente de 

correlación r2= 0.97 y un residual x2 =31.18. Además se obtuvo un valor del 

estadígrafo p < 0.001 lo cual indica que el modelo se ajusta de manera correcta a 

los datos experimentales y que la probabilidad de que el ajuste derivado del error 

es menor a 0.1 % (Fig. 12). El modelo se validó y se determinó que posee la 

capacidad descriptiva y predictiva, por lo cual puede ser utilizado como 

acercamiento en un cambio de régimen operativo (Anexo 4).  
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Tabla 3 Parámetros cinéticos de S. cerevisiae RP2-BGL obtenidos mediante el 
ajuste a un modelo de tipo Haldane con doble inhibición 

Parámetro Descripción Valor 

 
Tasa específica máxima 

de crecimiento 

0.08 h-1 

ksc Constante de afinidad de 

sustrato 

0.47 g L-1 

 
Mantenimiento celular 1 x 10-8 gcelobiosa gbiomasa-1 

h-1 

 
Coeficiente de producción 

de etanol asociado al 

crecimiento 

0.33 gEt gbiomasa-1 

 
Coeficiente de producción 

de etanol no asociado al 

crecimiento 

0.18 gEt gbiomasa-1 h-1 

Kic Constante de inhibición 

por sustrato 

43.76 g L-1 

KiEtOH Constante de inhibición 

por producto 

41.08 g L-1 

Kd Constante de muerte 

celular 

2.5 x 10-3 h-1 

Ygx/s Rendimiento máximo 

biomasa-sustrato 

0.16 gbiomasa gcelobiosa-1 

Ygp/s Rendimiento máximo 

producto-biomasa 

0.51 gEtOH gcelobiosa-1 
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Figura 12 Comparación entre los valores predichos mediante un modelo de Haldane con producción 
de etanol parcialmente asociada al crecimiento y término de mantenimiento celular contra datos 
experimentales.( S0=27 g L-1 , X0= 1.2 g L-1 agitación= 150 rpm, T= 32 °C, pH0 = 6 

Martynova et al.,(2017) diseñaron un modelo para el proceso de obtención de 

etanol a partir de lactosa e inulina por la levadura Kluyveromyces marxianus. El 

término de crecimiento implementado en el modelo también posee constantes de 

inhibición tanto para sustrato como por producto. En la tasa neta de consumo de 

sustrato no se tomó en cuenta la utilización del sustrato para la producción de 

etanol, es decir únicamente tienen términos debidos al crecimiento y 

mantenimiento celular. De igual manera que en el presente trabajo, la producción 

de etanol se modeló utilizando términos de Luedeking y Piret. 

Martynova reportó una velocidad específica de crecimiento máxima (µMax) de 0.75 

h-1, mientras que con el ajuste realizado a los datos de este trabajo se obtiene un 

valor de 0.8 h-1. Por otro lado, el rendimiento biomasa-sustrato es más bajo que el 

obtenido, esto se puede deber a la velocidad de crecimiento máxima que reportan. 
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En lo que corresponde a los términos de producción de etanol asociados y no 

asociados al crecimiento Martynova et al. Reportan valores de 5 y 0.41 

respectivamente, siendo 12 y 2 veces mayores que los obtenidos en este trabajo.  

En el modelo desarrolado por Martynova et al., las constantes de inhibición 

poseen valores más bajos siendo de 13.96 gL-1 para el sustrato y 21.23 gL-1 para 

el producto.  

Las diferencias encontradas en los valores de los parámetros utilizados en ambos 

modelos, se puede deber a que son microorganismos y sustratos diferentes. 

Además, de que en el presente trabajo se considera un término de consumo de 

sustrato destinado a la producción de etanol.  

7.3.2 Evaluación del régimen de lote alimentado 

El cambio de régimen de operación de un proceso fermentativo es una alternativa 

para aumentar los rendimientos y productividades de diversos procesos, 

principalmente en casos donde el microorganismo presente problemas de 

inhibición por sustrato, ya que permite aumentar la cantidad de este de manera 

gradual sin llegar a concentraciones inhibitorias. (Phukoetphim et al., 2017) 

Debido a esto es que se evaluó el cambio de régimen de lote a lote alimentado 

con acercamientos a alimentación lineal y exponencial.  

7.3.2.1 Evaluación de alimentación lineal 

El primer acercamiento al régimen de operación de alimentación continua, 

utilizando un sistema de alimentación constante, se inició con un cultivo en lote 

con el 50% del volumen de operación a una concentración inicial de celobiosa de 

10 g L-1 y la alimentación  comenzó a las 10 h con un flujo constante de 6.15 mL h-

1, donde de acuerdo con lo predicho por el modelo desarrollado en la sección 

anterior, se esperaba tener 0.326 g (1.63 g L-1) de sustrato y alrededor de 0.77 g 

(3.84 g L-1) de etanol al final del proceso en lote (Fig. 13). Este acercamiento se 

realizó sin agitación debido a lo observado en la sección anterior, donde se 

determinó que no era factor significativo para la producción de etanol. La 

concentración de celobiosa en la alimentación se encontraba a 62.5 g L-1.  
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Figura 13 Fermentación de celobiosa en régimen de operación de lote alimentado. (Lote: S0=10 g L-1 , X0= 1.2 
g L-1, Vo= 200 mL, T = 32°C, pH=6, sin agitación, Lote alimentado: F = 6.15 mL h-1 , Sa=65 g L-1) (Los 
resultados mostrados son promedios de 3 mediciones) 

Los valores de celobiosa y etanol a las 10 h al término del cultivo por lote fueron 

de 0.38 g (1.85 g L-1) y 0.98 g (4.3 g L-1) respectivamente, lo cual reafirma lo dicho 

en el apartado anterior sobre la capacidad descriptiva del modelo en el intervalo 

evaluado. 

Lo que se puede observar en la Fig. 13 es una producción lenta de etanol y una 

tendencia marcada de acumulación de sustrato, quedando 7.49 g de celobiosa 

equivalente a una concentración final de 18.8 g L-1 a las 48 h lo cual representa un 

consumo de únicamente el 45% de los azúcares totales suministrados, de los 

azúcares suministrados durante la etapa de alimentación el consumo fue del 42%. 

Este porcentaje de consumo es bajo y completamente no deseado ya que no se 

está aprovechando de manera adecuada la celobiosa. Por otro lado, se alcanzó 

obtener 3.5 g de etanol (8.9 g L-1) la cual es una concentración menor que la 



 

60 

alcanzada en el régimen por lote descrito anteriormente. La productividad 

alcanzada fue de 0.18 getanol L-1 h-1. Una posible explicación a esta acumulación del 

sustrato y baja producción de etanol es la falta de agitación que tiene como 

consecuencia un sistema no homogéneo generando gradientes de concentración 

llegando a causar inhibición por sustrato. 

Derivado de estas observaciones se determinó repetir las condiciones anteriores, 

pero en presencia de agitación una vez terminada la etapa en lote para evitar el 

efecto de acumulación de sustrato. Así mismo se incrementó el tiempo de la 

fermentación. 

En la Fig. 14 se observa que bajo las mismas condiciones usadas anteriormente, 

pero en presencia de agitación se mantiene el comportamiento acumulativo de 

celobiosa, sin embargo, existe una mayor producción de etanol que en el caso 

anterior. El consumo de azúcares fue del 68 % de la celobiosa total suministrada 

al término de las 48 h, mismo porcentaje que se consumió durante la etapa de 

alimentación. Al término de la fermentación, se consumió el 71% de los azúcares, 

lo cual representa un incremento del 3% respecto a las 48 h. El etanol obtenido 

fue de 5.4 y 5.7 g (13.69 y 14.25 g L-1) para las 48 y 62 h respectivamente. Estas 

concentraciones son mayores a las obtenidas en el proceso en lote con las 

condiciones estandarizadas, sin embargo, la celobiosa residual fue de 4.3 g (11 g 

L-1) lo cual afecta la eficiencia global del proceso. Si bien ésta se ve afectada, el 

rendimiento demostró ser mayor que los anteriores (0.51 gEtOH gcelobiosa-1). Las 

productividades fueron de 0.29 y 0.23 getanol L-1 h-1  a las 48 y 62 h. 

Como se seguía observando una tendencia a la acumulación del sustrato, se 

determinó cambiar la alimentación, tanto la concentración de sustrato suministrado 

como la velocidad a la que se suministra, para darle más tiempo al 

microorganismo de procesar la celobiosa y producir etanol. Además, se 

incrementó la concentración de sustrato al inicio del cultivo en lote para darle la 

capacidad al microorganismo de adaptarse a concentraciones más elevadas de 

sustrato. 



 

61 

 

Figura 14 Fermentación de celobiosa en régimen de operación por lote alimentado. (Lote:S0=10 g L-1 , X0= 1.2 
g L-1, Vo= 200 mL, T = 32°C, pH=6, agitación=200 rpm, Lote alimentado: F = 6.15 mL h-1 , Sa=65 g L-1) (Los 
resultados mostrados son promedios de 3 mediciones) 

El efecto de las modificaciones mencionadas anteriormente se ve reflejado en la 

Fig. 15, donde se puede observar que la tendencia acumulativa del sustrato 

disminuyó de manera notable, si bien no se logró consumir toda la celobiosa sí se 

mantuvo a un nivel casi constante no mayor a 1.5 g de celobiosa lo cual es 

indicativo de que la velocidad a la cual se suministra el sustrato es muy cercana a 

la velocidad de consumo de éste por el microorganismo. En esta ocasión hubo un 

consumo global del 92% de los azúcares, representando un consumo similar al 

observado en el régimen por lote. La producción de etanol fue de 6.8 y 7.2 g 

(17.03 y 18.16 g L-1) a las 48 y 62 h respectivamente alcanzando productividades 

de 0.36 y 0.29 getanol L-1 h-1, siendo ambos parámetros mayores que las reportadas 

bajo las condiciones anteriores.  
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Al igual que en la Fig. 14 la biomasa se mantiene casi constante, no mostrando 

incrementos significativos en su cantidad a pesar de las modificaciones a la 

alimentación, lo cual es indicativo de que el metabolismo del microorganismo se 

está dirigiendo preferentemente a la producción de etanol como manera de 

generar energía para el mantenimiento celular. El rendimiento obtenido bajo estas 

condiciones fue de 0.512 gEtOH gcelobiosa-1. 

 

Figura 15 Fermentación de celobiosa en régimen de operación por lote alimentado. (Lote: S0=15 g L-1 , X0= 
1.2 g L-1, Vo= 200 mL, T = 32°C, pH=6, agitación=200 rpm, Lote alimentado: F = 5.54 mL h-1 , Sa=62.5 g L-1) 
(Los resultados mostrados son promedios de 3 mediciones) 

 

7.3.2.2 Evaluación de alimentación exponencial 

En el cultivo por lote alimentado un régimen de alimentación exponencial permite 

alargar las fases del proceso que uno desee, en este caso la producción de etanol 

asociada al crecimiento. Para poder llevar a cabo la alimentación exponencial se 

determinó de manera empírica la cédula de alimentación.  
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La prolongación de la fase exponencial de crecimiento se obtiene suministrando la 

cantidad de celobiosa requerida por el microorganismo. Esto se logra igualando la 

velocidad de consumo de sustrato a la velocidad de suministro de celobiosa. La 

alimentación, al igual que la demanda de sustrato varía respecto al tiempo por lo 

cual el flujo se modifica de manera paralela para poder satisfacer los 

requerimientos del microorganismo. Bajo esta premisa, un lote alimentado de 

manera exponencial trabajando de manera ideal y estable posee una 

concentración de sustrato residual constante por lo que las velocidades de 

formación de biomasa y producto, así como los rendimientos, permanecen 

constantes.  

Al ser una alimentación exponencial se determinó comenzar con un volumen 

menor para el comienzo de la fermentación, antes de iniciar la alimentación, por lo 

que el volumen inicial fue de 0.14 L (30% menor que en la alimentación lineal). 

El primer acercamiento fue con una concentración de la alimentación de 65 g L-1 y 

15 g L-1 de celobiosa para la etapa inicial del lote para intentar mantener una 

µmax=0.08 h-1 aproximadamente. La alimentación se comenzó después de 

transcurridas 13 h de fermentación en lote (Fig. 16), debido a que es el tiempo 

teórico que tomaría en consumir la celobiosa suministrada en el proceso en lote de 

acuerdo con el modelo desarrollado en apartados anteriores. Se puede observar 

que existe una acumulación de celobiosa durante las 28 h que duró la 

alimentación, alcanzándose la mayor cantidad de celobiosa 4.60 g (12.45 g L-1) a 

las 37 h. Esto pudo ser debido a que la velocidad de consumo de sustrato 

determinada mediante el modelado sobreestimó la capacidad de asimilación de la 

celobiosa o bien a que al inicio de la alimentación el microorganismo ya se 

encontraba en una fase de desaceleración.  

Durante la alimentación no se observaron efectos considerables de inhibición por 

sustrato o producto, ya que durante la etapa de alimentación el crecimiento se 

mantuvo constante a una velocidad específica de crecimiento de 0.043 h-1 

asimismo la producción de etanol .  
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Posterior al punto máximo de acumulación de sustrato y tras el término de la 

alimentación (38 h), el proceso entró en una segunda etapa por lote donde la 

velocidad de crecimiento y producción de etanol se vieron disminuidas, pero no 

nulificadas. Este fenómeno permitió que el microorganismo pudiera asimilar el 

resto de la celobiosa presente en el medio de cultivo.  

Al término del proceso se obtuvo un aprovechamiento global del 98.9% del 

sustrato, produciendo 9.5 g de etanol equivalente a una concentración de 23.76 g 

L-1 con un rendimiento de 0.514 gEtOH gcelobiosa-1. Durante la etapa de alimentación 

se consumió el 72% de la celobiosa suministrada. La productividad global del 

proceso fue de 0.38 getanol L-1 h-1. 

El segundo acercamiento realizado fue con una concentración de la alimentación 

de 80 g L-1 y 15 g L-1 de celobiosa para la etapa inicial del lote, usando como base 

el mismo valor de µmax. Al igual que con la fermentación anterior la etapa inicial de 

lote tuvo una duración de 13 h, donde posteriormente se comenzó la alimentación.  

Se puede observar el mismo fenómeno de acumulación de celobiosa durante las 

37 horas que duró la alimentación, siendo el punto de mayor cantidad de celobiosa 

5.8 g (14.3 g L-1) a las 50 h, el cual coincide con el fin de la alimentación (Fig. 17). 

Esta concentración de celobiosa es 25% mayor a la encontrada bajo la 

alimentación con 6.5%, por lo que se observa que es un fenómeno similar y el 

incremento puede ser causado por el aumento en la concentración de celobiosa 

en la alimentación.   

Durante esta fermentación la velocidad específica de crecimiento se mantiene 

constante a lo largo de todo el proceso con un valor de 0.27 h-1.  

La concentración final de etanol fue de 28.5 g L-1 a las 69 horas con un consumo 

del 98.9% de los azúcares disponibles obteniendo un rendimiento de 0.516 gEtOH 

gcelobiosa-1. Estos resultados representaron un incremento del 36% respecto a la 

alimentación lineal, de igual manera la productividad global al término del proceso 

(69 h) alcanzando un valor de 0.42  getanol L-1 h-1, siendo este un 10% mayor.  
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Figura 16 Producción de etanol a partir de celobiosa en régimen de alimentación exponencial. (Lote: 
S0=15 g L-1, X0= 1.2 g L -1, Vo= 140 mL, T = 32°C, pH=6, Agitación = 300 rpm, Lote alimentado: 
Sa=65 g L-1) (Los resultados mostrados son promedios de 3 mediciones) 

Un punto importante por destacar es que a las 63 h del proceso se obtuvieron 9.48 

g de etanol (23.41 g L-1), la cual es cercana a la obtenida al mismo tiempo cuando 

la alimentación fue de 65 g L-1 de celobiosa. Esto indica que el incremento en la 

cantidad de etanol obtenido es debido al incremento de la alimentación y que el 

proceso mantiene un comportamiento similar.  

Los resultados obtenidos mediante el cambio de régimen de operación a un 

sistema por lote alimentado incrementaron en 63% la producción de etanol a 

comparación del lote alimentado lineal (Tabla 4). El rendimiento obtenido 

representa el 94% del valor teórico máximo. Así mismo se puede observar que el 

sistema por lote alimentado de manera exponencial con alimentación de 65 g L-1 

de celobiosa es el régimen que obtuvo la productividad más elevada en la etapa 
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de alimentación, esto está asociado a que presentó una velocidad específica de 

crecimiento mayor.  

Estos resultados, principalmente el incremento en la productividad volumétrica 

está asociado a que gracias a la implementación de una alimentación exponencial 

se puede trabajar con concentraciones de sustrato más elevadas disminuyendo 

los problemas inhibitorios por altas concentraciones de este (Hadiyanto et 

al.,2014).  

Tabla 4 Comparación de la productividad de los distintos regímenes de operación trabajados 

*La ecuación de la cédula de alimentación es dependiente del tiempo y se determinó de manera empírica. 

El incremento de la productividad y rendimientos en los procesos de obtención de 

etanol mediante la implementación de un régimen de operación de lote alimentado 

han sido ampliamente reportados. Tomás-Pejo et al. (2009) obtuvo un 20% más 

de etanol a partir de rastrojo de trigo implementando una alimentación a partir de 

las 12 horas. Phukoetphim et al. (2017) mejoró en un 51% la productividad de 

etanol a partir de jugo de sorgo dulce en comparación del mismo proceso en lote 

alcanzando 40 g L-1 de etanol. 

Asimismo, los parámetros obtenidos en el presente trabajo son equiparables con 

los reportados en la literatura (Tabla 5), siendo el rendimiento obtenido con la 

Régimen de 
alimentación 

Concentración 
de alimentación 

(g L-1) 

Cédula de 
alimentación 

(mL h-1) 

Etanol 
(g L-1) 

Productividad              
(getanol h-1) 

Global Alimentación 

Lineal 65 6.15 8.90 0.072 .08  

65 6.15 14.25 0.092 .12  

62.5 5.54 18.16 0.116 .12  

*Exponencial 65 3.17e0.037x 23.76 0.152 0.18  

80 0.22e0.027x 28.5 0.168 0.14  
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alimentación exponencial el valor más alto encontrado hasta el momento en 

proceso de producción de etanol a partir de celobiosa por microorganismos 

recombinantes con la expresión de la β-glucosidasa. Won-Heong et al. (2017) han 

reportado concentraciones 35% mayores a las de este trabajo (38.1 g L-1), sin 

embargo, estas concentraciones se lograron bajo concentraciones de sustrato 

equivalentes a 8.5% en un proceso en lote.   

 

 

Figura 17 Producción de etanol a partir de celobiosa en régimen de alimentación exponencial (Lote : 
S0=15 g L-1, X0= 1.2 g L -1, Vo= 140 mL, T = 32°C, pH=6, Agitación = 300 rpm,, Lote alimentado: 
Sa=80 g L-1) (Los resultados mostrados son promedios de 3 replicas) 

Para poder determinar la cédula de alimentación óptima dentro de un proceso por 

lote alimentado se recomienda implementar ecuaciones que modelen y describan 

el flujo necesario para satisfacer la demanda de sustrato por parte del 
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microorganismo. En el presente trabajo se plantean dos ecuaciones diferentes las 

cuales se resumen en: 

        [8] 

Esta ecuación tiene como principal argumento que no existe acumulación de 

sustrato respecto al tiempo y se mantiene una velocidad específica de crecimiento 

constante (Anexo 5). El uso de esta expresión se dificulta cuando se implementa 

en procesos que poseen inhibición por sustrato o producto, debido a que la 

velocidad de crecimiento no puede ser constante durante todo el proceso.  

Así mismo, se puede desarrollar una ecuación basada en datos experimentales 

donde la acumulación es constante y se conoce su valor para posteriormente 

realizar un ajuste y validación de la expresión la cual se reduce a: 

                                                           [9] 

Esta expresión matemática consta de una ecuación diferencial no lineal simple de 

primer orden, la cual es válida únicamente para determinar la rampa de un 

conjunto de datos experimentales (Anexo 6).  
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Tabla 5 Comparación de parámetros de producción de etanol a partir de cepas de S. cerevisiae 
expresando β-glucosidasas recombinantes. 

 

Etapa 4 

7.4.1 Tratamiento y caracterización del bagazo de caña 

Se determinó la composición química del BC antes y después del tratamiento 

alcalino (NaOH 2%) para analizar los efectos de éste así como para conocer la 

celulosa disponible en el BC tratado durante la sacarificación. Se puede observar 

que hubo una disminución en el contenido de lignina y hemicelulosa en 50 y 36% 

Microorganismo Régimen 
de 
operación 

Sustrato 
inicial 

Rendimiento 

(gEtOH      

gsustrato-1) 

Concentración 
etanol 

Referencia 

S
. c

er
ev

is
ia

e 

GSE16-
T18  

Lo
te

 

Hidrolizados 
de coco 
(20%) 

0.41 3.5% (v/v) Soares et 
al. (2017) 

D-BTm  Celobiosa 
(8.5 %) 

0.44 38.1 g L-1 Won-
Heong L., 
Yong-su J. 
(2017) 

DBT2M  Celobiosa 
(8%) 

0.34 26.56 g L-1 Joong E. et 
al. (2017) 

IBP1  Celobiosa 
(1%) 

0.488 4.5 g L-1 Guo et al. 
(2011) 

RP2-
BGL 

Lote 
alimentado 
lineal 

Celobiosa 
(1.5% + 
6%) 

0.512 18.1 g L-1 Este 
trabajo 

Lote 
alimentado 
exponencial 

Celobiosa  

(1.5% + 
8%) 

0.514 28.5 g L-1 Este 
trabajo 
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respectivamente (Tabla 6). Asimismo, se incrementó en 40% la celulosa 

disponible en el BC. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Banerjee et 

al. (2016) donde encontraron que se disminuyó en 18% la lignina total en tallos de 

mostaza después de un tratamiento con NaOH 1 N. De igual manera Ramadoss & 

Muthukuma (2015) reportaron una deslignificación del 60% mediante un 

pretratamiento de sales y peróxido de hidrógeno sobre BC.  

Tabla 6 Composición del bagazo de caña crudo y tratado alcalinamente con NaOH 2%. 

Tratamiento Lignina 
(%) 

Celulosa 
(%) 

Hemicelulosa 
(%) 

Humedad 
(%) 

Cenizas 
(%) 

Total (%) 

Crudo 23.27±0.39 47.4±1.54 17.98±1.27 2.58±0.43 2.75±0.26 94±3.89 

NaOH 2% 15.37±0.66 65.83±3.64 12.52±1.52 2.37±0.27 1.85±0.19 98.17±3.4 

 

Estos reportes confirman la importancia de llevar a cabo un pretratamiento ya que 

la sacarificación enzimática se puede ver favorecida al retirar la lignina e 

incrementar las zonas amorfas del bagazo de caña.  

7.4.2 Evaluación de cócteles enzimáticos ricos en celulasas 

Para poder llevar a cabo el proceso SimSF fue necesario la adición de un cóctel 

enzimático celulolítico. Se probaron 2 cócteles enzimáticos comerciales (Cellulast 

y Novozyme) y un extracto crudo libre de células de C. flavigena PR-22.  

Se utilizaron 2 concentraciones para cada cóctel enzimático utilizado equivalente a 

5000 y 7000 unidades de papel filtro (FPU). Las pruebas se realizaron en un 

regulador de citratos 100 mM pH 6 debido a que es el pH al que se trabajó durante 

la estandarización de las condiciones de operación.  

La mayor concentración de celobiosa (3.4 g L-1) y glucosa (5.8 g L-1) en el 

sacarificado se obtuvo con Celluclast (Fig. 18). Con el extracto de C. flavigena PR-

22 no se detectó glucosa debido a que este cóctel carece de β-glucosidasa por lo 

cual no puede realizar la hidrólisis de la celobiosa. Sin embargo, con este coctel es 



 

71 

que produce la mayor cantidad de xilosa por la presencia de xilanasas. Esto 

concuerda con lo reportado por Rojas-Rejón et al. (2011). 

El incremento en la concentración enzimática no representó un impacto positivo 

sobre la producción de azúcares, únicamente en el caso del cóctel de Novozyme, 

donde se generó una mayor sacarificación, viéndose reflejado en la concentración 

de celobiosa, xilosa y glucosa (Fig.18). 

Con base en los resultados obtenidos se determinó utilizar el cóctel de Cellulast 

usando 5000 FPU para el proceso SimSF, debido a que es el cóctel que generó la 

mayor cantidad de celobiosa y glucosa.  

 

Figura 18 Producción de azúcares durante la sacarificación enzimática del bagazo de caña 
pretratado con NaOH al 2 %. (T= 35°C, regulador citratos 100 mM pH =6, 300 rpm) 
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7.4.3 Establecimiento del proceso SimSF 

Para la implementación del proceso SimSF se utilizaron reactores de mesa de 0.5 

L con un volumen de operación de 0.3 L, se utilizó bagazo de caña al 2% 

enriquecido con extracto de levadura al 0.3 % para favorecer el crecimiento de S. 

cerevisiae RP2-BGL y la asimilación de los azúcares derivados de la 

sacarificación.  

La adición de las enzimas se realizó de manera simultánea al inóculo en el 

reactor. El primer acercamiento se realizó utilizando 2 0 gL-1 de bagazo de caña, 

obteniendo 6 g L-1 de etanol al término del proceso (Fig. 19). Tomando en cuenta 

la composición porcentual del BC descrita en el apartado anterior, la concentración 

aproximada de celulosa fue de 14 g L-1, por lo cual el rendimiento aproximado del 

proceso fue de 0.462 gEtOH gcelulosa-1 

 

Figura 19 Proceso SimSF para la obtención de etanol a partir de bagazo de caña (2%) por S. 
cerevisiae RP2-BGL. (T= 35°C, 300 rpm, sin aireación, 5000 FPU de Celluclast) 
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La siguiente fermentación se llevó a cabo incrementando la concentración inicial 

de sustrato a 3% pero sin alterar la cantidad de enzima suministrada. En esta 

ocasión se alcanzó una concentración máxima de etanol de 8.63 g L-1 a las 54 h 

(Fig. 20) con un rendimiento de 0.442 gEtOH gcelulosa-1, siendo este menor que el 

alcanzado con una concentración más baja (2%) de BC. 

En ninguno de los dos casos ensayados anteriormente se detectó la acumulación 

de celobiosa ni glucosa en el medio, lo cual indica que los azúcares que son 

liberados son consumidos inmediatamente.  

 

Figura 20 Proceso SimSF para la obtención de etanol a partir de bagazo de caña (3%) por S. 
cerevisiae RP2-BGL. (T= 35°C, 300 rpm, sin aireación, 5000 U de Celluclast) 

El rendimiento obtenido bajo la segunda condición (3% BC) fue menor (4.2%) que 

el obtenido con una carga menor de sustrato sin llegar a ser significativo. Esto se 

puede deber a la relación enzima-sustrato por lo que se sugiere mantener o 

incrementar para mejorar la sacarificación. 
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En consecuencia, con la observación anterior, se incrementó la carga enzimática 

en un 10% para cada uno de los casos siguientes, con el objetivo de mantener la 

relación enzima-sustrato. 

En la Fig. 21 se observa el comportamiento del proceso SimSF incrementando al 

doble la concentración de bagazo de caña a comparación de la última 

fermentación (6%). El incremento en la carga de sustrato se realizó para evaluar la 

capacidad del proceso para trabajar con concentraciones superiores al 5% para 

obtener una mayor producción de etanol y facilitar la rentabilidad del proceso en 

términos de operaciones de purificación (Kumar et al. 2011). La concentración 

máxima de etanol se obtuvo a las 66 h del proceso siendo ésta de 16.39 g L-1 con 

un rendimiento de 0.42 gEtOH gcelulosa-1. A pesar de mantener la relación enzima 

sustrato, se observa que el rendimiento es menor al conseguido con 

concentraciones más bajas de bagazo de caña. Esto se puede deber a la 

generación de compuestos inhibitorios del proceso fermentativo derivado de la 

sacarificación de la celulosa y hemicelulosa presentes en el medio como el ácido 

acético. Este fenómeno inhibitorio ha sido ampliamente reportado en procesos de 

obtención de etanol a partir de materiales lignocelulósicos (Parawira & Tekere, 

2010; Bellido et al., 2011)  
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Figura 21 Proceso SimSF para la obtención de etanol a partir de bagazo de caña (6,8 y 10%) por S. 
cerevisiae RP2-BGL. (T= 35°C, 300 rpm, sin aireación, 5500 , 5750 y 6000 U  de Celluclast) 

De acuerdo a lo reportado en la literatura por Zhi-Hua & Hong-Zhang (2016) y 

Won-Heong & Yong-Su (2017), las cargas de material celulósico como rastrojo de 

maíz pueden alcanzar hasta una concentración de 20% para maximizar la 

producción de etanol y reducir costos de purificación. Con base en esto se 

determinó usar hasta un 10% de bagazo de caña ya que este material posee una 

menor densidad y cargas más elevadas pueden generar problemas de 

transferencia de masa dentro del reactor. Así mismo junto con el incremento de la 

carga de sustrato se aumentó la concentración enzimática para mantener la 

relación enzima-sustrato. 

Antes de llevar a cabo el proceso con 10% de sustrato se realizó una fermentación 

previa conteniendo 8% de bagazo de caña. Bajo estas condiciones se alcanzó una 

concentración máxima de etanol equivalente a 23.08 g L-1 de etanol a las 72 h del 

proceso (Fig. 21), con un rendimiento de 0.44 gEtOH gcelulosa-1. A diferencia de las 
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fermentaciones anteriores el máximo de etanol alcanzado se da hasta el final del 

proceso, esto pudo ser causado por la concentración elevada de sustrato, ya que 

la liberación de azúcares se lleva a cabo durante más tiempo. El rendimiento 

obtenido equivale al 88% del máximo teórico.  

Finalmente, se realizó una fermentación conteniendo 10% de bagazo de caña. 

Bajo estas condiciones se alcanzó una concentración máxima de 28.57 g L-1 de 

etanol a las 72 h (Fig. 21) con un rendimiento de 0.439 gEtOH gcelulosa-1. Este 

rendimiento confirma que al incrementar la concentración de sustrato se debe de 

aumentar la carga enzimática para mantener una relación enzima-sustrato 

adecuada. Sin embargo, se debe de realizar estudios posteriores para determinar 

la relación óptima.  

Para verificar que la producción de etanol fuera debido a la implementación del 

proceso SimSF se realizaron controles con los cocteles enzimáticos y el 

microorganismo por separado, sin encontrarse producción de etanol en ninguno 

de los casos (datos no mostrados). 

Las productividades obtenidas en el presente trabajo se muestran en la Tabla 7. 

El valor más alto obtenido corresponde al proceso SimSF con la mayor 

concentración (10%) de bagazo de caña con un valor de 0.39 getanol L-1 h-, sin 

embargo el rendimiento más elevado fue aquel obtenido bajo la menor carga de 

sustrato, esto debido como se mencionó anteriormente a la posible liberación de 

compuestos inhibidores de la fermentación o a una baja relación enzima-sustrato. 
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Tabla 7 Productividades y rendimientos del proceso SimSF a partir de bagazo de caña por S. cerevisiae RP2-
BGL y coctel enzimático Celluclast 

Concentración 
(%) 

Productividad            
(getanol L-1 h-1) 

Rendimiento                   
(getanol gcelulosa-1) 

2 0.10 0.462 

3 0.11 0.442 

6 0.20 0.420 

8 0.32 0.44 

10 0.39 0.439 

 

Los resultados obtenidos con la implementación de un proceso SimSF a partir de 

bagazo de caña y cóctel enzimático Celluclast® son equiparables a los obtenidos 

por Teran-Hilares et al. (2017) quienes obtuvieron un rendimiento de 0.48 gEtOH 

gcelulosa-1 usando bagazo de caña (Tabla 8), sin embargo, en ese trabajo el coctel 

enzimático utilizado era rico en β-glucosidasa a diferencia del empleado en el 

presente trabajo, además de que también se fermentó la xilosa presente en la 

materia prima. La implementación de un cóctel libre de β-glucosidasa reduce 

provee la posibilidad de obtener un segundo producto en el proceso, un cóctel 

enzimático ahora enriquecido con β-glucosidasa. Así mismo, la concentración de 

etanol obtenida en este trabajo es 23 y 16% superior a lo reportado por Won-

Heong & Yong-Su (2017) y Ding et al. (2018) respectivamente, el rendimiento del 

etanol obtenido independientemente del sustrato lignocelulósico usado, fue 15 y 

13% superior a lo reportado por los mismos autores.  
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Tabla 8 Producción de etanol mediante procesos SimSF a partir de sustratos celulósicos 
de segunda generación con S. cerevisiae. 

Pr
oc

es
o 

Si
m

SF
 

S.
 c

er
ev

is
ia

e 
Sustrato 

Etanol 
g L-1 

Rendimiento 
(gEtOH    

gcelulosa-1) 

Productividad 
(getanol L-1 h-1) 

Referencia 

Rastrojo 

de maíz 

(10%) 

14.6 0.247 0.21 

Won-Heong 

& Yong-Su 

(2017) 

24 0.38 0.25 
Ding et al. 

2018 

Rastrojo 

de maíz 

(20%)* 

59.8 0.39 0.63 

Zhi-Hua & 

Hong-Zhang 

(2016) 

Bagazo 

de caña 

(5%)* 

17.26 0.48 0.19 

Terán-

Hilares et al. 

(2017) 

Bagazo 

de caña 

(10%) 

28.57 0.439 0.39 Este trabajo 
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8.- Conclusión 
Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede concluir lo 

siguiente: 

• El pH y la temperatura no tienen un impacto significativo en la producción 

de etanol a partir de celobiosa por S. cerevisiae RP2-BGL bajo las 

condiciones evaluadas. 

• La estandarización de condiciones de operación permitió incrementar los 

rendimientos y productividades del proceso. 

• El modelo matemático de tipo Haldane propuesto posee capacidad 

descriptiva por lo cual puede ser usado para la simulación del proceso bajo 

el intervalo de condiciones evaluadas.  

• El cambio de régimen de operación de cultivo por lote a lote alimentado con 

alimentación exponencial favoreció el incremento en un 470% de la 

concentración de etanol (28.5 g L-1) a partir de celobiosa. 

• Con las condiciones de operación establecidas, se logró implementar el 

proceso SimSF alcanzando una concentración máxima de etanol de 28.57 

gL-1 con un rendimiento de 0.439 gEtOHgcelulosa-1 y productividad de 0.39 getanol 

L-1 h-1, a partir de bagazo de caña y S. cerevisiae RP2-BGL. Estos 

resultados son equiparables con los reportados en la literatura.  
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10.- Anexos 
10.1 Análisis de varianza celobiosa residual  

ANOVA for Response Surface Quadratic model 

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type III] 

 Sum of  Mean F p-value  

Source Squares df Square Value Prob > F  

Block 0.020 1 0.020    

Model 1535.46 9 170.61 40.70 < 0.0001 significant 

A-Agitaci�td> 2.55 1 2.55 0.61 0.4454  

B-Celobiosa 1256.21 1 1256.21 299.67 < 0.0001  

C-Inoculo 97.21 1 97.21 23.19 0.0001  

AB 7.67 1 7.67 1.83 0.1921  

AC 2.21 1 2.21 0.53 0.4763  

BC 41.61 1 41.61 9.93 0.0053  

A2 3.82 1 3.82 0.91 0.3519  

B2 125.14 1 125.14 29.85 < 0.0001  

C2 46.35 1 46.35 11.06 0.0036  

Residual 79.65 19 4.19    

Lack of Fit 79.47 17 4.67 54.01 0.0183 significant 

Pure Error 0.17 2 0.087    

Cor Total 1615.13 29     
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10.2 Análisis de varianza etanol final 

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type III] 

 Sum of  Mean F p-value  

Source Squares df Square Value Prob > F  

Block 0.34 1 0.34    

Model 360.92 9 40.10 11.63 < 0.0001 significant 

A-Agitaci�td> 0.051 1 0.051 0.015 0.9041  

B-Celobiosa 292.63 1 292.63 84.85 < 0.0001  

C-Inoculo 18.37 1 18.37 5.33 0.0324  

AB 2.82 1 2.82 0.82 0.3775  

AC 0.27 1 0.27 0.077 0.7845  

BC 2.07 1 2.07 0.60 0.4485  

A2 6.91 1 6.91 2.00 0.1731  

B2 41.85 1 41.85 12.13 0.0025  

C2 17.05 1 17.05 4.94 0.0385  

Residual 65.53 19 3.45    

Lack of Fit 65.47 17 3.85 123.55 0.0081 significant 

Pure Error 0.062 2 0.031    

Cor Total 426.79 29     
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10.3 Análisis de varianza rendimiento 

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type III] 

 Sum of  Mean F p-value  

Source Squares df Square Value Prob > F  

Block 1.325E-003 1 1.325E-003    

Model 0.20 9 0.022 1.48 0.2255 not significant 

A-Agitaci�td> 2.314E-003 1 2.314E-003 0.16 0.6957  

B-Celobiosa 0.023 1 0.023 1.60 0.2211  

C-Inoculo 8.224E-005 1 8.224E-005 5.605E-003 0.9411  

AB 8.701E-004 1 8.701E-004 0.059 0.8102  

AC 1.059E-005 1 1.059E-005 7.216E-004 0.9788  

BC 2.675E-003 1 2.675E-003 0.18 0.6742  

A2 5.366E-003 1 5.366E-003 0.37 0.5525  

B2 0.11 1 0.11 7.69 0.0121  

C2 6.607E-004 1 6.607E-004 0.045 0.8342  

Residual 0.28 19 0.015    

Lack of Fit 0.28 17 0.016 937.72 0.0011 significant 

Pure Error 3.497E-005 2 1.749E-005    

Cor Total 0.48 29     
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10.4 Validación del modelo 

 

 
Figura A4. 1 Validación del modelo de Haldane con producción de etanol parcialmente asociada al 
crecimiento y término de mantenimiento celular contra datos experimentales (S0=35 gL-1, X0= 0.85 gL-

1) R2=0.96  
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Figura A4. 2 Validación del modelo de Haldane con producción de etanol parcialmente asociada al 
crecimiento y término de mantenimiento celular contra datos experimentales (S0=15 gL-1, X0= 0.33 gL-

1) R2=0.90 
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10.5 Ecuación para la alimentación exponencial 

    [1] 

      [2] 

     [3a] 

   [3b] 

 

Para determinar la alimentación en lote alimentado exponencial: 

•  Es constante y fijada a un valor determinado.  
• Se mantiene una concentración de sustrato constante* ( ) 

 

       [4] 

Reordenando [4] 

                    [5] 

Integrando [5] 

                    [6] 

       [7] 
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       [8] 

       [9] 

      

 [10] 

Definiendo:  

       [11] 

Sustituyendo [11] y [8] en [10]  

     

 [12] 

Considerando que  

      [13] 

Reorganizando [13] 

      [14] 

Despejando F 

                                                               [15] 
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10.6 Ecuación empírica para determinar la cédula de alimentación 

Partiendo de las ecuaciones planteadas en el Anexo 5 

 

Con base en los datos experimentales se puede determinar el valor de la 

acumulación de sustrato respecto al tiempo cuando esta no es igual a 0 y obtener 

el valor constante de este de la siguiente forma: 

                                  [1] 

Definiendo : 

                                  [2] 

Partiendo del balance de masa para sustrato en un lote alimentado 

exponencialmente: 

                         

[3] 

Definiendo:  

     

   [4] 

                             

[5] 

Desarrollando 

                [6] 

Definiendo 
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Sustituyendo en [6] 

                [6] 
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