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Resumen

La produccién de bioetanol a partir de materiales lignocelulésicos como alternativa
a los combustibles derivados del petrdleo aun no es rentable debido a los costos
que representa la conversion de la celulosa a etanol. Un acercamiento para
solucionar esta problematica es la implementacidén de procesos de sacarificacion y
fermentacion simultanea (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 celooligosacaridos 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 obtenciéon de

etanol a partir de celobiosa.

En el presente trabajo se estandarizaron las condiciones de operacién del proceso
mencionado haciendo uso de una metodologia de superficie de respuesta. Se
evaluaron y optimizaron las variables que tenian un efecto significativo sobre el
proceso. Al término de la estandarizacion se obtuvo una concentracion final de
etanol de 12.71 g L' y un rendimiento de 0.5 getoH Jceloviosa”’ los cuales
representan un aumento del 400 y 20% respectivamente a lo reportado por Rios-
Franquez (2017). Posterior a la estandarizacion se desarroll6 un modelo
matematico para describir el proceso y se evalud el régimen de operacion por lote
alimentado con alimentaciones lineal y exponencial. Los mejores resultados se
obtuvieron mediante la alimentacion exponencial alcanzando 28.5 g L' de etanol y
un rendimiento de 0.514 getoH geelobiosa™ €l cual representa el 94% del rendimiento
tedrico maximo. S. cerevisiae RP2-BGL también fue usada para llevar a cabo un
proceso SimSF a partir de bagazo de cafia y con enzimas comerciales libre de -
glucosidasa obteniendo 28.57 g L' 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' and an ethanol yield on cellobiose of a 0.50 getoH
gcelobiose”!  Were achieved, which represents an increase of 400 and 20%
respectively from that reported by Rios-Franquez, (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' of ethanol and a yield of 0.514 getoH gceliobiose™! Which
represents the 94% of the theoretical maximum yield. S. cerevisiae RP2-BGL was
also used in a SImSF process with sugarcane bagasse and [(-glucosidase free
commercial enzymes achieving 28.57 g L' of ethanol with a 0.43 getoH gcellulose™

yield.
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1.-Introduccion

1.1 Bioetanol

El crecimiento en la poblacion mundial, asi como la constante industrializacion y
modernizacién de la civilizacién, tiene como consecuencia que el consumo global
de energia haya incrementado 17 veces en el ultimo siglo, asi como las emisiones
de COz2, SO2 y NOx (Demirbas, 2007). Actualmente se consumen 98.3 millones de
barriles de petrdleo crudo al dia y se estima que para el afio 2020 la demanda
sera de 112 millones de barriles diarios (IEA, 2018). La problematica que conlleva
esta tendencia en el consumo energético principalmente de combustibles fosiles,
es la emision de gases de efecto invernadero a la atmosfera. En las ultimas dos
décadas aumentd 38% la cantidad de CO: liberado alcanzando en el 2013 un total
de 32190 millones de toneladas de CO:2. El sector transportista es uno de los
principales contribuyentes en la emision de gases de efecto invernadero,
aportando el 19% del COz total emitido Goldemberg,2008.

Debido al consumo continuo de las reservas de combustibles fosiles y los efectos
negativos que provocan su combustion se deben de generar fuentes de energia
alternas, las cuales provean energia limpia y renovable, ademas de ser
sostenibles, eficientes y econdmicamente rentables (Prasad, 2006). La Comision
Europea tiene como objetivo el reemplazo progresivo de los combustibles
convencionales, de tal manera que para el aino 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 fosiles, asi como para mantener
el costo de la energia a niveles asequibles (Li, 2012). Se define como
biocombustible a todo aquel gas o liquido obtenido a partir de biomasa vegetal los

cuales son empleados con propdsito de transporte (Stocker, 2008; IEA,2011).

Actualmente el biocombustible mas utilizado es el bioetanol, en forma de agente
oxigenante de la gasolina mediante la formulacién de metil ter-butil éter (MTBE)

aumentando la eficacia de la combustidén y reduciendo los efectos contaminantes

16
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de los hidrocarburos que no se oxidan completamente (Sanchez, 2005). A su vez,
se puede utilizar en mezclas con gasolinas conteniendo hasta un 20% de etanol
sin necesidad de alguna modificacién a los motores convencionales (Hahnn-
Hagerdalet, 2006). La mayoria de la produccion de bioetanol se realiza en paises
como Estados Unidos (57.6 %) y Brasil (27.6 %) a partir de almidén de maiz y
cana de azucar respectivamente (AFDC, 2016). Sin embargo el uso de estas
materias primas representa una amenaza contra la autosuficiencia alimentaria y

limita la viabilidad de produccién en paises como México, India y Tailandia.

Una alternativa a la utilizacién 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 tecnologias que
permitan la produccion a gran escala de etanol celulésico, sin embargo, el
principal factor limitante es el alto grado de complejidad inherente al procesar este

tipo de materias primas lignocelulésicas.
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 fotosintesis
(fotomasa), lo cual representa la materia prima organica renovable mas abundante

en el planeta.

Este polimero estd compuesto principalmente por tres polimeros: celulosa,
hemicelulosa y lignina los cuales se encuentran altamente entrecruzados y unidos
quimicamente 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 (Sanchez, 2009).
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Figura 1 Estructura de la lignocelulosa (Rubin, 2008)

La celulosa es un homopolimero lineal compuesto por moléculas de D-glucosa
unidas mediante enlaces glucosidicos B-1,4 los cuales a su vez forman dimeros de
celobiosa. Esto forma cadenas largas también denominadas fibrillas elementales,
que se mantienen unidas gracias a las interacciones de puentes de hidrogeno y
fuerzas de Van der Waals. Gran parte de la celulosa se encuentra en su forma
cristalina debido a la organizacion de las fibrillas y solamente existe una pequena
cantidad (5-10 %) de fibrillas no organizadas dando lugar a regiones amorfas de la
celulosa, las cuales son mas susceptibles a la degradacion enzimatica (Pérez et
al., 2002).

La hemicelulosa es un heteropolisacarido de menor peso molecular que la
celulosa, estda compuesto por azucares como D-xilosa, D-manosa, D-galactosa, D-
glucosa, L-arabinosa, acidos 4-O-metilglucuronico, D-galacturonico y D-
glucurdnico. Estos generalmente se encuentran unidos mediante enlaces

glicosidicos B-1,4 aunque también se pueden encontrar uniones en formas de
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enlaces glicosidicos B-1,3. La principal diferencia entre la celulosa y la
hemicelulosa es que esta ultima posee cadenas laterales cortas compuestas de
diferentes azucares, mientras que la celulosa consiste de oligdmeros lineales de
cadena larga. La hemicelulosa rodea las fibrillas de la celulosa y funge como un
agente de union 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 heteropolimero
tridimensional amorfo, insoluble en agua y o6pticamente inactivo compuesto por
unidades de fenilpropanoides unidos mediante enlaces éter y carbono-carbono. La
naturaleza de estos enlaces le confieren la caracteristica de ser dificiimente
hidrolizables. La funcion de la lignina es proveer de soporte estructural,
impermeabilidad y resistencia al estrés oxidativo y ataques microbianos (Del rio et
al., 2007).

De los tres compuestos mencionados anteriormente, el de mayor importancia para
la produccion del bioetanol de segunda generacién es la celulosa. Sin embargo
este polimero debe ser hidrolizado previamente para tener los azucares libres que
puedan ser fermentados. Para llevar a cabo lo anterior en la naturaleza existen
enzimas especificas 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 degradacion enzimatica de la celulosa para la obtencion de mondémeros 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 localizacién estas
se clasifican dependiendo de su actividad catalitica (Sharma et al., 2016). Las

celulasas mas utilizadas son:
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e Endoglucanasa (EC 3.2.1.4): Este grupo de enzimas atacan de manera
aleatoria los sitios internos de la regién amorfa de la celulosa, generando
nuevos extremos y oligosacaridos de diversas longitudes.

e 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 concentracidn es llamada
glucanohidrolasa (liberacién de glucosa) o celobiohidrolasa (liberacién de
celobiosa). Atacan unicamente la region cristalina.

e B-glucosidasas (EC 3.2.1.21): Actuan sobre los extremos no reductores e
hidroliza los celooligosacaridos y la celobiosa en glucosa. Esta enzima es

inactiva en las regiones cristalina y amorfa de la celulosa.

Para poder llevar a cabo la hidrolisis completa de la celulosa se requiere de la
acciéon conjunta de los tres grupos de enzimas. Sin embargo, si se tiene
unicamente 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-
Florez, et al., 2015). Asi mismo también existe un gran numero de estudios para la
creacion 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, meséfilo, neutréfilo y aerobio
el cual es reconocido por ser un organismo celulolitico productor de celulasas.
Produce las enzimas de manera extracelular a excepcion de la B-glucosidasa la

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

Dentro del grupo del trabajo se realizaron trabajos previos con el objetivo de
incrementar la produccion de enzimas celuloliticas de la cepa nativa de C.

flavigena. Mediante un proceso de mutacién aleatoria con N-metil-N-nitro-N-

20

—
| —



nitrosoguanidina (NTG), se obtuvo una mutante con elevada velocidad de
crecimiento y 10 veces mayor actividad de B-glucosidasa comparada con la cepa

materna, a esta cepa se le denomino 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 sometié a un nuevo proceso de mutacién con NTG,
derivado de esto se aisld la cepa PR-22 la cual mostrdé producir 2.2 veces mas
actividad de CMCasa en comparaciéon con la cepa materna (Rojas-Rején et al.,
2007).

Asi mismo en trabajos anteriores se logro aislar y caracterizar la secuencia del gen
de la B-glucosidasa de C. flavigena PN-120 denominado como bg/A (Rio-
Franquez, 2012). Esta secuencia se conservé durante la mutacion en la cepa PR-
22.

1.4 Produccion de etanol celulésico

En la produccion de etanol a partir de maiz y cafia la materia prima representa un
40-70 % del costo total de produccién (Sendelius, 2005), por lo cual el utilizar
materiales lignocelulésicos como los residuos agroindustriales permitiria disminuir
los costos ya que es una materia prima que se encuentra con amplia

disponibilidad y es de facil adquisicion.

Existen diversos materiales lignocelulésicos que han sido evaluados para la
produccion de etanol, los cuales se pueden agrupar en seis categorias principales:
residuos de cultivo (bagazo de cana, de agave, rastrojo de maiz), madera dura
(aspen), madera suave (pino), desechos celulésicos (papel periddico, papel de
oficina), biomasa herbal (pastos) y residuos solidos municipales (Sanchez &
Cardona, 2008). Dentro de estos materiales, el bagazo de cafia es uno de los mas
estudiados debido a su alta disponibilidad, principalmente en paises tropicales.
Este residuo fibroso es obtenido después de la extraccion del jugo de la cafa de
azucar en el proceso de produccidon de azucar (Martin et al.,, 2007). El bagazo de
cana es producido en altas cantidades en Brasil, Cuba, China y México

(Hernandez-Salas et al., 2009). En el caso especifico de México tan sélo en el
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2017 se cosecharon 56 millones de toneladas (SAGARPA, 2017) lo cual indica el
alto potencial que este pais tiene como productor de etanol a partir de bagazo de

cana.

A lo largo del tiempo se han ido creando y perfeccionando los procesos para la
obtencion de etanol celuldsico. Por lo cual se han ido clasificando dependiendo de

las etapas utilizadas dentro el mismo.
Los principales tipos de procesos son:

e Secuencial
e Simultaneo

e Consolidado
1.4.1 Proceso secuencial

La conversion 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 lignocelulosica para aumentar la disponibilidad de la
celulosa mediante la remocion de lignina y hemicelulosa, asi como reducir la
cristalinidad de la celulosa para que sea mas susceptible a enzimas celuloliticas
(Keller et al., 2003). Este tratamiento puede ser de naturaleza fisica (molienda,
reduccion de tamafo, explosion de vapor), quimica (adicion de solventes, adicion

de acidos, adicién de alcali) o biolégica (ligninasas) (Li et al., 2002).

Una de las caracteristicas deseadas dentro de los pretratamientos es que debe de
preservar la utilidad de la hemicelulosa para su uso en otros procesos, asi como
evitar la formacién de inhibidores de la fermentacién como los furfurales (Laser et
al., 2002)

La sacarificacion es la siguiente etapa, la cual consiste en la hidrdlisis de la
celulosa, obtenida en el pretratamiento, en mondmeros de glucosa utilizando
acidos o enzimas. La hidrdlisis acida de la celulosa hace uso de acidos fuertes
como el acido clorhidrico y el acido sulfurico, ya sea en forma concentrada o
diluida. Las altas temperaturas requeridas para llevar a cabo la hidrdlisis
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empleando acidos (200-240 °C) hace inevitable la formacién de inhibidores como
el hidroxi metil furfural (HMF) reduciendo asi el rendimiento de la sacarificacién y

de la fermentacioén posterior.

La degradacion de la celulosa mediante el uso de enzimas celuloliticas ha
demostrado generar mejores resultados en la subsecuente fermentacion debido a
que no existe una degradacion de los azucares generados (Hernandez-Salas,
2009), asi mismo se evita la produccion de compuestos inhibitorios. Sin embargo,
esta etapa es econdmicamente limitante para la produccion a gran escala de
etanol lignoceluldsico, debido al alto costo que representan las enzimas y su poca
eficiencia de recuperacién y reutilizacion 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 produccion (Howard et al., 2003).

La siguiente etapa es la conversion de los monomeros de glucosa en etanol
mediante organismos etanologénicos. Una de las cepas mas utilizadas para la
obtencién 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 azucares de cinco
carbonos ni la celobiosa, que es un azucar que se acumula mucho cuando no hay
una buena degradacion. En el método de produccion secuencial la sacarificacion y
la fermentacién son llevadas a cabo en reactores aislados, lo que permite que
cada una de las etapas sea llevada bajo las condiciones 6ptimas de operacion

(Temperatura y pH) (Cardona & Sanchez, 2008).
1.4.2 Proceso simultaneo

Un acercamiento para resolver la limitacion econdmica que implica la
sacarificacion enzimatica en el modelo secuencial es la implementacion de un
proceso de sacarificacion y fermentacién simultaneo (SimSF). En este proceso, la
hidrolisis enzimatica de la celulosa y la fermentacién de los azucares que se
generan se realizan en una sola etapa en un solo reactor, lo cual implica una
reduccion de la inhibicién por producto de las enzimas celuloliticas (Tomas-Pejo,
et al., 2009).
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Sin embargo, este proceso representa un retroceso en términos de condiciones de
operacion, ya que las etapas de sacarificacion y de fermentacion poseen
condiciones Optimas de temperatura y pH diferentes. Por ejemplo, generalmente la
sacarificacion enzimatica se realiza a temperaturas cercanas a los 50 °C, mientras
que la fermentacion es llevada a cabo en un intervalo entre 30-37 °C (Alfani et al.,
2002).

1.4.3 Proceso consolidado

Un proceso consolidado de produccion de etanol celuldsico es aquel donde se
lleva a cabo la sacarificacién y fermentacion de hexosas y pentosas de manera
simultanea sin la necesidad de agregar enzimas exdgenas. Para lograr esto, se
requiere el uso de microorganismos etanologénicos que ademas posean la
capacidad de hidrolizar residuos lignoceluldésicos para disminuir el costo de la
adicion de las enzimas. Lo anterior puede ser llevado a cabo por la clonacién de
una o mas enzimas celuloliticas dentro del organismo productor de etanol
haciendo uso de la ingenieria genética, reduciendo asi la cantidad y variedad de

enzimas requeridas en el proceso de sacarificacion

Uno de los microorganismos de mayor interés industrial y biotecnolégico para la
obtencién de etanol es Saccharomyces cerevisiae debido a que es una levadura
inocua y con altas capacidades etanologénicas. Ademas 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 afiadir 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 inhibiciébn por sustrato y producto. Sin
embargo, no posee la capacidad de asimilar residuos lignocelulosicos ni
celooligosacaridos como la celobiosa. Derivado de esto recientemente en el grupo

de trabajo se desarrolldé una cepa de S. cerevisiae con la capacidad de expresar la
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B-glucosidasa proveniente de C. flavigena PR-22 mediante la optimizacién e
insercion del gen bglA. La optimizacion de codones permite mejorar los niveles de
expresion y actividad de proteinas heterdlogas. Esta cepa se denomind S.
cerevisiae RP2-BGL y mostrd tener actividad volumétrica (155 Ul L") y especifica
(222 Ul g') de B-glucosidasa comparables con las obtenidas por C. flavigena PR-
22. Esto le confiere la capacidad de asimilar y fermentar celooligosacaridos 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 produccion de etanol fue de 0.41 Getanol geelobiosa™'; €l cual equivale al
76% del rendimiento tedrico, obteniendo una concentracién de 5 g L' 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
obtencién de etanol a partir de celobiosa o de residuos lignocelulésicos mediante

la implementacion 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.

25

—
| —



2.-Justificacién

Las tendencias globales respecto a la produccion de energias alternas a los
combustibles fésiles van en incremento, especialmente aquellas que involucran
biocombustibles liquidos como el bioetanol. Derivado de esto han surgido
tecnologias para la obtencibn de este compuesto a partir de materia
lignocelulésica como los procesos SSF; sin embargo, es necesario mejorar los
rendimientos y productividades de este tipo de procesos para llevar a cabo su

aplicacién en escalas mayores.

Por esta razén es conveniente llevar a cabo la estandarizacién de las condiciones
operativas del proceso de obtencion 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.-Hipoétesis
La estandarizacion de los parametros operativos en el proceso de obtencién de

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

rendimientos y productividades finales del producto.
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4.-Objetivos

General

Establecer las condiciones del proceso de fermentacion de sacarificados de
bagazo de cafia con Saccharomyces cerevisiae RP2-BGL

Especificos

e Determinar los parametros cinéticos de S. cerevisiae RP2-BGL en las
condiciones reportadas previamente para la produccién de etanol

e Estandarizar las condiciones de operacion para la obtencion de etanol a
partir de celobiosa

o Establecer el régimen de operacion para el proceso de obtencion de etanol
a partir de celobiosa

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

1.1 Determinacion de parametros de operacidn significantes
Etapa 2

2.1Estandarizacion de las condiciones de operacién

2.2Validacion de las condiciones de operacion
Etapa 3

3.1 Determinacion de un modelo cinético
3.2 Evaluacion del régimen de operacion en lote alimentado
3.2.1 Evaluacioén de alimentacion lineal

3.2.2 Evaluacion de alimentacion exponencial
Etapa 4

4.1 Tratamiento y caracterizacion quimica del bagazo de cafa
4.2 Evaluacion de cocteles enzimaticos 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 reactivd partiendo de un cultivo
conservado en glicerol. Las células se cultivaron a 30 °C, 200 rpm durante 24 h,
en medio SD liquido (Rios-Franquez et al., 2017) con la siguiente composicion (g
L-"): extracto de levadura libre de aminoacidos 6.68, glucosa 2 y dropout mix libre

de uracilo al 0.1 % disuelto en agua destilada.

Cellulomonas flavigena PR-22 se crecio a 37 °C, 200 rpm en medio mineral
(Ponce-Noyola & de la Torre, 1993) con la siguiente composicion (g L'): NaCl 5.5;
(NH4)2S04 2.5; PO43 3.5; MgSOa4. 7H20 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 cafna (BC) al 1% (p/v) pretratado alcalinamente (de la Torre & Casas-

Campillo, 1984). Los cultivos se inocularon con una relacion 10% (v/v)
6.2 Preparacion de Inéculo de S. cerevisiae RP2-BGL

Todos los inéculos utilizados se cultivaron a 30 °C, 200 rpm durante 8 h bajo
condiciones aerobias en medio YPC con la siguiente composicion: extracto de
levadura 1%, peptona de caseina 2% y celobiosa al 1% como fuente de carbono.
Los cultivos se inocularon partiendo de una colonia tomada de placa.

6.3 Fermentacion control con S. cerevisiae RP2-BGL

El crecimiento de S. cerevisiae RP2-BGL y la produccién de etanol se realizé en
frascos serolégicos de 25 mL conteniendo 23 mL de medio YPC cultivados a 30
°C sin agitacion para favorecer las condiciones microaerofilicas (Rios-Franquez et
al., 2017). Se inoculd el cultivo con una concentracion inicial de biomasa de 0.5 g
L', se evaluo el consumo de azlcares y produccion de etanol durante 48 h,

tomando muestra cada 3 h y se almacenaron a 4 °C hasta su analisis posterior.
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6.4 Estandarizacion de las condiciones de operacion
6.4.1 Analisis de factores preliminares

Se analiz6 si la temperatura y el pH inicial tenian un impacto sobre la produccién
de etanol, esto se llevd a cabo en frascos serolégicos de 25 mL conteniendo 23
mL de medio YPC. Se inoculé el cultivo a concentracién inicial de biomasa de 0.5
g L. Se evaluaron diferentes temperaturas (28, 30 y 32 °C) y pH inicial (5.5, 6 y
6.5). Se monitored el consumo de azucares y produccion de etanol durante 48 h,
tomando muestra cada 12 h a partir de las 24 h de incubacion y se almacenaron a

4 °C hasta su analisis posterior.
6.4.2 Andlisis de superficie de respuesta

Se evalud el impacto de la agitacion, indculo y concentracion de sustrato sobre la
produccion de etanol por S. cerevisiae RP2-BGL. Se realiz6 mediante un disefio
central compuesto con puntos estrella 23. Las fermentaciones se llevaron a cabo
en frascos serolégicos de 25 mL conteniendo 23 mL de medio YPC, se cultivaron
a 32 °C. Se evalud el consumo de azucares y producciéon de etanol durante 48 h,
tomando muestra cada 12 h a partir de las 24 h de incubacion y se almacenaron a
4 °C hasta su analisis posterior.

6.4.3 Validacion de la superficie de respuesta

En la etapa de validacion se utilizaron reactores de mesa de 0.5 L (Applikon®) con
un volumen de operacion de 0.4 L y agitacion de 100 rpm. El cultivo se realizé en
medio YPC (2.6% celobiosa), inoculando con 1.2 g L-! de biomasa. Se hizo pasar
nitrogeno comercial durante 5 min para desplazar el oxigeno y favorecer
condiciones de anaerobiosis. Se monitored la fermentacion tomando muestra cada
3 h durante 48 h las cuales se almacenaron a 4 °C para su posterior analisis. A

cada muestra se le determiné azucares, biomasa y etanol.

6.5 Construccion del modelo matematico
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La construccion del modelo se llevd a cabo con el uso del software Model Maker®
3.0.3, haciendo uso del método de optimizaciéon simplex mediante la integracién

Bulrich-Stoer. Se ajustaron los valores obtenidos de manera experimental.
6.6 Determinacion del régimen de operacion

La evaluacién del régimen de operacion se llevo a cabo en reactores de mesa de
0.5 L (Applikon®) con un volumen de operacion de 0.4 L, con agitacion variable a
32 °C. El cultivo se realizé en medio YPC, inoculando con 1.2 g L' de biomasa, se
hizo pasar nitrogeno comercial durante 5 min para desplazar el oxigeno y
favorecer condiciones de anaerobiosis. Se monitore6 la fermentacion tomando
muestra cada 3 h durante 62 h y se almacenaron a 4 °C para su posterior analisis.

A cada muestra se le determiné azucares, biomasa y etanol.
6.7 Sacarificacion enzimatica de bagazo de cana

El ensayo de sacarificacion enzimatica se realizé en matraces Erlenmeyer de 25
mL. Se pesaron 0.2 g de BC y se les afiadié 9 mL de regulador de citratos 100 mM
pH=6. Se esterilizd durante 15 min a 121°C y 15 psi. Posteriormente se le anadio
la solucidn de céctel enzimatico. Se incubo durante 15 h a 35 °C y 300 rpm.

6.8 Sacarificacion y fermentacion simultanea (SimSF)

El proceso se llevdo a cabo en reactores de mesa Applikon® de 0.5 L con un
volumen de operacion de 0.3 L. Se utilizé BC pretratado enriquecido con extracto
de levadura al 0.2% como unica fuente de carbono. Se inoculé con un cultivo
fresco de S. cerevisiae RP2-BGL, se incubd a 35 °C, en condiciones anaerobias y
300 rpm durante 72 h. Se tomé muestra cada 6 h y se almacenaron a 4 °C para su

posterior andlisis. A cada muestra se le determiné etanol, azucares y crecimiento.
6.9 Determinacioén de crecimiento celular
El crecimiento celular fue cuantificado por dos maneras:

6.9.1 Densidad optica
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Para S. cerevisiae RP2-BGL se cuantific6 de manera espectrofotométrica,
midiendo la densidad éptica de los cultivos a una longitud de onda de 600 nm. La
absorbancia obtenida se extrapola a una curva estandar de peso seco (g L' de

biomasa):

Abs — 1441

Biomasa (gL 1) =
[g ] 2.7133

6.9.2 Proteina celular

Para C. flavigena y S. cerevisiae (en el proceso SimSF) se cuantificd la proteina
celular, determinada por el método de Lowry (1951), modificado por Herbert
(1971). La determinacién se realizé con 50 uL de la suspension obtenida de lavar
el boton 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 cana

El pretratamiento alcalino del BC se llevd a cabo con hidroxido de sodio (NaOH) al
1.5 %, a una relacién de 100 g de BC seco y molido por cada litro de solucién de
NaOH. El tratamiento se llevo a cabo en una olla de peltre dentro del autoclave por
30 min, 121 °C y 15 psi. El bagazo pretratado se lavo con agua de la llave hasta
alcanzar un pH cercano al neutro (7), se secé a temperatura ambiente y se moli6
mecanicamente para disminuir el tamafo de particula y favorecer su

sacarificacion.
6.11 Caracterizacion del bagazo de cana pretratado

La caracterizacion del bagazo pretratado se realizdé determinando la composicién
porcentual (glucano, xilano, lignina, humedad y cenizas) contra un control de BC

crudo.
6.11.1 Determinacion de celulosa

La determinacién de celulosa se realizé pesando 0.2 g de BC en un tubo de rosca.
Se adicioné 3 mL de mezcla HNO3s/Ac. Acético adicionando primeramente 1 mL,

se homogeneiza y se afiaden los 2 mL restantes. Se colocaron los tubos en bafo
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Maria durante 30 min. Posteriormente se filtr6 en un filtro de vidrio poro C
arrastrando todo el material en el tubo con ayuda de agua destilada para
posteriormente removerla con vacio. Se adicion6 10 mL de H2SO4 al 67 % (v/v) y
se dejo reposar sin succionar durante 1 h. Posteriormente se determinaron

azucares totales por el método de Dubois (1956).
6.11.2 Determinacion de holocelulosa

La determinacién de holocelulosa se realizé removiendo la lignina de la muestra
mediante cloracion. 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 dejo
clorar toda la noche con hipoclorito de sodio comercial (NaCIlO) al 5 % (v/v). El
NaClO se removid por filtracion y se afiadio etanol al 95 %. Después de un minuto
se removid por succién y se lavd con agua destilada fria. Se afadié a las muestras
solucion alcohol-monoetanolamina a 75 °C hasta cubrir la materia completamente,
se agitd y se dejé en reposo por 2 min, para después eliminarla por succion. Se
elimind cualquier rastro del solvente lavando con alcohol y agua destilada fria. Las
muestras se secaron a 80 °C por 12 h y se pesaron los filtros con muestra (Peso
S).

Peso §5— Peso VV

Holocelul Bo) = +* 100
olocelulosa (%) Peso M

6.11.3 Determinacion de hemicelulosa

La hemicelulosa fue determinada mediante la sustraccién del contenido de

glucano al contenido de holocelulosa.
6.11.4 Determinacion de lignina

La lignina se determind digiriendo todo el material celulésico de la muestra con
H2S0O4 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 afadieron 2 mL de
H2SO04 al 72 % frio. La muestra se mantuvo durante una hora en un bafo de agua
a 30 °C agitando frecuentemente los tubos para asegurar una homogeneizacion
completa de la muestra. La suspension obtenida se diluyé con 56 mL de agua

(=)



destilada y se transfirid el contenido del tubo a un matraz Erlenmeyer de 125 mL
para llevar a cabo una hidrdlisis secundaria en autoclave, a 121 °C por 1 h. El
contenido de cada matraz se filtré en filtros de vidrio de poro C, lavando el residuo
con agua destilada hasta remover completamente el acido. Las muestras se
secaron a 80 °C por 4 h (Peso S) y después se secaron a 60 °C hasta alcanzar

peso constante (Peso C).

Peso § —Peso C _
Pesao M '

Lignina (%) = 100

6.11.56 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 capsula de porcelana llevada a peso constante
(Peso V), se coloco posteriormente dentro de un horno a 80 °C por 12 h para
llevar a sequedad y se registro el peso (Peso S). La muestra se calcin6 a 550 °C
por 2 h en una mufla y se registré6 el peso de las capsulas de porcelana a

temperatura ambiente (Peso C).

[(Peso M + Peso V) — (Peso 5)] .

Humedad (%) = s M

100

Peso U — Pesa V _
Peso S — Peso V

Ceniza base seca (%) = 100

6.12 Determinacion de la actividad de 8-glucosidasa

La actividad de la B-glucosidasa se cuantificé midiendo espectrofotométricamente
la liberacion de p-nitrofenol (pNP) mediante la hidrolisis de p-nitrofenil-B-D-
glucopiranésido (pNPG).

El extracto enzimatico (100 pL) se mezcla con 1 mL de pNPG 1 mM en regulador
de fosfatos 25 mM pH 6.2. Se incuba la mezcla a 40 °C durante 15 min deteniendo
la reaccion con la adiciéon de 1 mL de Na2COs 1 M (modificado de Kim & Pack,

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

liberar 1 umol de pNP por minuto bajo las condiciones estandar del ensayo
6.13 Determinacioén de azucares y etanol

Los azucares y el etanol fueron cuantificados por cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) con una columna Agilent Hi-Plex, un detector de indice de

refraccion utilizando H2SO4 5 mM como fase mévil a un flujo de 0.6 mL min-
6.14 Herramientas estadisticas

Para los analisis estadisticos se utilizaron los softwares Design Expert X® para el
disefio y evaluacion de la superficie de respuesta y PASW Statistics 18® para los
ANDEVAs y pruebas post-ANDEVA.
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7. Resultados y Discusion
Etapa 1

7.1.1 Evaluacion de parametros de operacion

Dentro del proceso de obtencién de etanol a partir de celobiosa por S. cerevisiae
RP2-BGL existen diversos parametros de operacion (temperatura, pH, agitacion,
concentracion de sustrato e inoculo) los cuales pueden ser modificados para
mejorar el proceso. Para poder llevar a cabo la estandarizacion de estos
parametros fue necesario determinar el nivel de significancia que tienen sobre el
proceso, derivado de esto se realizé una evaluacion para determinar el impacto de

dos parametros de operacion (Temperatura (°C) y pH).

Se obtuvieron 3 variables de respuesta para determinar si los factores a evaluar
tenian una diferencia significativa por si solos en el proceso de produccién de
etanol a partir de celobiosa. Estas variables fueron: azucares reductores
residuales, concentracion de etanol y rendimiento producto-sustrato. Asi 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 concentracion de celobiosa residual en forma de
azucares 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 analisis estadistico 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 azucares.
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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 agitacién, 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 agitacion, Xo= 0.5 g/L, So=10 g/L, pH
inicial= 6.5. Control: T= 30 °C, sin agitacion, Xo= 0.5 g/L, So=10 g/L, pH inicial= 6.5. Letras y numeros iguales
sobre las barras indican pertenecer al mismo grupo estadistico

En cuanto a la produccion de etanol, a diferencia del caso de la celobiosa residual,
existe una diferencia que sobrepasa el 10% de nivel de significancia establecido
para el analisis estadistico. Sin embargo este comportamiento no se presenta de
manera constante a lo largo del tiempo, Unicamente es apreciable al término de la
fermentaciéon a las 48 h. Asi mismo se puede observar que esta diferencia es
negativa, puesto que la produccidon 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 15y

20% respectivamente (Fig. 3).

38

—
| —



Etanol

5.00 - ab
o ah b a . 2B 1 2wl
4004 @ = L T = = =
Y ZEEER ZNNEY SEES
o EINEY = N | B
2| ENEE ENEE]| ER
| SN ENEE ] EN

NE | S\ ENEE | EN

Tiempo (h)

=A 1B mControl =C ™D

Figura 3 Produccién 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 agitaciéon, 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 agitacion, Xo= 0.5 g/L, So=10 g/L,
pH inicial= 6.5. Control: T= 30 °C, sin agitacion, Xo= 0.5 g/L, So=10 g/L, pH inicial= 6.5. Letras y numeros
iguales sobre las barras indican pertenecer al mismo grupo estadistico

Un punto a destacar es que en el tratamiento C se alcanzé la mayor concentraciéon
de etanol (4.40 g L") 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
produccion de etanol, mas no tiene un impacto sobre la concentracion 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 produccién de etanol, el tratamiento D resulté estar dentro de un grupo
estadistico distinto. Sin embargo en esta ocasion se dio a las 36 h de la
fermentacién, ya que a las 48 h todos los tratamientos se encontraban dentro del
mismo grupo. Nuevamente la diferencia de grupos resulté ser negativa, ya que el
rendimiento de ese tratamiento fue menor que los demas. 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
estadisticamente significativo en ninguna de las variables medidas, por otra parte,
el nivel bajo de la temperatura representado por el factor D generd resultados
negativos en el proceso. Por el otro lado, un incremento en la temperatura no tuvo
efecto significativo en el proceso, sin embargo se observé una reduccion en el

tiempo en el cual se alcanzo la concentracion maxima de etanol.

Derivado de estas observaciones se determin6 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 estandarizacion. Dado que el incremento en la
temperatura acelero el proceso fermentativo, se decidié utilizar el nivel alto como

nivel fijo para la etapa de superficie de respuesta.
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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 agitacion, 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 agitacion, Xo= 0.5 g/L, So=10
g/L, pH inicial= 6.5. Control: T= 30 °C, sin agitacién, Xo= 0.5 g/L, So=10 g/L, pH inicial= 6.5. (Letras y nUmeros
iguales sobre las barras indican pertenecer al mismo grupo estadistico)
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Etapa 2
7.2.1 Estandarizacion de las condiciones de operacion

Una vez que se determind que ni la temperatura ni el pH son variables
significativas en el proceso de produccién de etanol, se realizdé un disefio central
compuesto conteniendo tres parametros operacionales (concentracion de
celobiosa inicial, agitacion, concentracion del in6culo) para desarrollar una

superficie de respuesta y estandarizar los valores de estos parametros.

El disefio 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 menciond en la seccion anterior y el pH
de 6.5. Todo se llevd a cabo en frascos seroldgicos para asegurar las condiciones
de anaerobiosis 0 microaerofilicas y tuvo una duracion de 42 h.

Tabla 1 Disefio experimental en variables naturales para la estandarizacion de las

condiciones de operacion del proceso de obtencion de etanol a partir de celobiosa por S.
cerevisiae RP2-BGL

Corrida Agitacion (rpm) Celobiosa (g L) Inéculo (g L)
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
1 100 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 seccion anterior
(celobiosa residual, produccion de etanol y rendimiento). Estas variables son las
que se buscd maximizar o minimizar segun el caso necesario. Los valores
obtenidos se concentran en la Tabla 2. La maxima concentracion de etanol
alcanzada (15.30 g L") corresponde con la corrida (9) con mayor concentracion de
celobiosa inicial (50 g L™"). Sin embargo, en esa misma corrida al término de la
fermentacion se obtuvo una concentracion de celobiosa residual de 18.04 g L' la

cual corresponde al 36% de lo suministrado.

El andlisis estadistico para la optimizacion de los parametros de operacion se
realizé mediante analisis 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 obtencién de etanol a
partir de celobiosa por S. cerevisiae RP2-BGL evaluado bajo condiciones establecidas
mediante un disefio de superficie de respuesta

Corrida Celobiosa Etanol (g L) Rendimiento
residual (g L) (9EtOH gcelobiosa™)
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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2.9754 10.8653 0.4933

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 determind un modelo cuadratico que
describe el comportamiento de los datos con coeficiente de determinacion R de
0.92 (Anexo 1). Dentro de este modelo unicamente resultaron factores
significantes la concentracion de celobiosa, concentracion de inoculo, sus
respectivos coeficientes cuadraticos y la interaccién entre la concentracion de
celobiosa e indculo. Esto encuentra una posible explicacion a fendmenos
inhibitorios a causa de la concentraciéon de sustrato y la baja concentracion de

biomasa.

Asi mismo, el modelo se ajusta de manera adecuada a los datos y su ecuacion [1]
es favorable para la navegacion dentro del espacio establecido en el disefo
experimental, es decir en el intervalo de concentraciones evaluadas. Dentro de
esta ecuacion se observa que los coeficientes pertenecientes a la agitacion son

valores bajos por los que pueden ser despreciables.

Celobiosa residual = 11.66 — 0.034 + 0.238 — 37C —9.2E *AB + 0.03AC —
043BC + 2.17E"*4% + 0.011B% + 25.81C*

[1]
Donde:
A= Agitacion

B= Celobiosa
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C=Inéculo

Para el caso de la concentracion final de etanol, el ANOVA (Anexo 2) determino
de igual manera un ajuste de modelo cuadratico debido a los posibles alias en los
términos cubicos. El valor del estadigrafo p- del modelo es <0.0001. Dentro de
esta evaluacion los factores que resultaron significativos son la concentracién de
celobiosa, de indculo y sus respectivos coeficientes cuadraticos, en este caso no
existe ninguna interaccion significativa. Los resultados sefialan que la produccion
maxima de etanol esta asociada a la cantidad de celobiosa disponible en el medio
y la biomasa que la procesa, por lo tanto es I6gico 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
analisis.

El grafico de superficie 3D (Fig. 5) representa la produccion de etanol tomando en
cuenta la interaccion entre la concentracion de celobiosa inicial y la concentracion
de biomasa los cuales resultaron ser los factores significativos. EI comportamiento
convexo que se observa en el grafico de superficie esta asociado a un maximo
local dentro del intervalo evaluado, confirmando de esta manera la eficacia del
analisis estadistico realizado. Las concentraciones maximas de etanol alcanzadas
en el intervalo evaluado, tomando en cuenta los 3 factores principales se muestran

en la Fig. 6.

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

capacidad de prediccion dentro del espacio evaluado:

Etanol = —8.58 + 0.024 + 0.46B + 24.87C + 5.6E %A — 0.014 + 0.095C —
292F 4% —6.81E%B? — 15.65(C"

[2]

El ANOVA realizado a la variable de respuesta rendimiento (Anexo 3), arrojé
como resultado que el modelo cuadratico utilizado es no significativo con un valor
p- de 0.2225. Esto indica que existe una probabilidad del 22.25% que el
estadigrafo F obtenido se deba meramente al ruido experimental. Dentro de los
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factores, unicamente dio como significativo a la interaccion cuadratica de la
concentracion inicial de celobiosa. Esto puede ser a causa de que la obtencién de
esta variable es una derivada de las dos primeras. Debido a esto es que no se
considerara para la etapa de maximizacion y por ende no se mostrara la ecuacion
que describe el comportamiento del rendimiento.

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

% 15.6749
0

X1 = B: Celobiosa
X2 = C: Inoculo 20

Actual Factor
A: Agitacion = 50

Etanol (g/L)

32.8196
31.2608

28.1432

26.5844 B: Celobiosa (g/L)
0.5 25.0256

Figura 5 Concentracion de etanol tomando en cuenta los factores significativos
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual C u b e

Etanol (g/L)
X1 = B: Celobiosa Etanol (g/L)

X2 = C: Inoculo

X3 = A: Agitacion 10.711 12.2878

C+:1 [ 10.7998 12.1706

-

=)

o)

>

g 9.19454 10.398, At: 74.28¢
[

5

A: Agitacién (rpm)

C-05 903993 10.0374 A 27.0455

B-: 25.0256 B: Celobiosa (g/L) B+: 32.8196

Figura 6 Concentraciones maximas 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 optimizacion numérica incluida en el

paquete estadistico del software Design Expert X®.
Para ello se determind utilizar las siguientes condicionales:

Celobiosa Residual

e Minimizar
e Intervalo 0-10 g L™’
e Relevancia: 4

Etanol
e Maximizar

e Intervalo: 0-20 g L
e Relevancia:5
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Rendimiento

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

considerado para este proceso.

Con base en estos parametros las condiciones 6ptimas que arrojé el software
fueron las siguientes:
e Agitacion: 60 rpm

e Celobiosa inicial: 27 g L™’
e Inodculo: 1.2 gL

Dando como resultado las siguientes estimaciones (Fig. 7):
e Celobiosa residual: 3.31 g L'

e Etanol: 10.65 gL’
¢ Rendimiento: 0.495

Validez: 75% de las condiciones establecidas para la optimizacién

Etanol (g/L)

Prediction 10.6511

C: Inoculo (g/L)

I
20.5298 24.4239 28.3179 32.2119 36.106 40

B: Celobiosa (g/L)

Figura 7 Gréfica de contorno para la prediccion de la concentracion final de etanol usando el algoritmo de
optimizacion numérica (Design Expert X®)
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7.2.2 Validacion de las condiciones de operacion

Se realizaron fermentaciones bajo las condiciones obtenidas mediante el modelo
de superficie de respuesta para llevar a cabo la validaciéon de éstas (So= 27 g L™,
Xo=1.2 g L', T= 32°C, Agitacion= 60 rpm, pHo= 6). Asi mismo con base en el
analisis estadistico de la variable agitacion y debido a su bajo nivel de impacto en
el proceso, se realizé una fermentacion eliminando esta variable para determinar
si existia diferencia significativa en el proceso. En la Fig. 8 se observa el
comportamiento de los diferentes parametros de la fermentacion bajo las
condiciones determinadas previamente. Al término de las 48 h se obtuvo un
consumo del 99% de la celobiosa inicial, asi como una concentracion final de
12.54 g L' de etanol, 343 g L' de biomasa y un rendimiento de 0.49 getoH
Qcelobiosa™'. 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' y 3.36 g L™ respectivamente
ademas de un rendimiento de 0.48 getoHgceiobiosa'. 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 llevd a cabo el proceso fermentativo en las mismas condiciones
descritas anteriormente, pero sin agitacion, a las 48 h se obtuvo un consumo
maximo del 96% de los azlcares, 12.6 gL' de etanol, 3.1 gL' de biomasa y un
rendimiento de 0.50 getoHgcelobiosa™'; asi mismo a las 36 h del proceso existid un
consumo del 95% de los azucares, 12.4 gL' de etanol y un rendimiento de 0.50
gEtOHJcelobiosa” (Fig. 9). Estos valores comparados con los obtenidos bajo las
primeras condiciones no presentan diferencia significativa respecto a la produccién
de etanol, sin embargo, si impacta en el consumo de celobiosa y tiempo del
proceso como se puede observar en la Fig. 10. Esto se puede apreciar alas 24 h
donde fue menor el consumo de celobiosa y produccion 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, asi mismo

se sugiere no agitar el reactor lo que genera un ahorro en el consumo de energia.
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Figura 8 Fermentacion de etanol a partir de celobiosa por S. cerevisiae RP2-BGL bajo las condiciones
estandarizadas mediante el modelo de superficie de respuesta. (So=27 g L', Xo= 1.2 g L', Agitacion = 60
rpm, T= 32 °C, pHo = 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% mas 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 estandarizacion se llevd a cabo en frasco serolégico pero la
validacion de las condiciones se realizd en reactores de 0.5 L, favoreciendo el
ambiente para la fermentacién de la celobiosa en etanol bajo las condiciones
estandarizadas.

La concentracion final de etanol (12.71 g L) y rendimiento (.50) obtenidos
mediante la estandarizacion de condiciones operativas representa un incremento

del 400% y 20% respectivamente de lo reportado por Rios-Franquez (2017) con la

49

—
| —



misma cepa y fuente de carbono. A su vez, el rendimiento representa un 93% del

tedrico reportado.

Validacion sin agitacién
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Figura 9 Produccion de etanol a partir de celobiosa por S. cerevisiae RP2-BGL bajo las condiciones
estandarizadas mediante el modelo de superficie de respuesta. (So=27 g L', Xo= 1.2 g L!, Sin agitacion, T=
32 °C, pHo = 6) (Los resultados mostrados son promedios de 3 mediciones independientes).

Los resultados aqui obtenidos reafirman lo reportado en la literatura sobre el éxito
de la implementacién de modelos de superficie de respuesta para la optimizacion

de los procesos.

lulian-Zoltan et al. (2017) realizaron una optimizacion en dos etapas del proceso
de obtencion de etanol de segunda generacién a partir de hidrolizados de madera
suave. Al igual que en el presente trabajo, primero se determinaron las variables
que influian directamente sobre el proceso para posteriormente realizar un modelo
de superficie de respuesta. Mediante esta optimizacidn, 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 teérico maximo el

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

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

% j § ///;% 3.32_ //% ///;%
2 §ZI3G/E § E 0.94 g
W E T s

% Celobiosa B
11 Celobiosa A
~ Etanol B

= Etanol A

Figura 10 Concentraciones de celobiosa residual y etanol final bajo condiciones estandarizadas mediante el
modelo de superficie de respuesta.A: Con agitacidon B: Sin agitacién (Los resultados son promedios de tres

mediciones)
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Figura 11 Comparacién entre los valores predichos para la concentracion final de etanol y celobiosa residual
por el modelo de superficie de respuesta y los valores obtenidos experimentalmente.

Etapa 3
7.3.1 Elaboracion de un modelo cinético

El uso de modelos cinéticos predictivos es una herramienta que facilita el
monitoreo y disefio de bioprocesos (Imamoglu & Vardar, 2013). Ademas de que
permite mejorar los rendimientos y productividades de diversos procesos. El
modelar procesos bioldgicos representa un reto a comparacion de los procesos
fisicos y quimicos ya que, a diferencia de los ultimos, el comportamiento de los
componentes biologicos presentes en la reaccion puede tener un sinfin de
interacciones entre si, dificultando la capacidad predictiva de los modelos
(Gutierrez et al., 2005).

Para este trabajo se realizd un modelo tipo Haldane con doble término de
inhibiciéon (sustrato y producto) usando como base los datos presentados en la

Fig. 8. El ajuste paramétrico se llevo a cabo con el programa Model Maker® 3.0.3
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(Cherwell, 1997), utilizando un método de optimizacidon simplex mediante la
integracion Bulrich-Stoer, obteniendo como resultado los datos presentados en la
Tabla 3.

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

evaluadas (sustrato, biomasa y producto).

La acumulacién de la biomasa esta dada por la velocidad de crecimiento, donde
se incorporan los términos inhibitorios caracteristicos del modelo de Haldane. Esta

acumulacién esta descrita por la Ec. [3].

r—x (M) " (1 - (E)) — (Ky) 3]
J.:SC+5¢+(SL] KiEt
Donde:
1,,.=Velocidad de crecimiento de biomasa (gbiomasa h™' L)
x= Concentracion de biomasa (g L")
.0, =Velocidad especifica maxima de crecimiento (goiomasa goiomasa th™)
S.= Concentracién de celobiosa (g L™);
k5c=Constante de afinidad a la celobiosa (g L)
k; .= Constante de inhibicion por celobiosa (g L)
Et= Concentracién de etanol (g L")

k.= Constante de inhibicion por etanol (g L)

K ;= Constante de muerte celular (gviomasa gbiomasa™ h™')
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Debido a lo observado en experimentos previos, se tomd la consideracion de que
la produccion de etanol esta parcialmente asociada al crecimiento del
microorganismo, derivado a que bajo condiciones anaerobias el metabolismo
dirige el flujo de carbono hacia la produccion de etanol para la obtencion de
energia, pero a su vez existe crecimiento (Ortega, 2016). Por lo anterior su

comportamiento esta basado en la ecuacion de Luedeking-Piret descrito en la Ec.

[4]

— _ Hmax*te | [ _(EL)) )
e =x|\ ol (1 (k)) (KB 4]

Donde:

Tz = Velocidad de produccion de etanol (getano h™' L)
a=Coeficiente de produccion de etanol asociado al crecimiento (getanol Gviomasa™)

[B=Coeficiente de produccion de etanol no asociado al crecimiento (get gviomasa™ h™")

Por ultimo, para el consumo de sustrato se tomo la consideraciéon de que existe un
término de mantenimiento celular adicional al sustrato consumido para el
crecimiento y la produccién de etanol, siendo este ultimo 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

l.-;‘i
Il
|

5 5
Donde:

.= Velocidad de consumo de celobiosa (geelobiosa h™' L)
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Yx= Rendimiento biomasa-sustrato (gbiomasa Qcelobiosa™)
=

¥Yr= Rendimiento producto-sustrato (getoH geelobiosa™)
=

= Coeficiente de mantenimiento celular (geeobiosa giomasa™' h™")

Por ultimo, al ser un proceso biolégico y debido al dinamismo mencionado
anteriormente, los rendimientos no se mantienen constantes a lo largo del tiempo

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

Ygx+5Sc
_ 5
Yx = Sc2 [6]
5 KSC‘+5£‘+(—.)
Kic
Ygp+Sc
_ 5
Yp = Tz [7]
5 Ksc+5¢ +(—)
Kic

Donde:

¥ g»= Rendimiento global biomasa-sustrato (gbiomasa Jeelobiosa™)
L

¥ gr= Rendimiento global producto-sustrato (getoH geelobiosa™)
)

Con los datos obtenidos con el conjunto de ecuaciones establecidas [3-7], se
realizé la integracién y analisis de ajuste dando como resultado un coeficiente de
correlacion r>= 0.97 y un residual x? =31.18. Ademas se obtuvo un valor del
estadigrafo 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 valido y se determind 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 Parametros cinéticos de S. cerevisiae RP2-BGL obtenidos mediante el
ajuste a un modelo de tipo Haldane con doble inhibicion

Parametro Descripcion Valor
T Tasa especifica maxima 0.08 h-"

de crecimiento

Ksc Constante de afinidad de 0.47 g L'
sustrato

% Mantenimiento celular 1 x 108 gcelobiosa Qbiomasa™

h-1
o Coeficiente de produccion 0.33 get gbiomasa™

de etanol asociado al

crecimiento
B Coeficiente de produccion 0.18 get gbiomasa™ h'
de etanol no asociado al
crecimiento
Kic Constante de inhibicidn 43.76 g L'
por sustrato
KietoH Constante de inhibicion 41.08 gL
por producto
Kqg Constante de muerte 2.5x10%h"t
celular
Ygus Rendimiento maximo 0.16 gbiomasa Jcelobiosa™

biomasa-sustrato

YQpis Rendimiento maximo 0.51 gEtoH Jeelobiosa™

producto-biomasa
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Ajuste paramétrico
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Figura 12 Comparacioén entre los valores predichos mediante un modelo de Haldane con produccion
de etanol parcialmente asociada al crecimiento y término de mantenimiento celular contra datos
experimentales.( So=27 g L', Xo= 1.2 g L' agitacion= 150 rpm, T= 32 °C, pHo = 6

Martynova et al.,(2017) disefiaron un modelo para el proceso de obtencion 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
inhibicion tanto para sustrato como por producto. En la tasa neta de consumo de
sustrato no se tomd en cuenta la utilizacion del sustrato para la produccion de
etanol, es decir unicamente tienen términos debidos al crecimiento vy
mantenimiento celular. De igual manera que en el presente trabajo, la produccién

de etanol se modelé utilizando términos de Luedeking y Piret.

Martynova reporté una velocidad especifica de crecimiento maxima (umax) de 0.75
h-', mientras que con el ajuste realizado a los datos de este trabajo se obtiene un
valor de 0.8 h™'. Por otro lado, el rendimiento biomasa-sustrato es mas bajo que el

obtenido, esto se puede deber a la velocidad de crecimiento maxima que reportan.
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En lo que corresponde a los términos de produccion 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 inhibicién
poseen valores mas bajos siendo de 13.96 gL' para el sustrato y 21.23 gL' para

el producto.

Las diferencias encontradas en los valores de los parametros utilizados en ambos
modelos, se puede deber a que son microorganismos y sustratos diferentes.
Ademas, de que en el presente trabajo se considera un término de consumo de
sustrato destinado a la produccion de etanol.

7.3.2 Evaluacion del régimen de lote alimentado

El cambio de régimen de operacién 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
inhibicion 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 evalud el cambio de régimen de lote a lote alimentado

con acercamientos a alimentacion lineal y exponencial.
7.3.2.1 Evaluacion de alimentacion lineal

El primer acercamiento al régimen de operacion de alimentacion continua,
utilizando un sistema de alimentacion constante, se inicidé con un cultivo en lote
con el 50% del volumen de operacion a una concentracion inicial de celobiosa de
10 g L' y la alimentacién comenzé a las 10 h con un flujo constante de 6.15 mL h-
', donde de acuerdo con lo predicho por el modelo desarrollado en la seccion
anterior, se esperaba tener 0.326 g (1.63 g L") de sustrato y alrededor de 0.77 g
(3.84 g L") de etanol al final del proceso en lote (Fig. 13). Este acercamiento se
realizé sin agitacion debido a lo observado en la seccion anterior, donde se
determind que no era factor significativo para la produccion de etanol. La

concentracion de celobiosa en la alimentacion se encontraba a 62.5 g L.
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Figura 13 Fermentacion de celobiosa en régimen de operacion de lote alimentado. (Lote: So=10g L™", Xo=1.2
g L', Vo= 200 mL, T = 32°C, pH=6, sin agitacion, Lote alimentado: F = 6.15 mL h' , Sa=65 g L") (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 (1.85g L")y 0.98 g (4.3 g L") 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 produccién lenta de etanol y una
tendencia marcada de acumulacién de sustrato, quedando 7.49 g de celobiosa
equivalente a una concentracion final de 18.8 g L-' a las 48 h lo cual representa un
consumo de unicamente el 45% de los azucares totales suministrados, de los
azucares suministrados durante la etapa de alimentacion el consumo fue del 42%.
Este porcentaje de consumo es bajo y completamente no deseado ya que no se
esta aprovechando de manera adecuada la celobiosa. Por otro lado, se alcanzé

obtener 3.5 g de etanol (8.9 g L") la cual es una concentracion menor que la
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alcanzada en el régimen por lote descrito anteriormente. La productividad
alcanzada fue de 0.18 getanol L' h-'. Una posible explicacion a esta acumulacion del
sustrato y baja produccion de etanol es la falta de agitacién que tiene como
consecuencia un sistema no homogéneo generando gradientes de concentracion

llegando a causar inhibicion por sustrato.

Derivado de estas observaciones se determiné repetir las condiciones anteriores,
pero en presencia de agitacion una vez terminada la etapa en lote para evitar el
efecto de acumulacion de sustrato. Asi mismo se incrementd el tiempo de la

fermentacion.

En la Fig. 14 se observa que bajo las mismas condiciones usadas anteriormente,
pero en presencia de agitacion se mantiene el comportamiento acumulativo de
celobiosa, sin embargo, existe una mayor produccion de etanol que en el caso
anterior. El consumo de azucares fue del 68 % de la celobiosa total suministrada
al término de las 48 h, mismo porcentaje que se consumid durante la etapa de
alimentacién. Al término de la fermentacion, se consumié el 71% de los azucares,
lo cual representa un incremento del 3% respecto a las 48 h. El etanol obtenido
fue de 5.4y 5.7 g (13.69 y 14.25 g L") 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") lo cual afecta la eficiencia global del proceso. Si bien ésta se ve afectada, el
rendimiento demostré ser mayor que los anteriores (0.51 gEtoH Jcelobiosa™'). Las
productividades fueron de 0.29 y 0.23 getanol L' h™! alas 48 y 62 h.

Como se seguia observando una tendencia a la acumulacion del sustrato, se
determiné cambiar la alimentacién, tanto la concentracién de sustrato suministrado
como la velocidad a la que se suministra, para darle mas tiempo al
microorganismo de procesar la celobiosa y producir etanol. Ademas, se
incrementd la concentracion de sustrato al inicio del cultivo en lote para darle la
capacidad al microorganismo de adaptarse a concentraciones mas elevadas de

sustrato.
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Lote alimentado 2
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Figura 14 Fermentacion de celobiosa en régimen de operacion por lote alimentado. (Lote:Se=10 g L™, Xo= 1.2
g L', Vo= 200 mL, T = 32°C, pH=6, agitacion=200 rpm, Lote alimentado: F = 6.15 mL h' , Sa=65 g L") (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
disminuy6 de manera notable, si bien no se logré6 consumir toda la celobiosa si 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 ocasion hubo un
consumo global del 92% de los azucares, representando un consumo similar al
observado en el régimen por lote. La produccion de etanol fue de 6.8 y 7.2 g
(17.03 y 18.16 g L") a las 48 y 62 h respectivamente alcanzando productividades
de 0.36 y 0.29 getanol L' h', siendo ambos parametros 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
alimentacion, lo cual es indicativo de que el metabolismo del microorganismo se
esta dirigiendo preferentemente a la produccion de etanol como manera de
generar energia para el mantenimiento celular. El rendimiento obtenido bajo estas

condiciones fue de 0.512 gEtoH gcelobiosa™.

Lote alimentado 3
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Figura 15 Fermentacién de celobiosa en régimen de operacion por lote alimentado. (Lote: So=15 g L', Xo=
1.2 g L", Vo= 200 mL, T = 32°C, pH=6, agitacién=200 rpm, Lote alimentado: F = 5.54 mL h' , Sa=62.5g L")
(Los resultados mostrados son promedios de 3 mediciones)

7.3.2.2 Evaluacion de alimentacion exponencial

En el cultivo por lote alimentado un régimen de alimentacion exponencial permite
alargar las fases del proceso que uno desee, en este caso la produccién de etanol
asociada al crecimiento. Para poder llevar a cabo la alimentacion exponencial se

determiné de manera empirica la cédula de alimentacion.
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La prolongacién 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
alimentacion, al igual que la demanda de sustrato varia respecto al tiempo por lo
cual el flup 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
concentracion de sustrato residual constante por lo que las velocidades de
formacion de biomasa y producto, asi como los rendimientos, permanecen

constantes.

Al ser una alimentacion exponencial se determiné comenzar con un volumen
menor para el comienzo de la fermentacion, antes de iniciar la alimentacién, por lo

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

El primer acercamiento fue con una concentracion de la alimentacion de 65 g L'y
15 g L de celobiosa para la etapa inicial del lote para intentar mantener una
umax=0.08 h' aproximadamente. La alimentacion se comenzd después de
transcurridas 13 h de fermentacion en lote (Fig. 16), debido a que es el tiempo
tedrico que tomaria 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 acumulacion de celobiosa durante las 28 h que durd la
alimentacion, alcanzandose la mayor cantidad de celobiosa 4.60 g (12.45 g L") a
las 37 h. Esto pudo ser debido a que la velocidad de consumo de sustrato
determinada mediante el modelado sobreestimé la capacidad de asimilacion de la
celobiosa o bien a que al inicio de la alimentacion el microorganismo ya se

encontraba en una fase de desaceleracion.

Durante la alimentacion no se observaron efectos considerables de inhibicién por
sustrato o producto, ya que durante la etapa de alimentacion el crecimiento se
mantuvo constante a una velocidad especifica de crecimiento de 0.043 h-'

asimismo la produccion de etanol .
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Posterior al punto maximo de acumulacion de sustrato y tras el término de la
alimentacién (38 h), el proceso entré6 en una segunda etapa por lote donde la
velocidad de crecimiento y produccion de etanol se vieron disminuidas, pero no
nulificadas. Este fendbmeno permitié 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 concentracién de 23.76 g
L-' con un rendimiento de 0.514 gEtoH Jeelobiosa™. Durante la etapa de alimentacion
se consumiod el 72% de la celobiosa suministrada. La productividad global del

proceso fue de 0.38 getanol L' h-'.

El segundo acercamiento realizado fue con una concentracién de la alimentacién
de 80 gL'y 15 g L de celobiosa para la etapa inicial del lote, usando como base
el mismo valor de pmax. Al igual que con la fermentacion anterior la etapa inicial de

lote tuvo una duracion de 13 h, donde posteriormente se comenzé la alimentacion.

Se puede observar el mismo fendomeno de acumulacién de celobiosa durante las
37 horas que duré la alimentacion, siendo el punto de mayor cantidad de celobiosa
5.8 g (14.3 gL ") alas 50 h, el cual coincide con el fin de la alimentacion (Fig. 17).

Esta concentracion de celobiosa es 25% mayor a la encontrada bajo la
alimentacion con 6.5%, por lo que se observa que es un fendmeno similar y el
incremento puede ser causado por el aumento en la concentracién de celobiosa

en la alimentacion.

Durante esta fermentacion la velocidad especifica de crecimiento se mantiene

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

La concentracion final de etanol fue de 28.5 g L' a las 69 horas con un consumo
del 98.9% de los azucares disponibles obteniendo un rendimiento de 0.516 getoH
Jeelobiosa . Estos resultados representaron un incremento del 36% respecto a la
alimentacion lineal, de igual manera la productividad global al término del proceso

(69 h) alcanzando un valor de 0.42 getanol L' h™, siendo este un 10% mayor.
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Figura 16 Produccion de etanol a partir de celobiosa en régimen de alimentacion exponencial. (Lote:
So=15g L', Xo= 1.2 gL, Vo= 140 mL, T = 32°C, pH=6, Agitacion = 300 rpm, Lote alimentado:
Sa=65 g L") (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"), la cual es cercana a la obtenida al mismo tiempo cuando
la alimentacion fue de 65 g L' de celobiosa. Esto indica que el incremento en la
cantidad de etanol obtenido es debido al incremento de la alimentacion y que el

proceso mantiene un comportamiento similar.

Los resultados obtenidos mediante el cambio de régimen de operacion a un
sistema por lote alimentado incrementaron en 63% la produccién de etanol a
comparacién del lote alimentado lineal (Tabla 4). El rendimiento obtenido
representa el 94% del valor tedrico maximo. Asi mismo se puede observar que el
sistema por lote alimentado de manera exponencial con alimentacion de 65 g L™

de celobiosa es el régimen que obtuvo la productividad mas elevada en la etapa
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de alimentacion, esto esta asociado a que presentd una velocidad especifica de

crecimiento mayor.

Estos resultados, principalmente el incremento en la productividad volumétrica
esta asociado a que gracias a la implementacién de una alimentaciéon exponencial
se puede trabajar con concentraciones de sustrato mas elevadas disminuyendo
los problemas inhibitorios por altas concentraciones de este (Hadiyanto et
al.,2014).

Tabla 4 Comparacion de la productividad de los distintos regimenes de operacién trabajados

Régimen de  Concentracion Cédula de Etanol Productividad
alimentacion de alimentacién alimentacién (g L) (Qetanol h*1)
(gL (mL h™)

Global Alimentacion

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 A2

*Exponencial 65 3.170-037x 23.76 0.152 0.18
80 0.220-027x 28.5 0.168 0.14

*La ecuacion de la cédula de alimentacion es dependiente del tiempo y se determind de manera empirica.

El incremento de la productividad y rendimientos en los procesos de obtencion de
etanol mediante la implementacion de un régimen de operacion de lote alimentado
han sido ampliamente reportados. Tomas-Pejo et al. (2009) obtuvo un 20% mas
de etanol a partir de rastrojo de trigo implementando una alimentacién a partir de
las 12 horas. Phukoetphim et al. (2017) mejoré en un 51% la productividad de
etanol a partir de jugo de sorgo dulce en comparacién del mismo proceso en lote

alcanzando 40 g L' de etanol.

Asimismo, los parametros obtenidos en el presente trabajo son equiparables con
los reportados en la literatura (Tabla 5), siendo el rendimiento obtenido con la
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alimentacion exponencial el valor mas alto encontrado hasta el momento en
proceso de produccién de etanol a partir de celobiosa por microorganismos
recombinantes con la expresion de la B-glucosidasa. Won-Heong et al. (2017) han
reportado concentraciones 35% mayores a las de este trabajo (38.1 g L), sin
embargo, estas concentraciones se lograron bajo concentraciones de sustrato

equivalentes a 8.5% en un proceso en lote.
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Figura 17 Produccion de etanol a partir de celobiosa en régimen de alimentacion exponencial (Lote :
So=15g L', X0=1.2 gL ", Vo= 140 mL, T = 32°C, pH=6, Agitacion = 300 rpm,, Lote alimentado:
Sa=80 g L") (Los resultados mostrados son promedios de 3 replicas)

Para poder determinar la cédula de alimentacion optima 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

67

—
| —



microorganismo. En el presente trabajo se plantean dos ecuaciones diferentes las

cuales se resumen en:

F r
TJSE‘T =1 ItDXﬂVD
B S. —S
Z
[8]
Esta ecuacion tiene como principal argumento que no existe acumulacion de
sustrato respecto al tiempo y se mantiene una velocidad especifica de crecimiento
constante (Anexo 5). El uso de esta expresion se dificulta cuando se implementa
en procesos que poseen inhibicion por sustrato o producto, debido a que la

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

Asi mismo, se puede desarrollar una ecuaciéon basada en datos experimentales
donde la acumulacion es constante y se conoce su valor para posteriormente

realizar un ajuste y validacion de la expresion la cual se reduce a:

dF

E=m4F—|—tf—|—mgem5t={] [9]
Esta expresiéon matematica consta de una ecuacion diferencial no lineal simple de
primer orden, la cual es valida unicamente para determinar la rampa de un

conjunto de datos experimentales (Anexo 6).
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Tabla 5 Comparacion de parametros de produccion de etanol a partir de cepas de S. cerevisiae
expresando B-glucosidasas recombinantes.

Microorganismo Régimen Sustrato Rendimiento Concentracion Referencia
de inicial etanol
operacion (geon
gsustrato-1 )
GSE16- Hidrolizados 0.41 3.5% (viv) Soares et
T18 de coCo al. (2017)
(20%)
D-BTm Celobiosa 0.44 38.1gL" Won-
(8.5 %) Heong L.,
Yong-su J.
Q (2017)
_— (@)
® DBT2M - Celobiosa  0.34 26.56 g L™ Joong E. et
.© (8%) al. (2017)
.2
>
CIQ o
) IBP1 Celobiosa 0.488 45glL" Guo et al.
Q (1%) (2011)
75
RP2- Lote Celobiosa 0.512 18.1 g L™ Este
BGL alimentado (1.5% + trabajo
lineal 6%)
Lote Celobiosa  0.514 28.5gL" Este
ey 15
P 8%)
Etapa 4

7.4.1 Tratamiento y caracterizacion del bagazo de cafa

Se determind la composicidn quimica del BC antes y después del tratamiento

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

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

que hubo una disminucion en el contenido de lignina y hemicelulosa en 50 y 36%
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respectivamente (Tabla 6). Asimismo, se incrementd en 40% la celulosa
disponible en el BC. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Banerjee et
al. (2016) donde encontraron que se disminuyé 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 deslignificacion del 60% mediante un

pretratamiento de sales y perdxido de hidrégeno sobre BC.

Tabla 6 Composicion del bagazo de cafia crudo y tratado alcalinamente con NaOH 2%.

Tratamiento Lignina Celulosa Hemicelulosa Humedad Cenizas Total (%)
(%) (%) (%) (%) (%)
Crudo 23.2710.39 47.4+1.54 17.98+1.27 2.5810.43 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 sacarificacion enzimatica se puede ver favorecida al retirar la lignina e

incrementar las zonas amorfas del bagazo de cana.
7.4.2 Evaluacion de cocteles enzimaticos ricos en celulasas

Para poder llevar a cabo el proceso SimSF fue necesario la adicion de un coctel
enzimatico celulolitico. Se probaron 2 cécteles enzimaticos comerciales (Cellulast
y Novozyme) y un extracto crudo libre de células de C. flavigena PR-22.

Se utilizaron 2 concentraciones para cada coctel enzimatico 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 trabajé durante

la estandarizacion de las condiciones de operacion.

La mayor concentracion de celobiosa (3.4 g L") y glucosa (5.8 g L") en el
sacarificado se obtuvo con Celluclast (Fig. 18). Con el extracto de C. flavigena PR-
22 no se detectd glucosa debido a que este coctel carece de B-glucosidasa por lo

cual no puede realizar la hidrolisis de la celobiosa. Sin embargo, con este coctel es
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que produce la mayor cantidad de xilosa por la presencia de xilanasas. Esto

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

El incremento en la concentracion enzimatica no representd un impacto positivo
sobre la produccién de azucares, unicamente en el caso del coctel de Novozyme,
donde se generd una mayor sacarificacion, viéndose reflejado en la concentracion

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

Con base en los resultados obtenidos se determind utilizar el céctel de Cellulast
usando 5000 FPU para el proceso SimSF, debido a que es el coctel que generd la

mayor cantidad de celobiosa y glucosa.

Sacarificacién Enzimatica
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Figura 18 Produccion de azucares durante la sacarificacién enzimatica del bagazo de cafa
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 implementacion del proceso SimSF se utilizaron reactores de mesa de 0.5
L con un volumen de operacion de 0.3 L, se utilizé bagazo de cana al 2%
enriquecido con extracto de levadura al 0.3 % para favorecer el crecimiento de S.
cerevisiae RP2-BGL y la asimilacibn de los azucares derivados de la

sacarificacion.

La adicién de las enzimas se realiz6 de manera simultanea al inéculo en el
reactor. El primer acercamiento se realizé utilizando 2 0 gL-' de bagazo de cana,
obteniendo 6 g L' de etanol al término del proceso (Fig. 19). Tomando en cuenta
la composicion porcentual del BC descrita en el apartado anterior, la concentracion
aproximada de celulosa fue de 14 g L™, por lo cual el rendimiento aproximado del
proceso fue de 0.462 getoH Jeelulosa™

Concnetracion (gL' )

24 36 48 60
Tiempo (h)

===Ftanol

Figura 19 Proceso SimSF para la obtencion de etanol a partir de bagazo de cafa (2%) por S.
cerevisiae RP2-BGL. (T= 35°C, 300 rpm, sin aireacion, 5000 FPU de Celluclast)

(72)



La siguiente fermentacion se llevo a cabo incrementando la concentracion inicial
de sustrato a 3% pero sin alterar la cantidad de enzima suministrada. En esta
ocasion se alcanzd una concentracién maxima de etanol de 8.63 g L' a las 54 h
(Fig. 20) con un rendimiento de 0.442 getoH Qeeluosa!, siendo este menor que el
alcanzado con una concentracion mas baja (2%) de BC.

En ninguno de los dos casos ensayados anteriormente se detectd la acumulacién
de celobiosa ni glucosa en el medio, lo cual indica que los azucares que son

liberados son consumidos inmediatamente.
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Figura 20 Proceso SimSF para la obtencion de etanol a partir de bagazo de cana (3%) por S.
cerevisiae RP2-BGL. (T= 35°C, 300 rpm, sin aireacion, 5000 U de Celluclast)

El rendimiento obtenido bajo la segunda condicién (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 relacion enzima-sustrato por lo que se sugiere mantener o

incrementar para mejorar la sacarificacion.
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En consecuencia, con la observacion anterior, se incrementé la carga enzimatica
en un 10% para cada uno de los casos siguientes, con el objetivo de mantener la

relacién enzima-sustrato.

En la Fig. 21 se observa el comportamiento del proceso SimSF incrementando al
doble la concentracion de bagazo de cafia a comparacion de la ultima
fermentacion (6%). El incremento en la carga de sustrato se realiz6 para evaluar la
capacidad del proceso para trabajar con concentraciones superiores al 5% para
obtener una mayor produccion de etanol y facilitar la rentabilidad del proceso en
términos de operaciones de purificacion (Kumar et al. 2011). La concentracion
maxima de etanol se obtuvo a las 66 h del proceso siendo ésta de 16.39 g L' con
un rendimiento de 0.42 getoH Qeeluosa™’. A pesar de mantener la relacién enzima
sustrato, se observa que el rendimiento es menor al conseguido con
concentraciones mas bajas de bagazo de cafia. Esto se puede deber a la
generacion de compuestos inhibitorios del proceso fermentativo derivado de la
sacarificacion de la celulosa y hemicelulosa presentes en el medio como el acido
aceético. Este fendmeno inhibitorio ha sido ampliamente reportado en procesos de
obtencién de etanol a partir de materiales lignocelulésicos (Parawira & Tekere,
2010; Bellido et al., 2011)
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Figura 21 Proceso SimSF para la obtencion de etanol a partir de bagazo de cafa (6,8 y 10%) por S.
cerevisiae RP2-BGL. (T= 35°C, 300 rpm, sin aireacion, 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 celulésico como rastrojo de
maiz pueden alcanzar hasta una concentracion de 20% para maximizar la
produccion de etanol y reducir costos de purificacion. Con base en esto se
determiné usar hasta un 10% de bagazo de cafa ya que este material posee una
menor densidad y cargas mas elevadas pueden generar problemas de
transferencia de masa dentro del reactor. Asi mismo junto con el incremento de la
carga de sustrato se aumenté la concentracién enzimatica para mantener la

relaciéon enzima-sustrato.

Antes de llevar a cabo el proceso con 10% de sustrato se realizdé una fermentacion
previa conteniendo 8% de bagazo de cafa. Bajo estas condiciones se alcanzé una
concentracion maxima de etanol equivalente a 23.08 g L' de etanol a las 72 h del

proceso (Fig. 21), con un rendimiento de 0.44 getoH Jeeluiosa™'. A diferencia de las
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fermentaciones anteriores el maximo de etanol alcanzado se da hasta el final del
proceso, esto pudo ser causado por la concentracion elevada de sustrato, ya que
la liberacidn de azucares se lleva a cabo durante mas tiempo. El rendimiento

obtenido equivale al 88% del maximo tedrico.

Finalmente, se realizé una fermentaciéon conteniendo 10% de bagazo de cafa.
Bajo estas condiciones se alcanzé una concentracion maxima de 28.57 g L' de
etanol a las 72 h (Fig. 21) con un rendimiento de 0.439 QetoH Jeelulosa'. Este
rendimiento confirma que al incrementar la concentracion de sustrato se debe de
aumentar la carga enzimatica para mantener una relacion enzima-sustrato
adecuada. Sin embargo, se debe de realizar estudios posteriores para determinar

la relacion éptima.

Para verificar que la produccion de etanol fuera debido a la implementacion del
proceso SIimSF se realizaron controles con los cocteles enzimaticos y el
microorganismo por separado, sin encontrarse produccion 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 mas alto obtenido corresponde al proceso SimSF con la mayor
concentracion (10%) de bagazo de cafia con un valor de 0.39 getanol L™ h~ sin
embargo el rendimiento mas elevado fue aquel obtenido bajo la menor carga de
sustrato, esto debido como se menciond anteriormente a la posible liberacidon de

compuestos inhibidores de la fermentacion o a una baja relacién enzima-sustrato.
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Tabla 7 Productividades y rendimientos del proceso SimSF a partir de bagazo de cafia por S. cerevisiae RP2-
BGL y coctel enzimatico Celluclast

Concentracion Productividad Rendimiento
(%) (getanol L1 R (getanol geelulosa™)
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 implementacion de un proceso SimSF a partir de
bagazo de cafa y coctel enzimatico Celluclast® son equiparables a los obtenidos
por Teran-Hilares et al. (2017) quienes obtuvieron un rendimiento de 0.48 getoH
Jeeluosa™ usando bagazo de caria (Tabla 8), sin embargo, en ese trabajo el coctel
enzimatico utilizado era rico en B-glucosidasa a diferencia del empleado en el
presente trabajo, ademas de que también se fermentd la xilosa presente en la
materia prima. La implementacion de un cdctel libre de B-glucosidasa reduce
provee la posibilidad de obtener un segundo producto en el proceso, un céctel
enzimatico ahora enriquecido con B-glucosidasa. Asi mismo, la concentracion 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 lignocelulésico usado, fue 15y

13% superior a lo reportado por los mismos autores.
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Tabla 8 Produccion de etanol mediante procesos SimSF a partir de sustratos celuldsicos
de segunda generacion con S. cerevisiae.

Rendimiento

Etanol Productividad
Sustrato (getoH Referencia
g L (getanol L' h?1
gcelulosa'1)
Won-Heong
Rastrojo 14.6 0.247 0.21 & Yong-Su
de maiz (2017)
(10%) Ding et al.
T 24 0.38 0.25
UE) g 2018
o 2
o E, Rastrojo Zhi-Hua &
N
8 8  demaiz 598 0.39 0.63 Hong-Zhang
a @ (20%)* (2016)
Bagazo Teran-
de cafia 17.26 0.48 0.19 Hilares et al.
(5%)* (2017)
Bagazo
de cana  28.57 0.439 0.39 Este trabajo
(10%)
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8.- Conclusion

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede concluir lo

siguiente:

e El pH y la temperatura no tienen un impacto significativo en la produccion
de etanol a partir de celobiosa por S. cerevisiae RP2-BGL bajo las
condiciones evaluadas.

e La estandarizacion de condiciones de operacion permitidé incrementar los
rendimientos y productividades del proceso.

e ElI modelo matematico de tipo Haldane propuesto posee capacidad
descriptiva por lo cual puede ser usado para la simulacion del proceso bajo
el intervalo de condiciones evaluadas.

e El cambio de régimen de operacion de cultivo por lote a lote alimentado con
alimentacién exponencial favorecié el incremento en un 470% de la
concentracion de etanol (28.5 g L) a partir de celobiosa.

e Con las condiciones de operacién establecidas, se logré implementar el
proceso SimSF alcanzando una concentracion maxima de etanol de 28.57
gL' con un rendimiento de 0.439 getorgceluiosa™’ y productividad de 0.39 getanol
L' h', a partir de bagazo de cafia y S. cerevisiae RP2-BGL. Estos

resultados son equiparables con los reportados en la literatura.
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10.- Anexos

10.1 Analisis de varianza celobiosa residual

ANOVA for Response Surface Quadratic model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]

Source
Block
Model
A-Agitacilltd>
B-Celobiosa
C-Inoculo
AB
AC
BC
A2
BZ
C2
Residual
Lack of Fit
Pure Error

Cor Total

Sum of
Squares df
0.020 1
1535.46 9
255 1
1256.21 1
97.21 1
7.67 1
221 1
41.61 1
382 1
125.14 1
46.35 1
79.65 19
79.47 17
0.17 2
1615.13 29

—

Mean
Square
0.020
170.61
2.55
1256.21
97.21
7.67
2.21
41.61
3.82
125.14
46.35
4.19
4.67
0.087

F

Value

40.70
0.61
299.67
23.19
1.83
0.53
9.93
0.91
29.85
11.06

54.01

p-value

Prob > F

< 0.0001
0.4454
< 0.0001
0.0001
0.1921
0.4763
0.0053
0.3519
< 0.0001
0.0036

0.0183

significant

significant
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10.2 Analisis de varianza etanol final

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]

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
A-Agitacil 1td> 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 282 1 2.82 0.82 0.3775
AC 0.27 1 0.27 0.077 0.7845
BC 207 1 2.07 0.60 0.4485
A? 6.91 1 6.91 2.00 0.1731
B? 41.85 1 41.85 12.13 0.0025
C? 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
Pure Error 0.062 2 0.031
Cor Total 426.79 29

significant

significant
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10.3 Analisis de varianza rendimiento

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]

Source
Block
Model

A-Agitacil 1td>

B-Celobiosa
C-Inoculo
AB

AC

BC

A2

BZ

C?

Residual

Lack of Fit

Sum of
Squares
1.325E-003
0.20
2.314E-003
0.023
8.224E-005
8.701E-004
1.059E-005
2.675E-003
5.366E-003
0.11
6.607E-004

df
1
9
1

1
1

0.28 19
0.28 17

Pure Error 3.497E-005 2
0.48 29

Cor Total

Mean
Square
1.325E-003
0.022
2.314E-003
0.023
8.224E-005
8.701E-004
1.059E-005
2.675E-003
5.366E-003
0.11
6.607E-004
0.015
0.016
1.749E-005
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F p-value

Value Prob >F

1.48

0.16

1.60
5.605E-003
0.059
7.216E-004
0.18

0.37

7.69

0.045

937.72

0.2255
0.6957
0.2211
0.9411
0.8102
0.9788
0.6742
0.5525
0.0121
0.8342

0.0011

not significant

significant
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10.4 Validacion del modelo

Ajuste paramétrico

Biomaiga (gLil\Etanl\c))I (gL&CeIo{BiosasﬁL) N
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< Biomasa experimental
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Figura A4. 1 Validacién del modelo de Haldane con produccion de etanol parcialmente asociada al
crecimiento y término de mantenimiento celular contra datos experimentales (So=35 gL-!, Xo= 0.85 gL-

1) R2=0.96

88

—
| —




Validacidon

=
o]

=
[9)]

=
=~

=
[
1

o]
1

S EmE Em Eam aa aE .- .- ..

0 O

o

>
\

O
O

=~
1

Biomasa (glL) Etanoli‘gL) Celobiosa(gl)
o

"]

i ul DI
0 &.B. ..e...e.--o«ﬂ@" O &~ R_
0

10 20 30 40 50

A Celobiosa experimenthiempo (h)O Etanol experimental
Celobiosa modelo

< Biomasa experimental
ssee+s Bijiomasa modelo = == Ftanol modelo
Figura A4. 2 Validacion del modelo de Haldane con produccion de etanol parcialmente asociada al

crecimiento y término de mantenimiento celular contra datos experimentales (So=15 gL', Xo= 0.33 gL-
) R?=0.90
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10.5 Ecuaciodn para la alimentaciéon exponencial
[1]

[ HmaxS _(l) —
= — (1 k
Ty =a(r,)+B [2]
= (Y—) + (?:) +y [3a]
Emaxs i P )
[F{.s+5+|;§—.1\:(‘1_(EJ’)I_J{& e

Para determinar la alimentacion en lote alimentado exponencial:
e r'_Es constante y fijada a un valor determinado.
e Se mantiene una concentracion de sustrato constante*® (E =0)

d (XD
— = r“IXV
de

Reordenando [4]
dlxv) 1.,
dr (E] - T‘JI

Integrando [5]
EV e
ln-’fn'?n r.t—r .t

AV _ gt~ Tyt

[4]

[3]

[6]

[7]

et
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Definiendo:

XV = e™xt'xte XV,

alsv) _

dt

av 45 _
S=+V==—|r'|XV +FS,

Sustituyendo [11] y [8] en [10]

SF+VvE=
dt

Considerando que E =0

SF = —r' e"st st X V) + FS,

L

Reorganizando [13]

T

Despejando F

!
L

—r' e

!

—|¢'|XV + FS_

dv
dt

et TIxto ¥ 7 = FS_—FS

—
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[8]
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10.6 Ecuacion empirica para determinar la cédula de alimentacion

Partiendo de las ecuaciones planteadas en el Anexo 5

Con base en los datos experimentales se puede determinar el valor de la
acumulacién de sustrato respecto al tiempo cuando esta no es igual a 0 y obtener

el valor constante de este de la siguiente forma:

§ o drr S [1]
Definiendo 5:
55,4+ St [2]

Partiendo del balance de masa para sustrato en un lote alimentado

exponencialmente:
VS =V,X, — |r'_lexp + F(5, — 5)

[3]

Definiendo:
= af
dt
[4]
aF _ VoXp—|r's|exp+F(5,-5)
at g
[5]
Desarrollando
%= _%‘F%‘F l' |V, X jexp(mt) [6]

Definiendo
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SE

5
== LI r = N o— T " =
E =my;; |T3|Vuxu_m2:§_m3:m1+m_m4

Sustituyendo en [6]

=+ m,F + tF + m2 exp(mgt) = 0 [6]
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