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I - CARACTERIZACION DEL PROYECTO.

1. Lineas de Accion.

Puestas en marcha de nuevas iniciativas para mejorar la eficiencia energética, el uso de las
eneraias renovables v la adaptacion al cambio climatico.

2. Entidad local cubana responsable.

Nombre y Direccidn: Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafa de
Azucar (ICIDCA)

Nombre del responsable y sus funciones:
Ing. Gustavo Saura, Coordinador general del proyecto

3. Objetivo General.

BUsqueda de materias primas alternativas para la produccion de alcohol combustible. Los
resultados de la investigacion, pudieran recomendar la introduccion en la industria alcoholera
de algun sustrato viable desde el punto de vista técnico y econdmico. Adicionalmente, el
personal de las fabricas sera entrenado en la produccion de etanol a partir de sustratos
alternativos.

4. Objetivo Especifico

1. Desarrollar procedimientos de obtencion de alcohol de sequnda generacion a
partir del estudio de la hidrdlisis enzimatica y produccion de etanol en proceso
Sacarificacion-Fermentacion simultanea. Se seleccionaran microorganismos
productores de etanol y se evaluard su capacidad productiva en presencia de
inhibidores fisico/quimicos mayoritarios derivados de los pretratamientos de la
biomasa lignoceluldsica.

2. Ensayar la produccion de etanol a partir de sorgo y compararla con el proceso
tradicional a partir de jugo de cafia de azucar.

5. Presupuesto inicial 22,000.00 UsSD

Presupuesto ejecutado 19,684.00 USD

6. Temporalizacion

Fecha de inicio de proyecto: Junio 2014
Fecha de finalizacion de proyecto: Diciembre 2016



II - INFORME TECNICO

En la actualidad es cada mas evidente que una economia dependiente del petrdleo y sin
reservas o reservas suficientes del mismo confronta una serie de debilidades. En los paises
importadores netos de petroleo la incertidumbre en el suministro y precio del petrdleo
provoca gran impacto sobre la politica energética a sequir. Los paises que basan su economia
en el petroleo presentan dificultades para desarrollar modelos econdmicos sostenibles ya
que el petréleo como otros combustibles fosiles (carbon y gas natural) no es una materia
prima renovable Sus reservas, son finitas y su formacion, a partir de biomasa, exige millones
de afios. A su vez la economia basada en el petrdleo es generadora neta de gases
invernaderos propiciando implicaciones negativas en el medio ambiento dificultando en su
conjunto el desarrollo de un modelo medioambiental sostenible. Lo anterior constituye
razones mas que suficiente para justificar la busqueda de alternativas que disminuyan
drasticamente la dependencia del petréleo. Reducir la alta dependencia energética de los
productos petroliferos, y aumentar la sequridad del suministro de un combustible sostenible
es un objetivo prioritario de la estrategia energética de muchos paises.

El término biocombustible engloba a todos aquellos combustibles derivados de la biomasa
vegetal. Se trata por tanto, de combustibles de origen vegetal que tienen caracteristicas
parecidas a las de los combustibles fdsiles, Para que los biocombustibles de origen agricola
sean una alternativa energética real se necesita que estos productos, no sélo presenten
caracteristicas equivalentes a los de procedencia fdsil, sino también que, en el conjunto de los
procesos de obtencion, se consigan balances energéticos positivos y que lleguen al mercado a
un coste similar al de los productos derivados del petroleo.

Actualmente, los biocombustibles liquidos se obtienen a partir de productos agricolas tales
como el azucar, los cereales y semillas oleaginosas, que se producen principalmente para el
sector alimentario. Estos biocombustibles denominados de “1ra generacion” estan limitados
en su disponibilidad de sustitucion del petréleo, de mitigar el cambio climatico y el
crecimiento economico. Su produccion sustentable esta bajo revision ya que puede crear
competencias por el uso de las tierra y el agua. Una posible excepcion que parece ser un
criterio muy aceptado es la produccion de etanol de la cafa de azUcar. Estas inquietudes han
aumentado el interés por desarrollar la produccion de biocombustibles de biomasa no
alimentaria. Muchas de estas inquietudes podrian ser solucionadas con el desarrollo de los
biocombustibles de “2da generacion”

Para que los biocombustibles de origen agricola sean una alternativa energética real se
necesita que estos productos, no solo presenten caracteristicas equivalentes a los de
procedencia fosil, sino también que, en el conjunto de los procesos de obtencion, se consigan
balances energéticos positivos y que lleguen al mercado a un costo similar al de los productos
derivados del petroleo.

El biocombustible mas importante es el etanol que puede servir como combustible o como
material de partida en la produccion de productos quimicos como acido acético, acetaldehido,
butanol, etileno. Para mejorar la competitividad del bioetanol frente a los combustibles
derivados del petroleo se deben reducir los costes de produccion, y para ello se necesita
reducir el precio de las materias primas, ya que estas suponen alrededor del 60% del coste
final del etanol. Es necesario desarrollar nuevos cultivos y considerar la biomasa secundaria y
los residuos organicos como recursos complementarios para la produccion de
biocombustibles. La utilizacion de biomasa lignoceluldsica es, a medio plazo, la opcidn mas



prometedora para la obtencion de etanol combustible a bajos costos posibilitando que este
producto pueda ser adoptado por la industria.

Avance del proyecto

Act. 01. Desarrollo de tecnologias para la produccion de bioetanol a partir de
fuentes renovables.

Este proyecto abarco la puesta en marcha de nuevas iniciativas para mejorar la eficiencia
energética, el uso de las energias renovables y la adaptacion al cambio climatico. La
exploracion fue dirigida hacia sustratos lignoceluldsicos como residuos de producciones de
farmacos a partir de plantas, corteza de tuna del nopal y bagazo de cafia de azUcar.

Inicialmente se realizé una actualizacion en cuanto al estado del arte sobre la obtencién de
etanol a partir de hidrolizados lignoceluldsicos, una alternativa muy estudiada en la actualidad
en el mundo, con vistas a disminuir el costo del etanol combustible. Se reportan los principales
materiales lignoceluldsicos bajo estudio con énfasis en el bagazo de cafia de azlcar. Se
detallan las caracteristicas del procesamiento a través de las plataformas bioquimica y
termoquimica, que se mantienen bajo continuo desarrollo y evaluacion pues ambos escenarios
deben superar barreras tecnoldgicas.

Basados en la busqueda bibliografica y de patentes realizada, se ejecutaron estudios sobre la
composicion de la biomasa vy la posibilidad de produccion de bioetanol en cinco sustratos
alternativos:

Bagazo de cafia de azlcar

Residuos de produccién de VIMANG®

Corteza de nopal

Sorgo dulce

Cascara de banano.

uARWNE

1. Bagazo de caia de azucar

Las experiencias con bagazo de cafa de azUcar mostraron avances en la obtencion de glucosa'y
xilosa como sustratos para la produccién de etanol. Se ensayd la etapa de pretratamiento por
hidrélisis alcalina a partir de NaOH al 3 %, en 3 ciclos con remocion del 80 % de la celulosa. Se
determind que el bagazo podia ser pre-tratado en forma molida o integral sin diferencias
significativas en la remocion. El tamafio del hidro-mddulo se consideré factible en 1:10 (peso
de bagazo: peso de la NaOH 3%). El bagazo pre-tratado fue caracterizado en cuanto al
contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina. Se determinaron las caracteristicas cinéticas de
la hidrélisis enzimatica, definiéndose la concentracién de enzima y la temperatura del proceso
en la cinética enzimatica. Se definid una dosis de 1/90 para la concentracion de enzima y
temperatura de 30°C para un proceso de 16 horas. Se trabajé en dos ciclos de re-uso de la
enzima y se obtuvo un rendimiento de 0.83 | de enzima (1:90)/kg de bagazo. Se comprobd que
el proceso estudiado resultaba leve para la disolucidn de las hemicelulosas.

Estudios en la hidrdlisis alcalina y enzimdtica del bagazo de cana para la produccion de
etanol celulosico.

Los mejores resultados en el pretratamiento del bagazo por hidrdlisis alcalina fueron de
remociones de mas del 80 % de la celulosa a partir de NaOH al 3 % se obtuvieron con el uso de



3 ciclos. El tamafio del hidromddulo se considerd factible en 1:10 (peso de bagazo: peso de la
NaOH 3%). El proceso de hidrdlisis enzimatica mostré resultados aceptables a dosis de 1/90
concentracién de enzima y temperatura de 30 oC para un proceso de 16 horas. Se trabajo en
dos ciclos de reuso de la enzima y se obtuvo un rendimiento de 9 mL de enzima (1:90)/kg de
bagazo.

La comparacién del efecto del uso de los reciclos de la enzima indicd los mejores resultados
trabajando en dos ciclos donde el rendimiento fue de 9 mL (0,83 L/kg a dilucién 1:90) de
enzima/kg de bagazo.

Pretratamiento con explosidn por vapor: Se obtuvo por encima de 50 g/L de azlcares disueltos
y concentraciones de etanol de 0,43 g/g en un proceso de sacarificacién y fermentacidn
simultaneo. Fue un trabajo en colaboracién con el Departamento de Biomasa del CIEMAT
(Espaiia).

El estudio de la sacarificacion- fermentacién simultaneo tuvo lugar con una concentracién de
enzima de 20 UPF/g de sustrato de Novozymes 50013 (65 UPF/ml )Jde Novozymes 50010 (600
Ul/ml) RB- glucosidasa disueltas en tampdn acetato 0.05 M pH 4.8 y de 75Ul/g de sustrato de
Novozymes 50030 550Ul/ml disuelta en tampdn acetato 0.05 M pH 4.8 a502C durante 8
horas a 150 rpm.

La concentracidon de etanol fue superior a 55 g/L trabajando a 20% de azucares iniciales, con
rendimientos superiores al 33%. Estos resultados son comparables al proceso industrial de
Abengoa, Salamanca trabajando con paja de trigo. Lo cual indica la factibilidad del uso del
bagazo de cafia cubano para la produccion de etanol celulésico.

Purificacién de licores de hidrolizados de bagazo (en colaboracién con la Universidad de

Lorena, Brasil):

e Entre los métodos estudiados el método de tratamiento con carbdn activado y con resinas
de intercambio idnico son los que indicaron mejores resultados en la remocién de
impurezas del hidrolizado.

e El tratamiento de hidrolizado de bagazo de cafia de azucar con carbdn activado reduce en
gran medida los componentes que pueden inhibir la etapa fermentativa posterior y
clarifica el hidrolizado.

e El proceso de tratamiento del hidrolizado con resinas de intercambio idnico, elimina
eficientemente los compuestos inhibidores del metabolismo microbiano 3acido acético,
HMF y furfural y minimiza la concentracion de compuestos fendlicos y de compuestos
coloreados, sin causar pérdidas de azlcares.

Seleccion de cepas Saccharomyces cerevisiae autéctonas promisorias para la fermentacion
de hidrolizados lignoceluldsicos para la produccién de alcohol.

Fueron evaluadas 5 cepas de levaduras Saccharomyces cerevisiae, una aislada en destileria
cubana a partir de muestras colectadas de fermentadores en proceso activo (19 horas) A3y su
mutante auxétrofo X-A31 Leu-, lle-, Val- obtenido mediante radiacién ultravioleta (UV) vy las
cepas CM, 381 y 373, seleccionadas en sistema de cultivo continuo todas pertenecientes a la
Coleccién de Cultivos Industriales ICIDCA. El contenido de sales ha sido estimado en 200 g/L en
licores sulfitados y de 20 g/L en hidrolizados enzimaticos. La Fig. 1 indica los resultados
obtenidos en las tasas de sobrevivencia frente al estrés osmdtico y concentracién de
inhibidores.
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Fig. 1. Tasa de sobrevivencia de cepas S. cerevisiae comerciales bajo algunas condiciones de
estrés mediante técnicas de spot test. Cultivos de 48 hrs, 28°C, agar YPD pH: 4.5 sin (control) y
con tratamiento estresante

La enzima alcohol-deshidrogenasa (ADH), clave en la fermentacidn alcohdlica, interviene en la
oxidacion del etanol en presencia del nicotinadenindinucleétido (NAD+) a acetaldehido y en
hidrolizados que contienen furfural, es la encargada de reducir este a alcohol furfurilico en
presencia de NADH, por lo que altas actividades de esta enzima indica mayor disposicién de la
cepa a asimilar concentraciones elevadas de furfural y otros inhibidores en el medio de cultivo.
La fig. 2 muestra la evaluacion de las cepas estudiadas en cuanto a su actividad ADH.

Actividad alcohol deshidrogenasa (ADH) en cepas S.
cerevisiae
gl,S
g,
g Dglucosa
51 Betanol
0 A3 ‘ 373 381 CM ‘ XA3-1
cepas

Fig. 2. Determinacion de la actividad Alcohol Deshidrogenasa (ADH) en cepas S. cerevisiae.
Crecimientos en YP glucosa 5% e YP etanol 5%, pH 4.5

Estos resultados indicaron una clara relacidn entre la resistencia a estrés y el comportamiento
fermentativo en cepas S. cerevisiae. La cepa A3 resultd promisoria debido a la alta
sobrevivencia que tuvo frente a la presion hidrostatica, inhibidores y alta actividad AHD.

Seleccion de hongos celuloliticos, buscando productores del complejo enzimatico.
Se realizd un muestreo de materiales celuldsicos con indicios de degradacion.

* Papel

* Bagazo enmohecido

* Corteza de arbol



Se seleccionaron las cepas de hongos 21 y 38 como los de mayor produccién de celulasas.
La FES fue el método de fermentacion de mayor obtencidn de enzimas en ambas cepas.

El cambio de medio para la optimizacidon supuso un aumento per se en las actividades
celulasas a las 72 horas de fermentacidén, observandose una influencia positiva de la
disminucién en la concentraciéon de KH2PO4. La actividad CMCasa aumenté de 10-4 a 10-2
U/mL.

Se logré incrementar las respuestas de la cp. 21 en 6 unidades para la CMCasa y el doble de
actividad beta-glucosidasa, respecto a las condiciones estandar. No hubo variacién significativa
en los valores de actividades enzimaticas de la cp. 38, no fue posible la exploracién de las
variables para la optimizacién de este microorganismo en este modelo estadistico para las
condiciones estudiadas. Se comprobd la influencia positiva de la interaccién de los niveles
minimos de pH y humedad, temperatura y humedad, pH y concentraciéon de urea en los
valores de actividades celulasas de cp. 21. Por lo que estas variables son de vital importancia
en la optimizaciéon de las condiciones.

En la purificacidon de licores de hidrolizados de bagazo dieron los mejores resultados en la
remocidon de impurezas el tratamiento con carbodn activado y con resinas de intercambio
idnico. El carbdn activado redujo en gran medida los componentes que pueden inhibir la etapa
fermentativa posterior y clarifica el hidrolizado. El proceso de tratamiento del hidrolizado con
resinas de intercambio iénico elimina eficientemente los compuestos inhibidores del
metabolismo microbiano como acido acético, HMF y furfural y se minimiza la concentracidon de
compuestos fendlicos.

Otro esquema de pre-tratamiento evaluado para el bagazo de cafa fue la explosidn con vapor
de cuyas condiciones evaluadas se selecciond la variante a temperatura de 215°C durante 5
min. A partir de la fraccidn liquida se ejecutd un proceso de fermentacidén y sacarificacion
simultanea (FSS) utilizando 20% de sdlidos y afadiéndole xilanasa al coctel enzimatico
preparado con enzimas comerciales de la Novozymes (50013, 50010, y 50030) a 50°C durante
8 horas a 150 rpm. La fermentacidn a nivel de laboratorio ocurrié en medio sintético
trabajando con una cepa Saccharomycescerevisiae de la Coleccién de la Unidad de Biomasa del
CIEMAT,a una relacién de inoculacién 4% (v/v) y a 352C a 150 rpm. Como resultado del
proceso de conversion de la celulosa del bagazo pre-tratado a etanol mediante proceso en una
etapa (SFS), se logré una concentracion de etanol superior a 55 g/L trabajando a 20% de
azlcares iniciales, con rendimientos superiores al 33%. Estos resultados se consideraron
comparables al proceso industrial de Abengoa, en Salamanca/Espafia trabajando con paja de
trigo, lo cual indica la factibilidad del uso del bagazo de cafia cubano para la produccién de
etanol celulésico.

2. Residuos de produccion de VIMANG®

El farmaco cubano VIMANG® se obtiene a partir de la corteza de arbol de mango (Mangifera
indica) y este residuo de naturaleza lignoceluldsica posee un contenido en celulosa de un 61,7
%, porciento superior al contenido en bagazo de cafia.

A esta biomasa se le aplicaron diferentes pre-tratamientos para incrementar la bio-
degradabilidad de su fraccidon orgéanica. Se realizd la caracterizacion quimica del material sin
tratar y pre-tratado con H;PO, (acido) y NaOH (basico) a altas temperaturas. El estudio se
realizé seguin un disefio de experimentos 2* para cada pretratamiento, analizando las variables
temperatura, tiempo de pretratamiento y la relacién peso de material/volumen de reactivo a



dos niveles, empleando las técnicas estandarizadas por el National Renewable Energy
Laboratory (NREL) para determinacion de carbohidratos por HPLC.

Se selecciond la mejor alternativa de ambos disefios y se compararon los efectos del
pretratamiento con respecto al material sin tratar en cuanto al incremento de azucares
simples liberados después de la hidrélisis. De los pretratamientos estudiados, el basico durante
15 minutos a 1209C en una relacién 1/10 logré incrementar en un 24% vy 23,7% el contenido de
glucosa vy xilosa respectivamente. Se demostré que la variable relacién peso /volumen no tiene
influencia sobre las variables respuestas porcentaje de glucosa, xilosa y lignina.

COMPARACION ENTRE DIFERENTES CONFIGURACIONES DE PROCESO PARA LA PRODUCCION
DE BIOETANOL A PARTIR DE RESIDUOS DE CORTEZAS DE ARBOLES DE MANGO.

Metodologia. Se colocaron en los reactores el material pretratado al 20% de carga de sélidos y
fue mezclado con una solucién de tampdn de citratos (pH 4.8). Se adicionaron las
preparaciones enzimaticas (celulasas y B-glucosidasa) de acuerdo a la dosificacién requerida en
cada experimento. En la HFS, la hidrdlisis se realizé durante 24 horas a 50°C y la fermentacion
se realizd a 30°C y 150 rpm hasta las 96 horas. Se inoculé el cultivo de levaduras
Saccharomyces cerevisiae y el medio fue enriquecido con extracto de levadura (2.5 g/L) y
peptona (5 g/L) (1). La mezcla de reaccidn en la SFS se incubd a 38°C y 150 rpm durante 96h
(2). En la PSSF se afadio una porcidn de las enzimas y se realizé una presacarificacién durante
16 horas a 50°C, luego se siguid el mismo procedimiento que en la SFS. Se realizaron dos
réplicas de todos los experimentos y se cuantificd la produccion de etanol por cromatografia
de gases (3).

Resultados. Los residuos sdlidos fueron sometidos a un pretratamiento alcalino con solucién
de NaOH al 3% masico, durante 15 minutos a una temperatura de 1202C, logrando un
aumento de un 15.5% en el contenido de glucano, con respecto al material sin tratar. La
concentracidon de glucosa en la hidrélisis enzimatica del proceso HFS a las 24 horas fue
89.45g/L para un rendimiento de 51.37%. La posterior fermentacion resulté en 26.21 g de
etanol / L, que corresponde a un rendimiento de etanol de 52.87% en comparacion con el
rendimiento tedrico (tabla 1). A partir de la fraccidn de glucosa contenida en una tonelada de
los residuos pretratados es posible producir 158 L de etanol.

Tabla 1: Comparacion entre las configuraciones de procesos

Parametros (20%m/V) | HFS SFS PSSF
C (Etanol) (g/L) 26.21 |34.65 [39.12
Rendimiento de
etanol (%)

52.87 |58.17 |65.67

Etanol (L)/ T material |158.18|209.13 236.10

Productividad

(g/(L*h)) 0.55 |0.72 |0.82

En cuanto a los otros dos procesos SFS y PSSF es posible obtener 209 y 236 L de etanol /
tonelada de residuo respectivamente, que es equivalente a 58.17 y 65.67% del rendimiento de
etanol producido a partir de la glucosa potencial en la materia prima. La productividad
aumenta al emplear los procesos SFS y PSSF. Estos resultados coinciden con lo reportado por
Mesa y col. (2011) (4) y Avelino y col. (2014) (2). En el proceso de SFS no se detectd
acumulacidn de glucosa al final de los experimentos y en la PSSF, después de inocular la
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levadura, la concentracion de glucosa disminuyd aceleradamente hasta practicamente
desaparecer, por lo que ambos procesos son eficientes.

Conclusiones. De las configuraciones estudiadas para la produccion de etanol, se obtuvieron
los resultados mads altos cuando se incluye un paso de presacarificacion, logrando
rendimientos de 236 litros de etanol por tonelada de residuo y concentraciones de 39.12 g /L.
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3. Corteza de nopal

El nopal proviene de un cactus mexicano que ha ganado fama mundial, gracias a sus
propiedades. El uso medicinal de este fruto se amplia para bajar de peso, también para
problemas relacionados con la diabetes, con la digestién y con el colesterol. Las tunas
silvestres se dedican principalmente al consumo fresco y en una proporcion relativamente
pequeia, a la produccién artesanal de queso de tuna, melcocha y ocasionalmente colonche,
gue son productos tipicos con un mercado reducido debido a la dificultad de conservacién que
impide traslados prolongados. Una de las principales caracteristicas de los frutos es el alto
contenido de azucares, principalmente de glucosa y fructosa que hacen del fruto una fuente
potencial de sustrato para la produccion de bioetanol. Con el objetivo de estudiar la
factibilidad de utilizar la corteza de la tuna para determinar su potencial para la obtencién de
biogas, se realizd un andlisis granulométrico para determinar el tamafio de particulas
predominantes de nopal, se presentd el proceso de caracterizacidon fisico-quimica de la
biomasa y se muestra el disefio de experimentos empleado para analizar la influencia de
algunas variables sobre la aplicacion de un pretratamiento basico con hidréxido de sodio,
determinandose las mejores condiciones de operacion, mediante el analisis de variable
respuesta. La experimentacion se realizd en los laboratorios del Instituto de Investigaciones de
los Derivados de la Cafia de Azucar (ICIDCA) y el laboratorio de biotecnologia perteneciente al
Centro de Ingenieria de Procesos (CIPRO) del Instituto Superior Politécnico José Antonio
Echeverria, CUJAE.

Estudio para la caracterizacion y tratamiento de las hojas y tallos del
nopal

Caracterizacion fisica

En este acapite se pretende determinar el contenido de humedad, la densidad de bulto y
porosidad como parte de una caracterizacion fisica. Ademas se analizara la granulometria a
través de un estudio de tamizado en el que se determinara el tamafio de particula
predominante.

En las corridas experimentales se observa que el 62,56% de las muestras fueron retenidas en el
tamiz de 0,841mm, el 30,97% en el tamiz de 0,160mm y el 6,47% son particulas con didmetros
inferiores a 0,160mm, siendo el tamafio predominante de las muestras el de 0,841mm.

Caracterizacion quimica

Estudiar la composicion quimica que presenta el material permite obtener la informacién
necesaria para establecer las relaciones sdlido-reactivo empleadas en el disefio experimental,
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ademads de constituir un punto de partida para realizar comparaciones y determinar la
eficiencia de los procesos de pretratamiento.

Determinacién de sélidos totales y volatiles

El contenido de sélidos volatiles juega un papel importante en los procesos de obtencién de
bioetanol por via fermentativa. Su mayor o menor proporcién influye sobre el rendimiento del
material en la produccién pues constituye la fraccion de la biomasa que puede ser procesada
enzimatica y/o microbioldgicamente para su final conversidn bioguimica en bioetanol.

Diseiio de experimentos:

Con el objetivo de analizar la influencia de la temperatura, tiempo de pretratamiento y
relaciéon peso/volumen (P/V) sobre el proceso de pretratamiento del residual sélido como
etapa fundamental de los procesos de obtencidn de bioetanol se propone un disefio
experimental obtenido con la ayuda del programa computacional Sthatgraphics-Centurion XV.
Se decide analizar cada variable a dos niveles. Se realizé una réplica para cada corrida con el
objetivo de obtener datos fiables.

Tabla 2: Disefio de experimentos empleando Sthatgraphics-Centurion XV

Muestra Temperatura(°C) Tiempo (min) Relacion P/V
1 120 30 1/10
2 80 15 1/20
3 80 15 1/10
4 120 30 1/20
5 80 30 1/10
6 120 15 1/20
7 120 15 1/10
8 80 30 1/20
9 120 30 1/10

10 80 15 1/20
11 80 15 1/10
12 120 30 1/20
13 80 30 1/10
14 120 15 1/20
15 120 15 1/10
16 80 30 1/20

Pretratamiento bdsico del residuo

Los materiales lignoceluldsicos son resistentes a los ataques enzimaticos y microbiolégicos por
la composicidon que presentan, siendo esta la razén por la que el proceso de obtencién de
bioetanol por via fermentativa requiere de una etapa de pretratamiento. Con el objetivo de
incrementar la biodegradabilidad de la biomasa se propone un pretratamiento bdsico con
NaOH como agente alcalino, ya que segun la bibliografia consultada este resulta ser el mas
efectivo.

Para realizar el pretratamiento siguiendo el disefio de experimentos, se fija una concentracion
de NaOH de un tres por ciento masico.

Determinacion de monosacdridos por High Performance Liquid Chromatography (HPLC).
Método NREL (Nacional RenewableEnergyLaboratory)

El procedimiento consta de dos etapas de hidrélisis acida para fraccionar la biomasa en
componentes simples. En el proceso una fraccién de la lignina se solubiliza en acido y puede
ser determinada por espectroscopia Ultravioleta—Visible (UV-Vis). La fraccidn restante al no ser
soluble en acido puede ser determinada por un método gravimétrico.
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Durante la hidrdlisis los poliméricos solubles en la solucidon acida se hidrolizan a formas
monomeéricas que pueden determinarse por HPLC.

Tabla 3: Datos y resultados de la determinacion del contenido de RIA y LAI

No. Peso de la %RIA %LAI %LAS %LT % Lignina

muestra (g) removida
4 0,5067 11,5500 0,9141 3,6514 15,2015 52.55
1 0,5022 11,9800 1,5788 1,7155 13,6955 57,22
6 0,5045 14,3200 1,4771 1,0819 15,4019 51,92
8 0,5075 11,6600 1,1639 4,7666 16,4266 48,72
2 0,5030 17,9500 1,6734 1,6146 19,5646 38,93
7 0,5087 12,4400 1,7385 2,0993 14,5394 54,61
5 0,5050 13,7500 0,6382 2,4852 16,2353 49,32
3 0,5088 13,7100 0,1937 3,56977 17,3077 45,97

Sin tratar 0,5014 23,9330 0,1166 8,1039 32,0370

Se determind las cantidades de lignina presentes en las muestras tratadas y sin tratar,
concluyendo que los valores totales de lignina para las muestras tratadas son menores que las
muestras sin tratar, observdndose que el pretratamiento fue efectivo para todos los casos
estudiados, removiendo alrededor del 50 % de la lignina presente. Este resultado es superior
en efectividad al encontrado para otras biomasas, como por ejemplo el bagazo de cafia en
similares condiciones de pretratamiento.

El mejor resultado de tratamiento de la muestra se realizd con hidréxido de sodio al 3%, en la
autoclave a 120°C, durante 30 minutos realizando lavados con agua hervida, hasta pH neutro).

CONCLUSIONES:

« El contenido de humedad de la muestra fue de 21,86%

« Se realizé un analisis granulométrico a la muestra a través de un estudio de tamizado y
se determind que el tamafio de particula predominante es de 1,29mm.

» Se determiné el contenido de sélidos volatiles (65,5%) siendo esta la fraccién de la
biomasa que puede ser procesada enzimatica y microbiolégicamente para su final
conversion bioquimica en bioetanol.

« Se realizé un estudio de las variables que tienen influencia sobre el proceso de
pretratamiento de la muestra, siguiendo un disefio experimental con la ayuda del
programa computacional Statagraphics Centurion. Se realizd el andlisis de cada
variable a dos niveles.

« La mejor condicion de pretratamiento resultd 120 0C, 30 minutos y con una relacién
1:10 en donde se remueve el 57 % de la lignina.

En resumen, en cuanto a la planta de nopal (corteza de la tuna) se realizd un disefio de
experimentos a dos niveles para analizar la influencia de temperatura, tiempo de
pretratamiento y relacién peso/volumen (p/v) sobre la aplicacion de un pretratamiento basico
con NAOH, determinandose las mejores condiciones de operacién y volumenes de la base,
mediante el andlisis de variable respuesta. Fueron determinados los monosacdridos mediante
HPLC por el método NREL. La mejor condicién de pretratamiento fue a una temperatura de
120°C, durante 30 minutos y con una relacion 1:10, lograndose una remocion de un 57 % de la
lignina.

4. Sorgo dulce
Otro de los sustratos alternativos evaluados en esta tarea por su gran potencial biolégico para
aprovechar en la produccién de etanol fue el sorgo dulce (Sorghum biocolor (L.) Moench). Se
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ha reportado internacionalmente su alto rendimiento en azucar y biomasa, por lo que pueden
ser aprovechados para estos fines su jugo (en tallos), residuos sélidos y grano.

CARACTERISTICAS Y SUBESPECIES DE SORGO

El sorgo o zahina (Sorghum spp) es un género botanico perteneciente a la familia de las
gramineas, del que existen unas 20 especies; tiene su origen en Africa del este y primero
divergié de las variedades salvajes en Etiopia, hace 5 000 afios. Se adapta bien al crecimiento
en areas aridas o semiaridas calidas. Tolera el calor, la sal, y las inundaciones.

Se trata como planta anual, aunque es hierba perenne y en los trépicos puede cosecharse
varias veces al afo; tiene una altura aproximada de 1 a 3 metros en dependencia de la
subespecie. Es el quinto cereal mas importante del mundo y se cultiva en mas de 42 MM de
hectdreas en 99 paises.

El sorgo se conoce con varios nombres: mijo grande y maiz de Guinea en Africa Occidental,
kafir en Africa Austral, duro en Sudan, mtama en Africa Oriental, iowar en la India y kaoliang en
China.

Las diferentes subespecies cultivadas usualmente se dividen en cuatro grupos:sorgo grano
(alimentacion animal y forraje), sorgo forrajero (para pastoreo y henificar), sorgo dulce (etanol,
jarabes del sorgo, alimento animal) y sorgo escoba (para la confeccion de escobas y cepillos).
Otra clasificacién los divide por tipos: grano, dual (grano y forraje) y tallo dulce (combustible,
alimento animal, forraje)

Se cultivan en Africa, Europa, América (América Central, EEUU, América del Sur) y Asia
Meridional. En Latinoamérica y el Caribe, se cultiva en Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia,
Ecuador, El Salvador, Guatemala, Haiti, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Paraguay,
Uruguay y Venezuela. (Wikimedia Foundation, Inc. 2008).

PRODUCCION DE ETANOL A PARTIR DE SORGO DULCE

El auge de los biocombustibles, su crecimiento acelerado y muchas veces desmedido, hace
que el mundo se replantee los caminos a seguir para su produccion.

La subespecie sorgo dulce (Sorghum bicolor (L) Moench) es la que en la actualidad esta
ganando la atencién mundial como una de las materias primas alternativas para la produccion
de etanol. Estas variedades azucaradas de sorgo, se desarrollan bien en terrenos alcalinos con
presencia de carbonato calcico en el suelo, lo que aumenta el contenido en sacarosa en tallos y
hojas.

El sorgo dulce es un cultivo con un tallo rico en azucares fermentables (16-23% Brix), por lo
gue es comparable con la caia de azlcar. En la Fig 2 se muestra la composicion de la biomasa
aérea de la cafa de azlcar y el sorgo dulce (Gianella y Monder 2007), El sorgo dulce es una
cosecha multipropdsito que puede ser utilizada para la alimentacidn del ganado, la
alimentacién humana y la produccidon de energia y azucar (Fig. 3). Dado que este cultivo
produce alimento ademas de combustible es llamado “cultivo inteligente”. También se le
denomina “el camello de los cultivos” por su gran produccién de masa verde con minimos
requerimientos generales, tolerancia a enfermedades, sequia e inundaciones.
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El estudio indicd un agotamiento del sustrato en los casos de utilizacion de jugo de sorgo, lo
gue tiene importancia no sélo econdmica al inducir un mayor aprovechamiento de los
azUcares, sino también ecoldgica por el hecho de disponer de vinazas con un menor
grado de contaminacioén.

Se analizaron las caracteristicas de la extraccion del jugo de sorgo y la posibilidad de
rendimiento de extraccidn para futuros trabajos a niveles de Planta Piloto. Se cosecharon de
forma manual 241 kg de la variedad BJ 209 de un campo sembrado de 3 meses. La extraccidn
se efectué mediante dos pases en molino de tres masas y dadas las condiciones
experimentales de este ensayo, los valores de rendimiento no fueron significativos de lo que
pudiera ocurrir industrialmente. Sin embargo, se lograron obtener algunos pardmetros
referentes a las caracteristicas del cultivo y cosecha del sorgo en la regién de Villa Clara como
por ejemplo:

e Rendimiento de jugo: 0.22 kg de jugo/ kg de planta molida

e % de extraccion: 0,303 kg jugo/ kg de tallo limpio

e Rendimiento en jugo: 20,7 ton/Ha con una cosecha (considerando tres
cosechas potenciales = 62,1 ton)

Los resultados indicaron elevados rendimientos agricolas y aceptables caracteristicas
azucareras relacionadas con el Bx (15.39°), la pol (11.2), la pureza (72.77 %), los azucares
reductores (14.4 g/L) y otros parametros que lo sitian comparable a los jugos de cafia de
azlcar.

Si bien las cafias de sorgo pueden ser cosechadas y transportadas con el equipamiento
empleado para la cafia de azlcar, el tratamiento industrial requiere adaptar y adecuar las
fabricas de azucar para la extraccion del jugo, tanto desde el punto de vista de manipulacién
como de preparacién y molienda. Para una experiencia a nivel de Planta Piloto se debe evaluar
la posibilidad de purificacion del jugo para garantizar su fermentabilidad ptima.

Se recomienda que durante la prolongacién de esta tarea se continle valorando de forma
integrada con otras instituciones cubanas, la factibilidad del cultivo, de la cosecha mecanizada,
de su industrializacion y evaluar, ademas, su impacto en la disminucion de la contaminacion
ambiental, la compatibilidad alimento-energia, asi como el costo y la calidad del etanol
obtenido a una capacidad a partir de 50 Litros.
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A partir de los resultados de laboratorio obtenido, se estima para el peor de los escenarios una
produccién de 17 L de etanol por tonelada de sorgo (15.5 HI/Ha en una cosecha). Aun estas
condiciones y considerando 3 cosechas anuales, en un drea experimental de 20 Ha, se
obtendria una produccién piloto de 930 Hl/a, para una produccion de 280 L/d.

Se alcanzdé una concentracidn de etanol en el medio fermentado entre 5,5y 5,9 % p/v en todas
las variantes. Se pudo observar un comportamiento practicamente similar para las variantes
gue mezclaron jugo de sorgo con miel final con respecto al patrén también para un importante
indicador del desempefio fermentativo (Yp/s: hasta un 57 %). A pesar de que el jugo de sorgo
con o sin sales nutrientes alcanzd la misma produccion de etanol, las fermentaciones con estas
variantes se desarrollaron a mas baja velocidad, sugiriéndose la necesidad de suplementar el
jugo de este sustrato alternativo con fuentes de prebidticos y vitaminas, en este caso
aportados por la miel.

Fue notoria la reduccién en los destilados obtenidos a partir de la variante jugo de sorgo: miel
(75:25) del alcohol isoamilico en aproximadamente un 72 % con respecto a la variante patrén.
Este compuesto es el alcohol superior mayoritario en la fraccidn aromatica y por tanto este
resultado potencia las posibilidades del empleo de este sustrato alternativo dentro de un
surtido de alcoholes que contemple alcoholes finos, rectificados y aguardientes.

Por su parte la caracterizacién de los efluentes del proceso a nivel experimental evidencid una
menor presencia de carga organica de acuerdo a los valores de algunos indicadores como DQO
(44 g/L) y solidos totales (68 %), en la medida que aumenta el aporte de jugo de sorgo en las
mezclas de medio de fermentacién. Estos resultados son similares a los obtenidos a partir de
fermentaciones con jugos de caia mezclados en lugar de con melazas.

5. Cascara de platano

El objetivo del estudio fue demostrar la posibilidad de obtener el bioetanol a partir de la
cascara de platano utilizando el complejo de las células de levadura Kluyveromyces marxianusy
las nanoparticulassuperparamagnéticas de magnetita/maghemita recubiertas con quitosan
(NPM-Q). La levadura Kluyveromyces marxianuspreviamente aislada del semi-desierto
mexicano fue capaz de fermentar tanto glucosa como fructosa. El sistema nano-
bioestructurado protege las células contra efectos inhibitorios de fructosa presente en
hidrolizados de la cédscara de platano obtenidos utilizando las celulasas (Celluclast, Sigma). Las
células inmovilizadas en NPM-Q fueron capaces de efectuar la fermentacidn de hidrolizado de
alta carga de la cascara, mientras que la cepa libre no crecié bajo estas condiciones lo que se
confirmé con poco consumo de azlcares fermentables y despreciable produccion de etanol.
Ademas, al final de ciclo de produccién de etanol, la biomasa inmovilizada en NPM-Q fue
separada con ayuda de un iman para ser reutilizada en dos ciclos mas de la fermentacién. La
cascara de platano es una fuente perspectiva para ser aplicada en la obtencion de bioetanol de
segunda generacidn. El uso de sistemas nanoestructurados magnéticos representa una
alternativa para produccidon de este biocombustible con la posibilidad de ser resistente a
condiciones adversas y ser reutilizados en varios ciclos de la fermentacion.

La cascara de banano es un residuo de la fruta, es considerado un material lighoceluldsico y
representa el 30-40 % del peso total de la misma [2]. Los contenidos de hidratos de carbono,
proteinas y fibras en cantidades significativas y sus pequeiias cantidades de lignina [3]
permiten considerar a este material como posible sustrato para la produccién de productos
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con alto valor agregado, como el bioetanol. De punto de vista de la industria de alimentos es
un desecho que presenta los problemas ambientales al no ser tratado. Por lo tanto, es de gran
importancia la valoracién de su aplicacidn en el proceso de obtencién de etanol.

La interaccion entre sistemas biolégicos y nanoestructurados puede ser aplicada en la
busqueda de las soluciones alternativas biotecnolégicas para la obtencién de bioetanol. La
inmovilizacién de levaduras en sistemas nanoestructurados para su reuso y adaptacion a las
condiciones de fermentacion es una novedosa aportacion de nanobiociencia.

La levadura Kluyveromyces marxianus es el microorganismo que puede realizar Ia
fermentacién alcohdlica a las temperaturas mayores de 40°C. La termotolerancia es una
ventaja de esta levadura al compararla con otras. La obtencién de indculo es el proceso que
adsorbe una parte considerable del proceso de obtencidn de bioetanol, de tal manera que se
utilizan los métodos de separacidon de biomasa para ser reutilizada en los procesos de la
fermentacién. Sin embargo, los métodos comunes son tardados, laboriosos y costosos. Tal es
el caso de filtracion, centrifugacién y separacién por decantacién después de un tiempo de
sedimentacion de varias horas. La aplicacion de nanoparticulas magnéticas como agentes que
facilita el proceso de separacién de biomasa es una alternativa promisoria que estd en la etapa
de valoracion y presenta el objetivo del presente trabajo.

En el presente estudio se propuso demostrar la posibilidad de obtener el bioetanol a partir de
la cadscara de platano utilizando las células de levadura Kluyveromyces marxianus inmovilizadas
en nanoparticulas superparamagnéticas de magnetita/maghemita recubiertas con quitosan
(NPM-Q).

MATERIALES Y METODOS

Materiales biolégicos y reactivos

Los platanos (variedad Tabasco) a partir de los cual se obtuvo la cdscara utilizada como materia
prima para la obtencion de bioetanol de segunda generacion provenia de Mercado de Abastos
de la ciudad Saltillo, Coah. La cepa de Kluyveromyces marxianus L9fue proporcionada por Dr.
Raul Rodriguez Herrera y pertenecia a la coleccion de microorganismos previamente aislados
de las muestras provenientes de semi-desierto de Estado de Coahuila, México. Todos los
reactivos utilizados fueron provenientes de la compafiia Sigma-Aldrich. El iman de neodimio
(12.300 gauss) fue adquirido en la empresa INNOVATEC, SA DE CV (Monterrey, Nuevo Ledn).

Obtencion de nanoparticulas magnéticas recubiertas con quitosan (NPM-Q)

NPM-Q fueron obtenidas mediante la técnica descrita en el trabajo previamente publicado [4].
Esta consiste en la precipitacién simultanea de magnetita/maghemita y quitosan, utilizando
para esto NH40OH, a partir de la solucién de las sales de Fe (ll) y Fe (lll) y quitosan a 0.125%
(p/v).

Inmovilizacién de Kluyveromyces marxianus

Al obtener el indculo de Kluyveromyces marxianus mediante la propagacién en el caldo YPD, se
realizé el conteo de las células en la cdmara de Neubauer. Se tomaron 0.051 mL de la
suspension que contenia 1.3E+08 células. Este volumen fue mezclado con 0.1 mL de la
suspension de NMP-Q. Mediante conteo de las células en la fase liquida después de la
separacion del complejo bionanomagnético se comprobd que todas las células fueron
inmovilizadas en NPM-Q y precipitadas al aplicar magneto externo.

Pretratamiento y fermentacién de la cascara de platano

Las cascaras de platano (previamente desecadas) fueron pulverizadas manualmente,
resuspendidas en agua a 20% (p/v) y sometidas al pretratamiento térmico en una autoclave a
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121 ° C por 15 min. Posteriormente a la suspension se le adiciond acetato a 100 mM ajustando
el pH a 5y el preparado de celulasas (Celluclast 1.5 L) a 15 FPU/(g sustrato seco). La hidrdlisis
enzimatica se realizddurante 72 h a 50 °C manteniendo la agitacién a 150 rpm. Posteriormente
el hidrolizado fue separado del residuo no hidrolizado mediante la centrifugaciéon y aplicado
en la fermentacién alcohdlica después de adicionar los nutrientes enlistados en la Tabla 4.

Tabla 4: Composicion del medio utilizado en el pre-tratamiento y la fermentacion de la
cascara de platano.

Componente Concentracion
Extracto Levadura 0.72 g/L
(NH,), SO, 0.36 g/L
KH,PO, 0.18 g/L
Mg SO, x 7 H,0O 0.05 g/L

*Ajuste de pH a 6 con solucién de hidroxido de sodio a 0.5 N

La fermentacion se realizd en los reactores de 25 mL por triplicado, repitiendo el ensayo
posteriormente bajo las mismas condiciones. En la Tabla 2 se definen los volimenes de
componentes adicionados en los reactores. Se demuestra (Tabla 5) que se realizaron dos
sistemas considerados como control en los cuales se implementé la levadura no inmovilizada
con 1.3E+08 células y el doble de esto (al duplicar el volumen de inéculo aplicado en el
reactor).

Tabla 5: Volumenes de componentes del sistema adicionados en reactores del ensayo de la
fermentacion del hidrolizado de la cascara de platano sin (sistemas denominados como
Controles 1y 2) y con levadura inmovilizada (sistema denominado como Problema).

Componente

Control1  Control 2 Problema
Hidrolizado de Cascaras de Platano mL 9.949 9.847 9.849
NPM-Q mL 0 0 0.100
Indculo (K. marxianus L9) mL 0.51 0.102 0.510
Volumen Final mL 10 10 10

La fermentacién se realizd6 por 36 h a 41°C monitoreando la concentracion de glucosa,
fructosa y etanol cada 12 h en el equipo de HPLC y GC, respectivamente [7]. Al final de este
periodo, la biomasa inmovilizada fue separada con el imdny sometida en el segundo vy
posteriormente en tercer ciclo de fermentacién bajo mismas condiciones aplicadas en la
primera fermentacion.

Caracterizacidn del sistema inmovilizado mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)
Las células de levadura y su complejo con BPN-Qfueron liofilizadas y sometidas a analisis por
SEM en el microscopio electrénico de barrido Philips XL-30 ESEM Ambiental acondicionado
con un espectrometro de Apolo Marca EDAX. Cada muestra se fijé en un soporte de espejo de
bronce pulido con una gota de muestra dispersada en etanol y luego se recubrié con 0.001 g
de cobre (99,97% de pureza) utilizando un alto vacio del evaporador Marca JEOL y modelo
JEE400 en 0.00002 Mbar, 18 mA por 15 seg. Las micrografias se tomaron en condiciones a una
distancia de 39 mm, tamafio de punto de 4.5 y la energia a 20 o 40 Kev (Kiloelectron-voltios)
segln sea el caso.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las nanoparticulas de magnetita-maghemita se obtuvieron con alto rendimiento (=97%), de
acuerdo al método reportado en nuestro estudio anterior [4]. Las caracteristicas de
nanomaterial obtenido se describieron previamente [4]. De acuerdo con las mediciones de
microscopia electrénica y andlisis de rayos X, las nanoparticulas contenian la capa quitosano
muy fina y un nucleo de magnetita-maghemita de 9.5 nm de didmetro aproximadamente [4].
Estas nanoparticulas se aplicaron como un soporte para la inmovilizaciéon de las células de
levadura Kluyveromyces marxianus.

Se llevé a cabo la fermentacién alcohdlica de hidrolizado de cascara de platano a 20%
(peso/volumen). El analisis de éste mediante HPLC demostrd que el hidrolizado aplicado en la
fermentacidn fue un medio rico de azucares reductores: glucosa a 30 g/L y fructosa a 22 g/L
(Figuras 3 y 4). Los resultados correspondientes a control se presentan en la Figura 3. Se
aprecia que las células de levadura libre no consumieron de manera significativa las fuentes de
carbono (la concentracion de fructosa y glucosa no disminuyd), por lo tanto, la produccion de
etanol fue minima. Este comportamiento se observd en presencia de ambas cantidades de
inéculo: Control 2 en dos veces mayor que Control 1 (Tabla 2).
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Figura 3: Niveles de fructosa, glucosa y etanol detectados durante la fermentacién de
hidrolizado de la cascarade platano con las células de Kluyveromyces marxianus libres (no
inmovilizadas).
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Figura 4: Niveles de fructosa, glucosa y etanol detectados durante la fermentacién de
hidrolizado de la cdscara de platano con las células de Kluyveromyces marxianus inmovilizadas
en nanoparticulas magnéticas recubiertas con quitosan.

Los resultados de la fermentacion en presencia de nanoparticulas magnéticas recubiertas con
guitosan se presentan en la Figura 4. Se aprecia que en el primer ciclo de la fermentacion la
levadura inmovilizada inicié el consumo de fructosa y glucosa después de 24 h de Ia
fermentacién, logrando produccidon de maximo nivel de etanol a 20 g/L después de 36 h de
fermentacién. En el caso de relso de biomasa, el mismo nivel de etanol y consumos de glucosa
y fructosa fueron alcanzados ya después de 12 h de cada fermentacidon. De este modo, las
células inmovilizadas fueron capaces de crecer y producir etanol, mientras que células libres
no mostraron esta capacidad bajo las mismas condiciones de la fermentacion.

Es el primer reporte en el cual se demuestran los resultados de la fermentacion de hidrolizado
de las cascaras de platano con levadura Kluyveromyces marxianus libre e inmovilizada en
NPM-Q. Los resultados obtenidos significan que la interaccion de NPM-Q con las células
conduce a la induccién de la capacidad de levadura para fermentar la mezcla de glucosa y
fructosa del hidrolizado de la cdscara de platano. En nuestros trabajos previos se demostré
que la misma cepa de Kluyveromyces marxianus fermenta la glucosa en un medio sintético a
una concentracion de hasta 50 g/L. Cabe mencionar, que el hidrolizado fue sometido en la
evaluacién de la presencia de los inhibidores de la fermentacidn (furfural y sus derivados como
hidroximetilfurfural) mediante el HPLC, sin encontrar la evidencia de ésta (datos no
presentados debido a resultado negativo). Ademas, la levadura libre fue capaz de fermentar la
cascara de platano al usar el hidrolizado con menor carga de la materia vegetal (resultado no
mostrado). Por lo tanto, se puede asumir que la inhibicién de la fermentacién observada en el
caso del microorganismo libre puede deberse a la presencia de altas concentraciones de
fructosa (comportamiento similar a la represion catabdlica). Se sabe que la inmovilizacion de
levaduras en soportes macroscopicos es capaz de proteger el microorganismo contra los
inhibidores de la fermentacién [8]. Probablemente el mismo efecto tuvo lugar en el sistema
levadura/NPM-Q.
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Figura 5: Microfotografia (SEM): izquierda,- de las células de levadura libre (no inmovilizadas);
derecha,- del complejo células de levadura Kluyveromyces marxianus y sistema super
paramagnético nanoestructurado recubierto con quitosan (NPM-Q).

En la Figura 5 se presentan las fotografias obtenidas por medio de microscopia electrénica de
barrido (SEM). Se aprecia que las células de levadura tienen una forma ovalada (Figura 5,
izquierda). En la interaccién con las NPM-Q, el microorganismo estd recubierto con el material
gue posee la capacidad magnética. Es evidente que el soporte forma de cierto modo una
barrera entre la célula y el medio de la fermentacidn. Esto probablemente evita el contacto
directo de la célula con altas concentraciones de glucosa y fructosa. Sin embargo, la barrera es
permeable para éstas ya al pasar los 24 h se aprecia el consumo de ambos azucares y la
formacidon de etanol. Probablemente se forma un gradiente de azucares en contacto con
células y afuera del sistema inmovilizado, lo que ayuda a evitar la represion catabdlica.

CONCLUSIONES

La cascara de platano es una fuente rica en azucares fermentables que tiene el potencial para
ser aplicada en los procesos de obtencidon de bioetanol de segunda generacién. Se demostré
que las nanoparticulas magnéticas recubiertas con quitosan es un soporte apropiado para la
inmovilizacién por adsorcion de las células de levadura K.marxianus. El preparado inmovilizado
efectia el proceso de fermentacidn de hidrolizado de las cascaras de platano, aun bajo las
condiciones cuando las células libres no son capaces de llevar a cabo este proceso,
proporcionando la ventaja de poder reusar las células inmovilizadas en varios ciclos de la
fermentacién removiéndolas con el campo magnético externo.

Act. 02. Desarrollo de tecnologias para la produccion de bioetanol. Esquema
tecnoldgico.

a. A partir de bagazo de cafa de azucar:

A niveles de Planta Piloto fue evaluado el pretratamiento de explosidn por vapor para la bio-
conversion del bagazo de cafa de azucar a etanol, realizdndose el balance de masa del
pretratamiento a la fraccion solida (celulosa, hemicelulosa, lignina,) y fraccion liquida
conformada mayoritariamente por azucares (glucosa, xilosa, arabinosa y galactosa), acidos
carboxilicos (acido acético y fdrmico) y compuestos de degradacion de los azucares y la lignina
(hidroximetilfurfural, furfural, benzaldehido, vainillina, siringaldehido, acidos cumadrico y
ferdlico). Los compuestos fueron analizados mediante HPLC.

El pretratamiento de explosidén a vapor se realizd6 mediante tecnologia Masonite en una Planta
Piloto equipada con un reactor de 2 litros de capacidad disefiado para alcanzar una presion de
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operacién maxima de 42 kg/cm? y un ciclén de 50 litros en el que se recoge el material pre-
tratado. El reactor se cargd con 200 g de material seco de bagazo seco y se inyectd vapor
saturado hasta alcanzar la temperatura deseada. Una vez transcurrido el tiempo de proceso, el
material se descargd de manera subita en un cicléon, eliminandose los volatiles. El estudio del
pretratamiento se realizd durante 5 minutos variando la temperatura a 200, 215 y 230 grados.

La mejor condicion para el rendimiento de glucosa en la fraccidon sélida del bagazo pre-tatado
mediante el proceso de explosién por vapor fue a temperatura de 238°C y tiempo de 8
minutos. En la fraccidn sélida del bagazo pre-tratado se recupera el 86% y 84% de la celulosa y
lignina disponible en el material no tratado. El 85% de las hemicelulosas se solubilizan por
efecto del tratamiento. En el proceso de hidrélisis enzimatica el 89% de la celulosa se convierte
en glucosa para una concentracion de 55 g/L de glucosa.

Se validé para este nivel la condicion de pretratamiento de 215°C/ 5 min del bagazo de cafia
por explosidn por vapor

b. A partir de residuos de la producciéon de VIMANG.
La Figura 6 muestra el esquema tecnoldgico de la produccion a escala de banco.El residuo de la
producciéon de VIMANG es alimentado en el tanque de pretratamiento con un agitador tipo

turbina que mezcla la materia prima con la solucion de NaOH que actla como agente de
pretratamiento.
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Figura 6: Esquema tecnoldgico de una planta de produccién de bioetanol a partir de residuos
de la produccién de VIMANG a escala de banco.

Para calentar y mantener la temperatura del tanque de pretratamiento a 120 ° C, el depdsito
esta provisto de una resistencia eléctrica con control de temperatura.

Después de terminar el tiempo de pretratamiento, la mezcla se bombea desde el tanque a una
prensa de filtro donde se separa en dos vapores: MSBAM pretratada y el licor alcalino negro.
Los efluentes se envian a un depdsito de recogida y se mezclan con las aguas residuales del
lavado de los sélidos de prensa de filtro. EIl MSBAM pretratada se debe lavar con agua para
eliminar los restos de soluciéon de NaOH hasta obtener un pH neutro.
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La torta pretratada de MSBAM se transporta a través de un tornillo en reactor mezcla perfecta,
donde ocurre el proceso de SSF por las enzimas y los microorganismos hasta 48 h. El reactor de
mezcla completa tiene una capacidad de 30 litros. Dispone de un sistema de agitacién y
aireacion y la adicion de la instrumentacidn apropiada para el control de las variables. Ademas,
una camisa para la circulacién de agua para calentamiento o enfriamiento segln sea necesario.
Tiene una entrada de aire inferior que alimenta la cantidad de oxigeno disuelto necesario para
el proceso de fermentacién.

La preparacion del inéculo de la cepa Saccharomyces cerevisiae Turbo (Quimizuk SA, México) y
el medio de cultivo se preparan en el tanque de pre-fermentacién. Los lodos generados se
extraen del reactor y el bioetanol se envia al sistema de deshidratacién de etanol.

El primer paso para la obtencion de alcohol anhidro es la destilacién convencional elevando la
concentracidon de etanol en el caldo de 45 a 50% (w / w). Posteriormente, se obtuvo un
destilado con una concentracién de 90 a 92% (w / w) usando una columna de rectificacidn.
Debido a las propiedades fisico-quimicas de las mezclas de alcohol-agua, es imposible eliminar
completamente el agua a presién atmosférica debido a la formacién de una mezcla
azeotropica.

Entre las principales tecnologias para la deshidratacion de etanol se encuentran: destilacién al
vacio, adsorcion mediante tamices moleculares, destilacidn azeotrépica y destilacién
extractiva. La técnica de destilacidon extractiva en comparacion con el anterior es atractivo por
su bajo: los costos de consumo de energia, inversidn inicial y de operacidn.

En la técnica de destilacién extractiva, se anade un tercer componente también conocido
como agente disolvente. El disolvente se caracteriza por ser no volatil, miscible alto punto de
ebullicidn, y no forma azedtropo adicional. El disolvente afecta el coeficiente de actividad en el
componente en fase liquida, de modo que la mezcla se puede separar de manera eficiente en
los productos puros.

En la columna de extraccidn el disolvente se afiade en una etapa, cerca de la parte superior de
la columna y el componente mas volatil en alta pureza, en este caso etanol se obtiene
generalmente como producto de cabeza, y como productos de fondo, se obtiene componente
menos volatil con el disolvente. Esta corriente se alimenta a otra columna denominada
columna de recuperacion en el que el segundo componente se obtiene en la parte superior y
en la parte inferior el disolvente que estd de nuevo alimentada de nuevo en la primera
columna. Un esquema de destilacion extractiva de etanol azeotrépica con el disolvente
homogéneo.

Se propone que la columna de destilacién extractiva sea una columna de relleno con una
altura de nueve metros dividida en 6 secciones, cada seccion de 1,5 m (véase la figura 7).
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Figura 7: Esquema de la torre empacada.

El tipo de anillo es el # Nutter 0,7 en acero inoxidable 316. El disolvente se alimenta entre las
secciones 1y 2, y el flujo de la mezcla de etanol-agua azeotrdpica, entre las secciones 4y 5 de
la columna. El rehervidor tiene una capacidad de 50 L, con una camisa para entrada de vapor
de calefaccién cuando la energia requerida se suministra para la separacion. Ademas existen
tres intercambiadores de calor para el calentamiento de las corrientes de etanol, la
alimentacién de disolvente y el calentamiento a reflujo, hasta que las entradas de temperatura
en la etapa correspondiente de la columna. Estos intercambiadores son de tubo y carcasa,
donde por la coraza, fluye el vapor como medio de calentamiento. El material de construccion
de todo el equipo es de acero inoxidable 304 para evitar problemas de corrosion.

El disolvente es 100% glicerol, que se bombea y se calienta a 70 ° C. La presién de operacién
de la columna es la presién atmosférica (760 mmHg) en Cuba. Operando a estas condiciones,
se puede trabajar con el agua como refrigerante y vapor de agua de refrigeracion como medio
de calentamiento en el rehervidor.

Tabla 6: Valores estimados de las variables del proceso

Variables del proceso Valor estimado
Flujo de bioetanol (Fb) 20 L/d
Temperatura 30°C

Presion 101.325 kPa
Tiempo en el reactor de mezcla completa 48 h

Presion de operacion 101.325 kPa
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Temperatura de operacion (Tr) 35°C

Temperatura inicial en el tanque de pretratamiento (To) 30°C

Temperatura final (Tf) 120°C

Conclusiones

A pesar de que existe un alto grado de incertidumbre en la prediccién del rendimiento de una
planta de etanol de celulosa, los costos de produccidn estimados y, sobre todo, sus indicadores
de viabilidad econdmica se consideraron un paso esencial en la investigacion.

El disefio de una planta a escala de banco de los resultados experimentales obtenidos a escala
de laboratorio permite mayores niveles de informacién para el disefio de ingenieria de las
escalas mas grandes. Sin embargo, se necesitan mas estudios para poder sacar conclusiones
definitivas. Se propuso esquema y disefio de una planta propuesta en escala de banco para
procesar bioetanol 25L todos los dias de la MSBAM tratado previamente con NaOH. Se
desarrollé un algoritmo para calcular una primera aproximacién de los costes de produccion de
energia. El valor del coste del bioetanol producido es de 1,23 USD / L con un tiempo de
residencia en el reactor de SFS de dos dias y el tiempo de pretratamiento de 30 minutos.
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Act. 03. Gestion del conocimiento

Se defendid la tesis de doctorado Obtaining of bioethanol from lignocellulosic residues of
process production of VIMANG® in Cubade la estudiante Danay Carrillo en la Universidad
Autonoma de Coahuila, la cual realizé estancias de entrenamiento en el ICIDCA.

Carrillo, D.; Zumalacarregi, L.; Sdnchez, O.; Michelena, G.; Yznaga, H.; Martinez, J.L. y Noé, C.
Pretreatments employed in lignocellulosic materials for bioethanol production: an overview
Revista ICIDCA Sobre los derivados de la cafia de aztcar (2014). Vol. 48 (1): 71-79.

Se realizd una estancia de estudios de doctorado de esta universidad en el CIEMAT, en
el marco del proyecto para estudiar el comportamiento de la cdscara de banano para
la produccién de bioetanol.

Se han publicado los resultados en revistas, boletines y eventos internacionales.Se
envid a publicar el articulo: “A Comparison of Banana Peels Physicochemical
Pretreatments for Bioethanol Production" Submission ID: WAVE-D-16-00571, Waste
and Biomass Valorization.

Algunos resultados obtenidos se han dado a conocer dentro del Boletin de Azlcar y
Derivados y Boletin de Novedades, circulados internamente en formato digital por el
Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Caiia de Azucar.

III — LECCIONES APRENDIDAS

e Debe establecerse una estrecha coordinacién de las tareas comprometidas con
el PNUD con la Entidad Nacional de Ejecucidn (ICIDCA)y organismos superiores
al que se adscribe (Grupo Empresarial AZCUBA). Esto garantizara una correcta
disponibilidad de recursos logisticos como transportacion, dietas, etc., asi como
la redistribucidn de recursos ante situaciones de riesgo.

e Explorar y poner en accidn estrategias alternativas para una ejecucidn exitosa
dentro del cronograma establecido como medios de comunicacion mas
versatiles y econdmicos, protocolos de investigacion con equipamientos vy
material gastable de facil adquisicidn.

e Los resultados obtenidos deben ser divulgados de forma sistematica no solo
con la comunidad cientifica a través de articulos técnicos en revistas
especializadas, sino también a beneficiarios de los resultados (productores,
empresas locales, etc.), para su correcta implementacion.
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