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Resumen

El bioetanol es un tipo de combustible renovable que puede producirse a partir
de materias primas agricolas con un alto contenido de azticar. Puede ser producido a
partir de cultivos muy comunes, como la cana de aztcar.

Microorganismos como la levadura Saccaromyces cerevisiae puede producir bioeta-
nol a través de fermentaciéon alcoholica en ausencia de oxigeno mediante la conversion
de una molécula de glucosa en dos moléculas de bioetanol y dos moléculas de dioxido
de carbono.

El objetivo de este trabajo fue analizar y evaluar el proceso de fermentacion de
azlcares de derivados de cana de aztcar con el fin de generar y caracterizar las varia-
bles biologicas y fisico-quimicas a escala matraces de fermentacion.

El disenio experimental de 22 factorial se hizo con la concentracion de sustrato y
biomasa inicial como variable con cinco niveles para cada pardmetro. Un diseno com-
puesto central se realizo para establecer la formulacion de los medios y las condiciones
de fermentacion. Los resultados muestran la cinética de la fermentacion de bioetanol
a partir de jugo y melaza de cana de azicar como sustrato.

Biomasa, produccion de bioetanol, consumo de sustrato y variables fisico-quimicas

tales como el pH y temperatura fueron analizadas. Parametros de la fermentacion tales
como velocidad maxima de crecimiento especifico y rendimiento fueron estimados.
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Abstract

Bioethanol is a form of renewable fuel that can be produced from agricultural feeds-
tocks with a high sugar content. It can be produced form very common crops such as
sugar cane.

Microorganisms like yeast Saccaromyces cerevisiae can produce bioethanol through
fermentation in the absence of oxygen by converting a molecule of glucose into two
molecules of ethanol and two molecules of carbon dioxide.

The objetive of this study was to analyze and evaluate the process of fermentation
of sugars derived from sugar cane in order to generate and characterize the biological
variables and physical-chemical scale fermentation flasks.

A 22 factorial experimental design was made using substrate concentration and
biomass as variable with five levels for each parameter. A Central composite design
was run to establish media formulation and fermentation conditions. Results show the
kinetics of fermentation of ethanol from juice and sugar cane molasses as substrate.

Biomass, bioethanol production, substrate consumption and physical-chemical va-

riables such as pH and temperature were analyzed. Fermentation parameters such as
specific growth speed and yield were estimated.
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Organizacion de la tesis

La tesis se encuentra dividida en los siguientes capitulos:

1. Introduccién
Se presentan generalidades sobre el proceso de obtencién de Bioetanol a partir
de derivados de cana de azucar.

2. Objetivos
Se presentan el objetivo general y los objetivos especificos; que son indispensa-
bles para cumplir el objetivo general y por altimo la hipotesis planteada para el
proyecto de investigacion.

3. Metodologia general
Se describen de manera general los materiales y métodos empleados en el trabajo.

Resultados y discusiéon

Aqui se presentan los resultados y discusion para cada uno de los objetivos es-
pecificos planteados en el documento.

Cada seccién de la tesis esta conformada por una pequena introducciéon al tema
en particular, la metodologia seguida en esta parte de la investigacion, los resul-
tados principales y su discusion.

4. Establecimiento del proceso de fermentacion
Se disend y se llevo a cabo el experimento siguiendo la metodologia general; se
analizaron parametros cinéticos obtenidos.



5. Determinacion de la presencia de Bioetanol
Se describi6 el proceso para determinar el porcentaje de Bioetanol en cada mues-
tra.

6. Optimizacién del proceso de fermentacién
Se realizo el anélisis ANOVA para determinar parametros 6ptimos en derivados
de cana de aztcar.

7. Conclusiones
Finalmente se presentan las conclusiones generales de la tesis.



Capitulo 1

Introduccion

De acuerdo con el Balance Nacional de Energia 2008, las reservas nacionales pro-
badas de hidrocarburos indica que son suficientes para satisfacer la producciéon actual
de petréleo por 10 anos.

Menciona también que el consumo final total de energia en el sector transporte
fue de 2,427.54 PJ, 12.4% por arriba del anio 2007. Este aumento fue producto de un
mayor consumo en el autotransporte, que registré 269.6 PJ mas que en 2007.

Los mayores incrementos en relacion al consumo de energéticos, fueron los co-
rrespondientes a gasolinas y diesel, con variaciones porcentuales de 15.2% y 11.6 %,
respectivamente (SENER, 2009).

En cuanto a las emisiones de dioxido de carbono per capita en México en el 2007
fue 1.20 toneladas métricas! de carbono y las emisiones de los combustibles en el trans-
porte fue 3276 miles de toneladas métricas de carbono (Boden et al., 2010).

Una alternativa a esta demanda de combustibles, es el aprovechamiento sustentable
de la biomasa como fuente de energia (bioenergia). La bioenergia tiene un posibilidad
de llegar a ser una pieza importante en los sistemas de energia sustentables, contri-
buyendo en la reduccion de emisiones de gases de efecto invernadero, promoviendo el
desarrollo sustentable y gradualmente pueden reemplazar a los combustibles fosiles.

El etanol derivado de biomasa?, es una de las formas modernas de bioenergia, tiene
el potencial de ser un combustible para el transporte sustentable, asi como un oxige-
nante de combustible que puede reemplazar la gasolina (Kim and Dale, 2004).

1 tonelada métrica= 1000 kilogramos
2Bioetanol



4 Capitulo 1. Introduccién

En una prospectiva, la Secretaria de Energia recomienda producir bioteanol a partir
de cana de aztucar, en este estudio se menciona un programa de introducciéon gradual
del bioetanol con tres escenarios. El primer escenario (2007-2012) se tendria como
meta producir 411.9 miles de m? de bioetanol, el cual se obtendria principalmente de
mieles de cafia de azticar y se dirigiria a reemplazar MTBE? y TAME* para fabricar
ETBE®. El etanol como componente del ETBE fabricado en México corresponderia a
una penetracion del 5.7 % en volumen de un porcentaje de las gasolinas suministradas
a las Zonas Metropolitanas.

Para 2012, y sobre la base de etanol de jugo de cana de azicar, podria tener lugar
la sustitucion del 5.7 % de todas las gasolinas de las areas metropolitanas.

De 2012 en adelante, y sobre la base de cana de azticar y otros posibles insumos,
como el cultivo multiple anual sorgo dulce o maiz, el 10% de todas las gasolinas en
México podria ser reemplazado por etanol (SENER, 2006).

1.1. Fermentacién alcoholica y Bioetanol

La fermentacion alcohélica es un conjunto de transformaciones bioquimicas por lo
cual los azicares contenidos diferentes productos vegetales tales como: cana de aztcar,
cereales, sorgo, entre otros; mediante la accion de levaduras se transforman en Bioeta-
nol. Estos azicares estan combinados en forma de sacarosa, almidén, hemicelulosa y
celulosa.

Estequiometricamente: una molécula de glucosa se convierte en dos moléculas de
etanol (CoH5OH) y dos de dioxido de carbono (COy), ecuacion 1.1.

C6H1206 — 202H5OH -+ 2002 (11)

El bioetanol mezclado con la gasolina produce un biocombustible de alto poder
energético con caracteristicas muy similares a la gasolina pero con una importante
reduccion de las emisiones contaminantes en los motores tradicionales de combustion

(FAO, 2008).

1.2. Cana de Azucar

La cana de azicar (Saccarum Officinarum figura 1.1) es un cultivo tropical que se
desarrolla en lugares calidos y con adecuadas cantidades de agua, lo que favorece en
gran medida a su crecimiento; por ello, este tipo de plantaciones se ha desarrollado de
manera Optima en el pais considerdndosele como un cultivo relevante no solo a nivel
nacional, en el estado de Chiapas se han visto buenos resultados.

SMTBE (Metil-Ter-Butil-Eter) es uno de los sustitutos del plomo en la gasolina.

YTAME (Ter-Amil-Metil-Eter) sustituto del plomo en la gasolina.

SETBE (Etil-Ter-Butil-Eter) es un etér derivado de corrientes como butano y etanol de caracte-
risticas similares al MTBE (Ruiz, 2007)
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Se considera a la cana de azicar como el sexto cultivo més importante por la su-
perficie cosechada, superado por el maiz, frijol, sorgo, trigo y café. En el 2008, México
ocupo el sexto lugar mundial en produccion de cana después de Pakistan; también es
importante mencionar que los campos caneros se encuentran distribuidos en 15 estados
de la Republica: Campeche, Chiapas, Colima, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit,
Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Tabasco, Tamaulipas y Ve-
racruz.

La superficie cosechada en Chiapas ha crecido 55 %, al igual que su produccion que
incremento 165 %, debido a lineas estratégicas y proyectos como el Fomento a la Pro-
ductividad, Calidad y Sustentabilidad, Desarrollo de la Investigaciéon y Transferencia
de Tecnologia, Impulso a la Capacitacion y Asistencia Técnica, entre otros; que han
servido para lograr el mejor y mayor rendimiento de las plantaciones.

Esta planta se ha utilizado como materia prima para una amplia gama de pro-
ductos, algunos de los cuales han servido para sustituir a otros que afectan al medio
ambiente; la importancia de este cultivo en México se debe a que es uno de los sistemas-
producto agricola mas sobresalientes en cuanto a superficie cultivada a nivel nacional,
ya que se cuenta con aproximadamente 690 mil hectareas, segin datos que aporta la
Camara Nacional de Ia Industria Azucarera y Alcoholera en el 2009 (CNIAA, 2009).

La cana tiene la siguiente clasificacion cientifica (Bakker, 1999):

Tabla 1.1: Clasificacién cientifica de la cana de azucar

Reino: Plantae

Clase: Liliopsida
Orden: Poales
Familia: Poaceae

Tribu: Andropogoneae

Género:  Saccharum

Especie:  Officinarum

1.2.1. Jugo de cana de azicar

Después de cosechar la cana de aztcar, esta se hace pasar a traves de cuchillas
desmenuzadoras, para luego pasar al trapiche®; es asi como se extrae el jugo.
El jugo de la cana es la principal fuente de aztcar.

1.2.2. Melaza de cana de aztucar

La melaza de cana de azicar es un residuo agroindustrial liquido que se obtiene
como desecho de la fabricacion de azticar partir del jugo de cania de azicar (Cazetta

6Molino para extraer el jugo de algunos frutos de la tierra, como la cafia de azticar (RAE, 2001)



6 Capitulo 1. Introduccién

et al., 2007), en el cual las impurezas y los aztcares reductores impiden la cristalizacion
del azicar residual.

1.3. Microorganismo fermentativo

Historicamente, el microorganismo mas utilizado ha sido la levadura. Entre las le-
vaduras; Saccaromyces cerevisiae Y2034 (Figura 1.2), puede producir etanol para dar
una concentracion tan alta del 18 % del caldo de fermentacion. Es la preferida para la
mayoria de las fermentaciones de etanol, y para realizar este trabajo no es la excepcion.
Y al igual que con muchos microorganismos, S. cerevisiae metaboliza la glucosa por
via Embden-Meyerhof (Lin and Tanaka, 2006) (véase apéndice C en la pdgina 47).

Teoricamente el rendimiento estequiométrico para la transformacion de glucosa en

etanol es de 0.511 g de etanol y 0.489 g de CO, por 1 g de glucosa (Pereira et al.,
2010).

Tabla 1.2: Clasificacion cientifica de la levadura Saccaromyces cerevisiae (Tortora et al.,
2007)

Reino: Fungi-Mycetae

Divisién:  Amastigomycota- Eumycota

Clase: Asmomycetes- Hemiascomycete

Orden: Endomycetales-Saccharomycetales

Familia:  Saccharomycetaceae-Endomycetaceae

Género:  Saccharomyces

Especie:  Cerevisiae

1.3.1. Ciclo de crecimiento del Microorganismo

En un cultivo de microorganimos en medio liquido, se pueden diferenciar cuatro
fases en la evolucion del ntimero de células por una unidad de tiempo determinada.

» Fase lag o de adaptacion: Durante esta fase los microorganismos adaptan su
metabolismo a las nuevas condiciones ambientales poder iniciar un crecimiento
exponencial.

» Fase exponencial: En estan fase la velocidad de crecimiento es méaxima y el
tiempo de duplicacion (¢d) es minimo. Por lo tanto los microorganimos consumen
nutrientes del medio a velocidad maxima. La evolucion del nimero de células
durante esta fase se explica con el modelo matematico inscrito en la figura 1.1
donde X es el nimero de células, ¢ es el tiempo y p es la velocidad de crecimiento.
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= Fase estacionaria: En la fase estacionaria no se incrementa el nimero de micro-
organismo. Las células en esta fase desarrollan un metabolismo diferente al de
la fase de exponencial. Es decir el nimero de células con respecto al tiempo es
igual a cero.

= Fase de muerte: Se produce una reduccion del namero de células viables en el
medio; el modelo matematico expresa el ntimero de células con respecto al tiempo
-kX, donde: -k es la constante que representa la disminucién de estas células.

. -
—
5
o«
2 | Lag Exponencial Estacionaria Muerte
£
=
©
o
)
S
<
5
S
d=]
s
@)
dX dX dX
dX_x dX_ dX_
a " dt 0 dt

Tiempo de cultivo (h)

Figura 1.1: Ciclo de crecimiento microbiano.

1.3.2. Requerimientos nutricionales

= Carbono: Los compuestos carbonados son utilizados a la vez como fuente de ener-
gia, las fuentes de carbono usadas por Saccharomyces cerevisiae son D-aztcares
como: hexosa, glucosa, fructosa, manosa, etc., porque los L-aztcares pueden ser
considerados no fermentables por esta levadura (Flanzy, 2003).

= Nitrogeno: Este elemento es un constituyente en los medios de cultivo para pro-
mover el crecimiento; S. cerevisiae es capaz de utilizar el nitrogeno en forma de
i6n amonio. Los iones amonio pueden ser aportados en el medio por el nitrato de
amonio, fosfato de amonio y sobretodo el sulfato de amonio que provee ademés
una fuente de azufre asimilable ((NH4)2S0y,).

» Fosforo: El fosforo es asimilado por la célula en forma de iones ortofosfato
(HoPO_,), es esencial para el crecimiento y regula la sintesis de los lipidos y
los carbohidratos.
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» Azufre: Constituye el 0.4 % del peso seco de las levaduras. La fuente de azufre
més utilizada por S. cerevisiae es el sulfato de amonio, el sulfito y el tiosulfato.

» Elementos traza: Macronutrientes. K, Mg, Ca, Zn, Fe, Mn, CI. Se requiere en
concentraciones de 0.1 — 1 mM.

= Potasio: Las fuentes de potasio son el cloruro potéasico y los fosfatos mono y dipo-
tasico. A pH acidos estimula la fermentacion y la respiracion, actia como efector
de numerosas enzimas: piruvato quinasas, aldolasa, aldehido deshidrogenasa y
permeasa e interviene en la estructura de los ARN.

= Magnesio: Es utilizado como activador de las enzimas glicoliticas, estimula la
sintesis de acidos grasos, regulas las ATPasas de las membranas y participa con
el potasio en la penetracion del fosfato. El magnesio es aportado en los medio de
cultivo en forma de sulfato o de cloruro de magnesio.

= Microelementos: Co, B, Cd, Cr, Cu, I, Mo, Ni, Va. Se requieren concentraciones
0.1 - 100 pM. Inhibidores, los cuales pueden afectar el crecimiento de la levadura
cuando se encuentran en concentraciones superiores a 100 uM: Hg, Ag, Ar, Ba,
Li, Ni, Os, Pb, Se, Te.

= Otros compuestos: Inositol, pantotenato, vitamina B6 o piridoxina, tiamina (vi-
tamina B1) y biotina. Otras vitaminas: acido félico, acido p-amino benzoico y
riboflavina.

1.3.3. Células viables

Para que la levadura pueda ser utilizada eficientemente sé6lo se utilizan las células
viables, existen varios métodos para diferenciar entre células vivas y muertas.

El procedimiento méas utilizado es la prueba de exclusion del colorante. Este mé-
todo se basa en el supuesto de que determinados colorantes, donde este mancha sélo
las células muertas, mientras que las células vivas permanecen sin tenir cuando esta
expuesto a estas sustancias en las suspensiones.

1.3.4. pH y temperatura

Para el crecimiento, la levadura tiene un intervalo de pH entre 4.5 y 5, pero el
optimo es 5 (Ostergaard et al., 2002).
Para cada tipo de levadura existe una temperatura Optima de desarrollo. Se tiene
una zona independiente de la temperatura 6ptima en la cual la levadura atn presenta
actividad; a medida que se aleja de la temperatura 6ptima su actividad disminuye
notablemente. Pero al exponer cualquier levadura a una temperatura superior a 45 °C
se produce su muerte. En el caso de saccharomyces cerevisae 30 °C es la temparatura
Optima para su desarrollo. (Olsson and Ahring, 2008).
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1.4. Azucares reductores

Monosacarido o disacarido que puede ceder electrones a otras moléculas y puede,
por tanto, actuar como agente reductor. La presencia de un grupo cetona (-CO-) o
aldehido (-CHO) libre permite a la mayoria de los monosacaridos y polisacéridos actuar
como azucares reductores (Julidn et al., 2003).

El método DNS o acido 3,5 dinitrosalicilico es la técnica de 6xido-reduccion més
empleada para determinar la concentracion de aztcares reductores.

1.5. Meétodo para la determinacion de Bioetanol

1.5.1. Cromatografia de gases y espectrometria de masas

La cromatografia de gases es una técnica que tiene la cualidad de conseguir la
separacion de mezclas muy complejas. Pero una vez separados, detectados, e incluso
cuantificados todos los componentes individuales de una muestra problema, el Ginico
dato de que disponemos para la identificacion de cada uno de ellos es el tiempo de
retencién de los correspondientes picos cromatograficos. Este dato no es suficiente para
una identificacién inequivoca, sobre todo cuando analizamos muestras con un nimero
elevado de componentes, como es frecuente en cromatografia de gases capilar. Por otra
parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera casi inequivoca cualquier
sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los componentes indivi-
duales de una mezcla sin separar previamente sus componentes, debido a la extrema
complejidad del espectro obtenido por superposicion de los espectros particulares de
cada componente. Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicas, GC (“Gas Chroma-
tography”) y MS (“Mass Spectrometry”) da lugar a una técnica combinada GC-MS
que permite la separaciéon e identificacion de mezclas complejas. En este proceso, el
espectrometro de masas, ademés de proporcionar los espectros, actiia como detector
cromatografico al registrar la corriente idnica total generada en la fuente idnica, cu-
ya representacion grafica constituye el cromatograma o “TIC” (total ion current). En
efecto, la corriente idnica generada por todos los iones da lugar a un pico gaussiano de
area proporcional a la concentracion del compuesto detectado (Gutiérrez and Droguet,
2002).

1.6. Metodologia de superficie de respuesta (RSM)

La metodologia de superficie de respuesta (RSM) es una herramienta eficaz para
proporcionar una vision practica en el desarrollo de nuevos procesos y la optimizacion
de ellos. RMS es una coleccion de métodos estadisticos y matematicos que son tutiles
para el modelado y el analisis de problemas de ingenieria. En esta técnica, el objetivo
principal es optimizar la superficie de respuesta que es influenciada por diversos para-
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metros del proceso. En la metodologia de superficie de respuesta también se cuantifica
la relacion entre los pardmetros controlables de entrada y la respuesta de superficie
obtenida. (Raissi, 2009).

El procedimiento de diseno de la metodologia de superficie de respuesta es de la si-
guiente manera (Kwak, 2005):

= Disenar una serie de experimentos para la adecuada medicién fiable de la res-
puesta de interés.

= Desarrollo de un modelo matemaético de segundo orden de superficie de respuesta
con los mejores accesorios.

= Hallar el conjunto 6ptimo de pardmetros experimentales que producen un valor
maximo o minimo de respuesta.

= representa los efectos directos e interactivos de los parametros del proceso en dos
y tres dimensiones.

Si todas las variables son apreciables, la respuesta de superficie puede ser expresada
como sigue:

y = f(z1,22,...73) (1.2)

El objetivo es optimizar la variable de respuesta y esto es asumido que las variables
independientes son continuas y controlables por experimentos con despreciable error.
Y se requiere para encontrar una apropiada aproximacion para la verdadera relaci6on
funcional entre las variables independientes y la superficie de respuesta.

Por lo general el modelo de segundo orden es utilizado en la metodologia de respuesta
de superficie.

k k k
=1 =1 =1

Donde ¢ es el error aleatorio. El coeficiente 3 que debe ser determinado en el modelo
de segundo orden, es obtenido por minimos cuadrados.
En general puede ser escrito en forma matricial.

y=bX+F (1.4)

Donde Y es definido como una matriz de valores medidos, X es una matriz de
variables independientes. Las matrices b y E consisten de coeficientes y errores, res-
pectivamente. La solucién puede ser obtenida por la matriz de aproximacion.

b= (X'X)'X'Y (1.5)

Donde X' es la transpuesta de la matriz X y (X'X)~1 es la inversa de la matriz
X'X.
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Los modelos mateméticos son para cada respuesta por medio de un anélisis de regre-
sion lineal miltiple. EI modelo empieza con un modelo cuadratico incluyendo linear,
cuadrado y términos de interaccion. El término significante en el modelo fue encon-
trado por el anélisis de varianza ANOVA para cada respuesta. La significancia fue
juzgado por la determinaciéon del nivel de probabilidad que el estadistico F calculado a
partir de los datos, es inferior al 5%. El modelo ha sido verificado por R2, ajustado a
R?, predicha R? y la suma de cuadrados del error de prediccion PRESS (Raissi, 2009).

1.6.1. Diseno compuesto central (CCD)

El diseno experimental mas utilizado en RSM es CCD que tiene previsibilidad de
igualdad en todas las direcciones desde el centro.

El disefio compuesto central (CCD) es creado a partir de un diseno factorial de nivel 2,
aumentado con los puntos centrales y puntos axiales. Tiene 5 niveles para cada factor,
aunque esto puede ser modificado por la eleccion de @ = 1.0. Y fue creado para la
estimaciéon de un modelo cuadratico.

Un CCD tiene tres grupos de puntos de diseno, figura 1.2:

1. Factoriales de dos niveles o puntos de diseno factorial fraccional: se compone de
todas las combinaciones posibles de los niveles 1 y -1 de los factores. Para el caso
de dos factores, hay cuatro puntos de disefio: (-1, -1) (1, -1) (-1, 1) (1, 1)

2. Puntos axiales (a veces llamada puntos estrella): los puntos estrellas de todos
los factores establecidos en 0, el punto medio, salvo un factor que tiene el valor
+/-a. Para un problema de dos factores, los puntos estrella son: (-a, 0) («, 0)
(0, -a) (0, @)

El valor de alfa se calcula en cada diseno, tanto para rotatabilidad y ortogo-
nalidad de los bloques. Otra de las posiciones de los puntos estrella es la cara
de la porcion de cubo en el diseno. Esto se conoce comiinmente como una cara
centrada en el diseno compuesto central.

3. Puntos centrales: como lo implica el nombre, son los puntos con todos los niveles,
con el nivel codificado 0, el punto medio de cada rango de factores: (0, 0)

Los puntos centrados se suele repetir 4-6 veces para obtener una buena esti-
macion del error experimental (error puro). Por ejemplo, con dos factores en
el diseno se creara cinco puntos centrales de forma predeterminada. El punto
central replicado proporciona una excelente capacidad de prediccién cerca del
centro del espacio de disefio (en el que se presume es 6ptima).
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-1, 1) (1,1)

(-1,-1) (1,-1)

(0, -a)

Figura 1.2: Diseno compuesto central.

En resumen: el diseno compuesto central requiere 5 niveles de cada factor: -« -1,
0,1y a.
Uno de los atributos recomedables del diseno compuesto central es que su estructu-
ra se presta a la experimentacion secuencial. (Software Design Ezpert Version 8.0.3,
Stat-Ease, Inc.)



Capitulo 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

Evaluar y analizar el proceso de fermentacion de aztcares para la produccion de
Bioetanol a partir derivados de cana de aztcar.

2.1.1. Objetivos especificos

= Establecer un proceso de fermentacion para la produccién de bioetanol.

» Determinar la presencia de bioetanol en fermentado de jugo y melaza de cana
de azicar.

= Optimizar el proceso de fermentacion.

2.1.2. Hipébtesis

Si se incrementa la concentracion de biomasa y la concentracion de aztcares re-
ductores en los sustratos, es posible obtener la maxima concentracion de bioetanol y
optimizar el sistema.

13
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Capitulo 2. Objetivos



Capitulo 3

Metodologia general

3.1. Estrategia experimental

La estrategia experimental para este estudio se realiz6 de acuerdo a los objetivos
planteados en el capitulo 2.
Para evaluar el sistema de produccién primero se necesita establecer el proceso de
fermentacion con la ayuda de técnica analiticas; luego determinar la concentracion de
Bioetanol y optimizar el sistema usando un software de disefio (figura 3.1).

Estrategia experimental

!

Evaluacion y andlisis del proceso de
fermentacion de azlicares para la produccion
de Bioetanol

Establecimiento del proceso de fermentacion

{

Determinacion de la presencia de bioetanol en
Jugo y Melaza de cana de azlcar (Saccharum
officinarum)

v

Optimizacion del proceso

Figura 3.1: Estrategia experimental

15
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3.2. Técnicas analiticas

3.2.1. Preparacion del Inéculo

Con el objetivo de favorecer el crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae
sobre un medio rico en nutrientes, se realizO la preparacion de cajas petri y tubos
inclinados con medio de cultivo YPD el cual contiene peptona de caseina al 2%, agar
bacteriologico al 2%, dextrosa al 2% y extracto de levadura al 1 %. Para ello se tomd
una colonia de §. cerevisiae y se sembro6 en cajas y tubos, las cuales se incubaron a
28°C por 48 horas. El mismo procedimiento se uso para el medio YPD liquido pero
sin agregar agar bacterioldgico.

s Acopio e incubacion de la levadura

La levadura Saccharomyces cerevisiae Y2034 fue obtenida del laboratorio de
Bioquimica del Instututo Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.

n Siembra de la levadura

3.2.2. Conteo de células viables

Para determinar la densidad de células se empleé una cadmara de contaje celular.
Cdmara de Neubauer: es un portaobjetos cuadrado de 3 x 3 mm adaptada a un micros-
copio 6ptico, con una separacion entre lineas consecutivas de 0.25 mm. La depresion
central del cubreobjetos esta hundida 0.1 mm respecto a la superficie de 1 x 1 mm, de
forma tal que cuando se cubre con un cubreobjetos el volumen comprendido entre la
superficie central y el cubreobjetos es de 0.1 mm?® equivalenate a 0.1 ul (figura 3.3).

o ] iE o ver
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Figura 3.2: Camara de neubauer Figura 3.3: Colonias de S. cerevisiae

(Objetivo de 40X).

Existen varios métodos para diferenciar entre células vivas y muertas en las sus-
pensiones.
El procedimiento mas utilizado es la prueba de exclusion del colorante. Este método
se basa en el supuesto de que determinados colorantes, por ejemplo: azul de tripano,
azul de metileno, naranja de acridina, eosina, nigrosina safranina, etc. manchan sé6lo
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las células muertas, mientras que las células vivas permanecen sin tenir cuando esta
expuesto a estas sustancias en las suspensiones. Para este trabajo se utilizara azul de
tripano, las técnica de preparacion de azul de tripano y conteo de células viables se
describen en los apéndices I y A en las pdginas 59 y 41 respectivamente. (Tolnai, 1975)

Se utilizo6 la ecuacion 4.1 de concentracion para agregar la cantidad de células
iniciales al sustrato a fermentar.

Donde:

C, = Concentracion de células

V1= Volumen de indculo

Co= Concentracion de células deseada
Vo= Volumen de sustrato a fermentar

3.2.3. Fermentacion

A los sustratos utilizados como base para la preparacion del medio de fermenta-
cion, se les adicionaron sales sulfato de magnesio (MgSO4-7H20), fosfato de amonio
((NH4)2SOy) y extracto de levadura, a concentraciones de 0.02 g/L, 0.2 g/L y 2 g/L,
respectivamente (vedse apéndice F en la pdgina 55).

El proceso de fermentacion se realizé por triplicado con los dos sustratos en ma-
traces de 250 mL con agitacién constante a temperatura ambiente. El volumen final
empleado para las fermentaciones fue de 150 mL durante 24 horas, monitoreando bio-
masa, azucares reductores, temperatura y pH (vedse apéndice D en la pdgina 49).

3.2.4. Concentracion de azucares reductores

DNS o acido 3,5 dinitrosalicilico: es una técnica de oxido-reduccién en la que el
acido 3,5 dinitrosalicilico es reducido mientras que el grupo aldehido del monosacéarido
es oxidado. La reduccion del reactivo genera una coloraciéon amarilla la cual es propor-
cional a la concentracion de azicares reductores presentes, esto se evidencia por medio
de la lectura de absorbancias en el espectrofotometro (Miller, 1959). (Vedse apéndice
B en la pdgina 43)

3.2.5. Determinacién de Bioetanol

Para determinar la concentracion de etanol, se tom6 una muestra de 1000 puL en
fase acuosa, se centrifugd a 3000 x g durante 15 minutos a 5 °C, el sobrenadante se
cambi6 a un tubo nuevo (Navarro et al., 2000) y se desecho el precipitado.
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Posteriormente se analiza por cromatografia de gases CG, (Agilent technologies
6850 vy sistema de adquisicion de datos con software de computadora Agilent Cerity
A.02.01.) Vedse apéndice H en la pagina 57.



Capitulo 4

Establecimiento del proceso de
fermentacion

4.1. Introduccion

En este capitulo se describe el proceso de fermentaciéon y su establecimiento como
sistema de producciéon de Bioetanol, se us6 la metodologia experimental del capitulo
3y se elabor6 un disenio experimental.

4.2. Diseno experimental

El diseno se realizo basado en el estado del arte de biocombustibles y la tecnololgia
disponible. Se utilizo el software Design Expert (Version 8.0.3, Stat-Ease, Inc., Min-
neapolis, EE.UU.) que se fundamenta con la metodologia de respuesta de superficie
(RSM) basado en el disefio compuesto central 22 factorial (CCD), aplicado para opti-
mizar la fermentacién de bioetanol.

Para el diseno se tomaron en cuenta dos varibles de entrada y una de salida; con-
centracion de Biomasa inicial, concentracion de azicares reductores iniciales y con-
centracion de etanol respectivamente, cada variable varia en cinco niveles (alfa («) =

1).

19
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4.3. Design Expert

Capitulo 4. FEstablecimiento del proceso de fermentacion

Para hacer diseno se asignan las variables, unidades de medida, rango de valores y

parametro a.

El resultado fue 13 corridas, este disefio se utilizo6 para A) jugo y B) melaza de

cana de azucar tabla 4.2

Tabla 4.1: Diseno experimental (rango de parametros).

Variables

Unidades  Bajo Alto -a «

Concentracion de Indéculo
Concentracion de azucares reductores

ufc/ml 1B+07 3BE4+07 -1 1
g/l 50 200 -1 1

Tabla 4.2: Resultado de diseno experimental para jugo y melaza de cana de azucar
usando software Desigh expert.

Concentracion del
Biomasa (ufc/ml)

Concentracion de Concentracion de
Azticares reductores (g/L)  Bioetanol (g/L)

3.0
2.0
1.0
3.0
2.0
2.0
3.0
2.0
2.0
1.0
2.0
1.0
2.0

X X X X X X X X X X X X

X

107
107
107
107
107
107
107
107
107
107
107
107
107

200
125
20
20
20
125
125
125
200
200
125
125
125

Variable de salida

Variable de salida, los resultados de C. de Bioetanol se presentan en el Capitulo 5

4.4. Descripcion del sistema

Para llevar a cabo estos experimentos se utilizé un agitador orbital para 9 matraces
de 250 mL a una velocidad de 180 rpm.
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Por ser un diseno CCD, el programa arroj6 13 corridas repitiéndose 4; es por eso que
se acoto a 9 experimentos, y utilizar un agitador con esa capacidad y disponibilidad.
El experimento se hizo por triplicado, cada matraz tuvo un volumen de sustrato de
150 mL en condiciones anaerobias con temperatura y pH constantes.

Figura 4.1: Agitacion orbital de 9 matraces con dos diferentes sutratos (Jugo y Melaza).

4.4.1. Acondicionamiento de la levadura y sustratos

Para que la levadura S. cerevisiae pueda ser utilizada en el proceso de fermentacion
se llevd acabo el siguiente procedimiento:

» Preparacion del medio YPD (véase apéndice E en la pdgina 51)
Preparar los medios es un requisito basico para cualquier fermentacion, ya que
una vez sembrada la levadura favorece su crecimiento.

» Siembra de la levadura (véase apéndice G.1 en la pdgina 56)
Se lleva a cabo con el objetivo de propagar la levadura en medio YPD sélido y
liquido.

= Preparacion del medio de fermentacion (véase apéndice F en la pdgina 56)
La levadura necesita de un medio de cultivo 6ptimo que cuente con los nutrientes
necesarios para su crecimiento y producciéon de bioetanol durante el proceso de
fermentacion.

Se hicieron diluciones debido a que la concentracién de aztucares reductores conte-
nidos en los sustratos es mayor a la concentraciéon de azticares inicales propuestos en
este trabajo.

En la tabla 4.3 se muestran las diluciones de jugo y melaza de cana de aztcar
usadas en el proyecto.
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Tabla 4.3: Acondicionamiento de la concentraciéon de azicares reductores en los sus-
tratos.

Dilucion % SST Concentracion de
Sustrato Agua azlicares reductores
1 1.11 £ 0.071 20 °B 200 g/L
Jugo de cana 1 1.20 £ 0.068 14 °B 125 g/L
1 3.20 £ 0.234 5°B 50 g/L
1 5.25+0.35 20°B 200 g/L
Melaza de cana 1 725+ 035 14 °B 125 g/L
1 13 £ 1.41 5°B 50 g/L

4.5. Cinética de crecimiento de la levadura Saccha-
romyces cerevisiae y cinética de reducciéon de
azicares reductores

En esta seccion se muestran los resutados de los ciclos de fermentacion realizados,
se present6 una fermentacion sin problemas, se produce la ebullicién del mosto tornan-
dose turbio y espumoso por el C'O, que se desprende, resultado similar a lo presentado
en otras investigaciones.

En las figuras 4.2 y 4.3 el maximo niimero de células se observa cuando se utiliza
3e+7 ufc/mL iniciales. La reduccion de aziicares reductores finales promedio fue de 5
g/L, 15 g/Li y 19 g/L para cana (A); para melaza (B) fue de 4 g/L, 12 g/L y 18 g/L.
En las dos figuras se observa claramente la fase lag en los intervalos de tiempo de 0
a 6 h, la fase exponencial tiene una duracién de 12 h (6 a 18 h) y no se aprecia fase
estacionaria debido a los intervalos de tiempo largos.

Entre 18 a 24 h se observa la fase de muerte en concentraciones de Biomasa de le+7
ufc/mL y 2e+7 ufc/mL.

4.6. CaAlculo de parametros cinéticos

4.6.1. Velocidad de crecimiento

La relacién de la tasa de crecimiento especifico a la concentracion de sustrato a
menudo toma la forma de la cinética de saturacion. Aqui se supone que una sola especie
quimica, S, es la tasa de crecimiento limitante (un aumento de S influye en la tasa
de crecimiento, mientras que los cambios en las concentraciones de otros nutrientes
no tienen efecto). En la cinética quimica tradicional o cinética Michaelis-Menten para
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reacciones enziméaticas. Cuando se aplica a los sistemas celulares, estas cinéticas pueden
ser descritas por la ecuacion Monod:

__MmS
K.+ S
Donde p,, es la méxima tasa de crecimiento especifico cuando S >> K. Si el
metabolismo endogeno es importante, entonces u = p,,. La constante K es conocida
como la constante de saturacion o la velocidad media constante y es igual a la tasa de

crecimiento del sustrato limitante cuando la tasa de crecimiento es igual a la mitad
del maximo (Shuler and Kargi, 2002).

y (4.1)

En la figura 4.4 se observan tres curvas correspondientes a la concentracion inicial
de Biomasa; le+7, 2e+7 y 3e+7 ufc/mL. La curva mas pronunciada es la que comenzo
con le+7 ufc/mL, por lo tanto el rendimiento en la produccion de etanol es mayor.

4.7. Medicién de pH y temperatura durante el pro-
ceso

Estas mediciones de llevaron a cabo para las dos series de fermentaciones figura

4.5,

El pH se mantuvo en 5 + 0.5 para cada una de las condiciones iniciales en las fermen-
taciones. Para la medicion de temperatura el promedio fue de 29.7 °C y 29.2 °C.
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4.7. Medicion de pH y temperatura durante el proceso

Tabla 4.4: Pardmetros cinéticos calculados.
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A) B)

X S 1 td K, Lm 14 td K, Imaz
(ufe/ml) (g/L) | (h™")  (h) (b @™ (b (h™")
3.0 x 107 50 0.254 2.719 0.281 2.190
3.0 x 10" 125 |0.251 2.551 4.715 0.279 | 0.308 2.188 8.795 0.330
3.0 x 107 200 | 0.271 2.558 0.317 2.010
2.0 x 107 50 0.251 2.752 0.283 2.190
2.0 x 10" 125 |0.295 2.549 11.508 0.309 | 0.317 2.170 10.443 0.342
2.0 x 10" 200 | 0.297 2.370 0.324 2.070
1.0 x 107 50 0.262 2.644 0.290 2.650
1.0 x 10" 125 | 0.302 2.295 12.069 0.326 | 0.335 2.650 12.848 0.365

1.0 x 107 200 | 0.303 2.281

0.340 2.450

X Concentracion de células, S Concentracion de aztcares, pu Velocidad
de crecimiento, td tiempo de duplicacion, K, Constante de saturacion

tm Velocidad de crecimiento maxima

—e— Biomasa
© - Biomasa inical 2e+7 ufe/mL wl >
26 —¥— Biomasa inical 1e+7 ufc/mL .

| 3e+7 ufc/mL. N

035 0.35
. —e— Biomasa inical 3e+7 ufcimL .
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e 0.32 e 0.32
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Figura 4.4: Efecto de la concentracion de azticares sobre la velocidad de crecimiento

neto de la levadura S. cerevisiae.
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Capitulo 5

Determinacion de la presencia de
Bioetanol

5.1. Introduccion

En este capitulo se presenta los resultados de los anélisis de la cuantificacion de
biotanol mediante cromatografia de gases y se calcul6 el rendimiento para cada uno
de los sustratos utilizados.

5.2. Caracteristicas del equipo

El cromatografo de gases utilizado fue un equipo Agilent technologies 6850 Se-
ries con sistema de adquisicion de datos Agilent Cerity A.02.01.. Detector de flama
de ionizaciéon (FID), utilizo helio como gas acarreador. La columna empleada para la
separacion de compuestos fue la columna Agilent technologies INNOWAX, con dimen-
siones, 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm.

5.3. Metodologia

Curva de calibracion estandar de etanol absoluto

Para conocer la proporcién de bioetanol en las muestras se hizo la cuantificacion
en un cromatografo de gases en el Instituto de Biotecnologia-UNAM.
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Preparaciéon de las muestras
= Las muestras se centrifugaron a 13000 rpm por 5 minutos.

= Se tomaron 200 pl. de cada muestra y se mezclaron con 200 ul. del estandar
externo (1-butanol, 10 g/I) en un vial de inyeccion.

= Los viales se colocaron en el inyector automéatico con 0.2 uL.

Analisis de resultados

= Se tomaron las areas de los picos correspondientes al bioetanol y al estandar
externo.

» Se consider6 la relaciéon de areas para la transformacion de resultados; Area del
pico de bioetanol / Area del pico de 1-butanol.

» La cuantificaciéon de la concentracion de bioetanol en cada muestra se realizd
utilizando una curva estandar de relacion de areas y la concentracion de etanol
absoluto en solucion acuosa (Figura 5.1).

Curva estandar de etanol absoluto

» Se realizé una curva estandar de etanol en concentraciones de 0 a 100 g/L, contra
la relacion de areas pico.

= Se prepar6 la solucion stock de etanol y 1-butanol; pesando 100 g y 10 g respec-
tivamente. Se aforaron a 1 L con agua destilada cada uno.

Tabla 5.1: Los resultados obtenidos en el cromatografo de gases para la construccion
de la curva estandar.

EtOH (g/L.) Area EtOH Area 1-Butanol Agon/A1_pu

0 0 6634.43 0
20 9292.46 6400.48 1.45
40 18997.72 6627.96 2.84
60 28354.86 6622.46 4.28
80 38176.22 6687.6 5.71
100 47361.72 6716.5 7.05

5.4. Resultados cromatografia de gases

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos del andlisis por croma-
tografia de gases de las muestras de fermentado de jugo y melaza.
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Agoid/A, = 0.071[EtOH]

R,=0.999

0 20 40 60 80 100

EtOH g/L

Figura 5.1: Curva de calibracion estandar de etanol absoluto.

5.5. Rendimiento

Se us6 la ecuacion 5.1 para calcular el rendimiento de las tres diferentes concen-
traciones de azucar:

P
REtOH = —— 5.1
— (5.1)
Donde:
R EtOH es el rendimiento de la conversion de bioetanol, P es la maxima concen-

traciéon de etanol producida y S;-Sy es la diferencia entre la concentracién de glucosa
inicial y residual.
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Tabla 5.2: Areas obtenidas del analisis de Bioetanol con cromatografia de gases.

Muestra Area Etanol Area Butanol Apion/Apw  Bioetanol
(U?) (U?) (g/L)

A)
1 28038.57 + 552.78  7071.20 + 87.98 3.96 & 0.03 55.83 £ 0.46
2 20854.60 + 1195.98 7085.80 4+ 400.25 2.94 £ 0.01 41.43 £ 0.15
3 10958.40 4+ 268.42 7113.87 4+ 238.42 1.54 +0.02 21.73 + 0.24
4 11165.20 4+ 214.77  7149.07 4+ 146.94 1.56 &= 0.00 22.03 £ 0.05
5) 11317.07 &£ 195.07 7402.27 &+ 181.75 1.53 £ 0.01 21.53 &= 0.19
6 20854.60 + 1195.98 7085.80 4 400.25 2.94 & 0.01 41.43 4+ 0.15
7 21590.77 + 3098.61 7166.90 + 305.29 3.01 £ 0.38 42.42 + 5.39
8 20854.60 + 1195.98 7085.80 4+ 400.25 2.94 4 0.01 41.43 4+ 0.15
9 27209.30 + 793.55 7074.17 £+ 215.15 3.85 £ 0.02 54.16 £+ 0.23
10 26807.23 + 125.53  7145.13 £ 133.63 3.75 £ 0.08 52.83 £+ 1.19
11 20854.60 £ 1195.98 7085.80 £ 400.25 2.94 4+ 0.01 41.43 £ 0.15
12 21031.10 & 776.27 7264.97 & 330.75 2.90 £ 0.04 40.76 £ 0.61
13 20854.60 £ 1195.98 7085.80 + 400.25 2.94 £ 0.01 41.45 £ 0.15

B)
1 27069.55 + 709.16  6963.70 + 186.82 3.89 4 0.00 54.75 £ 0.03
2 18118.75 + 106.99  6908.05 + 55.79  2.62 £ 0.04 36.94 £ 0.52
3 9910.45 £ 331.56  6964.60 £+ 181.02 1.42 4+ 0.01 20.04 £ 0.15
4 9871.55 £ 619.78  6851.80 £+ 464.14 1.44 + 0.01 20.30 £ 0.10
5 10178.05 + 102.60  7098.70 + 54.31  1.43 £ 0.00 20.19 + 0.05
6 18118.75 + 106.99  6908.05 4+ 55.79  2.62 £ 0.04 36.94 + 0.52
7 18044.95 + 739.85  6764.40 + 327.25 2.67 £ 0.02 37.58 £ 0.28
8 18118.75 + 106.99  6908.05 4+ 55.79  2.62 £ 0.04 36.94 £ 0.52
9 26766.25 + 1941.79 6889.60 4+ 471.92 3.88 & 0.02 54.71 4 0.22
10 28437.55 + 413.30 7411.90 + 112.01 3.84 £ 0.11 54.05 £ 1.60
11 18118.75 + 106.99  6908.05 + 55.79  2.62 £ 0.04 36.94 + 0.52
12 17828.60 4 622.68 6957.80 & 214.32 2.56 £ 0.01  36.09 &= 0.15
13 18118.75 + 106.99  6908.05 + 55.79  2.62 £ 0.04 36.94 £ 0.52




Capitulo 6

Optimizaciéon del proceso de
fermentacion

6.1. Introduccion

Se presenta la diposicion de diseno con los resultados del capitulo 5, para la pro-
duccién de Bioetanol a partir de derivados de cana con un maximo rendimiento, se
optimiz6 por RSM basado 22 factorial disefio central compuesto. Dos series de 13 ex-
perimentos se llevaron a cabo con dos variables, cada variable varia en cinco niveles
(a=1).

El modelo polinomial de segundo orden se ajusté para la produccién de Bioetanol a
partir de jugo (Y ) y melaza (Yp).

6.2. Disposicion del diseno

La serie de experimentos disenados y realizados se muestra en la tabla 6.1

6.3. Analisis ANOVA

La significacion estadistica de la ecuacion del modelo correspondiente se comprobd
mediante la prueba F de anélisis de varianza (ANOVA, Tabla 6.2).
La idoneidad de los modelos fue expresada por el coeficiente de determinacién, R?, que
resulté ser 1 y 0.9998 para produccion de Bioetanol del sustrato A y B, respectivamen-
te. Estos valores indican 100 % de la variabilidad de la respuesta en la produccion de
Bioetanol de A y 99.98 % de la variabilidad de la respuesta en produccion de Bioetanol
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de B. Cabe mencionar que entre méas cerca de 1 esté R?, serd mejor la prediccion de la
respuesta. Cuanto menor sea el valor del coeficiente de variacion (CV) (0.12% para la
porduccion de Bioetanol de A y 0.62% para B), mayor es la precision y la fiabilidad
de los experimentos llevados a cabo. La probabilidad Prob para los modelos de menos
de 0.0001 indico también que los modelos eran muy significativos y Prob no signifi-
cativos de la falta de ajuste para los modelos, indican que los datos experimentales
obtenidos estdn en buen acuerdo con el modelo. Si el valor de Prob de la falta de ajuste
para el modelo es significativo (Prob <0.05), entonces se debe ajustar con otro modelo.

Las respuestas tomadas de la Tabla 6.3 reveld que Ay, Ay, AjAy, A2 A2 son tér-
minos significativos del modelo con los valores de Prob menor de 0.05 Por otro lado,
Bi, By, B3 son términos significativos del modelo.

6.4. Parametros estimados para la produccioén de eta-
nol

En la figura 6.1 se muestra que los graficos en 3-D de las superficies de respuesta
representan graficamente la ecuacion de regresion. Usando graficos de superficie de
respuesta, la interaccion entre dos variables y su nivel éptimo son faciles de compren-
der y localizar. El grafico A y B se ilustra la interaccion entre las concentraciones de
Biomasa, Azucares y produccion de bioetanol de jugo y melaza, respectivamente.

Los rendimientos de conversion de aztcar a Bioetanol se presentan en la figura 6.2,
los resultados mostraron que un nivel 6ptimo (tabla 6.4) se observa cerca del valor
inicial de concentracion de biomasa y cerca del valor central de concentraciéon azicares
reductores.

Myers y Montgomery (Metodologia de Superficie de Respuesta) describen un mé-
todo de respuesta miltiple llamado conveniencia (diserability). El método hace uso de
una funcion objetivo D (ecuacion 6.1), llamada la funcion de conveniencia. Que refleja
los limites convenientes para cada respuesta (d;). Los limites convenientes son de cero
a uno (de menos a mas deseable, respectivamente).

o~ (1) o

Donde n es el namero de respuestas en la medida. Para la optimizacién simultdnea
de cada respuesta debe tener un valor bajo y alto asignado a cada objetivo. El campo
Objetivo de las respuestas debe ser una de las cinco opciones: ninguna, maximo, mi-
nimo, blanco, o rango. El significado de los parametros objetivo son:
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Figura 6.1: Graficos de superficie de respuesta y contorno que muestran el efecto de
las concentraciones de biomasa, aztcares reductores y Bioetanol

Maximo: Minimo:
d; = 0 si la respuesta <Valor bajo d; = 0 si la respuesta <Valor bajo
0 < d; <1 como respuesta varia de bajo a alto 0 > d; > 1 como respuesta varia de bajo a alto
d; = 1 si la respuesta >Valor alto di = 1 si la respuesta >Valor alto
Blanco:
d; = 0 si la respuesta <Valor bajo Rango:
0 < d; <1 como respuesta varia de bajo a blanco d; = 0 si la respuesta <valor bajo
1 > d; > 0 como respuesta varia de blanco a alto d; = 1 como respuesta varia de bajo a alto
d; = 0 si la respuesta >Valor alto d; = 0 si la respuesta >valor alto

En este trabajo se obtuvo una conveniencia de 0.952 para el sustrato A y para el
sustrato B de 0.943 como se observa en la figura 6.3.
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Tabla 6.1: Disposicion de disenos.

Factor 1 Factor 2 Respuesta 1 Respuesta 2
Corrida  Biomasa Azucares Bioetanol Rendimiento
ufc/mL  reductores (g/L) (g/L) %
A) B) A) B) A) B) A) B)
1 3.0 x 107 200 55.833 54.750 30.929 30.839
2 2.0 x 107 125 41.433 36.944 37.812 33.749
3 1.0 x 107 50 21.733 20.040 47.577 44.870
4 3.0 x 107 50 22.033 20.295 48.241 45.440
5 2.0 x 107 50 21.533 20.194 47.103 45.247
6 2.0 x 107 125 41.433 36.944 37.812 33.749
7 3.0 x 107 125 42.433 37.579 38.788 34.311
8 2.0 x 107 125 41.433 36.944 37.812 33.749
9 2.0 x 107 200 54.167 54.711 29.928 30.828
10 1.0 x 107 200 52.833 54.051 29.318 30.441
11 2.0 x 107 125 41.433 36.944 37.812 33.749
12 1.0 x 107 125 40.767 36.087 37.194 33.068
13 2.0 x 107 125 41.433 36.944 37.812 33.749
A), Jugo

B), Melaza
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Tabla 6.2: Analisis de varianza para la produccién de Bioetanol de jugo y melaza de

cana.

Fuente sCt  gl?

MC¢ Valor de F

Prob >F

Bioetanol de Jugo [R? = 1, R*mod = 1, R%*pred = 0.9999, CV=0.12 %]

Modelo 1630.16 5
Residual 0.02 7
Falta de ajuste 0.02 3
Error puro 0 4
Total 1630.18 12

326.03
2.44e-003
95.70e-003

1.34e+4-005 <0.0001

0

Bioetanol de melaza [R? = 0.9998, R?*mod = 0.9996, R*pred = 0.9979,

CV=0.62 %]
Modelo 1769.26 5
Residual 0.37 7
Falta de ajuste 0.37 3
Error puro 0 4
Total 1769.64 12

353.85

6657.72 <0.0001

0.05

0.012

0

?SC, suma de cuadrados
bo], grados de libertad
°MC, media cuadrada

Prob >F, Probabilidad de la falta de ajuste

CV, coeficiente de variacion
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Tabla 6.3: Coeficientes estimados de miltiples determinaciones de la produccion de

etanol de jugo y melaza utilizando valores codificados

Factor Coeficiente Error 95 % 1C Valor de ' Prob >F

estimado  estandar Bajo  Alto

A) Produccion de Bioetanol de jugo

Intercepcion 41.42 0.021 41.37 41.47
Ay 0.83 0.020 0.78  0.88 1683.84 <0.0001
A, 16.26 0.020 16.21  16.3  6.49e+005 <0.0001
AjA, 0.67 0.025 0.62 0.73 746.43 <0.0001
A? 0.21 0.030 0.14  0.28 50.32 0
A2 -3.54 0.030  -3.610 -3.47 14168.12  <0.0001
Ya = 41.42 + 0.83A; + 16.26A5 + 0.67TA;Ay + 0.21A% - 3.54A2
B) Produccion de Bioetanol de melaza
Intercepcion 36.95 0.1 36.73  37.18
B, 0.41 0.09 0.19  0.63 18.77 0.0034
Bs 17.16 0.09 16.94 17.39  33256.75  <0.0001
BB, 0.11 0.12 -0.16  0.38 0.928 0.3674
B? -0.14 0.14 -0.47  0.19 0.995 0.3517
B2 0.48 0.14 0.15 0.81 12.02 0.0105
Yp = 36.95 + 0.41B; + 17.16B; + 0.11B,B, - 0.14B? - 0.48B2
IC, Intervalo de confianza
A1 By, concentracion de Biomasa
A, B,, concentracion de azicares
Y 4, concentracion de Bioetanol apartir de jugo
Y B, concentracion de Bioetanol apartir de melaza
Tabla 6.4: Parametros 6ptimos.
Concentracion Rendimiento Conveniencia
Biomasa  Azicares Bioetanol de Bioetanol
(ufc/mL) — (g/1) (g/L) 7
@ 1.2 120.79 40 37.97 0.952
b 1.2 140.13 40 32.12 0.943

® Solucién para jugo
b Solucién para melaza
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Conclusiones

Con base a lo estipulado en los capitulos de este trabajo investigacion se puede
concluir lo siguiente:

= Se estableci6 un proceso de fermentacion para la produccion de bioetanol, asi
como también se determiné la presencia de bioetanol de jugo y melaza de cana
de azicar por medio de cromatografia de gases.

= El principal aporte de esta tesis fue el estudiar la cinética de crecimiento para
encontrar las mejores condiciones en el proceso de fermentacion de jugo y melaza
de cana de azicar en el estado de Chiapas. Esto se hizo maximizando el rendi-
miento de conversion de azicar a Bioetanol y la produccién de este; minimizando
la concentraciéon de azicares reductores y biomasa.

= Como se planted en la hipotesis, si se incrementa la concentracion de biomasa
y la concentracion de azlcares reductores en los sustratos es posible obtener la
maxima concentracién de bioetanol, esto se cumple pero se obtiene un minimo
rendimiento de conversion de azucar.

= El resultado de analisis estadistico nos arrojé que la mejor condiciéon para obtener
bioetanol es usando jugo de cafia de azticar con 1.2 x 107 ufc/mL de levaduras,
120.79 g/L de azucares, produciendose 40 g/L de bioetanol con un rendimietno
de 37.97%.

= Por medio de la cinética de crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae
Y2034 vy la cinética de reduccion de azicares reductores, se pudo determinar que
el mejor sustrato para producir biomasa es melaza de cana de azucar.
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Apéndice A

Conteo de células viables

Fundamento:

Para la realizacion de

este proceso es necesario contar con el

equipo necesario.

Objetivo: Determinar células viables.

Simbolos y abreviaturas
mL  mililitro

pL microlitro

min minutos

Reactivos
Azul de tripano

Materiales

Micropipeta de 100 L
Micropipeta de 1000 pL

Piseta

Puntas de micropipeta de 100 pulL
Puntas de micropipeta de 1000 ul
Camara de neubauer

e e S R e

Equipos e instrumentos
Microscopio 6ptico

41

Procedimiento:

1.

Se prepara una soluciéon de 100 ul
de medio fermentado y 1000 ul. de
agua destilada (1:10).

Se extraen 10 puL y se descargan so-
bre la cadmara de neubauer.

. Anadir 1 gota de azul de tripano.

Dejar reposar durante 1 min.

Colocar por encima un cubreobjetos
y enfocar el microscopio 6ptico con
el objetico a 40x.

Se cuenta el nimero de células de la
siguiente forma:

) : _ cel _lmm?
Células viables = vol 0,00lmL

Donde:

cel = Numero de células contadas

vol = Vélumen de la camara de neu-
bauer
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Apéndice B
DNS

Fundamento: Para la realizacién de

Reactivos

este proceso es necesario preparar varias
soluciones, descritas acontinuacion.

Objetivo: Determinar la concentracion
de azucares reductores en tres diferentes
sustratos.

Acido acético glacial

Acido 3,5-dinitrosalicilico

Alcohol etilico al 96 %

Fenol estabilizado USP 89.4 %

Agua destilada H,O
Fructosa

Hidréxido de sodio

Silica gel

Sulfito de sodio NaySOs3

Simbolos y abreviaturas
%  porcentaje

mL  mililitro

pl microlitro

°C grados centigrados
nm nanémetros
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Materiales

Barra magnética

Celdas

Frascos ambar con tapa

Gradilla

Hielo

Espatula

Vidrio de relog

Matraz volumétrico de 100 mL
Matraz volumétrico de 250 mL
Micropipeta de 100 pL
Micropipeta de 1000 uL

Piseta

Puntas de micropipeta de 100 uL
Puntas de micropipeta de 1000 ul
Termometro

Tubos de ensayo

Vaso de precipitado de 100 ml

}—‘EHOTOT?—‘P—‘HHH}—‘}—‘HHHCO}—‘

Equipos e instrumentos

Espectrofotometro UV-Vis

Balanza analitica

Campana de extraccion

Placa de calentamiento con agitacion
Bano maria

Soluciones:
1. Solucion de Fructosa 15 mM

a) Pesar 0.27 g de Fructosa

b) Aforar a 100 ml con agua des-
tilada.

2. Solucion de DNS

a) Pesar 1 g de DNS; 0.1315mL
de fenol estabilizado USP al
89.4%, 0.05 g de NaySO3 y 1
g de NaOH.

b) Disolver el NaOH con el DNS
con agitacion constante y ca-
lentamiento; dejar enfriar y

Apéndice B. DNS

adicionar fenol y Nay,SO3 has-
ta disolucién total.

c¢) Aforar a 100 mL con agua des-
tilada.

d) Guardar la solucion en un fras-
CO 0SCuro.

3. Solucién Patron

a) Medir 300 uL de buffer de ex-
traccion.

b) Mezclar con 3 mL del reactivo
DNS.

Procedimientos:

1. Construccion de curva estandar de
fructosa

a) Construir tabla especificando:
nimero de tubos de ensayo,
cantidad de agua destilada y di-
solucién de fructosa 15 mM

b) Constrida la tabla, verter en 6
tubos de ensayo la soluciéon de
fructosa con agua destilada de
acuerdo a la tabla.

¢) Hacer 6 diluciones por duplica-
do a partir de los tubos obteni-
dos, mezclando 300 pL de cada
una de las soluciones de fruc-
tosa con 3 mL de DNS 1% y
someter a bano maria a 100°C
por 10 min.

d) Enfriar los tubos para detener
las reacciones quimicas.

2. Analisis de las muestras

a) Someter las diluciones de las
muestras a bano maria a 100°
por 10 min.

b) Enfriar los tubos introducién-
dolos en hielo o agua helada.
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¢) Homogeneizar la muestra para tos.
leer la absorbancia a 546 . e) Continuar el mismo procedi-
3. Lectura de la absorbancia miento con las demés dilucio-
nes. vertiéndolas de menor a
a) Encender el equipo, Espectrofotémetro- mayor concentracion.
Computadora, y esperar 10 .
min. f) Enjuagar la celda con agua des-

tilada.
b) Seleccionar la longitud de onda Hada

(546mm). g) Concentrar datos en una tabla

¢) Introducir la muestra que fun- y hacer grafico de calibracién.

cionard como blanco. h) Calcular azucares reductores
d) Se introduce la celda en el es- usando gréafica de absorbancia
pectrofotometro, se leen los da- y formula.

Figura B.1: Muestras con reactivo DNS.
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Figura B.2: Curva de calibracion estandar de fructosa usada para medir aztcares
reductores en jugo de cana de azucar.
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Figura B.3: Curva de calibracion estandar de fructosa usada para medir aztcares
reductores en melaza de cana de aztcar.



Apéndice C

Ruta completa de Embden-Meyerhof

Si comenzamos con una molécula de glucosa y anadimos todas las reacciones que
participan en su conversiéon a dos moléculas de piruvato de acuerdo con el esquema
Embden-Meyerhof, el resultado es:

glucosa +2NAD" +2ADP*” + PF —
2piruwvato” + 2NADH + 2ATP' +2H" + 2H,0 (C.1)

Tres procesos acontecen simultaneamente: la glucosa es oxidada a piruvato, el NAD
(nicotinamida adenina dinucleétido) es reducido a NADH (NAD en su forma reducida),
y el ADP (adenosin difosfato) es fosforilado para formar ATP (adenosin trifosfato).
No se realiza la ruta Embden-Meyerhof sin los tres procesos, lo cual quiere decir que
el ADP, P, y NAD, asi como la glucosa, deben estar presentes.

La velocidad de la rutaEmbden-Meyerhof al igual que la velocidad de fosforilacion
oxidativa, es una parte controlada por la velocidad de utilizacion del ATP.

La conversion de una molécula de glucosa en dos moléculas de piruvato origina una
produccién neta de dos moléculas de ATP a partir de ADP y Py, deteniéndose el
proceso cuando todo el ADP o P; acelera la formacioén de piruvato y la generaciéon
de ATP hasta que las velocidades de utilizacion y produccion alcancen el equilibrio.
(McGilvery, 1977)
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Apéndice D

* »
Fermentacion

Fundamento: Para la realizacion de es- Equipos e instrumentos
te proceso es necesario asegurar que exista Potenciémetro
un ambiente anaerébio. Refractometro

Microoscopio

Objetivo: Fermentar el sustrato con las Agitador magnetico

condiciones 6ptimas para el proceso. o
Procedimiento:

1. Inocular el medio con el cultivo de
Simbolos y abreviaturas Saccharomyces cerivisiae.
g gramos
mL  mililitro
°C  grados centigrados
atm atmosferas

min  minutos 3. Mantener la temperatura a 30°C du-
rante la fermentacion.

2. Colocar en los agitadores magnéti-
cos y agitar constantemente durante
12 0 24 h.

Reactivos ) . ;
Acido sulfarico 1,50, 4. Monitorear biomasa, azlcares re-
hidréxido de potasio KOH ductores y pH.
Extracto de levadura 5. Concentrar datos y elaborar grafi-
Peptona de caseina COS.
Agua destilada H,0 Nota: Cuando el pH de la solucion no
i se encuentra en las condiciones Optimas
Materiales (pH 5) para el crecimiento de la levadu-
Cédmara de neubauer 1 ra. Agregar 1 g/l de acido -HySOy- o base
Termdémetro 1

-KOH-, segtn sea el caso.

49
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Apéndice E

Preparacion del medio YPD

Fundamento: Preparar los medios es Materiales
un requisito bésico para cualquier fermen- Tubos de ensayo (13x100) 5
tacion, ya que una vez sembrada la leva- Pipeta (10 mL) 1
dura favorece su crecimiento. Matraces erlenmeyer (125 mL) 2
Objetivo: Preparar medio solido y liquido. Papel aluminio
Cajas petri 5
Espéatula 1
Algodon
Alcohol etilico
_ i Papel estraza
Simbolos y abreviaturas Barras magneticas 9
&  8ramos Tubos falcon 5
mL  mililitro
°C  grados centigrados Equipos e instrumentos
atm atmosferas Autoclave
min _minutos Balanza analitica
Campana de flujo laminar
Incubadora
Agitador magnetico
Reactivos Incubadora
Agar bactereologico
Dextrosa, CeH,2056 Procedimiento:

Extracto de levadura

Peptona de caseina
Agua destilada H,O

1. Se utiliza alcohol etilico a 96° se lim-
pia la mesa de trabajo antes de ini-
ciar la préctica.

ol



. Preparar el medio sélido YPD en un
matraz (Extracto de levadura 1% -
Peptona 2% - Dextrosa 2% - Agar
2%).

. Mezclar los reactivos con agua des-
tilada y mantener en agitacion.

. Preparar el medio liquido YPD en
un matraz (Extracto de levadura 1%
- Peptona 2% - Dextrosa 2 %)

. Mezclar los reactivos con agua des-
tilada y mantener en agitacion

Apéndice E. Preparacion del medio YPD

6. Con el autoclave se esteriliza el ma-

terial y los medios a 121° C, 1 atm
durante 15 min y dejar enfriar.

. Dentro de la campana de flujo lami-

nar vaciar el medio sélido en cajas
petri y tubos de ensayo. Y el medio
solido en tubos falcon.

. Dejar que se solidifique el medio soli-
do y conservar en refrigeracion hasta
su siembra.

Figura E.1: Medio YPD liquido en tubos falcon y sélido en cajas petri.



Apéndice F

Preparacion del medio de

fermentacion

Fundamento: La levadura necesita de
un medio de cultivo 6ptimo que cuente
con los nutrientes necesarios para su creci-
miento y produccion de bioetanol durante
el proceso de fermentacion.

Objetivo: Preparar el medio de fermen-
tacion.

Simbolos y abreviaturas
g  gramos
L litro
°C  grados centigrados
min minutos

Reactivos
Fosfato de amonio (NH4)2S04
sulfato de magnesio  MgSO,-TH,O
Extracto de levadura

Materiales
Matraz erlenmeyer 1
Probeta 1
Barra magnética 1

Papel aluminio

23

Equipos e instrumentos
Autoclave
Balanza analitica

Procedimiento:

. Adicionar a los matraces 100 mL de

cada uno de los sustratos (jugo y me-
laza de cana de azticar) junto con las
sales en las siguientes proporciones:
0.02 g/L de sulfato de magnesio, 0.2
g/L fosfato de amonio y 2 g/L de
extracto de levadura.

. Homogeneizar.

. Colocar las moscas magnéticas a ca-

da matraz y tapar. perfectamente
con papel aluminio.

. Esterilizar a 121°C por 15 min.

. Enfriar el medio.
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Apéndice G

Siembra de la levadura

Fundamento: En la siembra el conte-
nido de nutrientes en condiciones de este-
rilidad, son ideales para el crecimiento de
la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Objetivo: Propagar la levadura en me-
dio sélido y liquido para establecer la téc-
nica de siembra de la levadura.

Simbolos y abreviaturas
°C grados centigrados
h  horas

Materiales
Tubos inclinados (13x100) 5
Cajas petri con medio sélido 5
Tubos falcon con medio liquido 5
1
1
5

Asa
Mechero de alcohol
Palillos estériles

Equipos e instrumentos
Campana de flujo laminar
Incubadora

95

Procedimiento:

1. Para evitar que el medio YPD se

contamine se utiliza la campana de
flujo laminar.

. Se emplea un asa esterilizada, se to-

ma una sola colonia del tubo de en-
sayo que contiene la levadura S. ce-
revisiae. Y2034 y se estria en el me-
dio solido YPD, esterilizar nueva-
mente el asa y repetir el procedi-
miento con el resto de las cajas y
tubos inclinados.

. Las cajas sembradas se introducen

en la incubadora a una temperatura
de 28°C durante 48 h.

. Con un palillo, se toma una colonia

de las cajas petri que contiene la le-
vadura §. cerevisiae. Y2034 y se in-
troduce en los tubos falcén que con-
tienen medio liquido YPD, tomando
otro palillo repetir el procedimiento
con el resto de los tubos falcon.
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5. La solucién sembrada se introduce 6. Conservar los tubos en refrigeracion
en la incubadora a una temperatura hasta preparar el medio de fermen-
de 28°C durante 48 h para su creci- tacion.
miento.

Figura G.1: Crecimiento de la levadura S. cerevisiae en medio YPD liquido y solido.



Apéndice H

Preparacion de muestras

Fundamento: La determinacién de
Bioetanol, es muy importante para el es-
tudio de fermentaciones ya que permite
conocer la eficiencia de conversion de ma-

teria organica.

Objetivo: Determinar Bioetanol por
cromatografia de gases y espectrometria 3

de masas.

Simbolos y abreviaturas

pl. microlitro
°C  grados centigrados
h  horas
min minutos
rpm revoluciones por minuto

Materiales
Tubos eppendort 27
Puntas azules 27

Micropipeta de 1000 uL. 1

Equipos e instrumentos
Centrifuga

Procedimiento:

1. Pipetear de uno de los matraces 1000
1L de mosto y en el tubo eppendorf.

2. Centrifugar a 3000 rpm a 15 °C por
15 min.

. Tirar el precipitado.

4. Analizar por cromatografia de ga-
ses y espectrometria de masas (CG-

5. Realizar los pasos anteriores para ca-
da unos de los matraces utilizados en
la fermentacion.

6. Congelar a -20 °C
En caso de ser transportado:

1. Transportarlo en hielo seco o en una
hielera con bolsas de gel.

2. Antes de analizar por CG-EM des-
congelar.
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Apéndice 1

Dilucién de azul de tripano

Fundamento: El reactivo azul de tri-
pano se utiliza para teniar células muertas
y poder contar con facilidad células via-
bles.

Objetivo: Preparar azul de tripano.

Simbolos y abreviaturas
g  gramos
mlL  mililitros

Reactivos
Acido lactico 85 % CH;COOH
Glicerol CngOg
Agua destilada
Azul de tripano en polvo

Materiales
Matraz erlenmeyer de 250 mL 1
Barra magnética 1
Espatula
Vidrio de relog 1
Probeta de 100 mL 1
Pipeta de 10 mL 1

Papel alumio

Equipos e instrumentos
Agitador magnético
Balanza analitica

Procedimiento:
1. Medir 87.6 mL de icido lactico
2. Pipetear 6 mL de glicerol

3. Mezclar todos lo ingredientes en un
matraz

4. Aforar a 100 mL

5. Pesar 0.05 g de azul de tripano, agre-
gar a la soluciéon y agitar.

Nota: A la mezcla de 6.4 % de glicerol,
87.6 % de acido acético y 6% agua se le
conoce como lactoglicerol.

29
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