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RESUMEN

Los acidos grasos volatiles (AGV) son compuestos lineales de carboxilato de cadena corta
de dos a seis atomos de carbono. Los AGV pueden ser utilizados como compuestos
precursores de biocombustibles gaseosos como metano e hidrogeno y liquidos como
butanol y biodiésel. Este estudio presenta la fermentacion de un sustrato lignoceluldsico
donde se evaluaron los efectos individuales del tiempo de retencion de sélidos (TRS) y la
carga organica (CO) sobre la producciéon de AGV vy la selectividad de acido acético y
butirico. En una primera fase, se operaron reactores semicontinuos independientes para
evaluar las CO de 10, 40, 60 y 80 gST/kg-d y los TRS de 2.5, 5.0 y 7.5 d. Solo la CO
presentd efecto significativo sobre la produccion de AGV, donde la maxima produccion de
18 + 3 gpqoeg/L se obtuvo a una CO de 60 gST/kg-d. Por otro lado, el TRS tuvo efecto
significativo sobre la productividad, donde la maxima productividad de 4.5 + 0.7 gpgoeq/L
se obtuvo al menor TRS de 2.5 d. Ni la CO ni el TRS tuvieron efecto sobre la selectividad
de 4cido butirico y acido acético, representando 36% y 34%, respectivamente en casi todas
las condiciones de operacion. En la segunda fase, se estudid la produccion de butanol
utilizando diferentes porcentajes de un hidrolizado termoquimico (0%, 25%, 50%, 75% y
100%), donde la mayor produccién y rendimiento de butanol fueron de 4.7 £ 0.3 g/L y 0.44
+ 0.02 g/g, respectivamente, en la condicion de 100%. La presencia de HMF y furfural en
bajas concentraciones (0.11 g/L y 0.03 g/L respectivamente) estimularon la produccion de
butanol. Finalmente, la adicion de 4.3 g/L de acido butirico al inicio de la fermentacion
acetobutilica con Clostridium saccharobutylicum BAA-117 incrementd 1.2 veces la

produccion de butanol.
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1. INTRODUCCION

El crecimiento de la poblacion mundial tiene como consecuencia una mayor
demanda de energia. Los combustibles de origen f6sil han permitido el desarrollo de la
sociedad actual. Sin embargo, en ultimos afios ha disminuido la disponibilidad de
combustibles fosiles, mientras ha incrementado la dificultad de acceso a nuevos
yacimientos petroleros. Aunado a lo anterior, existen diversos efectos adversos al ambiente
debido a la extraccion, procesamiento y uso de los combustibles fosiles, principalmente
emisiones de gases de efecto invernadero (GEI). Por lo tanto, se ha incrementado el
desarrollo de fuentes de energia renovables para cubrir la demanda energética actual (Li et
al., 2019). La biomasa se encuentra entre las opciones prometedores de energias
renovables. Entre los diferentes tipos de biomasa, los residuos lignoceluldsicos, compuestos
principalmente de celulosa, han generado un gran interés debido a su disponibilidad y
potencial obtener biocombustibles de segunda generacion, por ejemplo, biocombustibles
gaseosos como el metano e hidrogeno y combustibles liquidos para el sector transporte
como etanol y butanol (Sanchez et al., 2017; De Bhowmick et al., 2018; Valdez-Vazquez
& Sanchez 2018). La produccion de combustibles liquidos como etanol se lleva a cabo
mediante fermentacion alcohdlica usando levaduras, mientras que la produccion de butanol
se lleva a cabo mediante fermentacion acetobutilica con bacterias anaerobias del género
Clostridium (Jones & Woods, 1986). Durante la fermentacion acetobutilica, se producen
ademas acetona y etanol, por lo que cominmente se le denomina fermentacion ABE
(acetona-butanol-etanol) (Haigh et al., 2018; Li et al., 2019). En la actualidad la
investigacion esta enfocada en el desarrollo de tecnologias de produccion de bio-alcoholes

de segunda generacion. El primer paso consiste en el pretratamiento del residuo



lignocelulodsico para incrementar la accesibilidad a la celulosa, seguido de la hidrolisis en la
que, por la actividad de enzimas especificas, se lleva a cabo el rompimiento de las cadenas
de celulosa en mondémeros de glucosa. En el siguiente paso, los azucares son fermentados
en bio-alcoholes (etanol o butanol), los cuales son finalmente recuperados en un proceso de
destilacion (Amiri & Karimi 2018). Una de las propuestas para la produccion de
biocombustibles de segunda generacion estd basado en plataformas bioquimicas, primero,
el esquema conocido como la Plataforma de Carboxilato (Lynd et al., 2005; Xin et al.,
2018), seguido de la fermentacion ABE. En esta plataforma ocurre como primer paso un
proceso de fermentacion acido-mixta realizada con consorcios microbianos que no
requieren condiciones estériles ni utilizacion de enzimas para producir un efluente rico en
acidos organicos. En la segunda etapa, ocurre la fermentacion ABE donde se utiliza un
hidrolizado como fuente de carbono y la corriente de acidos organicos anteriormente

producida como precursor de acetona y butanol (Stein et al., 2017).

En el presente trabajo, se propuso la evaluacion del efecto de tiempo de retencion de
solidos y carga organica sobre la produccion y selectividad de acidos organicos (acético y
butirico) como precursores de acetona y butanol durante una fermentacion acetobutilica. El

sustrato utilizado consistié en paja de trigo, debido a su disponibilidad en el pais.



1.2 OBJETIVO GENERAL

Producir &cidos orgénicos (acidos acético y butirico) como precursores de acetona y

butanol en una fermentacion acetobutilica a partir de paja de trigo.

1.3 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el efecto del tiempo de retencion de sélidos y la carga organica sobre la
produccion y selectividad de acido acético y butirico a partir de paja de trigo
utilizando consorcios microbianos.

e Determinar el efecto de efluentes acidogénicos sobre la produccion de acetona-

butanol-etanol a partir de hidrolizados de paja de trigo.

HIPOTESIS

» El control de variables de operacion como el tiempo de retencion de sélidos y la
carga organica permitirdn incrementar la produccion y modular la selectividad de
acido acético y butirico, los cuales serviran como precursores de acetona y butanol

en una etapa de fermentacion acetobutilica subsecuente.



2. MARCO TEORICO

2.1 COMBUSTIBLES FOSILES Y EFECTOS EN EL MEDIO AMBIENTE

A nivel mundial en 2017, la produccion global de energia primaria fue de 13,800
millones de toneladas equivalentes de petroleo, con un aumento del 0.5% en comparacion
de 2016. Los paises con mayor produccion fueron China (17.2%), Estados Unidos (13.9%),
Rusia (10%), Arabia Saudita (5%) e India (4%). México se situd en el doceavo puesto,
escalando un lugar en comparacion a 2016, con el 2.8% de la energia total producida en el

mundo (Balance Nacional de Energia, 2017; IEA World Energy Balances, 2018).

Continuando con México, la Secretaria de Energia (SENER) a través del Balance
Energético Nacional 2017, reporta una produccioén de energia de 7,027 PJ. De los cuales,
las principales fuentes son los combustibles fosiles con un 89%, energia nuclear 1.61% y
energias renovables solo 9.47% (conformada por hidroeléctrica 1.63%, geotérmica 1.81%,

solar 0.22%, viento 0.54%, biomasa 5.23% biogas 0.04%).

En 2018, se emitieron a nivel mundial debido al uso de combustibles fosiles un total
de 33,143 millones de toneladas de didoxido de carbono, de las cuales el sector transporte
contribuye con el 20.50% de las emisiones de GEI, mientras que la generacion de energia
contribuye con el 28.40% (IEA, 2018). Para México, siguiendo la metodologia establecida
por el Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC), en 2015,
el sector transporte aportd el 26.20% de las emisiones de GEI (Inventario Nacional de

Gases de Efecto Invernadero 2015).

Ademas de los efectos negativos del uso de combustibles fosiles en el clima global,
existe una alta variabilidad en el comportamiento de los precios, una notable disminucién

de las reservas petroleras aunado a un creciente aumento de la demanda global de energia,

4



haciendo necesario desarrollar tecnologias de produccion de energias renovables (Ruiz et

al., 2016).

2.2 BIOENERGIA Y BIOCOMBUSTIBLES

La Ley de Promocion y Desarrollo de los Bioenergéticos publicada en México en
2008, define a los biocombustibles como los combustibles obtenidos a partir de biomasa,
provenientes de materia organica de las actividades agricola, pecuaria, silvicola,
acuacultura, algacultura, residuos de la pesca, domésticos, comerciales, industriales, de

microorganismos y de enzimas, asi como sus derivados.

2.2.1 Clasificacion de los biocombustibles

Los biocombustibles se clasifican en generaciones seglin la materia prima empleada
para su produccion y su etapa de desarrollo (Christoforou & Fokaides, 2018). Los
biocombustibles de primera generacion (1G) se producen con cultivos alimenticios
especificos mediante tecnologias convencionales, como el bioetanol producido de cafia de
azucar y maiz, el biodiésel a partir de semillas de cartamo o girasol (Eckert et al., 2018;
Kumar et al., 2018; Souza et al., 2018;). Los biocombustibles de segunda generacion (2G)
se producen con materias primas ricas en azucares, pero que no afecten directamente los
productos de la canasta basica de alimentacion humana (Hirani et al., 2018), por ejemplo,
los residuos de cultivos alimenticios del sector agroindustrial, como los rastrojos de
cereales que estdn compuestos por material lignoceluldsico. Los biocombustibles de tercera
generacion (3G) son producidos a partir de la materia prima modificada genéticamente de

modo que facilita los procesos subsecuentes. En los biocombustibles 3G, los agentes de



conversion  (microorganismos, principalmente algas) también son modificados

genéticamente para que el proceso sea mas eficiente (Chisti, 2018).

Otra clasificacion de los biocombustibles es por su estado fisico: solidos, gaseosos y
liquidos (Bhatt et al., 2018). Dentro de los biocombustibles solidos son aquellos materiales
que son usados para combustion directa para generar calor o electricidad. Encontramos
como biocombustibles solidos a las materias lignocelulésicas procedentes del sector
agricola o forestal como pajas, restos de poda, y maderas (Tauro et al., 2018). Los
biocombustibles gaseosos incluyen al hidrogeno y metano, los cuales pueden ser
producidos a través de la digestion anaerobia y fermentacion oscura de materia orgdnica
(Xu et al., 2018). Los biocombustibles gaseosos pueden ser usados en combustion directa o
para la cogeneracion de energia eléctrica. Finalmente, como biocombustibles liquidos se
encuentra el biodié¢sel, producido por la esterificacion de lipidos naturales como aceites
vegetales o grasas animales (Bhatt et al., 2018), y el bioetanol y biobutanol producidos de
la fermentacion de aziicares presentes en cultivos y residuos de origen agricola (Bhatt et al.,
2018). Los biocombustibles liquidos 1G se producen a partir de cultivos energéticos, dichos
cultivos estan enfocados en obtener biomasa transformable en biocombustibles liquidos, en
lugar de producir alimentos (Nanda et al., 2018). Por ejemplo, en Brasil se produce etanol a
partir de cafia de azlcar, mientras que en Estados Unidos se produce etanol a partir de los
almidones de maiz (Appiah-Nkansah et al., 2018). Sobre los biocombustibles 1G, su
valorizacion en la actualidad se debe a tres factores principales: aumento de la seguridad
energética nacional, reduccion de emisiones de GEI y apoyo a comunidades e industrias del

sector rural (Gomiero, 2018).



Los biocombustibles 2G se presentan como una alternativa de mayor
responsabilidad social, considerando que no compiten por recursos para la produccion de
alimentos, respetando asi elementos de soberania alimentaria en paises desarrollados y en
desarrollo (Gonzalez et al., 2018). Estas tecnologias estan actualmente en una fase pre-
comercial y se encuentra en evaluacion su factibilidad y rentabilidad, pero la velocidad a la
que se desarrollan sus tecnologias es muy alta, por lo que existe la posibilidad de que en el
mediano plazo den resultados satisfactorios que permitan su implementacion (Ghosh et al.,
2017). Ademas de la ventaja respecto a la valorizacioén de un residuo sin afectar productos
alimenticios, para biocombustibles 2G se estiman reducciones del 80% en las emisiones de
GEI, en comparacion con los combustibles fosiles, sin la necesidad de modificar los
procesos agroindustriales desarrollados actualmente (Nguyen et al., 2019). Sin embargo,
algunos residuos lignoceluldsicos son utilizados en la alimentacion animal y, por lo tanto,
estan vinculados indirectamente a la cadena alimentaria. Ademas, los impactos sobre la
biodiversidad y utilizacién de agua son también una preocupacion: los cultivos alimentarios
de alto rendimiento requieren una mayor cantidad de agua que si se mantienen dichas
tierras de cultivo en su uso tradicional o de aprovechamiento basico (Campbell et al.,
2018). Actualmente se evalta el impacto a la sustentabilidad que ocasiona su produccion y
uso, desde la perspectiva de analisis de ciclo de vida (Aguilar-Sanchez et al., 2018; Souza

etal., 2018; Roy & Dutta et al., 2019).

Las tecnologias tradicionales en desarrollo para la produccién de biocombustibles
2G se basan en la utilizacion de cultivos puros como indculo y la fermentacion de
hidrolizados de materiales lignoceluldsicos, aumentando los costos de produccion (Valdez-

Vazquez y Sanchez, 2017). Una reciente propuesta para la produccion de biocombustibles



2G es la aplicacién de consorcios microbianos que sean capaces de degradar y fermentar
los residuos lignocelulosicos y su integraciéon en sistemas de produccion eficientes y

robustos (de Souza Moraes et al., 2018; Shanmugam et al., 2019).

2.2.2 Biocombustibles liquidos

El etanol y butanol son biocombustibles liquidos con factibilidad de aplicacion
como sustitutos parciales o totales de la gasolina en vehiculos automotores. Estos alcoholes
presentan una mayor capacidad oxigenante comparados con los combustibles fosiles por su
valor de octanaje (Li et al., 2018). Estos alcoholes tienen entre 110 y 120 de octanaje
comparado con la gasolina Premium comercializada a nivel nacional, con un valor de 93

(Castillo-Hernandez et al., 2012).

2.2.2.1 Etanol

El etanol es un liquido incoloro, volatil, de olor caracteristico y produce vapores que
son mas pesados que el aire (Basile et al., 2018). Es de interés como materia prima para la
industria quimica, farmacéutica, agroalimentaria, entre otras, y es esencial en la produccién
de carburantes para vehiculos automotores (Basile et al., 2018). Su estado liquido le otorga
compatibilidad con la infraestructura de almacenamiento y transporte de gasolina actual (Li
et al., 2018). Como carburante, el etanol actiia como agente oxigenante, aumentando el
indice de octano, reduciendo el consumo de gasolina y las emisiones de CO; entre un 10 al

15% (Li et al., 2018).

De manera tradicional, la industria petroquimica produce etanol a partir de la

hidratacion de etileno en mezcla con 4cido sulfirico concentrado. Por otra parte, el etanol



se produce mediante fermentacion alcoholica de materias primas ricas en carbohidratos por

la accion de levaduras (Ray & Ramachandran, 2018)

La aplicaciéon mas importante del etanol para el sector transporte es como
aditamento para oxigenacion de gasolina tradicional, reemplazando al metil ter-butil éter
(MTBE, por sus siglas en inglés) (Gonzalez et al., 2018). El MTBE es un producto que
mezclado con gasolina, reduce las emisiones de CO,. Sin embargo, el MTEB es un
compuesto contaminante de aguas subterraneas y clasificado por el sector salud como

cancerigeno (Liadi et al., 2018).

Las mezclas etanol-gasolina mas utilizadas actualmente son E25, E15, E10 y ES5, es
decir gasolina al 75%, 85%, 90% y 95% aforadas con etanol (Man et al., 2018). Si las
mezclas de etanol-gasolina en motores de explosion se da en bajas proporciones, 5%, 10%
y 15% (E5, E10 y EI15, respectivamente), no es necesario realizar modificaciones en los
motores y demads sistemas. Pero, si se utilizan mezclas superiores al 85% de etanol (>E85)

motores y aditamentos de los vehiculos requieren modificaciones (Gonzalez et al., 2018).

2.2.2.2 Butanol

El butanol es un alcohol de cuatro carbonos (C4H;00O), por lo que contiene mas
hidrogeno y carbono que el etanol, lo que facilita su mezclado con gasolina, diésel y otros
hidrocarburos del sector transporte (Minteer, 2016). El butanol ha generado atenciéon como
combustible alternativo, de forma similar al etanol, por sus caracteristicas fisicoquimicas y

potencial energético (Jiang et al., 2018; Luo et al., 2018; Wen et al., 2019).

En petroquimica, el butanol se produce principalmente por hidroformilacion de

propileno y gas de sintesis sobre un catalizador para producir n-butiraldehido e



isobutiraldehido, posteriormente la mezcla se hidrogena nuevamente y se destila para

obtener los correspondientes alcoholes (Green et al., 2011).

El butanol presenta beneficios adicionales en comparacion con el etanol: contiene
110,000 BTU' por galon, cercano a los 115,000 del etanol, se puede mezclar con la
gasolina convencional hasta en un 20% (B20), sin tener que hacer adaptaciones en los
motores y es menos corrosivo que el etanol, por lo que se puede mezclar directamente con
la gasolina en la refineria y transportarlo por las mismas infraestructuras petroleras de los

combustibles tradicionales (Elfasakhany et al., 2016).

" BTU, Brittish termal unit, unidad britanica de calor, equivalente a 1,055.05 joules.
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2.3 BIOMASA COMO MATERIA PRIMA DE BIOCOMBUSTIBLES 2G

La biomasa estd representada por cualquier material biologico derivado de
organismos vivos, como son maderas virgenes, cultivos energéticos, lodos de aguas
residuales y residuos agricolas o agroindustriales (Popa & Volf, 2018). La biomasa se
proyecta como una de las materias primas con mayor futuro para la produccién de
biocombustibles en México, considerando que las emisiones de dioxido de carbono (CO,)
son menores comparando con el uso de combustibles fosiles y biocombustibles 1G (Saynes
et al., 2016). Su amplia disponibilidad en diferentes regiones del pais, presenta escenarios

de desarrollo econdmico y sostenibilidad (Ruiz et al., 2016).

Los residuos agricolas y agroindustriales son materiales en estado sélido o liquido,
generados por el consumo directo de productos primarios o su industrializacion, dichos
residuos ya no son de utilidad para el proceso que los generd, pero que presentan capacidad
de aprovechamiento o transformacion para generar otro producto con valor economico de
interés comercial, especificamente, la produccion de biocombustibles (Liguori y Faraco,
2016). Actualmente estos residuos representan un problema ambiental por su inadecuado
manejo, falta de capacidad tecnoldgica y recursos econdémicos para su correcta disposicion
final, asi como una legislacion especifica para promover la gestion de este tipo de residuos,

que asegure un manejo adecuado (Sarris et al., 2018).

2.3.1 Biomasa lignocelulésica

Los materiales lignocelulosicos son clasificados, en seis grupos principales: a)
residuos agricolas, por ejemplo bagazo de cafa de azucar, agave y rastrojos de cereales; b)
maderas duras, como alamo; ¢) maderas blandas, como pino; d) residuos lignocelulésicos,

como los residuos agricolas, paja de trigo, paja de maiz bagazo de cafia; e) biomasa
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herbacea, como alfalfa y zacate y f) fraccion organica de residuos solidos urbanos

(Mussatto, 2016).

La composicion quimica de los materiales lignoceluldsicos consiste principalmente
de celulosa, hemicelulosa y lignina, cada uno en porcentajes alrededor del 44%, 30% y

24%, respectivamente (Mussatto, 2016).

La celulosa es un homopolimero lineal estructurado por moléculas de glucosa
unidas por enlaces B-(1—4). Su estructura se caracteriza por dividirse en regiones

altamente cristalinas y regiones amorfas (Ballesteros et al., 2018). En las regiones
cristalinas, las microfibrillas tienen una estructura altamente ordenada mientras que las
regiones amorfas presentan una estructura desordenada. Cuanto mas ordenada y cristalina
es la celulosa es menos soluble y mas dificil de degradar, esto es de importancia para etapa

de hidrdlisis para bioprocesos para la obtencion de biocombustibles (Ghasemi et al., 2018).

La hemicelulosa esta presente en la pared celular de los materiales lignoceluldsicos,
es un heteropolimero constituido por azicares como D-xilosa, L-arabinosa, D-manosa, D-
glucosa, D-galactosa, D xilulosa y por acidos urénicos (Ballesteros et al., 2018).
Generalmente esta constituida por una cadena principal de un azicar Unico (p. €j. solamente

xilanos) (Naidu et al., 2018)

La lignina es un polimero tridimensional amorfo compuesto de monomeros,
llamados alcoholes cinamilicos, estos son: alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico y
alcohol sinapilico (Ballesteros et al., 2018). La lignina confiere rigidez estructural al
endurecer y sostener las fibras de polisacaridos ademas de participar en el transporte

interno de agua, nutrientes y metabolitos, es mas recalcitrante a la degradacion enzimatica
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que la celulosa y hemicelulosa y estd unida a ambas formando una barrera impermeable que

dificulta el ataque enzimatico (Qiao et al., 2019).

2.3.2 Paja de trigo

El trigo pertenece a la familia de las gramineas (Poaceae), siendo las variedades
mas cultivadas Triticum durum y T. compactum. El trigo ha formado parte del desarrollo
econémico y cultural del hombre, siendo el cereal mas cultivado a nivel mundial, es
considerado un alimento para consumo humano, aunque gran parte se destina a la
alimentacion animal, asi como a subproductos de la transformacion industrial destinado
para piensos (CEPAL, 2017). Los cinco principales estados productores de trigo en el pais
son Sonora, con 1.65 millones de toneladas; Baja California, 447 mil toneladas;
Guanajuato, 343 mil toneladas, Sinaloa, 292 mil toneladas; y Michoacan, 257 mil toneladas

(SIAP, 2018).

Posterior a la cosecha, se realiza la separacion en la que el grano es utilizado para su
procesamiento y consumo, y como subproducto se tiene a la paja de trigo. La paja de trigo
es un material lignoceluldsico rico en azucares, su utilizacion en alimentacion animal esta
limitada por su bajo valor nutritivo (Velasquez et al., 2015). La composicion de la paja
depende de la proporcion de hojas/tallos, el didmetro del tallo y la altura de la planta, de
modo que se presentan variaciones ligadas a la especie y el clima del lugar (Wiselogel et
al., 2018). Su composicion generalmente es celulosa, hemicelulosa y lignina en un 40, 20 y
10%, respectivamente. Ademds de otros compuestos como fenoles, resinas, gomas, entre

otros que constituyen un 5% (Sanchez et al., 2017).

La paja de trigo residual presenta factibilidad para su revalorizacion para la

producciéon de bio-alcoholes mediante procesos biologicos, mediante diferentes rutas
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tecnolodgicas (Sanchez et al., 2017; Amiri et al., 2018; Qureshi et al., 2018; Valdez-

Vazquez & Sanchez, 2018).

2.4 RUTAS TECNOLOGICAS DE PRODUCCION DE BIO-ALCOHOLES 2G

2.4.1 Plataforma bioquimica convencional

La plataforma bioquimica convencional consiste en un proceso secuencial de varias
etapas, en donde el pre-tratamiento, la produccion de enzimas, la hidrdlisis de la celulosa y
la fermentacion de la glucosa se efectiian en reactores diferentes (Amiri et al., 2018). La
principal ventaja de este esquema convencional es que cada etapa se lleva a cabo bajo
condiciones Optimas de pH y temperatura. En una primera etapa la fraccion rica en celulosa
es hidrolizada a glucosa. Posterior a la hidrolisis y separacion de la lignina, la glucosa
resultante es fermentada y convertida en bio-alcoholes. Consiste en general en los

siguientes pasos (Qureshi et al., 2013; Amiri et al., 2018; Sarangi & Nanda 2018).

1. Pretratamiento: Es el rompimiento de la estructura de la matriz lignocelulésica para
liberar la lignina y la hemicelulosa. Las diferentes tecnologias de pretratamiento de
materiales lignocelulosicos pueden ser clasificadas segiin su naturaleza en
pretratamiento fisicos, quimicos, fisico-quimicos y biologicos (Jiang et al., 2018).
Los métodos aplicados suelen combinar diferentes principios mecanicos en
conjunto con efectos térmicos y quimicos con la finalidad de lograr una eficiente
liberacion de azucares. Las lineas de investigacion se enfocan procesos eficientes
con la reduccion de la produccion de inhibidores y un bajo consumo de energia

(Tian et al., 2018).

14



2. Produccidn de enzimas. Para la etapa de hidrolisis de celulosa, se requiere la accion
de tres grupos de enzimas, llamadas endoglucanasas, exoglucanasas y f-glucosidasa
(Simas-Dias et al., 2018). Para la degradacion de la hemicelulosa se requicre la
aplicacion de una menor cantidad de enzimas debido a que tiene menor complejidad
que la celulosa (Gandla et al., 2018). Estas enzimas son adquiridas y adicionadas, o
pueden ser producidas en otro proceso independiente. Estas enzimas pueden ser
producidas por hongos como Trichoderma reesei y Aspergillus niger y algunas
especies de bacterias como Bacillus, Clostridium y Streptomyces (Conesa et al.,
2018; Pang et al., 2018).

3. Hidrolisis enzimatica (Sacarificacion): Consiste en la despolimerizacion de
celulosa con la aplicacion de enzimas especificas que sean capaces de liberar las
azucares simples contenidas en los materiales lignocelulosicos, con el fin de romper
las cadenas de celulosa en mondmeros de glucosa, para su posterior fermentacion
(Guo et al., 2018). Se emplean diversas enzimas, la degradacion de celulosa es
llevada a cabo por celulasas y para la degradacion de hemicelulosa se emplea
hemicelulasa (Li et al., 2018). El proceso en general consiste en los siguiente, el
hidrolizado es agitado (100 rpm), a 45 °C con pH de 5.0 y se afiade la dosis de
enzimas por unidad de volumen de hidrolizado (Saha et al., 2005).

4. Fermentacion: Para la fermentacion acetobutilica del hidrolizado producido, se
requieren microorganismos con la capacidad de metabolizar dos tipos de azucares:
las hexosas (glucosa, manosa y galactosa) y pentosas (xilosa y arabinosa) (Rech et
al., 2019). Ademas, estos microorganismos deben soportar la presencia de
inhibidores, como acidos débiles, furaldehidos y compuestos fendlicos generados en

la etapa del pretratamiento (Ladeira-Azar et al., 2018). En procesos industriales,
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Saccharomyces cerevisiae es capaz de fermentar todo tipo de hexosas con
rendimientos cercanos al teodrico (0.51 g etanol/g glucosa), ademas de mostrar
tolerancia a los inhibidores producidos en etapas previas (Rech et al., 2019). No
obstante, para la fermentacion de materiales lignocelulésicos con S. cerevisiae, no
es posible lograr la conversion de las pentosas como la xilosa, por lo que
actualmente es de interés la aplicacion de microorganismos capaces de fermentar
ambos grupos de azlcares en bio-alcoholes y que sean tolerantes a los compuestos
inhibidores generados durante el proceso (Silva et al., 2018; Tabafiag et al., 2018).

Destilacion: Consiste en la recuperacion de producto, las bajas concentraciones en
el caldo de fermentacion (en general alrededor del 10%), requieren sistemas de
separacion eficientes que permitan su extraccion de forma continua. De manera
tradicional, se utilizan sistemas de membrana usando solventes comerciales (éter de

petréleo, hexano y tolueno) como agente extractor (Rdzanek et al., 2018).

2.4.2 Sacarificacion y Fermentacion Simultanea

El proceso de sacarificacion y fermentacion simultaneas (SSF, por sus siglas en

inglés) consiste en una modificacion del proceso convencional, en el que después del

pretratamiento, se lleva a cabo la sacarificacion y la fermentacion en una sola operacion

unitaria (Haigh et al., 2018).

Varios estudios reportan rendimientos de bio-alcoholes mayores mediante SSF

comparado con el proceso convencional (Haigh et al., 2018; Li, & He, 2016; Saha et al.,

2015). Este proceso permite menor tiempo de incubacion, evitando un efecto de inhibicion

a las enzimas hidroliticas (de Araujo Guilherme et al., 2019). Ademas, desde el punto de
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vista operativo se reducen costos por la disminucion del nimero de reactores y por ende de

equipos y aplicacion de energia (Saha et al., 2015).

Sin embargo, presenta algunas desventajas; las condiciones de operacion para las
etapas de sacarificacion y fermentacion son diferentes, por lo que en SSF deben realizarse a
una temperatura y pH intermedio para ambos casos (37-40°C y pH entre a 4-5) (Shaw et
al., 2018). Por lo que es necesario un control mas estricto de operacion, estas alteraciones

implican la disminucion del rendimiento de alguna de las dos etapas. (Mithra et al., 2018).

2.4.3 Bioproceso Consolidado

El esquema de bioproceso consolidado (CBP, por sus siglas en inglés), consiste en
que la produccién de enzimas, sacarificacion y fermentacion ocurren en un solo reactor
(Lynd et al., 2005). El principal requerimiento del CBP consiste en la aplicacion de un
microorganismo o un conjunto de microorganismos con capacidad de lograr las etapas de
hidrolisis, sacarificacion y fermentacion de la biomasa lignoceluldsica sin la adicion de

enzimas exogenas (Jiang et al., 2018; Xin et al., 2018).

El CBP puede reducir de forma notable los costos de inversion y operacion en
comparacion a los procesos tradicionales de produccioén de bio-alcoholes (Valdez-Vazquez
& Sanchez, 2018; Carrillo-Nieves et al., 2019). Esto resulta al reducir los costos por el
pretratamiento de la materia prima, se evitan condiciones de esterilidad, se evita la
aplicacion de enzimas y ahorro en cantidad equipos e instrumentacion (den Haan et al.,

2018; Singh et al., 2018).

17



2.4.4 Plataforma de carboxilato

Como se mencion6 previamente, para la obtencion de azucares fermentables a partir
de biomasa lignocelulosica son necesarios procesos de pretratamiento e hidrolisis
enzimatica, desafortunadamente la aplicacion de enzimas incrementa los gastos de

produccion (Valdez-Vazquez & Sanchez, 2018).

La tecnologia denominada Plataforma de carboxilato (Holtzapple y Granda, 2009)
ha sido usado para describir proceso bioldgico con la aplicacion de un consorcio
microbiano indefinido, para producir una mezcla de carboxilatos como productos quimicos
de plataforma intermedia hacia la generacion de combustibles mas complejos. Los
carboxilatos son 4cidos organicos disociados que se caracterizan por la presencia de al
menos un grupo carboxilo, producidos por fermentacion acido-mixta (Strazzera et al.,
2018). Los carboxilatos de cadena corta (acetato, propionato, lactato y n-butirato) son los
principales productos de reacciones de fermentacion primaria, estos por si mismos son
productos valiosos cuando se logra su separacion del caldo de cultivo (Liu et al., 2019).
Estos acidos organicos pueden ser utilizados como precursores de acetona y butanol en un
proceso subsecuente de fermentacion acetobutilica (Li et al., 2018). Por lo que, una ventaja
del proceso de plataforma de carboxilato son que, permite evitar o reducir los costos de la
hidrélisis enzimadtica, ya que al emplear consorcios microbianos no hay necesidad de

condiciones estériles a diferencia de los cultivos puros (Chang et al., 2010).

Las especies clostridiales que desarrollan la fermentacion acetobutilica, se
caracterizan por la separacion de su metabolismo en dos fases especificas: acidogénesis y
solventogénesis. La acidogénesis, se desarrolla durante el crecimiento celular exponencial y

el acetil-coA producido por la ruta Embden-Mayhof es asimilado, principalmente para la
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obtencion de acido acético y acido butirico ademas de la produccion de ATP via acetato
kinasa (Ack) y butirato kinasa (Buk). La acumulacion de estos acidos organicos causa una
disminucién en el pH en el proceso, en valores de 4.5-5.0 para la mayoria de las cepas. Esta
disminucién de pH desencadena la segunda fase de solventogénesis, el crecimiento celular
alcanza la fase estacionaria y los acidos orgédnicos de la etapa anterior son asimilados y se
producen acetona, butanol y etanol con un aumento del pH en el medio (Sarangi & Nanda,

2018).

Con este antecedente, actualmente se propone aprovechar biomasa lignoceluldsica
para la produccion de acido acético y butirico como precursores de acetona y butanol,
primero, los &cidos organicos en un bioproceso de fermentacion dacido-mixta para
posteriormente integrarlos a un proceso de fermentacion acetobutilica. Biomasa
lignoceluldsica como paja de arroz y paja de trigo, xilano e hidrolizados ha sido utilizados
como materia prima para estos bioprocesos, como indculo se han probado consorcios
microbianos de diferentes fuentes, como lodos de PTAR, estiércoles y ensilados (Li et al.,
2018; Chi et al., 2019; Shanmugam., et al., 2019). La biomasa lignoceluldsica es sometida
a pretratamiento, donde se obtiene un hidrolizado enriquecido en aztcares (30-40 g/L de
azucares reductores) enviado a fermentacion acetobutilica, los solidos de pretratamiento,
enriquecidos en celulosa son alimentados a fermentacion acido-mixta para la obtencion de
acido acético y butirico (4-6 g/L de acido butirico) (Li et al., 2018). Los acidos organicos
obtenidos son enviados también a la fermentacion acetobutilica para la produccion de
acetona y butanol , alcanzando concentraciones de 12-14 g/L de butanol (Lazuka et al.,
2017; Li., et al., 2018; Chi et al., 2019; Shanmugam., et al., 2019). En la figura 1, se

muestra un diagrama de este bioproceso.
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Biomasa Bﬁ

lignocelulosica > Fermenta’c-ién —» ABE
4 Hidrolizado acetotiutlllca
Molienda=»Hidratacién=»Pretratamiento— Acidos grasos
volatiles (AGV)
Solidos —_
| Fermentacion

acido-mixta

Figura 1. Plataforma de carboxilato y fermentacion acetobutilica para la produccion de
acidos organicos y acetona, butanol y etanol.

2.5.1 Factores de operacion involucrados la fermentacion acido-mixta

Algunos factores que determinan la produccion y selectividad de acidos organicos
son el sustrato, indculo, pH, temperatura, tiempo de retencion, carga organica y espacio de

cabeza (Lee et al., 2014).

2.5.1.1 Caracteristicas y concentracién de sustrato

Las caracteristicas del sustrato son un factor involucrado en la produccion y
composicion de 4cidos organicos, principalmente por el efecto de la relacion
carbono/nitrogeno (C/N) que favorezca una comunidad microbiana ideal y actividad
enzimatica funcional, por ejemplo, una relacion de C/N baja (C/N=7) de un sustrato rico en
proteinas, favorece la produccion de acido propidnico y el desarrollo de especies como

Clostridia, b-Proteobacteria, y Bacteroidetes (Feng et al., 2009).
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La concentracion de sustrato es un factor que puede afectar el proceso de
fermentacion ABE, por lo que, el contenido de solidos en el medio define dos tipos de
procesos: fermentacion hiimeda para un contenido de solidos <15% y fermentacioén seca
para un contenido de sélidos >15 a 20%. Estudios previos indican que, utilizando paja de
trigo como sustrato operando con un alto contenido de sélidos, favorece un aumento en la
producciéon 4cidos acético y butirico en una relacion butirico/acético de 2.5,
desafortunadamente, la produccion total de acidos organicos disminuye alrededor de un

30% (Motte et al., 2013).

2.5.1.2 Tipo de in6culo

Estudios muestran la produccion de acidos organicos con la utilizacion de cultivos
mixtos, gracias a la accidon conjunta de microorganismos hidroliticos y fermentativos. El
tratamiento térmico a 100 °C al inéculo elimina microorganismos metanogénicos no
formadores de esporas favoreciendo la produccion de acidos organicos en la fase liquida e

hidrégeno en la fase gaseosa (Yan et al., 2014).

2.5.1.3 pH y temperatura

El pH es un factor critico, por lo que el valor de pH debe ser 6ptimo para la etapa de
hidrélisis 'y fermentacion 4cido-mixta, que favorezca el desarrollo adecuado de
microorganismos funcionales. En previos estudios se evaltan rangos de pH entre 5.0 y 7.0
y diferentes soluciones buffer, encontrando como valores de pH 6ptimos entre 6.0 y 6.5 que

favorecen una mayor concentracion de acido butirico (Ai et al., 2014).

La temperatura es un factor en el crecimiento de los microorganismos, la actividad

enzimatica y la hidrolisis de materia orgdnica particulada en metabolitos solubles. En
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condiciones mesofilicas (37 °C) es considerado eficiente y econdmicamente redituable
comparado con el rendimiento obtenido a mayor temperatura. Sin embargo, la operacion en
condiciones termofilicas favorece la selectividad de acidos organicos producidos, estudios
previos demuestran que en fermentaciones a 55 °C, el acido butirico es el de mayor
produccion con 81% del total de acidos organicos producidos, seguido de acido acético y

propionico (Zhou et al., 2018).

2.5.1.5 Tiempo de retencién

El tiempo de retenciéon para la produccion de acidos orgéanicos es variable en
funcién del tipo de sustrato, un tiempo de retencion mayor permitira un mayor consumo de
sustrato, sin embargo, tiempos de retencidon cortos permiten una mayor produccion de
acidos organicos ya que se evita el desarrollo de metandgenos (Calero et al., 2018). El
tiempo de retencion también influye en el desarrollo y seleccion de cierta comunidad
microbiana, ya que, en tiempos de retencion cortos, microorganismos de crecimiento lento

son lavados del reactor (Zhou et al., 2018).

2.5.1.6 Carga orgénica

La produccion de acidos orgénicos aumenta con cargas organicas altas gracias a la
alta disponibilidad de sustrato, aunque, altas cargas alteran las caracteristicas fisicas de la
mezcla que se alimenta al reactor lo que causa una operacion inestable (Owamaha &
Izinyon 2016). Respecto al perfil de 4cidos orgénicos producidos, investigaciones sefialan
que cargas organicas bajas, favorecen el dominio de propidnico y butirico, en contra parte,
acetato y valerato son producidos en mayor porcentaje en cargas organicas altas, para la co-

fermentacion de residuos de maiz y estiércol (Patinvoh et al., 2017).
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2.5.1.7 Presion de espacio de cabeza en reactor

El hidrégeno (H;) es también producto de la fermentacion acetobutilica en la fase
acidogénica. La presion ocasionada por la acumulacion de H; en el espacio de cabeza de los
reactores influye en el metabolismo de los microorganismos presentes en el proceso por lo
que estd relacionada a la selectividad de ciertos metabolitos, como lactato, etanol y

propionato, aunados a una menor produccion de H, (Valdez-Vazquez et al., 2006).

2.5.2 Factores de operacion involucrados la solventogénesis

Diversos factores estdn involucrados en la transicion de acidogénesis a
solventogénesis de la fermentacion acetobutilica, se mencionan a continuacion y los efectos

reportados.

2.5.2.1 Caracteristicas y concentracion de sustrato

Como se menciond previamente la concentracion de sustrato es un factor a
considerar también para la etapa de solventogénesis, desde caracteristicas fisicas como
viscosidad y la relacion de concentracion de azucares del hidrolizado. Altas
concentraciones de glucosa y xilosa pueden causar inhibicién prolongando la fase lag y por

ende menor produccion (Shinto et al., 2008).

En relacion al sustrato, como se menciond previamente, una relacion carbono
nitrégeno baja (C/N=7), favorece la produccién de acidos orgénicos, por lo que para la
etapa de solventogénesis la relacion C/N debe aumentarse a valores entre C/N=12-14 para

producciones optimas de butanol.
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2.5.2.2 Inhibicion por producto

También relacionado, la concentraciéon maxima de sustrato reportado es alrededor
de 50-60 g/L, esto por el hecho de que una produccion mayor a 10 g/L de butanol inhibe el
proceso. Actualmente de desarrollan técnicas de extraccion de productos que permitan

procesos semi-continuos y continuos estables (Bankar et al.,2014).

2.5.2.3 pH y temperatura

El pH juega un rol importante en la operacion que permita el desarrollo adecuado de
especies clostridiales, diversos estudios mencionan que la produccion de solventes inicia

solo cuando los valores de pH disminuyen en un rango de 4.5 y 5.0 (Wu et al., 2017).

Respecto a la temperatura, por cuestion de costos la mayoria de los estudios son
realizados en condiciones mesofilicas (37 °C) (Wang et al., 2015), aunque estudios
muestran una mejor capacidad hidrolitica de microorganismos termofilicos para sustratos

lignoceluldsicos (Fu et al., 2014).

2.5.2.4 Presion de espacio de cabeza en reactor

La presion parcial de CO, y H; en el espacio de cabeza del reactor y la adicion de
portadores de electrones, tiene efecto en el flujo de electrones. CO, y H, son inhibidores de
la hidrogenasa que produce electrones en exceso, las presiones mas altas de CO, y H; en el
espacio de cabeza aumentan el rendimiento de butanol y disminuyen los rendimientos de
acetona o acidos organicos con Clostridium acetobutylicum ATCC 824T, como indculo

(Sarkar etal., 2017).
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2.5.2.5 Presencia de inhibidores en hidrolizados lignocelulosicos

La hidrolisis quimica de residuos lignocelulosicos produce compuestos inhibidores
del crecimiento bacteriano. Estos compuestos son derivados de la descomposicion de la
celulosa, hemicelulosa y lignina. Entre los mas estudiados estan el furfural y el 5-
hidroximetilfurfural (HMF), sus principales efectos son: reduccion de la tasa especifica de
crecimiento, dafos en la membrana plasmatica celular, inhibicion de enzimas y por ende
disminucion de la produccion de metabolitos (Maiti et al., 2016). Sin embargo, estudios
muestran que mezclas de HMF y furfural en bajas concentraciones pueden estimular ciertas
especies de Clostridium, favoreciendo la produccion de butanol y H,. (Ezeji et al., 2007,

Qureshi et al., 2012; Mufoz-Paéz et al., 2019).
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3. METODOLOGIA

Se planteé un esquema de produccion basado en dos bioprocesos: fermentacion

acido-mixta (plataforma de carboxilato) (fase 1) y fermentacion acetobutilica (fase 2). Para

la fase 1, se establecieron reactores semi-continuos para la fermentacion acido-mixta

alimentados con paja de trigo para la produccidon acidos acético y butirico. Las variables

evaluadas en la fase 1 fueron el efecto del tiempo de retencion de solidos y la carga

organica sobre la produccion y selectividad de acidos organicos. Para la segunda fase, se

establecieron reactores en lote para la produccion de acetona, butanol y etanol a partir de

hidrolizados de paja de trigo para evaluar el efecto de la adiciéon de los efluentes

acidogénicos producidos en la fase 1.

Plataforma de carboxilato - Fermentacion acetobutilica para la produccion de
acidos organicos como precursores de acetona y butanol

Fase 1

Fermentaciéon acido mixta

Fase 2

Fermentacion acetobutilica

Evaluar efecto de tiempo de
residencia de solidos y carga
organica sobre la produccion de
acidos organicos

Evaluar efecto de hidrolizado y
efluentes acidogénicos sobre la
produccién de butanol

Figura 2. Diagrama de la metodologia desarrollada para la produccion de acidos
organicos como precursores de acetona y butanol.
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3.1 FASE 1. FERMENTACION ACIDO-MIXTA

3.1.1 Sustrato

El sustrato consisti6 de paja de trigo (Triticum aestivum L.) variedad Barcenas
S2002, colectada en 2017 del periodo otofio invierno, en Guanajuato, México (N 20° 23,
W 101° 257, 1720 m.s.n.m). La paja de trigo fue molida en una licuadora industrial
(International, Medway, EUA) posteriormente, la paja de trigo molida fue cribada en un
tamiz de malla 2.0 mm (Endecotts, London, UK) y las particulas retenidas fueron
almacenadas en bolsas plasticas a temperatura ambiente (temperatura promedio de 25 °C y

humedad relativa de 23%).

La composicion de la paja de trigo por kilogramo de masa seca se determind
utilizando un equipo analizador de fibras (Ankom A2000, New York, EUA) de acuerdo a
métodos previamente publicados (APHA 2005; van Soest et al., 1963; Sluiter et al., 2012):
solidos totales 972 g, sélidos volatiles 843 g, celulosa 380 g, hemicelulosa 240 g, lignina 31

g, extractivos 34 g, y cenizas 128 g.

3.1.2 Inéculo

La comunidad microbiana nativa (CMN) presente en la superficie paja de trigo fue
utilizada como indculo. Esta CMN posee microorganismos con capacidad hidrolitica y
fermentativa (Pérez-Rangel et al., 2015; Valdez-Vazquez et al., 2017). La paja de trigo fue
utilizada sin esterilizacion, recibiendo como Unico pretratamiento su hidratacion en agua
destilada durante 24 h a 25 °C para aumento de la biodegrabilidad (Lara-Vazquez et al.,

2014; Lara-Vazquez et al., 2014).
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3.1.3 Medio de cultivo

Para esta fase se utilizé un medio mineral con la siguiente composicion (en g/L): 0.1
KH,POy4, 0.1 MgSO4 x 7H,0, 0.1 CaCl, 0.01 FeSO4 x 7 HyO, 1 NaCl, 2 (NH4),SO4. El

medio mineral fue utilizado sin esterilizar y ajustado a pH de 6.5.,

3.1.3 Procedimiento y condiciones de operacion

Botellas de vidrio de 1.0 L (Bellco Glass, Vineland, EUA) fueron utilizadas como
bioreactor, con una masa de trabajo de 0.3 kg. La operacidon se realizd en condiciones

mesofilicas (37 °C), el pH fue ajustado en cada alimentacién a 6.5.

Los bioreactores fueron operados en modo semi-continuo, por lo que, a intervalos
de tiempo especificos (definido por el tiempo de retencion de solidos), se purgd una masa
conocida y se cargé la alimentacion fresca (definida con la ec. 1) (Valdez-Vazquez et al.,
2005). Después de cada alimentacion, los reactores fueron sellados herméticamente con

aire en la fase gaseosa. En la figura 3 se muestra un esquema del proceso de operacion.

M

Qsustrato = %}mr ec. (1)
Donde,

Qsustrato flujo de alimentacion, kg/d

Mreactor masa del reactor, kg

TRS tiempo de retencion de sélidos, d

La carga orgénica puede ser modificada mediante el flujo de la alimentacion, o bien,
mediante la cantidad de so6lidos totales presentes en la alimentacion. Para este trabajo, la
carga organica fue ajustada mediante el contenido de solidos totales en la alimentacion (ec.
2).
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CO — Csustrato * Qsustrato eq_ (2)

Mreactor
Donde,
(6{0) carga organica, gST/Leactor-d,
Csustrato concentracion de sélidos totales, gST/kg
Qsustrato flujo de alimentacion, kg/d
Mreactor masa del reactor, kg

En la figura 3 se muestra un diagrama del proceso de operacion de los bioreactores

semicontinuos.

o — | TN, — o
i Reaccién Quesin

LUenado

Vaciado

Figura 3. Operacion de reactores en modo semi-continuo para la fermentacion acido-mixta.
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Se utiliz6 un diseno factorial general dos factores a diferentes niveles para estudiar
el efecto del tiempo de retencion de solidos (2.5 d, 5d, y 7.5 d) y la carga organica (10, 40,
60 y 80 g ST/Lieactor-d) sobre la produccion de acido acético y acido butirico. Las corridas
realizadas se muestran en la Tabla 1. Todos los tratamientos se realizaron por duplicado y
de forma independiente. El tiempo total de operacion de los reactores fue al menos cinco

veces el tiempo de retencion de solidos establecido (Hassam et al., 2015).

Tabla 1. Condiciones de operacion para la fermentacion acido-mixta.

Corrida Carga organica Tiempo de retencion  Frecuencia de
(g ST/kg-d) de solidos alimentacion
(d)
7.5 Cada 96 h
I II, III 10 5.0 Cada 48 h
2.5 Cada24h
5.0 Cada 48 h
I\YAY 40
2.5 Cada24h
5.0 Cada48h
VI, VII 60
2.5 Cada24h
7.5 Cada72h
VIII, IX, X 80 5.0 Cada 48 h
2.5 Cada24h

La selectividad para cada metabolito, es definida por la concentracion de metabolito
(DQO¢/L) dividida entre el total de acidos organicos producidos (DQOy/L) (Weissermel

& Arpe), (ec. 3).

Selectividad = M x100 eq. (3)

AGVtotales
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Selectividad

metabolito

AGTVtotales

%
concentracion de metabolito, gDQO., /L

concentracion total de AGV, gDQO.y/L
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3.2 FASE 2: FERMENTACION ACETOBUTILICA

3.2.1 Hidrolizado de paja de trigo

La fuente de carbono fue provista por un hidrolizado de paja de trigo proveniente de
un reactor tubular de pretratamiento térmico. Este reactor operd a 185 °C, 10 bar, durante
30 min (Molina-Guerrero et al.,2018). El hidrolizado fue centrifugado (5,000 x g, 10 min)
y filtrado (filtro de fibra de vidrio Whatman ® GF/A). Se tom6 1 L de hidrolizado, y fue
almacenado en un recipiente de pléstico a - 4.0 °C hasta su uso. La composicion quimica
del hidrolizado fue determinada por métodos previamente reportados (Dubois et al., 1956;
Miller, 1959; Munoz-Paéz et al., 2019): 38.5 g/L de carbohidratos totales, 10 g/L de
glucosa, 8 g/L de xilosa, 3.3 g/L de 4cido acético, 0.03 g/L de 4cido butirico, 130 mg/L de

5-hidroximetilfurfural, y 300 mg/L de furfural.

3.2.2 Efluentes acidogénicos

Se plante6 utilizar los efluentes acidogénicos de la fase 1, por su contenido de
acidos grasos volatiles (acido butirico), como precursores de acetona y butanol. Estos
efluentes acidogénicos, fueron centrifugados (1,166 x g, 10 min) y filtrados (filtro de fibra
de vidrio Whatman ® GF/A). Después, se almacenaron 600 mL de los efluentes en un
recipiente de plastico a - 4.0 °C hasta su uso. La composicion quimica del efluente
acidogénico fue determinada por métodos previamente reportados (Dubois et al., 1956;
APHA, 2005; Muifioz-Paéz et al., 2019): 5.20 g/L de carbohidratos totales, 1 g/L de
glucosa, 1 g/L de xilosa, 5.3 g/L de 4cido acético, 1.8 g/L de acido butirico, 1.7 g/L de

acido propiodnico, 36.6 mg/L de 5-hidroximetilfurfural, y 52.9 mg/L de furfural.

32



3.2.3 Cepa de trabajo

Se utilizé Clostridium saccharobutylicum Keis et al. 2001 (NCIMB 13764 = DSM
13864 = ATCC BAA-117) para llevar a cabo la fermentacion acetobutilica. La cepa fue
incubada en condiciones anaerobias botellas seroldgicas de 120 mL (Corning, New York,
EUA) con un volumen de trabajo de 80 mL de medio anaerobio enriquecido para
Clostridium con la siguiente composicion (en g/L): peptona 10, extracto de carne 10,
glucosa 10, almidéon 1, NaCl 5, C,H3NaO; 3, cisteina 0.5, resazurina 0.01 (modificado de
Rajagopalan et al., 2014). Las botellas fueron incubadas en una atmosfera de N, para
asegurar condiciones anaerobias, el pH inicial fue de 6.5, con una temperatura de
incubacion de 37 °C, durante 3 dias sin agitacion y una densidad celular a 600 nm de 0.9.

Al final de la incubacion, la concentracion de glucosa fue de 0 g/L.
3.2.4 Medio de cultivo

Para esta fase se utilizé un medio de cultivo con la siguiente composicion (en g/L):
1.0 CayCOs, 2.1 NaH,POy, 1.0 triptona, 0.2 NiSOy, 0.1 CaCl,, 0.3 KH,PO4-7H,0, 1.0 NaCl,
0.2 FeCl3-4H,0, 0.1 MnCl,-4H,0, 0.17 CaCl,-6H,0, 0.1 ZnCl,, 0.02 CuCl,, 0.01 H3BO:s,
0.01 NaMoOQy, 0.02 Na,SCO,, cisteina 0.5, resazurina 0.01. El medio fue calentado a 100

°C y agitado 700 r.p.m. durante 1 h y gaseado con N, para asegurar condiciones anaerobias.

3.2.5 Procedimiento y condiciones de operacion

Los ensayos de las posteriores secciones 3.2.6 y 3.2.7, fueron realizados en botellas
serologicas de vidrio (Corning, New York, EUA), con un volumen total de 120 mL y un
volumen de trabajo de 80 mL. Las botellas fueron incubadas a 37 °C, con un pH inicial de

7.5 durante un tiempo de incubacién 3 dias.
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3.2.6 Efecto del hidrolizado sobre la produccion de butanol.

En un primer ensayo se evaluo6 si el hidrolizado tenia un efecto de inhibicion sobre
la produccion de butanol con la cepa Clostridium saccharobutylicum. El volumen de
in6éculo y medio se mantuvo constante para todas las condiciones siendo de 16 mL y 8 mL,
respectivamente. Se varid el porcentaje de hidrolizado, 25%, 50%, 75% y 100%, con la
intencion de mantener constante para todos los tratamientos la concentracion de azlcares
reductores disponibles, se mantuvo una concentraciéon de 18 g/L con una solucion de
glucosa-xilosa (grado reactivo, pureza de >99.5), con una relacién en masa (1.0:0.8). Por lo
tanto, en los tratamientos solo varid la concentracion de 5-HMF y furfural como posibles
inhibidores y de carbohidratos totales (tabla 2). Cada corrida fue realizada por duplicado,
como controles se utilizaron tres corridas con 18 g/L de azlicares reductores (mezcla de

glucosa y xilosa, glucosa, y xilosa) sin presencia de HMF y furfural.

Tabla 2. Disefio monofactorial con 5 niveles para evaluar el efecto del hidrolizado de paja
de trigo sobre la fermentacion acetobutilica.

Corrida  Hidrolizado ~ Carbohidratos Azlcares 5-HMF Furfural
(%) totales reductores (mg/L) (mg/L)
(gL) (g/L)
I 100 38.50 18.00 113.65 37.64
I 75 33.38 18.00 69.70 24.18
I 50 30.50 18.00 17.20 16.99
v 25 25.94 18.00 0.00 12.27
\Y% 0 18.00 18.00 0.00 0.00
VI 18.00" 0.00 0.00
VII 18.00* 0.00 0.00
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Notas: +, glucosa; *, xilosa.

3.2.6 Efecto de los efluentes acidogénicos sobre la fermentacion acetobutilica

Posteriormente, se evalud el efecto de la adicidn de 4acido butirico sobre la
produccion de butanol, para este caso se mantuvo una relacion volumétrica de hidrolizado-
efluentes acidogénicos de 75%-25%. La concentracion de acido acético se mantuvo
constante para todas las corridas en un valor de 3.0 g/L (aporte del hidrolizado y efluente
acidogénico). Debido a la baja concentracion de acido butirico presente en los efluentes
acidogénicos utilizados, los tratamientos se enriquecieron con 4cido butirico en

concentraciones de 0.36, 3.36, 4.36 y 5.36 g/L.

El volumen de in6culo y medio se mantuvo constante para todas las condiciones
siendo de 16 mL y 8 mL respectivamente. En la tabla 3, se muestra el disefio de un solo
factor para evaluar el efecto del acido butirico sobre la fermentacion acetobutilica. Cada
corrida fue realizada por duplicado, como controles se utilizaron corridas con 100%

hidrolizado y 100% efluentes acidogénicos.

Tabla 3. Disefio monofactorial con 4 niveles para evaluar el efecto acido butirico sobre la
produccion de butanol

. Hidrolizado  Efluente acidogénico Ac. acético Ac. butirico
Corrida o o

(%) (%0) (g/L) (g/L)

I 75 25 3.0 0.36

11 75 25 3.0 3.36

111 75 25 3.0 4.36

v 75 25 3.0 5.36
Control 100 0 2.6 0
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Control

100

4.2

1.44
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3.3 METODOS ANALITICOS

3.3.1 Determinacion de acetona, butanol, etanol y acidos organicos.

Durante la operacion de los reactores se tomaron muestras para determinar la
concentracion de acetona, butanol, etanol y acidos organicos (acético, propionico, butirico,
valérico, iso-butirico, isovalérico), los cuales se analizaron por cromatografia de gases de

acuerdo a la anteriormente descrito en Cardeiia et al., (2017).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 FASE 1. FERMENTACION ACIDO-MIXTA

En la fase 1, se operaron reactores de fermentacion 4cido-mixta para estudiar el
efecto del tiempo de retencion de so6lidos (2.5, 5.0 y 7.5 d) y carga organica (10, 40, 60 y 80
g ST/kg-d) sobre la produccion de acidos grasos volatiles, asi como la selectividad de acido
acético y butirico. La Figura 4 es un ejemplo del desempefio medido como concentracion
total de acidos grasos volatiles y selectividad para los reactores operados a un tiempo
retencion de solidos de 5 dias y las cuatro cargas organicas estudiadas. Para la menor carga
organica, la produccion total de acidos grasos volatiles fue estable a partir del dia 7 de
operacion con un coeficiente de variacion (CV) del 11%. Para las demds cargas organicas,
la produccion total de acidos grasos volatiles se estabilizo hasta el dia 21 de operacidon con
CV entre 6-12%. Respecto a la selectividad, la menor carga orgédnica presentd una
selectividad mas estable en comparacion con las demads cargas orgénicas (CV de 5% vs. CV

de 6-14%).

La experimentacion se inicid con la operacion de los reactores con tiempos de
retencion de so6lidos de 2.5, 5.0 y 7.5 dias y cargas organicas de 10 y 80 g ST/kg-d. Se
observo que la produccion total de acidos grasos volatiles presentd diferencia solo entre las
diferentes cargas organicas, pero no respecto al tiempo de retencioén de solidos (Figura 5).
Por tanto, un mayor tiempo de retencion de solidos resultd en la menor productividad
(Figura 6). Debido a esto, se decidid continuar con la experimentacion solo con los dos
menores tiempos de retencion de solidos de 2.5 y 5.0 dias. El desempeno de los reactores

operados con el resto de condiciones se muestra en el anexo 1 (Figuras Al y A2).
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Figura 4. Desempeno de los reactores de fermentacion acido-mixta operados a un
tiempo de retencion de solidos de 5.0 dias y cuatro cargas organicas.

Una vez observado el estado estacionario donde la producciéon de los acidos grasos
volatiles no cambia (CV < 15%), se realizé un analisis de varianza (ANOVA) para evaluar
el efecto de la carga organica y tiempo de retencion de solidos sobre la produccion total y
productividad de 4acidos grasos volatiles, asi como la selectividad. Los resultados
observados durante el periodo en estado estacionario se presentan como diagramas de cajas
y bigotes. De esta forma, la Figura 5 muestra la produccion total de 4cidos grasos volatiles
en funcidn de la carga orgénica para cada tiempo de retencion de solidos. Los metabolitos
producidos fueron acido acético, butirico, propidnico, caproico, valérico y etanol, acido

lactico no fue obtenido.
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Mediante ANOVA, se determind que solo la carga organica tuvo un efecto
significativo sobre la produccion total de acidos grasos volatiles (p < 0.05). En contraste, la
produccion total de acidos no presentd diferencia significativa a los tiempos de retencion de

solidos estudiados (p > 0.05).

Al evaluar el comportamiento de la produccion de acidos en funcion de la carga
organica, se observd que €sta aumento en proporcion al aumento de la carga organica hasta
lograr su maximo valor de 18 + 3 gpqoeq/L a las cargas orgénicas entre 40 y 60 g ST/kg-d.
Mientras que, la produccion de &cidos grasos volatiles disminuyd a la mayor carga organica
de 80 g ST/kg-d, por lo que se puede inferir un posible efecto de inhibicion por

sustrato/producto.
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Figura 5. Produccion total de acidos grasos volatiles en funcion de la carga
organica, a tiempos de retencion de solidos de 2.5, 5.0 y 7.5 dias. Letras diferentes
significan diferencia entre tratamientos (p < 0.05).



La Figura 6 muestra la productividad en funcion de la carga organica para cada
tiempo de retencion de solidos. Mediante ANOVA, se determind que carga organica y el
tiempo de retencion de solidos tuvieron efecto significativo sobre la productividad de
acidos grasos volatiles (p < 0.05). Esta variable de respuesta tuvo el mismo el
comportamiento en funcioén de la carga organica que aquel observado para la produccion,
donde los valores méaximos de productividad fueron a las cargas organicas de 40 y 60 g

ST/kg-d, y el mismo efecto de inhibicion a la mayor carga orgénica.

Respecto al tiempo de retencion de solidos, el obtener concentraciones de acidos
grasos volatiles similares a los tres tiempos de retencion de solidos, resultd en que la mayor
productividad de 4.5 £ 0.7 gpqoeq /L-d fuera al menor tiempo de retencion de solidos de 2.5
d. Esta productividad fue 1.3 y 5 veces mayor comparada a la productividad alcanzada a los

tiempos de retencion de solidos de 5.0 y 7.5 d, respectivamente.
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Figura 6. Productividad de acidos grasos volatiles en funcion de la carga organica, a

tiempos de retencion de solidos de 2.5, 5.0 y 7.5 d. Letras diferentes significan diferencia

entre tratamientos (P < 0.05).
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La Figura 7 muestra la selectividad de acido acético y acido butirico en funcion de
la carga organica para cada tiempo de retencion de sélidos. Mediante ANOVA, se
determin6 que solo la carga organica presentd un efecto significativo sobre la selectividad
de ambos metabolitos (p < 0.05), por otra parte, la selectividad no se vio afectada por los

tiempos de retencion de solidos estudiados (p > 0.05).

La mayor selectividad de acido acético del 66 + 2% se logré a la menor carga
organica de 10 g ST/kg-d. A las cargas de 40 y 60 g ST/kg-d, la selectividad de &cido
acético y acido butirico fueron similares entre si, 36 £ 1% y 34 + 3 %, respectivamente. A
la mayor carga orgéanica de 80 g ST/kg-d se logrd la mayor selectividad de 4cido butirico
con valores maximos de 54 + 3%. Desafortunadamente, a las cargas organicas en las que se
obtuvo la mayor produccion de acidos grasos volatiles (de 40 y 60 g ST/kg-d), no se logro
la mayor selectividad para acido butirico, que es el metabolito de interés como precursor de

butanol durante la fermentacion solventogénica.
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Figura 7. Selectividad de acido acético y acido butirico funcion de la carga organica a
tiempos de retencion de solidos de 2.5, 5.0 y 7.5 d. Letras diferentes significan diferencia
entre tratamientos (P < 0.05).



4.1.1 Efecto de la carga organica sobre la fermentacion acido-mixta

La carga orgénica es un parametro de operacion que afecta la produccion de acidos
organicos volatiles asi como la selectividad. La gran mayoria de autores que han estudiado
el efecto de este parametro utilizando sustratos insolubles como residuos alimenticios,
excretas y sustratos lignocelulosicos, se han enfocado en la digestion anaerobia. Las cargas
organicas evaluadas en sistemas de digestion anaerobia tipicamente oscilan entre 4 a 13 g
SV/L-d (Pohl et al., 2013; Agyeman y Tao, 2014; Aboudi et al., 2015; Li et al., 2015a,b;
Owamaha y Izinyon, 2015; Xiao et al. 2017), y solo algunos autores han explorado
mayores carga organicas de hasta 34 gpgo/L-d (Qiao et al., 2013). Las cargas organicas
identificadas como Optimas en la digestion anaerobia de sustratos insolubles oscilan entre
2-8 g SV/L-d, por lo que, bajo estas condiciones no existe acumulacion de 4cidos organicos
observando concentraciones < 1 g/L (Pohl et al., 2013; Xiao et al., 2017). Cuando la carga
organica aumenta por arriba de 12 g SV/L-d, las concentraciones de acidos organicos
oscilan entre de 4-12 gpgoeq/L (Qiao et al., 2013; Aboudi, et al., 2015; Li, et al., 2015a,b).
La acumulacion de acidos organicos inhibe la actividad metanogénica resultado en la

inestabilidad de la digestion anaerobia (Agyeman y Tao, 2014).

Con estos trabajos como antecedente se puede inferir que, para lograr mayores
concentraciones de acidos organicos mediante fermentacion acido-mixta, es necesario
explorar cargas orgédnicas > 12 g/L-d. Los sustratos insolubles mas estudiados para
produccién de acidos organicos son residuos alimenticios y lodos anaerobios (Strazzera et
al., 2018; Yuan et al., 2019; Fang et al., 2020), mientras que el uso de sustratos
lignoceluldsicos ha estado limitado a la utilizacion de sus hidrolizados (Kandylis et al.

2016). Las maximas concentraciones de acidos organicos han sido de 21 gpgoeq/L a una
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carga organica de 125 g/L-d a partir de residuos alimenticios (Lee et al., 2014), 8 gpgoeq/L
a una carga organica de 11 gpgoeq/L-d partir de lodos de purga (Liu et al., 2019), y 8
g2pQoeg/L @ una carga organica de 53 gpqoeg/L-d para hidrolizados lignoceluldsicos
(Contreras-Davila et al., 2016). En este estudio, la maxima concentracion de &acidos
organicos fue de 18 + 3 gpgoeq/L obtenida a una carga orgédnica de 60 g ST/L-d. Esta
concentracion de 4cidos es solo 20% menor a la méaxima concentracion lograda con
sustratos facilmente biodegradables como residuos alimenticios (21 gpgoe/L a carga

organica de 125 g/L-d, Lee et al., 2014).

La productividad de 4cidos orgénicos se define como la concentracion de acidos
organicos obtenidos por dia y unidad de volumen de trabajo por lo que esta relacionada con
la carga organica (Naik et al., 2014). Los valores de mayor productividad de acidos
organicos depende de la biodegradabilidad del sustrato (Cavinato et al.,2017), observando
las mayores productividades de 50 gpqoeq /L-d a cargas organicas entre 50-125 gpqo/L-d de
residuos alimenticios e hidrolizados lignoceluldsicos (Lee et al., 2014; Contreras-Davila et
al., 2016), una productividad media de 9 gpgoeq/L-d a una carga organica de 17 gpqo/L-d
de lodos de purga (Liu et al., 2019), y una productividad baja de 2 gpqoeq/L-d a una carga
organica de 30 gpqo/L-d para tallos de maiz (Zhao et al., 2017). En el presente estudio, la
maxima productividad fue de 4.5 + 0.7 gpqoeq/L-d a una carga organica de 60 g ST/L-d de
paja de trigo, la cual es mayor que la productividad lograda con tallos de maiz y 50%

menor a la productividad lograda con lodos de purga.

Respecto a la selectividad de acidos orgénicos en funcion de la carga orgénica,
estudios previos donde se han fermentado sustratos facilmente biodegradables como

melazas almidon, lodos anaerobios y residuos alimenticios, muestran que el aumento de la
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carga organica incrementa la selectividad de acido acético (20-60%), seguida de acido
butirico (15-30%), éacido propidnico (10-20%) y écido lactico (10-20%) (Traverso et
al.,2000; Yu, 2001; Zhang et al., 2008;Wijekoon et al., 2011; Lee et al., 2014; Liu et
al.,2019). Ademas, el aumento de la carga organica permite la acumulacion de acidos
organicos de cadena media como los 4cido valérico y acido caproico (Lim et al., 2008).
Con hidrolizados lignoceluldsicos la selectividad para acido acético y butirico es similar,
con valores de 30-50% para ambos metabolitos, seguido de &cido propidnico en un 10-
30%. (Arriaga et al., 2011; Contreras-Davila et al., 2016). En este trabajo, la fermentacion
de paja de trigo a mayores cargas organicas no tuvo un efecto sobre la selectividad de acido

acético ni acido butirico.

4.1.2 Efecto del tiempo de retencion de solidos sobre la fermentacidn acido-mixta

El tiempo de retencion de solidos se define como flujo de alimentacion dividido
entre el volumen del reactor, por lo que indica el tiempo que una unidad de alimentacioén
permanece dentro del reactor (Henze et al. 2008). Los tiempos de retencion de solidos
estudiados en la fermentacion acido-mixta de sustratos como residuos alimenticios, lodos
anaerobios e hidrolizados lignoceluldsicos oscilan en un rango de 2 a 12 d, a diferencia, los
sistemas de digestion anaerobia requieren tiempos de retencion de sélidos >15 d (Pohl et
al., 2013; Lee et al.,, 2014; Micolucci et al., 2014; Kumar et al., 2017). La mayor
acumulacion de 4cidos organicos de 13-203 gpqoe/L se logra a diferentes tiempos de
retencion de solidos dependiendo del sustrato: los residuos alimenticios requieren los
mayores tiempos de retencion de 8 d (Lim et al., 2018), seguido de los lodos de purga con 2
d (Morgan-Sagatsune et al., 2011), y los hidrolizados requieren el menor tiempo de

retencion de 0.5 d (Zhao et al.,2017). En este estudio, la maxima concentracion de acidos
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organicos de 18 + 3 gpgoeq/L se obtuvo a un tiempo de retencion de solidos de 5 d. Este
tiempo de retencion de solidos es similar al reportado para residuos alimenticios. Esto
puede deberse a que los microorganismos que fermentaron la paja de trigo, solo logran
degradar las capas externas del sustrato, que corresponden al almidon, pectinas y parte de la
hemicelulosa (Valdez-Vazquez et al., 2017). De esta forma, para lograr un mayor consumo

del sustrato, debera aumentarse el tiempo de retencion de solidos a > 5 d.

Una vez que se ha logrado la méxima concentracion de &cidos, la forma de
incrementar la productividad es reduciendo el tiempo de retencion de solidos. Por ejemplo,
Kim et al., (2012) lograron la mayor productividad de 13 gpqoes/L-d con un tiempo de
retencion de 1 d al fermentar residuos alimenticios (Kim et al., 2012). Este corto tiempo de
retencion de solidos fue posible debido a que sustrato recibid un pretramiento quimico
logrando incrementar su biodegradabilidad. Sin embargo, las mayores productividades de
hasta 13 gpqoeq/L-d se logran a tiempos de retencion de 2 a 12 d en la fermentacion de
residuos alimenticios y lodos de purga (Min et al., 2005; Lim et al., 2008; Morgan-
Sagatsune et al., 2011; Micolucci et al., 2014. En el presente estudio se verifico que en el
menor tiempo de retencion de solidos logro la maxima productividad de 4.5 + 0.7 gpgoeq/L-
d, que fue tres veces menor a la productividad obtenida con residuos alimenticios que son

un sustrato mas facilmente digerible (13 gpgoe/L-d, Kim et al., 2012).

Respecto a selectividad de acidos orgénicos, el tiempo de retencion de sélidos no
modifica el perfil de los metabolitos obtenidos (Arslan et al., 2016; Cavinato et al., 2017).
Esto se verifico en este estudio, ya que los diferentes tiempos de retencion de solidos no

modificaron la selectividad.
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4.2 FASE 2. FERMENTACION ACETOBUTILICA

En la fase 2, se montaron reactores en lote para evaluar los efectos de un hidrolizado
de paja de trigo y la adicion de efluentes acidogénicos sobre la produccion de butanol con

Clostridium saccharobutylicum BAA-117.

Primero, se evalué si diferentes porcentajes del hidrolizado de paja de trigo
presentaba inhibicion de la fermentacion acetobutilica, la Figura 8 muestra la produccion y
rendimiento de butanol al final del tiempo de incubacioén. La concentracion de butanol
aumenta en funcion del aumento de porcentaje de hidrolizado, se obtuvo una mayor
producciéon para todas las condiciones en comparacion con los controles. Las
concentraciones mas altas obtenidas fue en las condiciones de mayor porcentaje de
hidrolizado (75% y 100%) y por lo tanto, con mayor concentracion de furfural y HMF. En
comparacion con los controles se puede inferir que estos compuestos estimularon la

produccion de butanol.
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Figura 8. Concentracion y rendimiento de butanol en funcion del porcentaje de
hidrolizado de paja de trigo.

La Figura 9 muestra el consumo de azucares reductores en funcion de diferentes
porcentajes de hidrolizado. Para los controles, se mostré un mayor consumo de glucosa que
de xilosa, este comportamiento coincide con lo obtenido por Ezeji et al. (2007) donde se
demostrd la preferencia por glucosa sobre xilosa, arabinosa y manosa. El consumo de

azlcares disminuye para las condiciones con mayor concentracion de hidrolizado.
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Figura 9. Consumo de aztcares reductores en funcion del porcentaje de hidrolizado
de paja de trigo.

Respecto a la concentracion de furfural y HMF, en la Figura 10, se muestra la
remocion de estos compuestos. Para la condicion de 25% y 50% de hidrolizado se
remueven ambos compuestos, en funcion del aumento de la concentracion disminuye la

remocion de HMF y furfural.
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Figura 10. Remocion de furfural y HMF en funcion de diferentes porcentajes de
hidrolizado.

Posteriormente, se evaluo el efecto de la concentracion de acido butirico sobre la
fermentacion acetobutilica, manteniendo fijas la relacion volumétrica de hidrolizado-

efluente acidogénico de 75%-25% y la concentracion de 4cido acético.

En la Figura 11, se muestra la produccion y rendimiento de butanol al final del
tiempo de incubacion, en funcion de las diferentes concentraciones de acido butirico. La
mayor concentracion de butanol de 1.58 £ 0.07 gpuanol/L s€ obtuvo a una concentracion de
acido butirico de 4.36 g/L, sin embargo, el mayor rendimiento de 0.12 + 0.01 g/g se obtuvo

en la condicion de 3.36 g/L de acido butirico.
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En la Figura 12, se muestra la produccion de acido butirico al final del tiempo de
incubacion para cada condicion de concentracion de acido butirico inicial. Mediante
ANOVA, se determind que la adicion de acido butirico tuvo efecto significativo sobre la
produccion de butanol (p < 0.05). Las condiciones de concentracion de acido butirico
inicial de 4.36 y 5.36 muestran una mayor producciéon de acido butirico al final, por lo que
se puede incidir que estas condiciones presentaron inhibicion o el tiempo de incubacién no

fue suficiente para que la cepa de trabajo metabolizara el 4cido butirico a butanol.
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Figura 11. Concentracion y rendimiento de butanol en funcion de diferentes
concentraciones de acido butirico inicial.

La figura 12, muestra la produccion de acido butirico al final del tiempo de
incubacion para cada condicion de concentracion de 4cido butirico adicionado. Todas las
condiciones de acido butirico adicionado muestran produccion de acido butirico, por lo que
se puede incidir que estas condiciones presentaron inhibicidon o el tiempo de incubacidon no

fue suficiente para que la cepa de trabajo metabolizara el 4cido butirico a butanol.
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Figura 12. Concentracion de acido butirico al final de la incubacion en funcion de
diferentes concentraciones de acido butirico inicial.

La figura 13, muestra el consumo de azucares obtenido para cada condicion, los
valores de consumo de azlicares son bajos, este bajo consumo pudo deberse a que el tiempo
de incubacion no fue suficiente o la presencia de metabolitos no detectados en los efluentes
acidogénicos utilizados. Estudios previos reportan el consumo del 70% de los dias de
incubacion en la fermentacion de hidrolizado y efluentes acidogénicos obtenidos de paja de

arroz (Li et al., 2018)
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Figura 13. Consumo de azucares reductores en funcion de diferentes
concentraciones de acido butirico inicial.

La figura 14, muestra la remocion de furfural y HMF la remocién es mayor para el
control y va disminuyendo en funcioén del aumento de la concentracion de acido butirico
inicial, por lo que se puede incidir un efecto inhibitorio del 4cido butirico. Para todos los
casos es mayor la remocion para furfural en comparacion con la remocion de HMF, esto
coincide con el estudio de. Zhang et al., 2012 donde se logr6 una remocion total del
furfural y HMF a las 12 y 24 h, respectivamente, en fermentaciones con C. acetobutylicum

ATCC 824.
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Figura 14. Remocion de furfural y HMF en funcion de diferentes concentraciones
de 4cido butirico inicial.

4.2.1 Efecto del hidrolizado sobre la produccion de butanol

Una tendencia en la produccion de butanol es utilizar hidrolizados de diferentes
biomasas lignocelulésicas (Ezeji et al., 2007; Qureshi et al., 2010; Wang et al., 2013; Ding
et al., 2016). Estos hidrolizados son obtenidos mediante diferentes procesos de
pretratamiento (Qureshi et al., 2010; Wang et al., 2013; Dong et al., 2016; Rodriguez et al.,
2019). La maxima concentracion y rendimiento reportados fue de 25 g/L de butanol y
rendimiento de 0.42 g/g a 72 h a partir de hidrolizado 4cido de paja de trigo con

Clostridium beijerinckii P260 (Qureshi et al., 2007).
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Por los diferentes pretratamientos de biomasa lignocelulésica, se producen
metabolitos derivados de la degradacion de las azlicares como acidos débiles y furanos,
entre estos furfural y HMF, estos compuestos en concentraciones menores a 2 g/L no
logran inhibir el crecimiento de cepas productoras de butanol como Clostridium beijerinckii
BA101 (Ezeji et al., 2007). Otros estudios muestran que la presencia de furfural y HMF en
bajas concentraciones (0.5 g/l de furfural y 0.6 g/L de HMF), estimulan la produccion de
butanol con hidrolizado de paja trigo, con una concentracion de 24.3 g/L de butanol, 13%
mas concentracion en comparacion con el control que no contenia estos metabolitos
(Qureshi et al., 2012). De manera similar con concentraciones de hasta 1.5 g/L de furfural y
1.5 g/lL de HMF, se obtiene una concentracion de 13.7 g/L de butanol, 8% mas en
comparacion con el control (Ezeji et al., 2007). En otros estudios se ha logrado la remocion
total de hasta 2-3 g/L de furfural y HMF en tiempos de incubacién de 2 d, a alcoholes de
menos toxicidad en fermentaciones ABE con cepas como Clostridium beijerinckii BA101 y

Clostridium acetobutylicum ATCC 824 (Ezeji et al., 2007; Zhang et a., 2012).

En el presente estudio la concentracion maxima lograda fue de 4.7 £ 0.3 g/L y
rendimiento de 0.44 + 0.02 g/g, a partir de hidrolizado de paja trigo obtenido por
pretratamiento hidrotérmico con Clostridium saccharobutylicum. Esta concentracion y
rendimiento mayores fueron obtenidos en la condicion con mayor concentracion de furfural
y HMF (0.11 g/L y 0.03 g/L respectivamente), dos veces mayor concentracion de butanol
en comparacion con el control que no contenia estos metabolitos. El contenido inicial de
azucares reductores fue de 18 g/L, tres veces menor que otros estudios con valores de 56-60
g/L (Ezeji et al., 2007; Qureshi et al., 2007), por lo se puede aumentar la produccion de

butanol.
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4.2.2 Efecto del acido butirico sobre la fermentaciéon acetobutilica

Una de las propuestas tecnologicas actuales para la produccion de butanol es su
obtencion en dos etapas: combinando el proceso de la plataforma de carboxilato y
fermentacion ABE. En la primer etapa, material lignocelulosico es convertido en acidos
grasos volatiles, sin la adicion de enzimas con la accion de cultivos mixtos, para
posteriormente usar el acido butirico como precursor para la produccion de butanol con
cepas de Clostridium (Ai et al., 2014; Li et al., 2018; Chi et al., 2019). Por otra parte,
diversos estudios muestran el efecto de la adicion de acido butirico sobre la produccion de
butanol, la adicion de 40 mM de butirato de sodio en el medio de fermentacion Clostridium
beijerinckii, permite la produccion de 10 g/L de butanol, un 30% mas en comparacion con
el control sin acido butirico, ademés esta concentracion se logra en cerca de la mitad de
tiempo en comparacion con el control (50 h vs 90 h) (Wang et al., 2013). Otro estudio,
evalua la produccion de butanol con glucosa (30 g/L) con la adicion de 5 g/L de butirato de
sodio, la concentracion alcanzada fue de 12 g/L de butanol en 72 h con Clostridium
beijerinckii, esto fue 50% mayor concentracion que el control con solamente 30 g/L de
glucosa (Li et al., 2018). Los ejemplos anteriores es con la adicion de acido butirico de
forma artificial, a continuacidon se muestran trabajos en los que la adicion de acido butirico
es como producto de fermentacion acido-mixta. La méxima concentracion reportada es de
16 g/L de butanol y rendimiento de 0.2 g/g, en la fermentacion ABE de hidrolizado de paja
de trigo con Clostridium beijerinckii, el hidrolizado contenia 35 g/L de azucares reductores
y 6 g/LL de acido butirico, sin embargo la etapa de produccion de acido butirico fue a partir
también de hidrolizado de paja de trigo con Clostridium thermocellum (Chi et al., 2019). El

unico estudio que reporta la produccion de acidos organicos con un cultivo mixto a partir
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de paja de arroz en estado solido, en la primer etapa de fermentacion acido mixta, se
obtuvieron 10 g/L de acidos organicos, de los cuales 6 g/L. fueron acido butirico, para
posteriormente en la etapa 2, ser mezclados 40% de hidrolizado de paja de arroz (38 g/L de
azucares reductores) y 60% efluentes acidogénicos (4.1 g/L de 4cido butirico) para
fermentacion ABE con Clostridium beijerinckii NCIMB 8052 con un tiempo de incubacion

de 96 horas (Li et al., 2018).

En el presente estudio, se obtuvieron acidos orgénicos en una primera fase a partir
de paja de trigo con un cultivo mixto, la maxima concentracion alcanzada de 4cido butirico
fue de 5.0 g/L. Posteriormente se mezcla hidrolizado de paja de trigo con una concentracion
de 18 g/L de azucares reductores y efluentes acidogénicos con una concentracion de 4.36
g/L de acido butirico, la adicién de 4cido butirico presentd efecto significativo sobre la
produccion de butanol. La méxima concentracion de butanol obtenida fue de 1.6 g/L de
butanol y rendimiento de 0.11 g/g, la baja concentracién de butanol, rendimiento y el
aumento de la concentracion de 4cido butirico al final del tiempo de incubacion, permite
incidir que el tiempo de incubacion no fue suficiente, por la baja concentracion de azlcares
reductores iniciales, ademas de la presencia de inhibidores en los efluentes acidogénicos no

detectados por los métodos analiticos empleados.
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5. CONCLUSIONES

Respecto al efecto de la carga orgénica y el tiempo de retencion de sélidos sobre la

produccion de acidos grasos volatiles:

v El aumento de la carga organica increment6 la produccion de acidos grasos volatiles
hasta lograr un valor maximo de 18 + 3 gpqoes/L @ una carga organica de 60 g ST/L-
d. La carga orgénica de 80 g ST/L-d resultdé en una menor produccion de acidos
grasos volatiles.

v' El tiempo de retencién de sdlidos solo tuvo efecto significativo sobre la
productividad de acidos grasos volatiles, en el menor tiempo de retencion estudiado
se obtuvo la mayor productividad de 4.5 + 0.7 gpgoeq/L-d.

v’ La carga organica y tiempo de retencion de solidos no tuvieron efecto sobre la
selectividad de acidos organicos. Los porcentajes de acido acético y butirico fueron
de 36% y 34%, respectivamente, para cargas organicas entre 40 a 80 g ST/L-d y
TRSde25a75d.

v' La cepa Clostridium saccharobutylicum BAA-117 fue capaz de crecer en
hidrolizados de paja de trigo concentrados con una produccion de butanol de 4.7
g/L.

v" La adicién de 4.3 g/L de 4acido butirico a hidrolizados de paja de trigo aument6 1.2

veces la produccion de butanol con Clostridium saccharobutylicum BAA-117 .
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ANEXO 1

ANEXO 1. Graficas de desempefio de la produccion de acidos grasos volatiles y

selectividad para las cuatro cargas organicas en los tres tiempos de retencion de solidos

estudiados.
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Figura Al. Desempeno de los reactores de fermentacion acido-mixta operados a un

tiempo de retencion de solidos de 2.5 dias y cuatro cargas orgénicas.
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Figura A2. Desempefio de los reactores de fermentacion acido-mixta operados a un
tiempo de retencion de sélidos de 7.5 dias y dos cargas organicas.
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