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RESUMEN

Evaluacioén del proceso de produccién de bioetanol de segunda generacion (2G) a
partir de bagazo de cafa de azucar a nivel planta piloto

Elaborado por: Ing. Carlos Ivan Monterd Hernandez Carlos Ivan.

Dirigida por: Dra. Leticia L6pez Zamora.
Dra. Maria Guadalupe Aguilar Uscanga.

La presente tesis evalua la produccion de bioetanol de segunda generacién (2G) a
partir del bagazo de cana de azucar, un residuo agricola abundante en México. El
objetivo del estudio fue escalar y validar las condiciones de pretratamiento, hidrélisis y
fermentacion para maximizar la conversion de biomasa en azucares fermentables y
etanol. La metodologia incluyé ensayos de laboratorio que lograron una remocion del
51.59% de hemicelulosa y 75.9% de lignina, lo que aumentd la disponibilidad de
celulosa. Se utilizé la caracterizacion NREL y cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) para determinar el porcentaje de remocion. Ademas, se empledé bagazo
pretratado y un proceso de ultrafiltracion que mejoraron la actividad de las enzimas de
Aspergillus niger ITV02, alcanzando una productividad de 2.31 g/L-h y 55.66 g/L de
glucosa en 24 horas. Esto facilitdé la fermentacion con Saccharomyces cerevisiae
ITV0O1, logrando una concentracion maxima de etanol en 15 horas, con rendimientos
optimos (Yp/s = 0.424 g/g) y una eficiencia del 68.3% a nivel laboratorio. Sin embargo,
durante el escalado a planta piloto, se presentaron desafios significativos, como una
pérdida del 76% de materia en el bagazo pretratado, lo que afecto la disponibilidad de
sustrato. La remocién casi total de hemicelulosa alterd el material, y la hidrdlisis
alcalina se vio comprometida, resultando en una baja remocién de lignina (14%) y un
rendimiento de glucosa de solo 38 g/L. Estos problemas llevaron a la decisién de no
continuar con el escalado enzimatico. En conclusion, se destaca la necesidad de
optimizar el pretratamiento acido, sugiriendo ajustes en el uso de H,SO, y la relacion
soélido-liquido para mejorar la deslignificacion y la eficiencia del proceso, lo cual es

crucial para futuras investigaciones en la produccion sostenible de bioetanol 2G.



ABSTRACT
Evaluation of the second generation (2G) bioethanol production process from
sugarcane bagasse at pilot plant level.

By: Eng. Carlos Ivan Monterd Hernandez Carlos Ivan.

Advisor(s): Dra. Leticia Lopez Zamora.
Dra. Maria Guadalupe Aguilar Uscanga.

This thesis evaluates the production of second generation (2G) bioethanol from
sugarcane bagasse, an abundant agricultural waste in Mexico. The objective of the
study was to scale up and validate the pretreatment, hydrolysis and fermentation
conditions to maximize the conversion of biomass into fermentable sugars and ethanol.
The methodology included laboratory trials that achieved 51.59% hemicellulose and
75.9% lignin removal, which increased cellulose availability. NREL characterization and
high performance liquid chromatography (HPLC) were used to determine the
percentage of removal. In addition, pretreated bagasse and an ultrafiltration process
were used to improve the enzyme activity of Aspergillus niger ITV02, reaching a
productivity of 2.31 g/L-h and 55.66 g/L of glucose in 24 hours. This facilitated
fermentation with Saccharomyces cerevisiae ITV01, achieving a maximum ethanol
concentration in 15 hours, with optimal yields (Yp/s = 0.424 g/g) and an efficiency of
68.3% at laboratory level. However, during scale-up to pilot plant, significant challenges
were encountered, such as a 76% loss of matter in the pretreated bagasse, which
affected substrate availability. The almost total removal of hemicellulose altered the
material, and alkaline hydrolysis was compromised, resulting in low lignin removal
(14%) and a glucose yield of only 38 g/L. These problems led to the decision not to
continue with the enzymatic scale-up. In conclusion, the need to optimize the acid
pretreatment is highlighted, suggesting adjustments in the use of H,SO, and the solid-
liquid ratio to improve delignification and process efficiency, which is crucial for future

research in sustainable 2G bioethanol production.
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INTRODUCCION

En la actualidad, el consumo excesivo de combustibles fésiles se presenta como uno
de los principales contribuyentes a la emision de gases de efecto invernadero, siendo
la causa fundamental de la crisis energética global y del deterioro climatico. Este
panorama se debe a la intensa explotacion de los recursos petroleros en todo el
mundo, lo que ha impulsado la necesidad de buscar alternativas energéticas mas

sostenibles.

Para mitigar los efectos negativos de esta crisis, se han desarrollado estrategias
centradas en energias renovables y sustentables, que actuan como fuentes
alternativas con el fin de reducir la dependencia de los combustibles fosiles y su
impacto ambiental. A pesar de estos avances, el sistema econémico global ha seguido
un modelo lineal desde la Revolucion Industrial, basado en la explotacién intensiva de
recursos naturales bajo el supuesto de que son ilimitados y de bajo costo. Este enfoque
ha perpetuado la dependencia de energias tradicionales, particularmente en paises
como México, donde la aplicacién de energias limpias y renovables sigue siendo

limitada.

En este contexto, el bioetanol ha emergido como una alternativa energética viable,
ampliamente estudiada y producida a nivel industrial. Su produccién a partir de
biomasa lignoceluldsica (LCB) representa un enfoque prometedor, ya que permite
aprovechar los desechos organicos generados por las industrias, los cuales de otro
modo serian desaprovechados. Esta estrategia contribuye a la reduccion de la
dependencia de cultivos alimentarios y apoya un uso mas eficiente de los recursos
vegetales. Ademas, la integracion de estas practicas en la cadena de produccion
industrial favorece la economia circular, minimizando el impacto ambiental y

promoviendo la sostenibilidad.



El bagazo de cafa de azucar, es un subproducto abundante de la industria azucarera,
es un recurso de biomasa lignocelulésica con gran potencial para la produccion de
bioetanol de segunda generacion (2G), sin embargo, este tipo de biomasa requiere
pretratamientos especificos para la remocién de hemicelulosa y lignina, mejorando la
accesibilidad de la celulosa para su posterior hidrélisis y conversion en azucares

fermentables mediante hidrdlisis.

Los avances en tecnologias enfocadas en la produccion de enzimas autdctonas, como
las obtenidas de hongos filamentosos del género Aspergillus niger, han mejorado la
viabilidad tanto econémica como técnica de la conversion de biomasa a bioetanol.
Estas enzimas nativas facilitan una descomposicion mas eficiente de la celulosa y la
hemicelulosa, optimizando el proceso de hidrdlisis enzimatica y disminuyendo la

dependencia de enzimas comerciales de alto costo.

El objetivo de este proyecto de investigacion es evaluar el proceso de generacién de
bioetanol de 2da generacion a partir de bagazo de cafia de azucar a nivel planta piloto,
en funcién de las condiciones de operacion previamente determinadas a escala de
laboratorio. Para ello, se desarroll6 una metodologia que comprende la evaluacién de
los pretratamientos acidos y alcalinos para la degradacion de hemicelulosa y lignina,
asi como la utilizacion de enzimas autdctonas producidas por Aspergillus niger en la
hidrdlisis enzimatica. La comparacion de rendimientos en laboratorio y planta piloto
permite identificar mejoras potenciales para optimizar el proceso en la planta de

bioetanol 2G ubicada en el Instituto Tecnolégico de Veracruz.

Este trabajo contribuira a fortalecer el desarrollo de estrategias mas eficientes para la
produccion de bioetanol, favorables para la implementacion de energias alternativas

en México y promoviendo un uso mas sustentable de los residuos lignoceluldsicos.
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CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Actualidad de los biocombustibles

A principios del siglo XIX, el término “combustible fosil” se utilizaba para referirse a
fuentes de energia tales como el carbon, el petréleo y el gas natural que se formaban
a partir de restos de plantas y animales enterrados bajo la superficie de la Tierra
durante millones de afnos, término que fue evolucionando con el pasar de los afios y

en base a los nuevos desarrollos cientificos y tecnologicos.

En la década de 1970 aparecié el término denominado “biocombustible”, el cual
continua vigente a la fecha. Delshad et al., (2010), lo definen como un combustible
elaborado a partir de plantas u otros materiales biolégicos; Robertson y Doran (2013),
lo consideran cualquier combustible que se derive de la biomasa, incluida lefia, metano
y petréleo; Alaswad et al., (2015), lo consideraron como un combustible producido a

partir de organismos recientemente vivos.

En base a estas definiciones, se determina que biocombustible corresponde a
cualquier fuente de energia producida por o a partir de un organismo vivo renovable,
cuya fuente de materia prima y tecnologia, se clasifica en diferentes generaciones de

biocombustibles de acuerdo a las materias primas utilizadas.

La produccion y el suministro de combustibles de hidrocarburos fésiles, productos
quimicos y aditivos estan bajo presion en muchas partes del mundo debido a los
limitados recursos petroleros sostenibles, el creciente costo y la necesidad de
alternativas menos toxicos al ambiente. Una tendencia en el desarrollo de bioproductos
con valor agregado, es el uso de materias primas (biomasa lignocelulésica) como

fuente de productos quimicos industriales.

En la actualidad las plantaciones energéticas, para la produccion de materia prima,

son grandes parcelas de arboles o plantas cultivadas de crecimiento rapido y, que no
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requieren gran mantenimiento, las cuales usualmente, se cultivan en tierras de bajo
valor productivo, entre ellos se encuentran el maiz (Zea mays), sorgo (Sorghum spp.),
cafa de azucar (Saccharum officinarum), el pasto varilla (Panicum virgatum) y sauce

(Salix viminalis), entre otros (Oleszek et al., 2019).

Ademas, el establecimiento de cultivos destinados a la produccién de materia prima
contribuye al control de la erosion y la degradacion de los suelos, lo que los posiciona
como una alternativa viable frente a los combustibles no renovables. Sin embargo, su
desarrollo implica el uso de recursos como tierra, agua dulce y fertilizantes, los cuales
pueden generar un impacto negativo significativo en las emisiones de gases de efecto

invernadero y en la biodiversidad (Knapek et al., 2021).

El etanol de primera generacidén gener6 preocupaciones sobre la competencia entre
alimentos y combustibles, estas fueron superadas con las generaciones posteriores,
como el etanol de segunda, tercera y cuarta generacion. En la Tabla 1.1, se presenta
la clasificacién de los diferentes tipos de biocombustibles cuya materia prima
significativa para su obtencion esta conformada por: (a) cultivos oleaginosos, (b)

biomasa lignocelulésica, (c) residuos soélidos y (d) algas.

Tabla 1.1 Generaciones de biocombustible y las materias primas utilizadas

Biocombustibles Productos obtenidos Materias primas
Primera Bioalcoholes, aceite vegetal, | Azucar, almidén, grasas animales,
generacion biodiesel, bioetanol, biosingas, | soja, girasol, maiz, cafia de azucar,
biogas. sorgo, aceite de palma, coco,
canola, mandioca, ricino, jatrofa,
aguas residuales.
Segunda Bioalcoholes, bioaceite, | Cultivos no alimentarios, paja de
generacion biodiésel, biometanol, | trigo, maiz, madera, paja de cereal,
biohidrégeno bagazo de cafia de azucar, residuos
forestales, cultivos energéticos,
desechos solidos municipales.
Tercera Bioetanol, aceite vegetal, | Especies microbianas, algas,
generacion biodiesel, biometanol, | levaduras, hongos, cianobacterias.
combustibles para aviones.
Cuarta generacion | Diésel verde, biogasolina, | Aceite vegetal, biodiesel.
combustible de aviacion verde
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1.2 Bioetanol

El bioetanol, un biocombustible renovable obtenido a partir de la fermentacién de
materia con alto contenido de azucares, ha sido ampliamente estudiado en el campo
de las energias alternativas debido a su potencial para sustituir al diésel. Su utilizacion
como fuente energética ha demostrado beneficios significativos, incluyendo una
mejora en el rendimiento de los sistemas de combustion y una reduccién notable en
las emisiones de humo, mondxido de carbono y 6xidos de nitrégeno, en comparacion

con los combustibles fésiles convencionales (Asemoloye et al., 2023).

La conversidon de biomasa lignoceluldsica en productos valiosos, a menudo sigue la
secuencia de procesos como se muestra en la Figura 1.1, siguiendo las diferentes
etapas para la produccion de bioetanol: (i) pretratamiento de biomasa, (ii) hidrdlisis
acida, (iii) hidrdlisis alcalina, (iv) hidrdlisis enzimatica, (v) fermentacién microbiana y
(vi) purificacion (también llamado proceso posterior). Se han desarrollado muchas
tecnologias innovadoras para mejorar la primera y segunda etapa de la conversion de
biomasa con el fin de mejorar y acelerar el proceso posterior (Asemoloye, et al., 2023).

(i) (ii, i, iv) (v) (vi)

Pretararmiente Sacarificacion Fermmentacién Destilacién y purificacion

Figura 1.1 Esquema del proceso de produccion de bioetanol

Los biocombustibles y la bioenergia han impactado significativamente en el desarrollo
de muchas naciones, por lo que, en los préximos afos se espera que una mayor parte
de los productos quimicos globales provenga de fuentes bioldgicas para descomponer
la materia de plantas lefiosas, generando asi biocombustibles y bioproductos (Amin et
al., 2017).
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Actualmente, tanto paises desarrollados como en vias de desarrollo, han
implementado programas para fomentar el uso de etanol como combustible, de
acuerdo a lo establecido por la Asociacion de Combustibles Renovables (Nunes et al.,
2020), Brasil y Estados Unidos son los principales impulsores del etanol como
combustible, aportando aproximadamente el 31% (8.08 mil millones de galones) y el
53% (13.9 mil millones de galones), respectivamente. Considerando lo anterior el uso
de bioetanol ha generado un impacto positivo tal y como se muestran en la Tabla 1.2,
lo cual demuestra el valor del etanol como alternativa para implementarlo como fuente
de energia limpia con el fin de reducir las emisiones de diéxido de carbono en la

atmésfera (Association, 2021).

Tabla 1.2 Producciéon mundial anual de etanol carburante (millones de galones),
(Association, 2021)

Region 2020 2021 2022 % de la produccién mundial
Estados Unidos 13,941 15,016 | 15,361 54
Brasil 8,100 7,320 7,400 26
Unién Europea 1,330 1,410 1,460 5
India 520 870 1,230 4
China 940 900 920 3
Canada 429 434 447 2
Tailandia 390 350 370 1
Argentina 210 279 310 1
Resto del mundo 620 680 722 3

En cuanto a las materias primas utilizadas para las diferentes generaciones de
biocombustibles, la misma materia prima puede pertenecer a diferentes grupos; por
ejemplo, la cafia de azucar pertenece a la materia prima de biocombustibles de primera

y segunda generacion.
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1.2.1 Biocombustibles de primera y segunda generaciéon

El bioetanol de primera generacién se produce, principalmente, por medio de materias
primas a partir de cultivos alimentarios, puesto que presentan un alto contenido de
azucares, almidén y aceites, dando como resultado productos tales como:
bioalcoholes, aceite vegetal, biodiesel, bioetanol, biosingas y biogas. Por otro lado,
dado que sus materias primas también son fuentes de alimento, puede generar una
limitacién debido a que podria amenazar el suministro de alimentos y la biodiversidad
(Ruan et al., 2019). Lo cual es una desventaja dado que antes estas condiciones es

dificil lograr un aprovechamiento aceptable para la generacién de bioetanol.

El bioetanol producido para la segunda generacion, se obtiene principalmente a partir
de materias primas no alimentarias (principalmente biomasa lignocelulésica), asi como
desechos sodlidos municipales (Zhang y Zhang, 2019). Esta generacién incluye,
principalmente, biocombustibles generadores que representan el mayor ahorro en la
emision de gases de efecto invernadero en comparacion con los biocombustibles de
primera generacion, sin embargo, el proceso de obtencion es mas complicado puesto

que involucra la extraccién de materias primas utiles de biomasa lefiosa o fibrosa.

La obtenciéon de biocombustibles se da a partir de la manipulacion de contenido
organico, la cual comunmente es denominada como “biomasa”, que corresponde a un
tipo de material derivado de la reaccion entre CO, y el aire, agua y luz solar, dando
como resultado una de las fuentes de energia renovable mas extendida y prometedora
en la actualidad. El valor de cada tipo de biomasa depende de sus propiedades fisicas
y quimicas, ademas del tamafio de sus moléculas componentes y de la facilidad de

extraccion de su energia almacenada (Suarez et al., 2022).
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1.3 Biomasa Lignocelulésica

La biomasa lignocelulésica (LCB) representa una de las materias primas mas
economicas, sostenibles y grandes para la produccién de energia de base bioldgica;
esta denota la materia vegetal seca que muestra diversas propiedades fisicoquimicas,
incluido el contenido de agua, el tamafo de las particulas y la hidrofobicidad, sin
embargo, generalmente tiene componentes similares a la celulosa, hemicelulosa,

lignina, extractos de agua (materia organica) y cenizas (materia inorganica).

Este tipo de biomasa, generalmente contiene cantidades insignificantes de extractos
que pueden influir en el rendimiento del pirdlisis, incluidas grasas, taninos, ceras,
resinas, saponinas de té y azucares. Chen et al., (2021) y Acharya et al., (2021)
presentaron la introduccién sintética de una estructura lignocelulésica y las
propiedades de dicha biomasa. En la Figura 1.2, se muestran las unidades de
composicion de celulosa, hemicelulosa y lignina de LBC, mismas que estan presentes

en la pared celular de la planta (Suarez et al., 2022).

!‘ S —
[

| B celulosa
| @ Hemicelulosa
‘ B Lignina

\

Figura 1.2 Representacion esquematica de los componentes de LBC (Suarez et al.,
2022)
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1.3.1 Celulosa

La celulosa es uno de los biomateriales mas abundantes en el planeta, puesto que
representa alrededor del 40 al 50% de la biomasa en peso, siendo considerada la
fraccion mayoritaria (Brigham, 2018). Estructuralmente, es un polimero polisacarido
compuesto exclusivamente por monémeros [3-D-glucopiranosa (glucosa) que forman
cadenas lineales unidas mediante enlaces B-1,4-glucosidicos. La estructura de la
celulosa se une por puentes de hidroégeno y fuerzas de Van der Waals intermoleculares
formando agregados (microfibrillas). Estos enlaces quimicos que unen los atomos de
oxigeno e hidrogeno de moléculas de glucosa adyacentes, disponen las cadenas de
celulosa de forma paralela, lo cual puede inducir al orden (cristalinidad) o al desorden
(amorfismo) en la estructura molecular, mismas que pueden observarse en la Figura
1.3. De igual manera, en la Tabla 1.3, se muestran las caracteristicas importantes para

el procesamiento de la celulosa:

|
2l 0
HO
ﬁ/ \M /%\v "
------ Ho OH O\

Figura 1.3 Estructura de la celulosa y enlaces inter e intra cadenas (Suarez et al., 2022)

Tabla 1.3 Caracteristicas importantes para el procesamiento de la celulosa

Propiedades Descripcién
Grado de polimerizacion Desde 10000 hasta 15000 unidades de B-D-glucopiranosa
Regidn cristalina Se encuentra en mayor proporcion, es hidrofobica y necesita

tratamiento de mercerizacion (tratamiento alcalino fuerte de
hidroxido de sodio), para la obtencion de celulosa hidréfila y

accesible. Presenta mayor resistencia mecanica.

Regién Amorfa Regiébn mas susceptible a tratamientos fisicos, quimicos y
bioldgicos.
Degradacion térmica A partir de 400°C, se registra la producciéon de subproductos

aromaticos y/o biochar por pirolisis secundaria.
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1.3.2 Hemicelulosa

Es un biopolimero heteropolisacarido, compuesto por diferentes monémeros: pentosas
(xilosa y arabinosa) y hexosas (glucosa, manosa y galactosa). La columna vertebral
de la hemicelulosa es una cadena ramificada unida principalmente por enlaces 3-1,4-
glucosidicos y en menor cantidad enlaces 3-1,2 B-1,3 y p-1,6-glucosidicos, tal y como

se puede observar en la Figura 1.4.

HO OH HO OH

O o HOH,C

Figura 1.4 Estructura de la hemlcelulosa (Suarez et al., 2022)

Las hemicelulosas tienen menor masa molar que la celulosa y, estructuralmente,
tienen como funcion servir de conexion entre la lignina y la celulosa, gracias a las
uniones no covalentes que forman con la superficie de las microfibrillas de celulosa
(Chavez-Sifontes, 2019). Ademas, las hemicelulosas representan el componente mas
susceptible de sufrir transformaciones desde el punto de vista térmico y quimico. Para
el caso de la celulosa, la remocién de al menos un 50% de la hemicelulosa incrementa
de manera significativa su digestibilidad (Patel y Parsania, 2018). Algunas

caracteristicas notables se observan en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4 Caracteristicas principales de la Hemicelulosa

Caracteristicas Descripcion
Unidades monomeéricas Xilanos, mananos, galactanos y arabinogalactanos.
Degradacion térmica Se da entre 180 a 350°C. Produce gases no

condensables, carbon y una variedad de cetonas,
aldehidos, acidos y furanos.
Naturaleza onformacional Amorfa, con propiedades adhesivas y tendencia a

endurecerse cuando se deshidrata.
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1.3.3 Lignina

Es un heteropolimero no polisacarido presente en la pared celular de la planta madura,
constituido por compuestos aromaticos como unidades de fenilpropano, puesto que
estructuralmente tiene funciones de unir las fibras para mejorar la compacidad y
resistencia mecanica de la planta. En la Figura 1.5 ilustra la estructura de la lignina,
con los tres alcoholes precursores cumarilico, conoferilico y sinapilico, en los cuales
se observan grupos metoxilo e hidroxilo, que permiten la formacion de los enlaces
puente de hidroégeno y fuerzas intermoleculares como enlaces de Van der Waals (Tursi,
2019). De igual manera, en la Tabla 1.5 se muestran las caracteristicas importantes

para el procesamiento de la lignina:

MeO

Figura 1.5 Estructura de la lignina (Suarez et al., 2022)

Tabla 1.5 Caracteristicas principales de la Lignina
Caracteristicas Descripcion

Unidades monoméricas Guaiacil propanol (alcohol de coniferilo), p-hidroxifenil
propanol (alcohol cumarilico) y alcohol siringilico
(alcohol sinapilico).

Degradacion térmica Se da a partir de los 200°C. Se obtienen productos
fendlicos, asi como también metanol, acido acético y
gastes como CO,.

Naturaleza onformacional Amorfa.

La lignina, conocida por su efecto incrustante, recubre las fibras vegetales, razén por
la cual es identificada como una de las principales barreras al ataque quimico y

bioldgico (Bajpai, 2016). Este componente es principalmente soluble en soluciones

12
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alcalinas, sin embargo, en solubilidad de soluciones acidas, puede clasificarse como
insoluble y soluble. La lignina insoluble es el residuo remanente del tratamiento de las
fibras vegetales en solucion de acido sulfurico al 72% a temperatura ambiente,
después de una hidrdlisis con el mismo acido al 3% y elevadas temperaturas (Suarez
et al., 2022).

1.4 Bagazo de caia de azucar

El bagazo de cafa (SCB), es el residuo derivado del proceso agroindustrial de la cafa
de azucar, Saccharum officinarum L. (Poaceae), (Figura 1.6), es una planta perenne
de tallos gruesos y fibrosos, que se produce tradicionalmente en mas de 110 paises
de las regiones tropicales y templadas del mundo, ocupando un area de produccién

de 27 millones de hectareas (Nunes et al., 2020).

Figura 1.6 Cana de azucar, Saccharum officinarum L. Fuente: Wikipedia. Recuperado de
(https://ast.m.wikipedia.org/wiki/Ficheru:Saccharum_ officinarum_Blanco1.18-

cropped.jpg)

Como se puede observar en la Tabla 1.6, los 10 mayores productores mundiales
representan una produccion de 1,584 millones de ton anual en una superficie
aproximada de 21,595,079 hectareas (Nunes et al., 2020), siendo México el sexto lugar

en la produccién de cafia a nivel mundial.

13
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Tabla 1.6 Produccion de cafia de azucar y area de cultivo en los 10 paises principales
(Nunes et al., 2020)

Paie Produccién Area
(Toneladas/Afio) (Hectareas)
Brasil 768,678,382 10,226,205
India 348,448,000 4,950,000
Porcelana 123,059,739 1,675,215
Tailandia 87,468,496 1,336,575
Pakistan 65,450,704 1,130,820
México 56,446,821 781,054
Colombia 36,951,213 416,626
Australia 34,403,004 447,204
Guatemala 33,533,403 259,850
Estados Unidos de América 29,926,210 370,530

Al extraer el jugo de los tallos de la cafia, la parte sélida llamada “bagazo”, tal y como
se muestra en la Figura 1.7, representa el 30 % de la residual (Becerra et al., 2016), y
se emplea comunmente para la generacién de vapor en calderas de los ingenios
azucareros, asi como, materia prima para la fabricacion de papel, paneles
aglomerados y destilacion de alcohol; sin embargo, a pesar de sus diversos usos, es
comun que en paises en vias de desarrollo sean dispersados en vertederos o
reducidos a cenizas, provocando problemas de contaminacion ambiental (Diaz et al.,
2022).

Figura 1.7 Bagazo de cafia de azucar. Fuente: Smartgreen. Recuperado de
(https://smartgreen.com.mx/bagazo-de-cana-de-azucar/).

14
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En el afo 2020, en México, se generaron 16.9 millones de toneladas de bagazo de
cana (SIAP, 2020), por lo que se considera un material abundante y disponible en gran
parte del pais, ya que actualmente operan 50 ingenios distribuidos en 15 estados de
la Republica Mexicana (Tabla 1.7). Por lo tanto, la busqueda de nuevas alternativas
ecoldgicas a partir de toda la biomasa que se genera a nivel nacional se puede
convertir en un area de oportunidad para la produccion de etanol y obtener resultados

favorables comparado con los paises con mayor produccion de bioetanol.

Tabla 1.7 Numero de ingenios azucareros por estado en México

Estado Cantidad de Estado Cantidad de
Ingenios Ingenios

Campeche 1 Puebla 2
Chiapas 2 Quintana Roo 1
Colima 1 San Luis Potosi 4
Jalisco 6 Sinaloa 1

Michoacan 3 Tabasco 2
Morelos 2 Tamaulipas 2
Nayarit 2 Veracruz 18
Oaxaca 3

Segun Gutiérrez et al. (2020), la obtencion de productos de alto valor agregado a partir
del bagazo, asi como su aprovechamiento en la cogeneracion de energia, requiere la
implementacion de una estrategia integral que contemple multiples factores. Entre
estos, se destaca la necesidad de contar con tecnologias que sean tanto técnica como
econdmicamente viables, la integracion eficiente del proceso productivo para optimizar
la cadena de valor, y la existencia de un mercado consolidado que garantice la
viabilidad y sostenibilidad econdmica del proceso. Estas consideraciones son
fundamentales para maximizar el aprovechamiento del bagazo y asegurar la

competitividad en el entorno industrial.
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A nivel global, el procesamiento de la cafia de azucar para la produccién de azucar y
etanol genera un volumen considerable de residuos solidos y liquidos, asi como
subproductos tales como paja, bagazo, lodo prensado, aguas residuales, cenizas
derivadas de la incineracion del bagazo, vinazas resultantes de la destilacidén del etanol
y melazas (Ungureanu et al., 2022). La gestion de estos residuos y subproductos
requiere un enfoque estratégico que considere tanto la sostenibilidad como la
viabilidad econdmica. En este contexto, la valorizacion de residuos liquidos, como las
vinazas, es especialmente relevante debido a su elevado contenido en materia
organicay azucares, lo que les confiere una rapida fermentacion. Este proceso permite
su aprovechamiento mediante digestion anaerdbica para la produccién de biogas,
biohidrogeno y otros compuestos de interés, contribuyendo a una mejor integracion
del proceso productivo y diversificacion de la cadena de valor (Silva et al., 2019;
Gutiérrez et al., 2020)

1.4.1 Composicion del bagazo de cana

El bagazo de cafia, al igual que otros materiales lignoceluldsicos, esta compuesto
principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina. Este material también presenta
una composicion que incluye entre un 45 a 50 % de agua, 2 a 5 % de azucares
disueltos, 40 a 45 % de fibra y 60 a 80 % de carbohidratos (Sahu, 2018).

Con la continua expansion de la industria azucarera en los ultimos afios, el bagazo ha
trascendido su papel de residuo y se ha consolidado como una materia prima clave en
la generacion de energia y la produccion de productos de alto valor agregado (de
Armas et al., 2019). Su alto contenido de lignina, celulosa, hemicelulosa y azucares lo
convierte en un sustrato ideal para el crecimiento microbiano, lo que lo hace apto para

procesos de fermentacion fundamentales en las biorrefinerias.
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La presencia de estos componentes ha sido documentada para diversos desechos
agroindustriales (Kumary Sharma, 2017). En la Tabla 1.8 se muestra una comparacion
de la composicién quimica del bagazo de cafia con otros residuos agroindustriales,

resaltando la importancia del material lignoceluldsico.

Tabla 1.8 Composicion quimica de materiales lignocelulésicos para la produccion de
bioetanol (Kumar y Sharma, 2017)

Biomasa Lignocelulésica Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
Bagazo de Caina de Azucar 42 25 20
Mazorca de Maiz 45 35 15
Rastrojo de Maiz 38 26 19
Paja de Arroz 32 24 28
Paja de Trigo 29-35 26-32 16-21
Residuos agricolas 5-15 37-50 25-50

La produccion de bioetanol a partir de la cana de azucar se basa en el procesamiento
del jugo de la planta, en mezclas de jugo y residuos de melaza de la produccién de
azucar, por otro lado, la paja y el BCA muestran potencial para ser utilizados como

materias primas, sin embargo, requieren pretratamiento (Bermejo et al., 2020).

1.5 Pretratamientos para la obtencién de azucares fermentables

El pretratamiento, se considera un paso critico en la transformacion de la lignocelulosa
en combustibles y productos bioquimicos (Do Espiritu et al.,, 2019), con el objetivo
principal, la separacion de la lignina y hemicelulosa de la celulosa, asi como la
reduccion de la cristalinidad y aumento de la porosidad. Esto permite una mayor
exposicion de la celulosa a las enzimas hidroliticas, optimizando la eficiencia de las
etapas subsecuentes. Dependiendo del tipo de biomasa a procesar, se utilizan
distintos tipos de pretratamientos, los cuales se clasifican en fisicos, quimicos y

bioldgicos (ver Figura 1.8).
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Estos pretratamientos se seleccionan y aplican de acuerdo con las caracteristicas
especificas de la biomasa y las exigencias del proceso, con el fin de optimizar el

rendimiento de la etapa de hidrdlisis subsiguiente.

Ventaja
' . ’ ] Ventaja
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Figura 1.8 Ventajas y desventajas de los diferentes pretratamientos para la obtencién de
azucares fermentables

1.5.1 Pretratamientos Fisicos

En la etapa inicial, la biomasa se somete a un proceso de molienda o trituracion con el
fin de reducir el tamafo de las particulas y facilitar su manipulacién en etapas
posteriores. Posteriormente, se realiza un pretratamiento fisico y/o quimico, que puede
incluir métodos como la aplicacion de acido diluido, tratamiento alcalino, extraccion
con solventes o explosion con vapor, entre otros. Sin embargo, uno de los desafios
principales de los pretratamientos fisicos es su alto consumo energético, lo cual puede
comprometer la viabilidad econémica del proceso. Por esta razén, la reduccion de los
costos de produccidn se ha convertido en un objetivo prioritario para mejorar la

eficiencia y sostenibilidad de esta etapa.
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Pretratamiento Mecanico: En esta fase, se busca disminuir el tamano de las
particulas o perturbar la estructura regular de los materiales lignocelulésicos con el
propdsito de disminuir el grado de polimerizacion de la celulosa y la lignina, al mismo
tiempo que se incrementa la superficie accesible para las enzimas (Espinosa et al.,
2021). Es relevante destacar que, aunque se produce una modificacion significativa,
la lignina no se elimina por completo del sustrato lignoceluldsico durante este proceso.
Este pretratamiento se realiza mediante la utilizacion de diversos tipos de molinos,
como el de cuchillas o de lijas, que posibilitan la trituracién o molienda de materiales

de alta dureza o fibrosidad, lo que contribuye a reducir la cristalinidad de la celulosa.

1.5.2 Pretratamientos Quimicos

Los pretratamientos quimicos tienen como objetivo principal la remociéon de
hemicelulosa y lignina de la biomasa, y su eficacia depende del tipo de agente quimico
utilizado (acido, alcalino, oxidativo u organico) y de las condiciones operativas. Sin
embargo, el uso de agentes quimicos, especialmente en condiciones acidas, puede
generar compuestos inhibidores de la fermentacion, como 5-hidroximetilfurfural, acido
acético, acido formico y furfural, que impactan negativamente la etapa de fermentacién

si el hidrolizado no es desintoxicado adecuadamente (Sarto et al., 2018).

Hidrdlisis acida: Este método implica la ruptura de las fuerzas de Van der Waals,
enlaces de hidrégeno y enlaces covalentes que mantienen la estructura de la biomasa,
causando la lisis celular y liberacién de compuestos intracelulares (Sarto et al., 2018).
Se emplean acidos como el clorhidrico (HCI), nitrico (HNO3), acético (CH;COOH) y
sulfurico (H,S0,), siendo este ultimo el mas utilizado. Este proceso genera una fraccion
liquida rica en azucares fermentables y una fraccion sdlida de celulosa y lignina,
aunque implica riesgos por la toxicidad y corrosividad de los acidos, lo que demanda

materiales resistentes a la corrosion.
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Hidrdlisis alcalina: Utiliza agentes alcalinos y se caracteriza por operar a bajas
temperaturas y tiempos de tratamiento variables, de horas a dias. Este método
provoca la hinchazén de las particulas organicas por la accién de aniones hidroxilo
(OH), resultando en deslignificacidén, disminucion de la cristalinidad y ruptura de
enlaces éster intermoleculares. Pueden emplearse soluciones de calcio (Ca(OH),),
potasio (KOH), amoniaco (NH3) e hidréxido de sodio (NaOH), siendo este ultimo el
mas comun por su costo reducido y eficacia en la mejora del rendimiento de biogas sin

generar subproductos indeseados (Ungureanu et al., 2022).

Ozondlisis: Este pretratamiento se basa en la oxidacidén de la biomasa con ozono
(03), un método ambientalmente amigable que no deja residuos téxicos. La ozondlisis
es eficaz en la descomposicién de la lignina y mejora la accesibilidad de la celulosa y
la hemicelulosa a las enzimas durante la hidrdlisis enzimatica, ya que el ozono, soluble
en agua, oxida la lignina liberando compuestos solubles de menor peso molecular, lo
que favorece la liberacion de azucares fermentables (Aftab et al., 2019). La eficiencia
de la oxidacion depende del contenido de humedad de la biomasa, que puede

disminuir el rendimiento si es alto.

Solventes Organicos (Organosolv): Este método emplea disolventes organicos,
como alcoholes, acidos organicos o ésteres, para disolver la lignina y facilitar la
exposicion de las fibras de celulosa, mejorando asi la hidrdlisis. El etanol es uno de los
solventes mas utilizados, incrementando el rendimiento de metano, aunque debe
retirarse antes de la digestion anaerobia para evitar la inhibicion de enzimas hidroliticas
(Espinosa et al., 2021; Abraham et al.,2020). El proceso organosolvente es atractivo
por generar menos residuos y requerir menos energia para neutralizar el hidrolizado.
Diversos catalizadores, como acido sulfurico, hidréxido de sodio y sulfato de magnesio,
pueden potenciar la eficiencia, destacando el hidréxido de sodio como una opcion

efectiva para mejorar la digestibilidad de la biomasa (Korasapati et al., 2023).
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1.5.3 Pretratamientos Biolégicos

Los pretratamientos bioldgicos consisten en el uso de enzimas o microorganismos,
como bacterias y hongos, para reducir la cristalinidad de la biomasa lignocelulésica y
convertir la celulosa y hemicelulosa liberadas en monosacaridos fermentables como
glucosa y xilosa (Konde et al., 2021). Comparados con los métodos fisicos y quimicos,
estos pretratamientos ofrecen beneficios ecoldgicos, como un menor requerimiento de
energia, operacion bajo condiciones suaves y la ausencia de compuestos téxicos. No
obstante, presentan desafios significativos, entre ellos la necesidad de grandes areas
estériles, tiempos de operacién prolongados y altos costos asociados a las enzimas
(Brémond et al., 2018).

Hidrélisis Enzimatica: Este proceso biolégico es crucial para la produccién de
bioetanol, ya que permite la obtencién de monosacaridos listos para la fermentacion
mediante la accion de enzimas celuloliticas y hemiceluloliticas (Mirdn, 2020). La
seleccidén de las enzimas adecuadas y el control de variables como concentracion,
temperatura, pH y tiempo de reaccién son esenciales para optimizar la produccion de

azucares fermentables y minimizar la formacién de subproductos no deseados.

Las enzimas implicadas en la hidrdlisis enzimatica se clasifican en tres grupos
principales: endoglucanasas, exoglucanasas y celobiasas (BGL). Estas trabajan en
conjunto para descomponer las cadenas de celulosa en glucosa, un paso clave en el
procesamiento de biomasa lignocelulésica como el bagazo de cana de azucar. Los
azucares obtenidos son fermentables y pueden ser convertidos en etanol por
microorganismos como las levaduras, lo cual constituye una etapa esencial en la

produccion de bioetanol (Sun y Cheng, 2002).
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1.6 Microorganismos empleados en la produccion de bioetanol

1.6.1 Celulasas

Las celulasas constituyen un complejo de enzimas hidroliticas que se clasifican en

funcién de su accion sobre el sustrato durante la etapa de depolimerizacién (Ver Figura

1.9). Su funcién esencial es catalizar los enlaces B-1,4 glucosidicos presentes en la

celulosa, permitiendo asi la obtencion de glucosa (Miranda, 2019). Estas enzimas

actuan de manera sinérgica y se dividen principalmente en tres clases para llevar a

cabo una hidrdlisis eficiente de la celulosa:

1. Endoglucanasas: Estas enzimas actuan sobre las regiones amorfas de la

celulosa, rompiendo los enlaces [3-1,4 para producir fragmentos mas cortos de

cadenas de glucosa. La accion no sigue un patron lineal,

ya que las

endoglucanasas cortan la cadena en diversos puntos, generando productos con

extremos no reducidos, los cuales son mas susceptibles a la accion de las

exoglucanasas y las celobiasas (Mirdn, 2020).

Celulosa

Celulosa (cristal)

n

porizal

3. Celobiasa
(B-glucosidasa)

AR |

2. Exocelulasa

HO
Q
<
<
HO OH

Glucosa

Celobiosa o celotetrosa

Figura 1.9 Mecanismo de reaccion de celulasas durante la hidrdlisis. Fuente: Adaptado
de Wikipedia. Recuperado de (https://hmn.wiki/es/Cellulase).
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2. Exoglucanasas: También conocidas como celulasas, estas enzimas atacan los
extremos de las cadenas de celulosa, tanto el reductor (C1) como el no reductor
(C4). Las exoglucanasas hidrolizan los enlaces (-1,4 glucosidicos de manera
secuencial, liberando glucosa y moléculas de celobiosa, que es un dimero de
glucosa. Este proceso reduce progresivamente las cadenas de celulosa a
monomeros de glucosa y pequefios oligdmeros (Mirén, 2020).

3. Celobiasas (B-Glucosidasas): Estas enzimas descomponen la celobiosa, un
producto de la accidén de las exoglucanasas, rompiendo los enlaces [(3-1,4-
glucosidicos para liberar dos moléculas de glucosa. Las celobiasas son
esenciales para completar la descomposicion de la celulosa, ya que convierten
los fragmentos de celobiosa en glucosa, facilitando asi la disponibilidad de

azucares fermentables (Miron, 2020).

La accidon coordinada de estas enzimas es fundamental para optimizar la conversion
de celulosa en glucosa y mejorar la eficiencia global del proceso de hidrdlisis en la

produccion de bioetanol a partir de biomasa lignocelulésica.

1.6.2 Produccion de celulasas

En los ultimos afnos, la investigacion sobre la produccion de celulasas por parte de
bacterias y hongos ha cobrado gran relevancia, dado que estas enzimas son
fundamentales para la descomposicién de carbohidratos. A diferencia de otros
organismos, las celulasas no requieren lipidos ni proteinas como fuentes de energia
para su crecimiento y metabolismo, lo que otorga a estos microorganismos una ventaja
significativa en entornos de produccién bioldgica. Entre las celulasas bacterianas, se
han identificado ventajas notables frente a las fungicas, incluyendo una mayor
eficiencia en la transferencia de masa, una actividad especifica mas elevada y una

estabilidad superior en condiciones operativas diversas (Ili¢ et al., 2023).
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Existen diversas cepas de bacterias celuloliticas que sintetizan enzimas con alta
resistencia a condiciones ambientales adversas. Entre estas destacan Pseudomonas
sp., Bacillus sp., Escherichia sp., Serratia sp., Paenibacillus sp., Aeromonas sp.,
Clostridium sp., Streptomyces sp. y Cellulomonas sp. (Ejaz et al., 2021). Estas
bacterias se aislan frecuentemente de entornos extremos y se caracterizan por su

rapida tasa de crecimiento y accesibilidad comercial.

En cuanto a los hongos, muchas especies como Asperqillus sp., Penicillium sp.,
Rhizopus sp., Trichoderma sp., Beauveria sp., Humicola sp., producen una cantidad
significativa de celulasas (Ejaz et al., 2021). Los hongos tienen la ventaja de poder
generar enzimas celuloliticas durante su desarrollo en sustratos de bajo costo, lo cual

los posiciona favorablemente frente a las bacterias en ciertos contextos industriales.

La seleccion entre celulasas bacterianas y fungicas para aplicaciones biotecnolégicas,
como la produccion de bioetanol, depende de multiples factores, incluidos la eficiencia
enzimatica, la facilidad para la manipulacién genética, la disponibilidad comercial y las
caracteristicas especificas del proceso industrial (lli¢ et al., 2023). Otros aspectos
criticos a considerar en la produccion de celulasas incluyen el método de fermentacién,

la temperatura, el pH, el tiempo de incubacion, y las fuentes de carbono y nitrégeno.

1.6.2 Aspergillus Niger ITV-02

Ademas de la levadura, reconocida como un sistema eucariota idéneo para la
ingenieria metabdlica, el género Aspergillus, y en particular Aspergillus niger, ha
emergido como un organismo clave en la producciéon industrial de productos como
acido citrico, enzimas y biocombustibles. Este hongo filamentoso se destaca por ser
una fuente eficaz de enzimas celuloliticas y hemiceluloliticas, cruciales para la
degradacion de la biomasa lignocelulésica y la obtencidén de azucares fermentables,
paso esencial en la produccion de biocombustibles (Dhevagi et al., 2021). La

capacidad de A. niger para descomponer los componentes estructurales de la biomasa
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vegetal esta directamente relacionada con su potencial en la sintesis de estas enzimas

y una adecuada regulacion génica.

Una caracteristica importante de las enzimas producidas por A. niger es su tolerancia
a concentraciones elevadas de glucosa y xilosa, ya que éstas pueden desencadenar
represion catabdlica y disminuir la eficiencia del proceso. Las condiciones 6ptimas de
produccion de estas enzimas se situan en un rango de temperatura de 30-45 °C, con
una agitacion de 100 a 200 rpm, para maximizar la actividad enzimatica y la conversion
de la biomasa (Miranda, 2019).

La optimizacion de la produccion de celulasas mediante A. niger ha sido objeto de
diversos estudios que emplean materiales lignoceluldésicos como sustratos, tales como
bagazo de cafa, bagazo de sorgo, rastrojo de maiz, cascara de arroz y paja de cebada.
Estos estudios buscan establecer las condiciones 6ptimas de produccién en funcién
de variables como la fase de crecimiento del hongo, la concentracidon de sustrato, la
temperatura, el pH y la agitacion. La meta es desarrollar un proceso eficiente y
sostenible para la obtencidén de biocombustibles a partir de biomasa lignoceluldsica,

mejorando la rentabilidad y el rendimiento del proceso industrial (Miranda, 2019).

1.6.3 Aplicacioén de celulasas

En los ultimos anos, las enzimas celulasas han despertado un notable interés debido
a su creciente demanda y multiples aplicaciones industriales (Ejaz et al., 2021; Ili¢ et

al., 2023). Su aplicacion abarca en diversos sectores, destacandose los siguientes:

e Industria alimentaria: Se emplean para una variedad de funciones, como
ablandar frutas, clarificar jugos, extraer compuestos aromatizantes y aceites
esenciales, y mejorar la conservacion y envasado de alimentos, optimizando

procesos y productos.
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¢ Industria vinicola: No solo mejoran la calidad y estabilidad del vino, sino que
también facilitan su clarificacion, optimizan el desarrollo del color y favorecen la

maceracion.

e Extraccion de carotenoides: Estas enzimas se utilizan para extraer
carotenoides de fuentes vegetales, los cuales se aplican como agentes

colorantes en alimentos y bebidas, incrementando su atractivo visual.

e Industria textil: Las celulasas se aplican en el biopulido (biopolishing), un
proceso de acabado que mejora la apariencia y el tacto de los tejidos de

algodon, aportando mayor brillo y suavidad a las telas.

e Sector de detergentes: En formulaciones de detergentes, las celulasas
contribuyen a la limpieza de tejidos, eliminando suciedad y realzando el brillo

de los colores, mientras protegen la integridad de las prendas.

e Industria papelera: Las celulasas intervienen en la descomposicion de la
lignina y la celulosa de la madera, facilitando el procesamiento de la pulpa y
mejorando la calidad del papel. Su uso contribuye a incrementar la eficiencia

del proceso y a reducir la dependencia de productos quimicos agresivos.

e Biocombustibles y biorrefinerias: En el campo de la energia, las celulasas
juegan un papel esencial al hidrolizar la biomasa lignoceluldsica en azucares
simples, que pueden ser fermentados para la produccién de biocombustibles,

promoviendo un enfoque mas sostenible en la generacion de energia.

La versatilidad de las celulasas y su relevancia en procesos industriales subrayan su
valor como herramienta biotecnoldgica, impulsando avances en sostenibilidad y

eficiencia en multiples sectores productivos.
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1.7 Fermentacion

Durante la conversidon de biomasa lignoceluldsica a bioetanol, los azucares de hexosa
generados tras la etapa de hidrdlisis son transformados en etanol mediante procesos
de fermentacion. El término "fermentacion” proviene del latin fervere, que significa
"hervir", en referencia a la accion de las levaduras sobre extractos de frutas o cereales
malteados, donde la liberacién de dioxido de carbono durante el catabolismo

anaerobico del azucar genera burbujeo, simulando ebullicién.

La fermentacion es un proceso metabdlico en el que los azucares se consumen en
condiciones anaerdbicas (ausencia de oxigeno). Este fendmeno ocurre principalmente
en levaduras y ciertos tipos de bacterias, asi como en células musculares en
condiciones de falta de oxigeno, resultando en la produccién de alcohol, gases o
acidos organicos (Ruan et al., 2019). En particular, la fermentacién alcohdlica, mediada
por levaduras, es un proceso clave en la produccion de bioetanol, por la conversion de

azucares en etanol y diéxido de carbono, como se describe en la siguiente ecuacion

(1.1).

CeH,,0, — 2C,HOH + 2CO, (1.1)

Los acidos organicos se generan principalmente a través de procesos de fermentacion
homolactica y heterolactica, que se describen en las ecuaciones (1.2) y (1.3),
respectivamente. En el contexto de la produccion de bioetanol, una vez obtenido el
etanol, es necesario someterlo a procesos de destilacion y deshidratacion para
alcanzar un alcohol de alto octanaje y libre de agua (Champagne, 2008). Aunque
existen multiples técnicas y procedimientos para la produccion de etanol a partir de
materiales lignocelulésicos, el desafio de lograr rendimientos econémicamente viables
persiste, especialmente cuando se utilizan desechos lignocelulésicos como materia

prima (Kumar y Chandra, 2020).



Fundamentos tedricos
e ————————/—/— ———— ————/—¥/—/+/—/~—/—/+/—/+/—/—/}1

Homolactica: C,H,,0, - 2CH;CHOHCOOH (1.2)
Heterolactica: C,H,,0, - CH;CHOHCOOH + C,H;OH + CO, (1.3)

En este escenario, las levaduras han sido ampliamente utilizadas como los
microorganismos predominantes en los procesos de fermentacion, debido a su
capacidad eficiente para fermentar diversos azucares, produciendo alcohol y diéxido
de carbono como subproductos. Las levaduras no solo destacan por su rapidez en el
proceso de fermentacion, sino también por su notable tolerancia a distintas
condiciones ambientales y su capacidad de adaptarse a diferentes sustratos
lignocelulésicos. Esta adaptabilidad las convierte en candidatas ideales para la

produccion de biocombustibles a partir de una variedad de fuentes de biomasa.

1.7.1 Métodos de fermentacion

Como se menciond previamente, la fermentacion es un proceso bioquimico de gran
relevancia en la industria, especialmente en la produccién de diversos productos. En
el ambito especifico de los biocombustibles, existen diversos métodos de
fermentacion, que se emplean de acuerdo al producto final deseado, la disponibilidad
de sustratos y las condiciones de proceso mas adecuadas (Figura 1.10). A

continuacion, se describen algunos de estos métodos destacados:

A. Hidrdlisis y fermentacion separadas (SHF): Este proceso, (Figura 1.10 A), es
una técnica bioquimica ampliamente utilizada en la produccién de
biocombustibles, especificamente en la conversion de biomasa lignoceluldsica
en etanol. Esta metodologia, reconocida por su alta eficiencia, comprende dos
etapas fundamentales: la hidrélisis enzimatica de la biomasa para liberar
azucares fermentables y la fermentacién de estos azucares para la generaciéon

de biocombustibles (Esquivel-Hernandez, et al., 2022).

Un desafio critico en el SHF es la inhibicién por retroalimentacion, donde los

azucares liberados durante la hidrdlisis ralentizan la actividad enzimatica, lo que
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limita la eficiencia de la descomposicién de la biomasa (Maslova et al., 2019).

Esto conlleva la necesidad de una mayor carga enzimatica o de tiempos

prolongados de procesamiento, afectando la viabilidad econdmica del proceso.
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Figura 1.10 Métodos de fermentacién para la produccion de etanol a partir de la biomasa
lignoceluldsica. A) SFH, B) SSF, C) SScF y D) CBP. Fuente: Adaptado de (Camesasca,
2013).

B. La sacarificacion y fermentacion simultaneas (SSF): Este método, (Figura

1.10 B), combina la hidrdlisis enzimatica y la fermentacién en un unico sistema

reactor (Esquivel-Hernandez et al,

2022).

Esta

integracion permite la

coexistencia de enzimas y microorganismos fermentadores, lo que previene la
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acumulacion de azucares y reduce las inhibiciones por sustrato (Maslova et al.,
2019). Ademas, la SSF presenta ventajas operativas como la reduccion de

equipos y espacio, disminuyendo costos de capital y operativos.

El principal reto en la SSF es la optimizacién de las condiciones de operacién,
debido a que los parametros ideales de temperatura, pH y concentracion de
sustrato pueden diferir entre la sacarificacion y la fermentacion. Lograr un
equilibrio adecuado es esencial para maximizar la conversién de biomasa y la
tolerancia de los microorganismos a las condiciones del proceso (Haokok et al.,
2023).

. La sacarificacion y cofermentacién simultaneas (SScF): Esta etapa, (Figura
1.10 C), integra la sacarificacion y la fermentacién en un solo reactor,
permitiendo que las enzimas y los microorganismos actuen simultdneamente
en la conversion de azucares, pentosas y hexosas (Esquivel-Hernandez et al.,
2022). Esta estrategia busca mejorar la eficiencia global del proceso y reducir
los tiempos de residencia, al tiempo que evita la inhibicion enzimatica,
optimizando la actividad y acelerando la conversion de la biomasa (Haokok et
al., 2023).

. El bioprocesamiento consolidado (CBP): Este proceso, (Figura 1.10 D),
representa un enfoque innovador que integra la produccién de enzimas, la

sacarificacion y la fermentacion de hexosas y pentosas en un solo reactor.

Este emplea microorganismos multifuncionales, generalmente cepas
modificadas de bacterias o levaduras, para realizar todas las etapas de manera

integrada (Esquivel-Hernandez et al., 2022).

Aunque simplifica el proceso y reduce costos, su implementacion a gran escala
enfrenta a barreras significativas, incluyendo altos costos operativos y la

necesidad de instalaciones especializadas (Ahmad et al., 2020). Por ello, se
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considera que el CBP aun requiere un desarrollo considerable para superar
estos desafios y competir en términos de productividad con las metodologias
SHF y SSF (Kawaguchi et al., 2016).

1.8 Levadura Saccharomyce Cerevisiae para la producciéon de bioetanol

Las levaduras representan los microorganismos mas comunmente empleados en
procesos de fermentacion, destacandose entre ellas la Saccharomyces cerevisiae (S.
cerevisiae) por ser la mas estudiada y utilizada en la produccion de etanol. Esto se
debe a su sistema genético bien caracterizado y su alta disponibilidad comercial. Esta
levadura puede metabolizar eficientemente tanto disacaridos como la sacarosa, asi
como azucares simples como la glucosa, y exhibe una notable resistencia tanto al
etanol como a diversos inhibidores presentes en los hidrolizados de biomasa
(Korasapati et al., 2023).

El desarrollo de nuevos pretratamientos, métodos de hidrdlisis y técnicas de
fermentacion ha influido significativamente en la liberacion y aprovechamiento de
glucosa. Sin embargo, una de las limitaciones clave en la bioconversién de biomasa
lignocelulésica es la incapacidad de S. cerevisiae de fermentar eficientemente
azucares de cinco carbonos, como la xilosa, debido a la ausencia de los genes
necesarios para su asimilacion. Aunque se han realizado modificaciones metabdlicas
en S. cerevisiae para ampliar su capacidad de convertir xilosa en etanol, aun no se
han desarrollado cepas comerciales que lo hagan de manera 6ptima y eficiente (Konde
et al., 2021).

1.9 Antecedentes

Miranda (2019), establecidé una produccion de celulasa a partir de Aspergillus niger
ITV02 utilizando como biomasa diferentes residuos lignoceluldsicos (Bagazo de cana,

bagazo de sorgo, cascara de arroz, paja de cebada y rastrojo de maiz), de los cuales
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realizaron una optimizacién de Box Benhen evaluando el efecto de la temperatura, pH
y agitacion. En base a lo anterior obtuvo una mejor produccion con 10 g/L de residuo

lignocelulésico a 33°C, 5.3 de pH a 200 rpm

Khaire et al. (2021), llevaron a cabo una bioconversion de las puntas de cafia de azucar
(PCA) siendo su composicidon aproximada del 40 al 45% de celulosa, 25 al 30% de
hemicelulosa y 15 al 19% de lignina, con el objetivo de obtener bioetanol a partir de
diversos métodos de pretratamiento, para la obtencion de productos de valor agregado
como el xilano, lignina y furfural. Estos son considerados con un enfoque industrial
mas eficiente, dada su aplicacion en la produccion de oligosacaridos, bioetanol y
petroquimicos derivados del petrdleo. Cabe destacar que la identificacion de un
método de separacion rentable para la extraccion a gran escala de xilano y lignina a

partir de las PCA sigue siendo objeto de investigacion continua.

Rasid et al. (2021), concluyeron avances en los afos 2018 a 2021 para el
pretratamiento de biomasa lignocelulésica, abarcando métodos ecoldégicos como la
ozondlisis, los liquidos idnicos, los disolventes eutécticos profundos (DES), el
organosolv y la explosidon de vapor métodos para mejorar la produccion de
biocombustibles. Estos métodos se analizan para determinar sus parametros de
proceso optimos que maximizan la degradacion de la lignina, el rendimiento del azucar
de hidrdlisis, asi como minimizan el tiempo de reaccién, el consumo de reactivos,

inversion econdmica y consumo de energia.

Al-Mardeai et al. (2022), realizaron una investigacion empleando el uso de
biorreactores de membrana para mejorar la hidrolisis enzimatica de la celulosa con
una membrana de ultrafiltracion de polietersulfona con un corte molecular de 10 kDa,
obteniendo un rendimiento maximo de 86.7 % en la conversion de azucares en un
periodo de 8 h, siendo esta una estrategia para la optimizacién en la produccion de

biocombustibles.
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Ranganathan et al. (2022), analizaron enfoques experimentales y computacionales
para mejorar las celulasas, destacando que la combinacion de métodos de evaluacion
permitid desarrollar cepas mejoradas con alta actividad enzimatica, optimizando la
conversion de biomasa y el rendimiento de glucosa. Ademas, se evaludé un
quimiocatalizador compuesto por molibdeno y platino como alternativa sostenible
frente a cepas como Cellulomonas sp., Bacillus sp., Micrococcus sp. y Aspergillus

niger, mostrando su potencial en procesos lignoceluldsicos.

Infanzén-Rodriguez et al. (2022), realiz6 una optimizacion multirrespuesta para la
produccion de exoglucanasas, encoglucanasa, y B-glucosidasa por Aspergillus niger
ITV02 a partir de bagazo de cana deslignificado, empleando 20 g/L con 0.2% Tween
80 a un pH de 5.6 obteniendo un incremento en la actividad FPasa, CMCasa, BGL un
47.62, 65y 47.4% respectivamente.

Devi et al. (2023), analizaron una visién panoramica del panorama tecnoldgico para la
produccion de bioetanol a partir de varias generaciones de materias primas. Este
estudio se hizo con el fin de recolectar informacion en detalle de las materias primas
de diferentes generaciones para proporcionar un conocimiento general sobre su
proceso de bioconversion y poder aplicarlo a diferentes retos y perspectivas actuales
en el ambito de biocombustibles para obtener el mejor provecho de residuos
lignocelulésicos y buscar solucion a las barreras tecnoldgicas comunes que afectan la

produccion de bioetanol.

Hammond y McCann (2023), desarrollaron un procesamiento de bioetanol a partir de
paja de trigo, realizaron analisis en una biorrefineria en el Reino Unido que procesa
237,000 toneladas métricas de paja de trigo (peso seco), generando aproximadamente
75 millones de litros (ML) de bioetanol desnaturalizado al ano. La tecnologia de
proceso investigada fue el pretratamiento con acido diluido y la hidrdlisis enzimatica
obteniendo una reduccion del 7% en la paja mojada durante el pretratamiento con un

secado efectivo durante el proceso. El contenido de azucar se mantuvo en un modesto
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1.4% en peso seco, con un contenido de humedad del 6.5%, en comparacion con los
granos de trigo, que presentan un contenido de humedad del 15% en el contexto del
Reino Unido. Ademas, se llevé a cabo un analisis de sensibilidad para identificar los
factores clave que influyen en los costos, destacando cambios en los rendimientos,

con énfasis en el rendimiento de bioetanol y el rendimiento de la paja de trigo.

Hung et al. (2023), desarrollaron dos estrategias de alimentacién adaptativas
disenadas para optimizar la productividad del etanol en la fermentacion discontinua
alimentada de 5 L utilizando Saccharomyces cerevisiae. Estas estrategias se centraron
en ajustar la adicién del medio alimentario (suministro de azucar) para aumentar la
disponibilidad de azucar fermentable, obteniendo como resultados un aumento del
20% en la productividad general del etanol, alcanzando valores de 0.88-0.04 g/Lh y
0.87-0.06 g/Lh, con notables rendimientos de etanol del 91% vy titulos del 13% (v/v)

respectivamente.

Mokomele et al. (2023), investigaron la fermentacion eficiente de lechadas de bagazo
de cana de azucar utilizando S. cerevisiae resistente a xilosa, comparando diferentes
técnicas de pretratamiento. El bagazo tratado con explosion de vapor resultdé en
mayores concentraciones de etanol. Se aplicé un enfoque de fermentacion de
sacarificacion simultanea pre-hidrélisis (SHCF) para aumentar la carga de sodlidos, y
se encontrd que el uso de todo el lodo de fermentacién sin detoxificacion produjo altos
rendimientos de etanol. Se identificaron cepas de S. cerevisiae con mayor capacidad
de consumo de xilosa y resistencia a inhibidores microbianos. Estos resultados tienen
implicaciones industriales significativas, destacando el alto consumo de xilosa y las
concentraciones elevadas de etanol obtenidas por ciertas cepas de S. cerevisiae,

incluso en presencia de acido aceético.
Szopa et al. (2023), investigaron tecnologias recientes para tratar residuos mediante

hidrélisis quimica, enzimatica y procesos auxiliares, enfocandose en residuos

biolégicos con alto contenido proteico, grasas y azucares. El articulo identifica los
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residuos con mayor potencial, analiza regulaciones legislativas, compara la hidrdlisis
quimica y enzimatica, y destaca la necesidad de optimizar estos métodos para mejorar
la extraccion de componentes valiosos como estimulantes de crecimiento de plantas,
alimento para animales, productos quimicos, biocombustibles y biopolimeros. Ademas,
se abordan perspectivas futuras y se ofrecen pautas para desarrollar estas

tecnologias, considerando su viabilidad econémica y escalabilidad.

Varilla-Mazaba et al. (2024 ), optimizé la etapa de hidrdlisis acida del bagazo de cana
de azucar para obtener la maxima concentracion de xilosa y menor concentracién de
acido acético empleando H,SO, al 0.86 % v/v, con una RLS 6:1 mL/g, durante 22 min
a 121°Cy 1.1 atm. Se reportaron rendimientos de xilosa de 20 g/L y 3.05 g/L de acido

acético, con una remocion del 75% de hemicelulosa en el bagazo de cafia.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Metodologia general

En la Figura 2.1, se presenta una descripcion general de las etapas de la metodologia
propuesta a partir del aprovechamiento del material lignocelulésico derivado del BCA,
considerando condiciones Optimas a nivel de planta piloto (PP), a fin de garantizar
resultados confiables y reproducibles dentro del proceso de produccidén de azucares

fermentables a partir de hongos autéctonos para la produccion de bioetanol 2G.

Recoleccion y
acondicionamiento de la Caracterizacion
materia prima de la Biomasa
s Hidrc')lifis Acida ‘
Caracterizacién
Balances de
NREL y HPLC - ‘ Hidrdlisis Alcalina ‘ > Materia
. v .
| | Hidrolisis Enzimética |
Pre cultivo y J' Caracterizacién
Pre inéculo ‘ Fermentacion ‘ ’ HPLC

Figura 2.1 Metodologia para la produccion de bioetanol

2.2 Recoleccion y pretratamiento fisico de la materia prima, secado y molienda

La cafa de azucar se adquirié del Instituto Nacional de Investigacion Forestal,
Veracruz, Ver. el cual, se sometié a un proceso de exprimido a través de un molino
marca TILCA de 12 in, para la extraccion del jugo y obtencion del bagazo (Figura 2.2).
El BCA resultante se sometié a secador solar, hasta alcanzar una humedad del 10%,
y posteriormente se redujo su tamafio de 4-6 cm, a fin de facilitar su manipulacion y

aumenté de la superficie de contacto para la etapa de pretratamiento quimico
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empleando una ensiladora para verde seco, Avante Agricola modelo PG-5000. Este
proceso de trituracion favorecié una preparacion efectiva del material lignocelulésico

para su posterior tratamiento.

Figura 2.2 Molino marca TILCA para la obtencion de bagazo de caia

Las condiciones de operacion de las tres etapas de hidrdlisis evaluadas para este
proyecto, consideraron las condiciones éptimas de tres variables (relacién liquido-
solido (RLS), % de concentracién del reactivo p/p y tiempo de cinética, obtenidas a

nivel laboratorio por Moran-Aguilar (2018)

2.3 Hidrélisis acida

2.3.1 Evaluacion a nivel laboratorio

Se colocaron en dos vasos de precipitado de 4 L, 200 g de BCA, se les afnadié una
solucién de H,S0, al 3 % p/p, y una RLS 10:1 mL/g, posteriormente se esterilizaron
con autoclave marca Felisa modelo FE339 a 121 °C durante 15 min. Una vez concluido
el proceso de esterilizacion, el bagazo de cafa de azucar hidrolizado (BCAc), se
exprimio, a fin de separar la fraccion liquida y el bagazo solido pretratado. A la fraccion
liquida obtenida se le determind el pH con un potenciometro marca Hanna modelo

HI1131, se etiquetd y almacend en un congelador para su posterior analisis.
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El BCAc, se lavd con una corriente de agua, para incrementar el pH a 7
aproximadamente. seis veces, utilizando una cantidad de 2 L de agua por lavado,
después el bagazo se desintegré sobre charolas de aluminio para reducir humedad
mediante radiacion solar, 1 g de la muestra se colocé durante 30 min en una
termobalanza XM 50 para registrar su contenido de humedad, menor al 10%. Por
ultimo, se tomaron muestras de cada lote de bagazo para analisis segun el protocolo

NREL para la evaluacion de sus componentes.

2.3.2 Evaluacién a nivel planta piloto

Se utilizé un reactor tipo tanque con una capacidad maxima de 1000 L (ver Figura 2.3),
se emplearon 40 kg de BCA en cada corrida, empleando: H,S0, al 3 % p/p, una RLS
10:1 L/kg durante 15 min. Una vez completado el proceso, se procedio a la descarga
del lote, separando el BCAc mediante una malla. Para incrementar el pH a 7, se
realizaron lavados con una corriente de agua, se prens6 para eliminar la mayor
cantidad de agua posible, y se colocd sobre una lona para someterlo a secado por
radiacion solar, hasta alcanzar una humedad por debajo del 10%. Una vez completada
esta etapa se retir6 una muestra de cada lote para su caracterizacion de NREL.
Finalmente, el hidrolizado obtenido fue almacenado en un contenedor de 1000 L,

reservando una muestra para su posterior caracterizacion por HPLC.

2.4 Hidrdlisis alcalina

2.4.1 Evaluacion a nivel laboratorio

Se tomaron dos lotes de BCAc (122 g y 115 g), que se trataron con H,0, al 9 % p/p y
una RLS 10:1 mL/g; una vez humedecido el bagazo se anadié gradualmente la
solucién de NaOH al 40 % para que no se incrementara la temperatura del vaso de
precipitado hasta alcanzar un pH de 11.5, con un tiempo de cinética de 36 h. Se

muestreo en la hora 12, 24, 36 a fin de analizar el bagazo mediante pruebas NREL.
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Figura 2.3 Reactor de hidrdlisis acida

Al terminar el tiempo de la cinética, se exprimié el bagazo de cafa hidrolizado alcalino
(BCAI) para separar la fraccion liquida. EI BCAI se lavé con una corriente de agua para
reducir el pH a 7.8 aproximadamente, posteriormente el BCAI se desintegrd en trozos
pequefios y se dispuso sobre charolas expuesta a la luz solar para facilitar la pérdida
de humedad por debajo del 10%. Finalmente, se determiné la humedad del BCAI seco
mediante una termobalanza XM 50, empleando 1 g de muestra 30 min. Una vez

registrado un valor menor al 10 %, se determiné el peso del bagazo de cada lote.

2.4.2 Evaluacion a nivel planta piloto

Se utilizé un tanque con una capacidad maxima de 3000 L (Figura 2.4). Se emplearon
20 kg de BCAc, distribuidos equitativamente para llevar a cabo dos corridas
experimentales, empleando: H,0, al 9 % p/p; una RLS 10:1 L/kg y un tiempo de
cinética de 36 h. Una vez completado el proceso, se procedi6 a la descarga del lote,
separando el BCAI mediante una malla para reducir el pH a 7 con lavados de una
corriente de agua, tras esto, se prensoé para eliminar la mayor cantidad de agua posible,
y se colocé sobre una lona expuesta a la luz solar para facilitar la pérdida de humedad
por debajo del 10%. Una vez completada esta etapa se retir6 una muestra de cada

lote para su caracterizacién de NREL.
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Figura 2.4 Reactor de hidrdlisis alcalina

2.5 Hidrélisis enzimatica

2.5.1 Medio de cultivo de la enzima Aspergillus niger ITV02

La conservacion del hongo Aspergillus niger ITV02 se realizé en refrigeracion a 4° C,
resembrandolo, en placas de Petri que contuvieron un medio de agar con la siguiente
composicion: 25 g/L agar-agar, 10 g/L extracto de levadura, 20 g/L peptona de caseina,
20 g/L glucosa, 40 g/L harina de sorgo. A este medio de conservaciéon se afiadieron
0.25 g/L de antibidtico (gentamicina) con el fin de evitar el crecimiento bacteriano,
posteriormente se le ajusté un pH de 5.5 con una solucién de H;PO, al 5 %, y
finalmente fue esterilizado en una autoclave marca Felisa modelo FE339 a 121° C

durante 15 min.

2.5.2 Medio de adaptacioén a nivel matraz

El hongo se adapto en 200 mL de medio sintético (10 g/L extracto de levadura, 20 g/L
peptona de caseina, 20 g/L glucosa, 10 g/L CMC), este medio corresponde al 10 % del
medio de fermentacion al cual se le ajusté un pH a 5.5 con una solucién de H;PO, al 5
%, y se esterilizé en una autoclave marca Felisa modelo FE339 a 121° C por 15 min.

Se colocaron en una incubadora de agitacion STIK, modelo PSB2125, México a 30°C

y 200 rpm por 24 h en 4 matraces Erlenmeyer de 150 ml que contuvieron 50 ml de
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medio de volumen definido. La cantidad de hongo transferido se calculd, a partir de las
ecuaciones (2.1) y (2.2) para el de conteo de esporas de los cuales se transfirieron
2978 pL del hongo a cada matraz.

= 6
I _X'D'lxlo _ I
ce /mL - 20 =X ce /mL (21)

L 6x106cel/mL ‘Volumen del Medio (mL)
uL =

x cel/mL

)* 100 (2.2)

Donde: x es la media de esporas contadas en la camara de Tommen, D es la dilucion

de la muestra definida por la ecuacién 2.3.

Volumen total

Dilucion = (2.3)

Volumen de la muestra
2.5.3 Medio de fermentacion del hongo Aspergillus niger ITV02 a nivel matraz

La fermentacion se realizé en un medio de 2 L distribuido en 4 matraces de 1L con 500
mL del medio compuesto por: 1.5 g/L extracto de levadura, 2 g/L KH,PO,, 0.3 g/L
MgS0,.7H,0, 0.9 g/L Urea, 0.3 g/L CaCl,, 2.4 g/L (NH,),S0,,1 g/L peptonay 2 mL/L de
Tween 80 %. La solucion se mezcld asépticamente ajustando el pH a 5.5 con una
solucién de H;P0, al 5 %, y finalmente fue esterilizado en una autoclave marca Felisa
modelo FE339 a 121° C durante 15 min. Se afadieron 20 g de BCAI sin pretratamiento
acido previo, con las condiciones de RLS 10:1 mL/g; H,0, 9 % p/p; tiempo de cinética
de 36 h se le suministraron 500 uL de medio Mandels a cada matraz, incubandose a
31°C y 200 rpm por 168 horas en una incubadora STIK, modelo PSB2125, México. El
fermentado se centrifugd a 5000 rpm por 20 min en tubos falcon de 50 mL en una

Centrifuga 5804 R Marca eppendorf.

2.5.4 Ultrafiltracion por membrana

Se realizé una filtraciéon por membrana de 10 kDa suministrandole nitrégeno a 1 bar

con una capacidad de trabajo de 300 mL.
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2.5.5 Determinacion de la actividad enzimatica celulasas

La actividad en papel filtro (FPasa) fue cuantificado de acuerdo a Ghose (1987). Los
azucares reductores fueron cuantificados por el método DNS (Dinitrosalicylic Acid),

Miller (1959), como muestra en la Figura 2.5.

Agregar 10mL agua destilada Espectro 540 nm

T0 T10 T20 T30 T0 T10 T20 T30 Congelar
1mL DNS 5 min. B _T0 T10 T20 T30

=

100 °C por & min.

Figura 2.5. Metodologia para medir la actividad exoglucanasa (FPasa)

La actividad endoglucanasa (CMCasa) fue medida por la liberacion de azucares
reductores que fueron cuantificados por el DNS, Miller (1959), como se muestra en la
Figura 2.6 usando el extracto enzimatico en un buffer de acetato de sodio de pH 5,
0.05 M.

Agregar DNS 100uL Agregar 1mL agua destilada Espectro 540 nm

0=+ 0000000 = (osesek ~

100 °C por 5 min.

Figura 2.6 Metodologia para medir la actividad endoglucanasa (CMCasa)

La actividad B-glucosidasa (BGL) fue determinada usando 10 mM 4-nitrophenyl B-D-
glucopyranoside (B-pNPG, Sigma) como sustrato en 0.05 M buffer de acetato de sodio,
pH 5. La reaccion fue mezclada incubando el sustrato con el extracto enzimatico a
50°C por 10 min; la reaccion fue detenida por agregar 2 mL de Na,CO; 0.2 Ma 1 mL

de mezcla de reaccion como muestra en la Figura 2.7.
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Espectro 400 nm
Agregar 600pL Na.CO

B Muestra RET'TEF
T4 Te T8 T10 T15
50°C

Figura 2.7. Metodologia para medir la actividad B-glucosidasa (BGL)

2.5.6 Diseno de tratamientos para hidrélisis enzimatica

Una vez evaluadas las tres actividades enzimaticas, se tomo la actividad FPasa como
referencia para llevar a cabo los tratamientos experimentales. La actividad enzimatica
en unidades FPU (Filter Paper Unit) se define como la cantidad de enzima requerida
para liberar azucares reductores, cuantificados como glucosa. De acuerdo con
Infanzén-Rodriguez et al. (2022), para la degradacion de 1 g de celulosa se requieren
8 FPU, lo que permitid realizar las conversiones correspondientes basadas en la
actividad enzimatica de A. niger ITV02 medida (U/mL). Por otro lado, en el caso del
uso de la enzima comercial Cellic® CTec3, se emplearon 32 L, equivalentes a 4 FPU,

para asegurar una actividad enzimatica adecuada en los ensayos.
2.6 Fermentacion para la obtencién de bioetanol

2.6.1 Medios de cultivo

La cepa de Saccharomyces cerevisiae ITV-01 se conservo en refrigeracion a4° Cy se
resembrd cada cuatro meses, en placas de Petri que contuvieron un medio de agar
con la siguiente composicion: 20 g/L de agar-agar, 100 g/L glucosa y 10 g/L de extracto

de levadura.
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2.6.2 Pre cultivo y pre inoculo

Se tomaron tres asadas de cultivos de Saccharomyces cerevisiae ITV-01 en cajas
Petri, para la preparacion del inéculo. Las células se transfirieron a un medio de
activacion contenido en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, con 100 mL de medio de
cultivo compuesto por 5 g/L de KH,PO,, 2 g/L (NH,),S0, ,0.4 g/L MgS0,.7H,0,y 1 g/L
de extracto de levadura. Los matraces inoculados se incubaron en una incubadora
(STIK, modelo PSB2125, México) a 200 rom y 30 °C durante 8 horas. Tras este

periodo, se realizé un pase de 6x10° Cel/mL a un medio de adaptacion en otro matraz

Erlenmeyer de 250 mL, que contenia 100 mL de medio compuesto por 5 g/L de
KH,PO,, 2 g/L (NH,),S0, ,0.4 g/L MgS0,.7H,0, 1 g/L de extracto de levadura y una
mezcla de glucosa en una proporcion de 50% medio sintético y 50% medio hidrolizado.
Los frascos inoculados se incubaron bajo las mismas condiciones de agitacion (200

rpm) y temperatura (30 °C) durante 8 h.

2.6.3 Medio de Fermentacion

Las cinéticas fermentativas se realizaron incorporando 3x10° Cel/mL del medio de

adaptacion a un matraz Erlenmeyer de 500 ml que contuvieron 200 ml de medio de
cultivo compuesto por 5 g/L de KH,PO,, 2 g/L (NH,),S0O, ,0.4 g/L MgS0,.7H,0, 1 g/L
de extracto de levadura y 200 mL de glucosa de medio hidrolizado. Los matraces se
colocaron en una incubadora (STIK, modelo PSB2125, México) a 200 rpm, 30 °C
durante 72 h. Se retiraron muestras cada 3 h, registrando pH, ° Brix y conteo de células
vivas/muertas. Las muestras se analizaron por HPLC para medir glucosa, xilosa y

produccion de etanol.
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2.7 Métodos Analiticos

2.7.1 Analisis de la caracterizacion y de hidrolizados por HPLC

Se llevo a cabo el analisis mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
de cada etapa del proceso de hidrdlisis, incluyendo los licores generados tras cada
etapa de hidrdlisis y muestras liquidas obtenidas después de aplicar la técnica NREL,
las cuales fueron congeladas hasta el momento del andlisis. Antes de ser analizadas
por HPLC, las muestras fueron descongeladas y atemperadas, tratandose con una
solucion de BaO 0.3 My ZnS0O, al 5% p/v, con el propdsito de eliminar impurezas como
proteinas y almidones, que podrian obstruir los filtros, asi como la precolumna y
columna del HPLC modelo LC-2050 de Shimadzu Corporation, Japén, con una
columna Shodex SH1011 (8x300 mm) y un detector RID-20A (Shimadzu Corporation,
Japdn) a una temperatura de 50 °C, utilizando una fase moévil de H,SO, 0.05 N y un
flujo de alimentacién de 0.6 mL/min durante un tiempo total de analisis de 40 min.
(Partida, 2017). La relacion de los reactivos utilizada fue de 8:1:1, permitiendo un
reposo de 10 min tras una agitacién vigorosa en tubos Eppendorf, seguido de una

centrifugacion a 10,000 rpm durante 10 min.

2.7.2 Analisis de composicion lignocelulésica

Para dar comienzo, se pulverizaron las muestras introduciéndolas por un tamiz Tyler
de acero inoxidable malla 25, diametro 20 cm, con una abertura de 0.710 mm. De
manera continua, se tomaron 0.3 g en un tubo de ensayo que llevé a cabo un proceso
de hidrdlisis acida doble (Sluiter et al., 2008), la primera hidrolisis se efectué durante 1
h utilizando una solucion de 72% H,S0, a 30 °C (bafio de agua Thermo Haake C10-
B3, Alemania), y la segunda hidrdlisis se completo utilizando una una autoclave (AESA,
CV-250, México) a 121 °C y 1.1 atm durante 1 h. La caracterizaciéon de celulosa,

hemicelulosa y lignina, por la Técnica NREL se determiné con los siguientes calculos.
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Para determinar el porcentaje de lignina presente en el material lignoceluldsico, se

emplearon las ecuaciones 2.4 a 2.8.

% total de sdlidos * peso de la muestra

ODW = 24
100 (2:4)
peso del crisol con AIR — peso del crisol
%AIR = 2.5
o 0DW " (29)
% AIL = (Peso crisol con AIR — peso crisol) — (Peso crisol con cenizas — peso crisol) « 100 (2.6)

obDw

% ASL absorbancia * 0.8673 * diluciéon — peso del crisol 100 57
= *
° 25« ODW = longitud de celda (2.7)

%Lignina = % AIL + % ASL (2.8)

Para determinar el porcentaje de celulosa presente en el material lignocelulésico, se

emplearon las ecuaciones 2.9 a 2.13.
Concentracién glucosa = concentracion glucosa HPLC * dilucién (2.9)

concentracion glucosa * 87

Masa glucosa = 1000 (2.10)
Masa corregida glucosa = masa glucosa * 0.09 (2.11)
masa corregida glucosa * 100
Q = 212
% Glucanos ODW ( )
% Glucanos * 100
% Celuosa = 2 (2.13)

90

Para determinar el porcentaje de hemicelulosa presente en el material lignoceluldsico,

se emplearon las ecuaciones 2.14 a 2.18.
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% xilosa = Concentracion xilosa HPLC * dilucion (2.14)
% xilosa * 100
% Hemicelulosa = — 70 (2.15)
Masa corregida xilosa = masa xilosa * 0.88 (2.16)
) concentracion xilosa HPLC * 87
Masa xilanos = (2.17)
1000
. masa corregida * 100
0 = 218
% Xilano SDW ( )

2.7.3. Viabilidad celular (%V)

El analisis cuantitativo de células es una metodologia que se basa en la observacién
microscopica después de realizar una tincidn con azul de metileno, indicando la
proporcion de células viables en relacién con la poblacion total de una muestra
previamente diluida, la cual no debe exceder un maximo de 300 células. El porcentaje

de viabilidad se calcula mediante la ecuacion 2.19.
%V = L(lOO) (2.19)
Xm — Xp)
Donde X,, es el promedio de células muertas y X, es el promedio de células vivas.
2.7.4 Rendimientos y productividades
Rendimiento Celular (Y, /)

Este rendimiento tiene la funcién de cuantificar la cantidad de biomasa generada por
unidad de sustrato consumido en g/L, lo cual es crucial para determinar la eficiencia
del crecimiento microbiano y la adaptacion del microorganismo al sustrato

lignoceluldsico pretratado, y se calcula mediante la ecuacion 2.20.

_ (X —x)

= 2.20
(S: — X¢) (2:20)

Yx/s
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Donde X; es la concentracion final de biomasa, X;es la concentracion inicial de
biomasa, S; es la concentracion final de sustrato, S; es la concentracion inicial de

sustrato.

Rendimiento de producto (Y, )

Este rendimiento permite medir la cantidad de producto (etanol) producido por unidad
de sustrato consumido, proporcionando informacién clave sobre la conversion de
azucares fermentables en etanol. Este rendimiento se calcula mediante la ecuacion

2.21 y se expresa en unidades de g/L.

_(Fr-P)

Y,s = GBS (2.21)

Donde P, es la concentracion final del producto, P; es la concentracion inicial del

producto.

Productividad Volumétrica (Q)

La productividad se define como la cantidad de producto generado por unidad de
tiempo y volumen de cultivo (g/L-h), cuya funcién es evaluar el desempefio del proceso
fermentativo, permitiendo determinar la rapidez y eficiencia con la que los
microorganismos convierten los azucares en etanol. Este parametro se determina

empleando la ecuacion 2.22.

_b

Q = L (2.22)

Donde P; es la concentracion de producto maxima alcanzada en el tiempo tf (g/L), t;

es el tiempo de fermentacion donde se alcanza la maxima concentracién de producto

(h).
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2.8 Balances de Materia

Se realizaron los balances de materia de las etapas de hidrdlisis con el fin de analizar
las condiciones de trabajo a nivel laboratorio para comparar y ajustar los valores

obtenidos a nivel planta piloto.

2.9 Energia eléctrica consumida

Para calcular cuantos litros de bioetanol necesitas para cubrir un consumo energético,

se debe tener en cuenta lo siguiente:

Calculo del volumen requerido

Para determinar el volumen de bioetanol requerido, se empled la ecuaciéon 2.23, la cual
establece que el volumen necesario se obtiene al dividir la energia requerida (kWh)
entre el poder calorifico inferior del bioetanol, equivalente a 5.86 kWh/L. Este calculo
permite estimar con precision la cantidad de biocombustible necesaria para satisfacer

la demanda.

Energia consumida (kWh)

Litros de bioetanol = CWh (2.23)

Poder calorifico del bioetanol (5.86 T)



CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION



§

CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Acondicionamiento de la materia Prima

El lote de cafa de azucar utilizado en este estudio fue recibido y pesado en una
bascula, obteniéndose un peso total de 916 kg. Posteriormente, se extrajo el jugo
mediante un molino, lograndose obtener un volumen de 295 L de jugo de caia. Este
jugo fue destinado a un proyecto paralelo relacionado con la produccién de bioetanol

de primera generacion (1G).

El residuo sélido remanente del proceso, conocido como BCA, fue sometido a un
acondicionamiento mencionado en la seccion 2.2 para su uso en esta investigacion,
reportando un peso final de 286.85 kg de BCA, con una caracterizacion de 40.9% de
celulosa, 28.3% de hemicelulosa y 25.4% de lignina. De acuerdo con lo reportado por
De la Torre et al., (2021), el BCA representa aproximadamente el 30% del peso total
de la cana procesada. Este balance confirma la consistencia de los resultados
obtenidos, ya que el peso del bagazo seco corresponde al porcentaje estimado,

validando el procedimiento realizado durante el acondicionamiento de la materia prima.

3.2 Evaluacion de condiciones Hidrélisis acida

3.2.1 Balance de materia a Nivel laboratorio

El peso del bagazo final con pretratamiento acido fue de 122 gy 115 g existiendo una
pérdida de biomasa entre el 39-42.5 % durante este pretratamiento (Figura 3.1).
También se registraron las pérdidas de fracciones liquidas entre el 26 y 32 %. obtenidas
en cada lote reportando el pH. Se registré6 una composicion del BCAc de 65.8% de
celulosa, 13.7% de hemicelulosa y 22.6% de lignina de esta etapa el pretratamiento

realizé una remocién del 51.59% de hemicelulosa con las condiciones empleadas.
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H.O
_ r 24L Bagazo Acido
H,SO,————» N Lote 1 ;
o7 % \”rJV 61.86 mL HSO 3% viv > 112 g Hum;ﬁla:annT.ﬁB;s%
RLS: 101 mL y |: = o Humedad: 3.66%
Bagazo de cafia de azucar g | | | | D— g pH: 7.15
200 g

Hidrolizado Acido
Lote 1

1351 pH: 0.85

Lote 2

148 pH: 0.85

Yy Vv

Figura 3.1 Balance de materia de hidrdlisis acida a nivel laboratorio

3.2.2 Balance de materia a Nivel Planta piloto

Se realiz6 un escalamiento 1:200 en planta, se trataron 4 lotes (40 kg cada uno), cuyas
condiciones de operacién se mencionan en la Tabla 3.1, las modificaciones se
realizaron para poder recuperar el mayor porcentaje de biomasa, realizando el
pretratamiento correctamente. Las modificaciones se realizaron debido a que en el
Lote 1 se tuvo una pérdida del 76.85 % de bagazo, aproximadamente 90 % superior
al del nivel laboratorio. Como se puede apreciar en la Figura 3.2, con la modificacién
de las condiciones de presion y temperatura, se logro recuperar 5 kg de bagazo en el

lote 4, con una pérdida del 65 %.

Tabla 3.1 Resultados de NREL a condiciones de operacién modificadas en la etapa de
hidrdlisis acida a nivel planta piloto

Condiciones Composicion del BCAc (%)
Lote Tz
Temperatura | Presion | celulosa | Hemicelulosa | Lignina
(°C) (atm)
1 120 1.2 68.9 0 24.7
2 120 1.2 66.7 0 24
3 116 1 66.6 2.6 24.2
4 110 0.9 61.3 10 24.3
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Lote 2

975 kg Humedad: 8.11%
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TCote 1
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pH: 0.82

pH: 0.79

pH: 0.8

Yy ¥ v VY

pH: 0.88

Figura 3.2 Balance de materia de hidrélisis acida a nivel planta piloto

La caracterizacion del BCAc indico que los niveles de celulosa y lignina permanecieron

estables, en rangos de 61-69% y 24-25%, respectivamente. En contraste, la

hemicelulosa fue eliminada en su totalidad en los primeros dos lotes del pretratamiento

(ver Tabla 3.1). las fracciones liquidas obtenidas en cada lote, reportando una

reduccién del hidrolizado acido alimentado al inicio con agua y acido del 14-19%,

valores menores que los obtenidos en condiciones de laboratorio. Posteriormente, el

hidrolizado fue neutralizado mediante ajuste de pH con NaOH al 40% y caracterizado

por HPLC, para identificar los subproductos presentes, indicados en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Caracterizacion del hidrolizado acido a nivel laboratorio y planta piloto

Composicion (g/L)

Hidl\rnc:.iazsat;z:'sido Glucosa | Xilosa Aé:(;it(ij:o Furfural Hidroxi(r:;tli:l)furfural
Laboratorio 6.24 13.23 248 1.054 0
L1 PP 12.05 12.89 2.22 1.056 1.03
L2 PP 13.20 12.90 2.05 0.957 0.95
L3 PP 14.34 14.34 2.21 0.7502 0.53
L4 PP 11.29 10.06 1.87 1.555 0.22
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Varilla -Mazaba et al., (2024), reportd a unas condiciones Optimas para la obtencién de
xilosa, especificando que una RLS de 1:8 g/mL o superior permite obtener
concentraciones inferiores a 3 g/L de acido acético, independientemente de la
concentracion de acido y el tiempo de hidrolisis. En esta investigacion, los hidrolizados
muestran concentraciones aceptables de acido acético por debajo de 3 g/L. Sin
embargo, se observé que el escalamiento del pretratamiento impacté la composicion
del BCACc, resultando en concentraciones de glucosa superiores a 10 g/L, lo cual indica
cierta degradacion de celulosa debido a las condiciones aplicadas, siendo ésta, un

aspecto desfavorable.

El pretratamiento con acido sulfurico rompe la estructura de la biomasa, permitiendo
el acceso a las fibras de celulosa y hemicelulosa. Sin embargo, bajo condiciones
severas (altas temperaturas y concentraciones de acido), los monosacaridos liberados
tienden a descomponerse en compuestos inhibidores como furfural y HMF, que
interfieren en etapas posteriores, como la fermentacién, reduciendo la eficiencia en la
produccion de biocombustibles. Los niveles aceptables de HMF en el hidrolizado acido
deben ser menores a 0.5-1 g/L (Menegazzo et al., 2018). En el escalamiento, se
observo que el BCAc presentaba un color mas oscuro y una textura quebradiza, como
se muestra en la Figura 3.3, debido al tiempo prolongado en el reactor mientras se

esperaba una temperatura de manipulacién segura.

‘ Sin Pretratamiento Laboratorio Planta Piloto

EpIdy sisljoJpiH

Figura 3.3 Coloracién del BCA en la etapa de hidrdlisis acida
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3.3 Evaluacion de condiciones Hidrodlisis alcalina

3.3.1 Balance de masa a Nivel Laboratorio

Se registraron los valores de pH después de agregar NaOH al 40 % a las O h para
incrementar el pH hasta 11.5, este valor su mantuvo constante durante las 36 h de
reaccion. Como se puede observar en la Figura 3.4 se obtuvo una pérdida de fraccién
liquida entre el 21-26 % respectivamente, posteriormente el bagazo fue lavado con 36
L de agua para ajustar el pH a 7.8 para cada lote. El peso final del bagazo alcalino
pretratado seco (humedad < 10%) presenté una pérdida de 35-37 %. Durante el
proceso se formd espuma, ocasionada por que el oxigeno liberado quedo atrapado en
el liquido, y la presencia de lignina y otros componentes organicos en el bagazo puede
estabilizar las burbujas, aumentando aun mas el volumen de espuma alcanzando una

temperatura maxima de 80°C.

La aplicacién de H2O2 en combinacion con NaOH demostré ser altamente eficaz para
oxidar y desintegrar las estructuras lignocelulésicas, alcanzandose una remocién de la
lignina residual del 75.9 %, provocando un blanqueamiento del BCAI (Figura 3.6),
obteniendo una caracterizacion en esta etapa de 70.8% de celulosa, 18.5% de

hemicelulosa y 6.1% de lignina.

L1: 1000 mL
H.O
2 L2: 943 mL 36 L Bagazo Acido -Alealino

L1: 220 mL » '-;,Dgé Humeﬂag::.z%
pH: 7.

50% v/v L12:207 mL Lote 2 Humedad: 8.9%
]T_.O_. 9% viv 72 g pH: 7.8

RLS: 10:1 mUg | | | | ]|
&h Hidrolizado Alcalino

Lote 1
. L1: 150 mL pH: 11.5
NaOH 40% LOL
L2: 145 mL Lote 2

1.02L

w

pH: 115

Figura 3.4 Balance de materia de hidrdlisis alcalina a nivel laboratorio
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3.3.2 Balance de masa a Nivel Planta Piloto

Se realizaron pruebas preliminares para evaluar el comportamiento del bagazo acido
sometido a tratamiento alcalino, utilizando 50 g de bagazo e NaOH al 40 % para ajustar
el pH a 11.5. Este procedimiento representd una reduccion de un tercio en la cantidad
de NaOH comparado con experimentos previos a escala de laboratorio, lo que resulto
alarmante debido al incremento de pH en poco tiempo, generando una reaccién rapida
con un aumento de espuma que alcanzé el 70-80 % del volumen de un contenedor de

3 L y una disminucion del pH a 10.5 después de 24 horas.

Para el proceso de escalamiento, se establecio una relacion de 1:166, llevando a cabo
dos lotes, cada uno conformado por sublotes correspondientes a la etapa de hidrdlisis
acida. El Lote 1 incluyd los sublotes 1 y 3, mientras que el Lote 2 abarcé los sublotes
2 y 4. Esta configuracion permitié alcanzar el volumen de operacion requerido y
garantizar una agitacion homogénea de las paletas del reactor. Al inicio de la reaccion,
se registraron valores de pH de 11.5 al adicionar NaOH al 40 % ocupando un tercio del
volumen como lo reportado en las pruebas preliminares a nivel laboratorio, sin
embargo, a las 36 horas se observé una disminucion del pH, registrandose valores de
11 en el Lote 1y 10.6 en el Lote 2. Como se muestra en la Figura 3.5, se reporté una
pérdida de fraccion liquida alimentado al inicio con agua, NaOH y H2O2 entre el 40 y
46 %. Durante el proceso, la celulosa cambi6 de blanco a tonos café-amarillo (Figura
3.6) y el hidrolizado mostré una capa aceitosa sobre el bagazo, requiriendo menos

agua para ajustes de pH.

164 L 3600 L Bagazo Acido -Alcalino
Tote 1
» H dad: 9.5%
H,0, T" “1 18.4 kg umEHaT.B
50% viv Lote 2
H dad: 8.11%
H,O, g% viv 13.55kg e
RLS: 10:1 mL/g y |—|| | | |—|

[HRRRNE |

Hidrelizado Alcaline

L1:L1yL3 Bagazo Acido
E

Lote 1

L2: L2y L4
pH: 10.6

|+
=0
L1:85L o 1201
NaOH 40% . \_"—-—y/ Lote 2 pH: 11

L2:8L 108 L

Figura 3.5 Balance de materia de hidrélisis alcalina a nivel planta piloto.
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Figura 3.6 Coloracion del BCA en la etapa de hidrdlisis alcalina

La composicion del bagazo alcalino (BCAI) de ambos lotes se presenta en la Tabla 3.3,
donde se observa una remocion de lignina del 14 % en ambos casos. Esto se atribuye
al limitado suministro de NaOH necesario para alcanzar un pH de 11.5 siendo una
tercera parte del volumen esperado. La reaccién inicial fue rapida y resulté en un
incremento de la temperatura a 82°C, generando una notable formacién de espuma.
En el Lote 1, el suministro de NaOH se realizé en intervalos mas prolongados,
provocando un aumento de espuma entre un 40-50 % del volumen del reactor. Por otro
lado, en el Lote 2, la frecuencia de suministro de NaOH fue mayor, o que generé una

espuma que alcanzé entre un 70-80 % del volumen total del reactor de 3000 L.

Tabla 3.3 Resultados de NREL a condiciones de operacion modificadas en la etapa de
hidrolisis acida-alcalina a nivel planta piloto

Composicion del BCAI (%)

Celulosa | Hemicelulosa | Lignina

Lote Condiciones

0.5 L de NaOH cada 10 min con una
1 66.7 0 21.4
agitacion intermitente de 12h

0.5 L de NaOH cada 5 min con una
2 66.9 0 22.4
agitacion intermitente de 20h

Un factor determinante en el balance del proceso fue la agitacion. El Lote 1 se sometio
a agitacion intermitente durante las 36 horas de reaccion, lo que resulté en una pérdida

del 8 % del bagazo. En contraste, el Lote 2, tras alcanzar el pH de 11.5, se dej6 el
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reactor con agitacion sin interrupcion durante 12 horas y luego se agitdé de forma
intermitente, lo que causé una pérdida mas significativa, del 32 %. Por consiguiente,
se concluye que la ausencia de una agitacion constante contribuye a una mayor

degradacion del bagazo y no se recomienda en estos procesos.

3.4 Evaluacion de actividad enzimatica

De acuerdo con Silva et al., (2023), el bagazo deslignificado ofrece una mejor
accesibilidad para las enzimas debido a la reduccion de la lignina, lo cual facilita la
accion de las celulasas sobre la celulosa. El bagazo alcalino sin pretratamiento acido
previo obtenido a nivel laboratorio con las concidiones mencionadas en la seccién
2.5.3, fue empleado en la etapa de fermentacion enzimatica, reportando una

caracterizacion de 48.4% celulosa, 35% hemicelulosa y 17.5% lignina.

En la Tabla 3.4 se presenta una comparacion detallada de la actividad de las enzimas
celulasas producidas por el hongo Aspergillus niger ITV02 después de 168 h de
fermentacion, bajo las condiciones operativas mencionadas en la seccién 2.5.3,
utilizando bagazo de cafia como fuente de carbono, contra resultados reportados por
otros autores. Los datos obtenidos en esta investigacion demuestran una mejora en la
actividad enzimatica en comparacién con los reportados por Miranda (2019), lo cual se
atribuye al empleo de condiciones Optimas de tiempo cinético, temperatura y velocidad
de agitacion, asi como a la adecuacion de la fuente de carbono. Al comparar los
resultados con los de Infanzon-Rodriguez et al. (2022), se observé un rendimiento
menor en las actividades de FPasa y BGL, obteniendo aproximadamente una tercera
parte del rendimiento. Esto se debe a la resistencia a la etapa limitante de la reaccion
(RLS) y a un mayor porcentaje de pureza mayor de H,0,, que permitieron una
deslignificacion mas efectiva del bagazo, dado que las condiciones experimentales de

tiempo, velocidad de agitacion y temperatura reportadas fueron similares.
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Tabla 3.4 Actividad de celulasas sin ultrafiltrar en comparacion con otros autores

Condiciones Hidrélisis Alcalina Actividad (U/mL)
RLS H,0, BCAI Referencia
t(h) | T(°C) pH | rpm | FPasa | CMCasa | BGL
(mL/g) | (%p/p) (g/L)
0.09 Mirand
1001 | 6% | 120 30 | 10 |55 250 0.013 | 2.19 | randa
5 (2019)
Infanzon-
121 | 6% | 168 | 31 20 6 | 200 | 0.47 0.5 12.6 | Rodriguez et
al., (2022)
101 | 9% |168| 31 | 20 |55|200| 015 | 0.44 |asgg|ES?
' 0 ' ' ' ' investigacion

La necesidad de concentraciones elevadas de B-glucosidasa (BGL) es importante,
dado que esta enzima hidroliza la celobiosa en unidades de glucosa. La ausencia de
BGL en un extracto enzimatico provoca la acumulacién de celobiosa, lo que inhibe a
las endo-glucanasas y exo-glucanasas, reduciendo la capacidad de hidrdlisis
enzimatica (Singhania et al., 2013), como resultado, el bagazo de cafa se presenta
como un mejor sustrato debido a su mayor actividad de BGL, con un rendimiento hasta
40 veces superior comparado con los resultados obtenidos por con Infanzon-

Rodriguez et al., (2021) con bagazo de sorgo deslignificado.

La aplicacién de la ultrafiltracion no solo mejora la pureza de las enzimas, sino que
también optimiza la concentracion y el intercambio de amortiguadores, debido a su
capacidad para separar y concentrar biomoléculas de alto peso molecular sin afectar
su actividad (Tavares et al., 2024), por lo tanto, en la presente investigacion la actividad
reportada después de la ultrafiltraciéon de 10 kDa se mejoraron los rendimientos de

Fpasa, CMCasa y BGL como se puede apreciar en la Figura 3.7.
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Sin Ultrafiltracion Con Ultrafiltracion
FPasa CMC BGL FPasa CMC BGL
0.1577 04479 4.8852 0.989 1.16 43.47

ﬂ527%. ﬂ1 59% ﬂ 789.83%

Figura 3.7 Mejora del rendimiento de la actividad enzimatica de Aspergullis niger ITV02

La concentracion del sustrato (celulosa y/o hemicelulosa) es un factor determinante en
el rendimiento y la velocidad inicial de la hidrdlisis enzimatica, ya que concentraciones
elevadas pueden provocar inhibicion, problemas de mezclado y transferencia de masa,
reduciendo la velocidad de la reaccion (Sun y Cheng, 2002). El grado de inhibicion
esta relacionado con la proporcién enzima-sustrato; por lo tanto, es esencial controlar
variables como la concentracion y calidad del sustrato, el pretratamiento, la actividad
enzimatica, la temperatura, el pH y el mezclado durante la hidrélisis de materiales

lignocelulésicos.

3.5 Hidrodlisis enzimatica a Nivel Laboratorio

En funcion de lo anterior, se disefiaron una serie de tratamientos a nivel laboratorio,
(ver Tabla 3.5) empleando 1 g de celulosa en RLS 10:1 mL/g, al cual se afadio el
extracto enzimatico y Buffer con pH 5 como solucién amortiguadora, mismas que

fueron recolectadas a intervalos de 24, 48 y 72 horas, para la cuantificacién de glucosa.

Tabla 3.5 Condiciones de hidrélisis enzimatica empleando Aspergillus niger ITV02

Tratamiento

Solucion amortiguadora (mL) 2 6 6 10
Extracto de Aspergillus niger ITV02 (mL) 8 4 4 0
Cellic CTec3 (uL) 0 32 0 32
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Tras cada intervalo, las muestras se retiraron del matraz y se centrifugaron para
obtener el sobrenadante, en el cual se cuantificé la glucosa (g/L) mediante HPLC. Los
tratamientos se compararon con el rendimiento de la enzima comercial Cellic® CTec3,
empleando la misma cantidad de unidades FPU, un estandar para medir la actividad
enzimatica en la degradacién de celulosa. Esto permiti6 evaluar y comparar los
rendimientos de Cellic® CTec3 pura y en combinacién con el extracto enzimatico de
hongos autdctonos, analizando su efectividad en la conversidn de celulosa bajo

condiciones experimentales.

La Figura 3.8 muestra que los tratamientos 2 y 4 lograron el mayor rendimiento a las
72 horas, alcanzando un promedio de 60.5 g/L de glucosa. El analisis de regresion
lineal indica que el Tratamiento 4 presenta el mejor ajuste del modelo, con un R?
cercano a 1, lo que asegura un ajuste adecuado para predecir datos futuros. Este
hallazgo sugiere que la produccién de glucosa podria continuar incrementandose mas
alla de las 72 horas. En contraste, el Tratamiento 2 exhibioé el ajuste mas bajo, con un
R2 de 0.9084, inferior al de los otros tratamientos, lo que limita la capacidad del modelo

para anticipar un aumento significativo en la produccion de glucosa

Es relevante destacar que la combinacion de la enzima comercial Cellic® CTec3 con
Aspergillus niger ITV02 (Tratamiento 2) demostré una productividad notable en la
conversion de glucosa durante las primeras 24 horas, generando 55.66 g/L de glucosa
(ver Tabla 3.6). Estos resultados subrayan un gran potencial para optimizar la etapa

de hidrdlisis enzimatica en la produccion de biocombustibles generacion 2G.

Tabla 3.6 Productividad de la obtencién de glucosa en diferentes pretratamientos

Tratamiento Glucosa (g/L) 24h  Productividad (g/Lh)
1 38.62 +0.211 1.60
2 55.66 * 2.04 2.31
3 28.32 +1.34 1.18
4 43.40 + 3.18 1.80
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Figura 3.8 Cinética de hidrdlisis enzimatica utilizando Aspergillus niger ITV02 ultrafiltrado

Los resultados de esta investigacion, utilizando un pretratamiento acido-alcalino y la
combinacién de Cellic® CTec3 con extracto enzimatico de Aspergillus niger ITV02,
demostraron un rendimiento competitivo frente a estudios similares (Tabla 3.7). El uso
conjunto de enzimas autdctonas y comerciales se destaco como una estrategia
eficiente para maximizar la conversién de sustratos lignoceluldésicos en azucares
fermentables en menor tiempo. Mientras que Nochebuena-Morando et al., (2014) y
Castandn-Rodriguez et al, (2015) lograron 50 g/L de glucosa en 72 horas,
comparando ese dato con esta investigacion, se alcanzé rendimientos similares en
solo 24 horas, reduciendo asi los costos operativos y mejorando la eficiencia general

del proceso de etanol 2G.
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Tabla 3.7 Producciéon de azucares fermentables a partir de hidrolisis enzimatica de BCA

Pretratamiento Condiciones de hidrdlisis GI(Z(;E)Sa Referencia

) Celulasas 4.1 FPU/g sdélido, B-
Acido-Alcalino | glucosidasa 18.2 CBU/g sdlido y Tween 50.1
80 0.95 % (p/v)

Nochebuena-Morando
et al., (2014)

750 pL Novozyme 188 and 0.5 mL 50 Castafién-Rodriguez et

Acido Celluclast 1.5, 72 h, RLS 7.7:1 al., (2015)

Acido-Alcalino Cellic CTec3 5% (p/p), RLS 5:1, 42h 167.92 Moran-Aguilar, 2018

Acida-DES
(ChCI-Gli)
cloruro de colina
y glicerol)

Cellic CTec3 5% p/p, RLS 6:1, 42 h 84.2 Varilla-Mazaba, (2024

32 uL Cellic CTec3, 6 mL extracto

A.niger ITVO2, RLS 10:1, 24h 55.66 Esta investigacion

Acido-Alcalino

Comparando con los resultados obtenidos por Moran-Aguilar (2018) y Varilla-Mazaba
(2024, se observo que esta investigacidon logré una conversion eficiente a menores
relaciones solido-liquido (RLS). Esto se atribuye a las condiciones de pretratamiento
aplicadas para la obtencion de celulosa, lo que resalta la importancia de optimizar
estos parametros. Se sugiere, por tanto, evaluar las condiciones empleadas en este
estudio a relaciones solido-liquido mas bajas, con el fin de maximizar la eficiencia del

proceso en futuros trabajos.

3.6 Hidrdlisis enzimatica a nivel planta piloto

Para la produccidon de enzimas, se prepararon 30 L de medio de adaptacion en un
reactor de preindculo de 80 L, al cual se inocularon 1.9 L de A. niger ITV02 junto con
Tween 80, manteniendo una agitacion entre 75 y 95 rpm durante un periodo de 24
horas. Durante la carga inicial, se observo que el volumen del medio no cubria el nivel
de agitacion, por lo que se adicionaron 10 L adicionales de agua para asegurar un nivel
adecuado de mezcla. Se registro una parada imprevista de la agitacién durante la

noche, aunque el momento preciso de la interrupcién no pudo determinarse.
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Posteriormente, el medio de adaptacion (40 L) fue transferido al reactor de
fermentacion, donde se adicionaron 250 L de agua y se ajustaron los reactivos para
operar con un volumen total de 300 L. Durante el proceso de fermentacién, se observd
un incremento del pH del extracto fermentado, pasando de 5.3 a 6.9 a las 96 horas,
junto con la presencia de un olor desagradable en reactor. A pesar de ello, se continu6
con el monitoreo cinético y la actividad enzimatica fue evaluada mediante la
metodologia de Miller (1959), obteniéndose valores bajos de actividad enzimatica, lo

que llevé a la descalificacion del lote.

De forma paralela, se llevd a cabo una prueba de hidrdélisis enzimatica a nivel de
laboratorio empleando bagazo de cafia pretratado a nivel de planta piloto. En un
segundo intento de produccién enzimatica con bagazo alcalino pretratado, se detecto
una contaminacion en el extracto, evidenciada por un cambio de color de amarillo-
naranja a café oscuro. Ante esta situacién, se decidi6 utilizar la enzima comercial
Cellic® CTec3 para la hidrdlisis enzimatica de 1 g de celulosa con 10 mL de buffer pH
5, evaluando la conversién de glucosa a las 72 horas con dos dosis: 32 yL (4 FPU) y
64 pL (8 FPU).

Los resultados obtenidos, se presentan en la Tabla 3.8, indicaron que el alto contenido
de lignina en el bagazo con pretratamiento acido-alcalino a nivel PP., limité la
conversion de glucosa en ambos ensayos. Con base en estos hallazgos, se
recomienda optimizar el proceso de pretratamiento durante la etapa de escalado,
enfocandose en la hidrdlisis acido-alcalina para mejorar la remocion de lignina y, por

ende, la eficiencia de conversion de glucosa en futuros estudios.
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Tabla 3.8 Hidrdlisis enzimatica a nivel laboratorio con bagazo pretratado a nivel planta piloto

empleando Cellic CTec3

: Lote1 : Lote2 Lote1
H. Acida-Alcalina H. Acida-Alcalina H. Alcalina PP.
PP. PP.
Solucién 10 10 10
amortiguadora (mL)
Cellic CTec3 (pL) 64 64 32
% Lignina 22.1 21.4 11.9

3.7 Fermentacion empleando Saccharomyce Cerevisiae ITV01

Para la produccion del extracto enzimatico, se llevé a cabo un nuevo lote de bagazo
alcalino tratado con Aspergillus niger ITV02 con el fin de obtener glucosa. Sin embargo,
se presentaron problemas de contaminacion que condujeron a bajos rendimientos, a
pesar de que el extracto fue sometido a un proceso de ultrafiltracion con membranas
de 10 kDa. Ante esta situacion, se decidié utilizar la enzima comercial Cellic® CTec3.
Se observo en esta investigacion que, tras 72 horas de reaccion, los resultados con
Cellic® CTec3 en la etapa de hidrdlisis enzimatica con el BCAI pretratado los valores
de glucosa obtenidos fueron comparables a los del tratamiento 2 (ver Figura 3.8). Para
la hidrdlisis, se prepararon dos lotes de 25 g de celulosa cada uno, a los cuales se
afiadieron 0.8 mL de Cellic® CTec3 y 250 mL de buffer con pH 5. La caracterizacién

por HPLC revel6 una concentracién promedio de 65.87 g/L de glucosa.

Posteriormente, se llevd a cabo la preparacion del medio de activacion para favorecer
el crecimiento exponencial de la levadura. Se utilizd un medio de adaptacion
compuesto por una mezcla de medio sintético e hidrolizado para acondicionar
gradualmente la levadura a la glucosa generada. Finalmente, se procedio a la etapa
de fermentacion utilizando el medio hidrolizado, registrando periédicamente los valores

de pH, °Brix y el conteo celular (vivo y muerto) cada 3 horas (ver Tabla 3.9.)
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Tabla 3.9 Cinética de Fermentacién con Saccharomyce Cerevisiae ITV01 para la produccién de etanol 2G nivel

laboratorio
Tiempo _ | Conteo Celular|Viabilidad| Glucosa| Xilosa | Etanol | peso Seco | AzUcares totales Productividad

| PP emy | ) | @@L | @D | @) | (celmL) (alL) (g/L*h)
0 5.25 9 5.05 E+06 100 67.69 17.21 1.52 2.53E+6 84.91 X

3 5.25 9 1.44E+07 99.65 65.61 16.84 1.69 7.18E+06 82.45 0.56
6 5.21 8 5.73E+07 99.78 57.11 16.53 4.57 2.86E+07 73.65 0.76
9 5.04 7 8.70E+07 99.65 35.94 15.78 14.98 4.35E+07 51.73 1.66
12 497 | 55 1.01E+08 99.38 1550 | 15.28 | 23.38 5.06E+07 30.78 1.94
15 495 | 5.1 1.10E+08 99.09 1.347 | 13.21 29.63 5.50E+07 14.56 1.97
18 494 | 49 9.89E+07 97.89 1.27 12.90 | 29.07 4.94E+07 14.17 1.61
21 49 | 4.8 8.14E+07 97 .41 1.24 12.70 | 28.98 4.07E+07 13.94 1.38
24 489 | 4.8 6.75E+07 96.77 1.20 12.64 | 28.61 3.38E+07 13.84 1.19
48 477 | 4.5 1.61E+07 96.69 0.80 9.93 22.21 8.50E+07 10.74 0.46
72 47 | 4.5 8.65E+07 93.01 0.72 9.85 20.67 4.33E+07 10.58 0.28
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El analisis cinético del proceso de fermentacion, evaluado durante 72 horas, indicoé que
el maximo rendimiento de produccion de etanol se alcanzé a las 15 horas, con una
concentracion de 29.63 g/L, marcando la fase exponencial de la fermentacion (ver
Figura 3.9). Simultaneamente, se observo una disminucion en las concentraciones de
xilosa y glucosa, registrandose valores de 13.21 y 1.34 g/L, respectivamente. Tras esta
etapa, las concentraciones de azucares y la produccién de etanol se mantuvieron en

una fase estacionaria hasta las 38 horas, seguida por la muerte celular de la levadura.

—a—Glucosa (g/L)
—u—Xilosa (g/L)
—a—Bioetanol (g/L)
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Figura 3.9 Consumo de azucares de S. cerevisiae ITV01, produccion de bioetanol 2G y

cinética de la biomasa a nivel laboratorio

A partir de estos datos, se calcul6 el rendimiento de conversion (Yp/s = 0.424 g/g), la
eficiencia del proceso (68.3%) y la productividad volumétrica (Q = 1.97 g/Lh),
empleando las ecuaciones descritas en la seccion 2.7.3. Estos valores permitieron una
comparacion objetiva con los resultados reportados por otros estudios que utilizaron
distintos tipos de residuos lignoceluldsicos para la produccion de etanol 2G (ver Tabla
3.10).
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Tabla 3.10 Produccion de etanol 2G a partir de residuos lignoceluldsicos.

Residuo Pretratamiento Glucosa Etanol Rendimiento Referencia
lignocelulésico (g/L) (g/L) (g/9)
& Castafnon-
Bagazo de cafia | »qiq_ Alcalino 50 23.67 0.47 Rodriguez et al.,
de azucar
(2015)
pagazo de Sorgo | Acido- Alcalino | 112.3 | 38.44 0.31 Partida, (2017)
Cascara de | 7 . , Morales-Martinez
cereza de café Acido-Alcalino 115.59 48.19 0.41 etal,, (2021)
Bagazo de . .
Agave tequilana | Acido-Alcalino 94.76 47.30 0.47 Delfin-Ruiz et al.,
(2020)
Weber var. Azul
Bagazo de cafia | Acido-Alcalino 65.87 29.63 0.42 Esta investigacion

El analisis de los datos experimentales indica que el rendimiento de la fermentacién se
encuentra dentro del rango reportado por otros estudios. La variabilidad en los
resultados en la obtencién de glucosa se basa a diferentes tipos de biomasa
empleados ya que las condiciones de los pretratamientos fueron diferentes para cada
uno. Por ejemplo, Morales-Martinez et al. (2021) documentaron mayor produccion de

glucosa y conversion a etanol al usar cascara de cereza de café como sustrato,

Al comparar los resultados de este trabajo con los obtenidos por Castainon-Rodriguez
et al. (2015) utilizando el mismo tipo de residuo lignoceluldsico, se concluye que las
condiciones adecuadas de pretratamiento aplicadas en este estudio favorecieron una
mayor conversion de glucosa, resultando en una produccion 22 % superior de etanol
2G. Al optimizar las condiciones de hidrélisis y fermentacion, incluyendo un
pretratamiento eficiente y el uso de enzimas adaptadas, se incrementaria el
rendimiento de glucosa para una mejor productividad en la conversion de etanol. Este
enfoque no solo optimiza la gestion de los residuos agricolas e industriales, sino que
también contribuye a un modelo de economia circular mediante la valorizacion de

subproductos que, de otro modo, serian descartados en procesos industriales.
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3.8 Consumo eléctrico

En el proceso de produccion de bioetanol de segunda generacién (2G), es fundamental
cuantificar el consumo energético de cada uno de los equipos involucrados, ya que
este factor incide directamente en la sostenibilidad y eficiencia del proceso. En la Tabla

3.11 se presenta el desglose de la energia consumida (Kw/h) por cada equipo utilizado.

Considerando que el poder calorifico inferior (PCI) del bioetanol es de 5.86 kWh/L, se
determiné que se necesitan aproximadamente 68.37 L de bioetanol para satisfacer una
demanda energética de 400.56 kW/h. Este dato permite evaluar la viabilidad del

proceso en términos de autosuficiencia energética y su potencial impacto econdmico.

Tabla 3.11 Consumo eléctrico durante el proceso de bioetanol 2G a nivel P.P.

Equipo Energia dato de Horas de uso Consumo
quip placa (kW/h) (h) teérico (kwh)
Molino marca TILCA 11.9 7 78.33
Ensiladora Avante 55.95
Agricola modelo PG- 5.59 10
5000.
Tanque,d(_a hidrolisis 373 4 14.92
acida
Tanque de hidrolisis 119.36
alcalina 3.73 32
Prensa 3.73 65.87 26.11
Tanque de preinoculo 1.07 24 25.70
Fermentador semilla 0.37 216 79.92

70



Conclusiones
e ————————/—/— ———— ————/—¥/—/+/—/~—/—/+/—/+/—/—/}1

CONCLUSIONES

En los ensayos realizados a nivel de laboratorio, se logré una remocion eficiente del
51.59 % de hemicelulosa y 75.9 % de lignina, lo cual fue fundamental para asegurar
una mayor disponibilidad de la celulosa en los procesos de hidrdlisis. Utilizando las
condiciones de operaciéon propuestas en esta investigacion para la produccién
enzimatica, se concluyé que el empleo de bagazo pretratado, combinado con un
proceso de ultrafiltracion, incrementd la actividad de las enzimas autéctonas de
Asperqgillus niger ITV0O2. Al integrar estas enzimas con la formulacion comercial de
Cellic® CTec3, se alcanzaron resultados destacados, bajo una productividad de 2.31
g/L-h, y una produccién de glucosa de 55.66 g/L, cabe mencionar que dichos

resultados fueron obtenidos en tan solo 24 horas del proceso de hidrdlisis enzimatica.

Los ensayos obtenidos en la etapa de fermentacion demostraron que el rendimiento
con la levadura Saccharomyces cerevisiae ITV01, bajo condiciones éptimas, alcanzé
una concentracion maxima de etanol en un tiempo relativamente corto, evidenciando
la capacidad de la levadura para adaptarse y fermentar los sustratos disponibles. Los
rendimientos obtenidos, con una eficiencia del 68.3% y una productividad de 1.97
g/L-h, indican que el proceso de fermentacién fue altamente efectivo, lo que sugiere
que la combinacion de pretratamientos adecuados y la utilizacion de enzimas
autéctonas optimizaron la disponibilidad de azucares. Estos hallazgos subrayan la
importancia de continuar investigando y ajustando las condiciones de pretratamiento y
fermentacion para maximizar la produccion de bioetanol 2G, contribuyendo asi a un
uso mas sostenible de los residuos lignocelulosicos y al desarrollo de energias

alternativas en México.
Durante el escalamiento a nivel planta piloto se presentaron desafios significativos. Se

registré una pérdida promedio de materia del 76 % en el BCAc pretratado, lo cual

impacté la disponibilidad de sustrato para la etapa de hidrdlisis. Ademas, la remocidn
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casi total de hemicelulosa en los lotes procesados resulté en un cambio de color mas

oscuro y una textura terrosa del material, indicando una degradacion mas severa.

La etapa de hidrdlisis alcalina, se vio afectada por las condiciones adversas de la
Hidrdlisis Acida en la que se observé una reacciéon mas violenta del bagazo, con un
incremento del volumen de espuma que superd el 60% del volumen del contenedor.
Esto dio paso a que se debieran utilizar menores cantidades de NaOH para la
deslignificacion, obteniendo una remocién de lignina de apenas el 14 %. Las pruebas
preliminares de los lotes de la etapa acida-alcalina a nivel PP., realizadas con 64 uL de
Cellic® CTec3 (8 FPU) resultaron en un bajo rendimiento de glucosa, con un promedio
de 38 g/L. Tomando en cuenta esto, es que se tomd la decisién de no continuar con el
escalamiento de la etapa enzimatica debido a la baja remocion de lignina y los bajos

rendimientos de la enzima elaborada a nivel PP. debido a su contaminacion.

Las condiciones de operacion en los pretratamientos para la obtencion de celulosa son
un factor determinante en la eficiencia global del proceso de produccion de bioetanol
de segunda generacion (2G). Una remocion insuficiente de hemicelulosa vy lignina
puede comprometer la accesibilidad de la celulosa, afectando asi la eficacia de las

etapas posteriores de hidrdlisis y fermentacion.

Estos hallazgos resaltan la importancia de optimizar la etapa de pretratamiento acido
para maximizar el rendimiento del bagazo pretratado (BCAc). Reducciones en el
porcentaje de H,S0O, y ajustes en la relacién solido-liquido (RLS) podrian mejorar la
etapa de deslignificacion, facilitando una interaccion mas eficiente con el NaOH. La
implementacion de estas mejoras es crucial para futuras investigaciones enfocadas en
el escalado del proceso, garantizando asi una produccion de bioetanol 2G mas

eficiente y sostenible a nivel PP.
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RECOMENDACIONES

Para optimizar el proceso de escalado a nivel planta piloto en la produccion de
bioetanol 2G a partir de bagazo de cafia, se sugiere trabajar con menos del 50% del
volumen total del reactor durante la etapa de hidrdlisis acida y menos del 30% en la
etapa alcalina, evitando asi problemas de desbordamiento causados por el exceso de

espuma y mejorando la seguridad y eficiencia operativa.

Es fundamental realizar un mantenimiento preventivo y general de los equipos de la
planta que se encuentran ubicados en el Anexo 1, incluyendo motores, valvulas,
calentadores, bombas hidraulicas, mallas para prensado y basculas. Este
mantenimiento es crucial, ya que el proceso de descarga, lavado y prensado del
bagazo pretratado (BCAC y BCAI) requiere un equipo minimo de 5 a 6 personas para

llevarse a cabo de forma eficiente.

Se recomienda aumentar el tamafo de particula del bagazo y reducir la relacion sélido-
liquido (RLS) a 9:1 L/kg, asi como disminuir el porcentaje de H,SO, en
aproximadamente un 2%, para evitar una pérdida significativa de biomasa al final del
proceso. Para la etapa de hidrdlisis acida, es aconsejable implementar un sistema de
refrigeracién que permita reducir la temperatura del reactor de manera mas rapida,
facilitando la manipulacién y el lavado seguro del bagazo tratado. También es
importante contar con un sistema de calefaccién para mantener el tanque de

fermentacion a 30 °C y el tanque para la etapa de hidrélisis enzimatica a 50 °C.

En la preparacién de soluciones de H,SO,, H,0, y NaOH, es esencial utilizar
contenedores adecuados y rotulados, ademas es necesario acondicionar el cuarto de
reactivos peligrosos para evitar contaminaciones. Los contenedores de acuerdo a la
norma Oficial Mexicana NOM-005-STPS-1998 establecida por la Secretaria del
Trabajo y Previsiéon Social (STPS) no deben almacenarse directamente en el suelo por

lo que deben ubicarse en estanterias o plataformas elevadas, lo que reduce el riesgo
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de accidentes y facilita un acceso seguro con el propésito de prevenirlo a la exposicion

a polvo, suciedad o residuos que podrian comprometer la integridad del material.

Implementar estas recomendaciones es esencial para garantizar la seguridad del
personal y proteger el entorno de trabajo, promoviendo un manejo adecuado de los
reactivos quimicos y el equipo en la planta de bioetanol 2G. Estas medidas también
contribuyen a un proceso mas eficiente y controlado durante las etapas de hidrdlisis,

beneficiando futuras investigaciones y desarrollos en el campo.
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Anexos

ANEXO 1

Croquis de los equipos y areas de la Planta Piloto para la produccién de
bioetanol de 1a y 2a generacion, Instituto Tecnolégico de Veracruz
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