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Resumen

El sorgo dulce es una materia prima atractiva para la produccién de etanol, logrando ser una fuente de energia
renovable para sustituir los combustibles fésiles. El objetivo de este trabajo fue maximizar la produccion de etanol
empleando la levadura S. Cerevisiae ITV-01, analizando el estudio cinético sobre la influencia del consumo del
sustrato y la generacion de producto por medio de la adicion de un complejo organico (Urea) a diferentes cargas
variando la concentracion celular inicial a partir de un disefio factorial 22 con tres puntos centrales, el sustrato se
suplementd con las siguientes sales inorganicas KH2PO4 (2.92 g/L), MgSO4 .7H20 (0.75 g/L) y extracto de
levadura (2 g/L). Se generoé una concentracion maxima de etanol en el jugo de sorgo dulce (JSD) de 58.30 g/L a
las 18 h, con urea (3 g/L) y concentracién celular (3x10° cell/mL) obteniendo una productividad de Q= 3.23 g/Lh,
un rendimiento etanol/sustrato Yp/s= 0.40 g/g.
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Abstract

Sweet sorghum is an attractive raw material for ethanol production, making it a renewable energy source to replace
fossil fuels. The objective of this work was to maximize ethanol production using S. Cerevisiae ITV-01 yeast,
analyzing the kinetic study on the influence of substrate consumption and product generation through the addition
of an organic complex (Urea) to different loads varying the initial cell concentration from a factorial design 22 with
three central points, the substrate was supplemented with the following inorganic salts KH2PO4 (2.92 g/L), MgSOa
.7H20 (0.75 g/L) and yeast extract (2 g/L). A maximum concentration of ethanol in the sweet sorghum juice
(JSD) of 58.30 g/L was generated at 18 h, with urea (3 g/L) and cell concentration (3x106 cell/mL) obtaining a
productivity of Q = 3.23 g/Lh, a yield ethanol/substrate Yp/s = 0.40 g/g
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Introduccidén

El bioetanol es una energia alternativa para sustituir los combustibles fésiles. Su produccion se puede lograr a
través de procesos de fermentacion microbiana a partir de muchos residuos agricolas que se producen
localmente, son baratos y abundantes, el cual puede aliviar la crisis energética mundial debido que contiene 35%
Oz, por lo cual reduce emisiones de hidrocarburos, mondéxidos de carbono y oxinitruro [Thani y col 2017]. Dicho
alcohol constituye alrededor del 90% del biocombustible producido a escala mundial [Bueno y col.2009].

La reaccién bioldgica que sucede para llevar a cabo la produccion de etanol, que permite transformar los azlcares
en alcohol y dioxido de carbono se representa mediante la siguiente reaccién [Montes y col. 2017]:

Glucosa (CeéH1206)——»  Etanol (2C2 HsOH) + Diéxido de carbono (2CO2)
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La Saccharomyces cerevisiae, es una de las especies de levadura usada con mas frecuencia. El rendimiento
tedrico estequiométrico para la transformacién de glucosa en etanol es 0.511 g de etanol y 0.489 g de CO: por
un gramo de glucosa [Vazquez y Dacosta, 2007].

El bioetanol de segunda generacion se produce a partir de una biomasa que es neutra en carbono o negativa en
términos de su impacto en las concentraciones de CO2z en la atmésfera. Es mas probable que los materiales
lignoceluldsicos sean un sustrato renovable sustancial para la produccién de bioetanol sin competir con la
produccion de alimentos y con la alimentacion animal [Pandiyan y col. 2018].

El jugo de sorgo dulce (JSD) se ha ocupado como sustrato para la obtencién de etanol, debido a su alto contenido
de nutrientes, el cual esta alcanzando importancia a nivel mundial y es definido como un cultivo bioenergético
promisorio, por su gran produccion de masa verde, minimos requerimientos generales y su tolerancia a
enfermedades ademas de sequias e inundaciones que puede suplementar el uso de la cafia de azulcar en la
produccion de etanol [Bueno y col. 2009]. El jugo que se obtiene de los tallos estda compuesto basicamente por
sacarosa, glucosa y fructuosa, cuyas proporciones dependen de la variedad, temporada de cosecha, etapa de
madurez y las condiciones climaticas. Los azucares simples en el jugo de sorgo dulce representan de 53 a 85%
de sacarosa, de 9 a 33% de glucosa y de 6 a 21% de fructuosa. Los soélidos que se encuentran en el tallo del
sorgo cuya composicion de humedad se encuentra alrededor del 73% se dividen en carbohidratos estructurales
y no estructurales. La composicion de los carbohidratos estructurales, esta dada por celulosa, hemicelulosa y
lignina, que representan 12% del peso del tallo pudiendo ser hidrolizados y utilizados como sustrato para la
produccion de etanol [Chuck y col. 2011].

En términos generales la fermentacion se puede definir como un proceso de biotransformacién en el que se
llevan a cabo cambios quimicos en un sustrato organico por la accion de enzimas sintetizadas por
microorganismos conocidos como catalizadores bioquimicos o biocatalizadores, en este caso capaces de
convertir las hexosas del mosto en etanol cuando las condiciones son anaerébicas [Agrowaste, 2013].

Para la fermentacion alcohdlica ademas del mosto se requiere un biocatalizador que sea capaz de afectar
enzimaticamente determinados grupos quimicos del sustrato. Los sustratos organicos sobre los que actuan los
microorganismos tienen un doble papel: primero como fuente de nutrientes para dicho biocatalizador y el segundo
como fuente de energia. Se logra la transformacién de los azucares en alcohol mediante transformaciones
bioquimicas por la accién de levaduras, esto se debe bajo condiciones de crecimiento anaerdbico mediante la
compleja via de Embden-Meyerhof-Parnas, a través de esta via, el piruvato producido durante el catabolismo es
procesado por la piruvato descarboxilasa a acetaldehido y CO2, se produce entonces el etanol a partir de
acetaldehido mediante la reduccion por la enzima alcohol deshidrogenasa [Agrowaste, 2013].

Se ha demostrado que el nitrégeno es uno de las micronutrientes mas importantes para mantener el metabolismo
de las levaduras. El nitrégeno es un elemento fundamental para la sintesis de aminoacidos, proteinas, y otros
metabolitos fundamentales en la fisiologia de las levaduras. Los iones amonio pueden ser aportados por el cloruro
amonico, nitrato amoénico, fosfato amaénico, sulfato de amonio, urea, peptona u otros derivados proteinicos
solubles. Estas formas de nitrdgeno organico son conocidas como nitrégeno asimilable por las levadura (NAL, o
YAN por sus siglas en inglés) [Uribe, 2007].

El objetivo de esta investigacion fue maximizar la produccion de etanol, mediante la adicién de una sal organica
aplicando un método de superficie de respuesta (MSR)

Metodologia

Materiales

Se empled jugo de sorgo dulce proporcionado por el Instituto Tecnoldgico de Veracruz de la variedad “RB Cariero”.

Levadura Saccharomyces cerevisiae 1TV-01y urea marca Marbe.

Condiciones de precultivo
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EL precultivo fue llevado a cabo en un matraz de 250 mL con un medio liquido de 100 mL enriquecido con sales
organicas (KH2PO4, 5 g/L; (NH4)2S04, 2 g/L; MgS04.7H20, 0.4 g/L) y extracto de levadura 1 g/L.
Manteniéndolo con una agitacion de 200 rpm, 30 °C durante 12 h.

Condiciones de cultivo

Las cinéticas de fermentacion alcohdlica se realizaron en matraces de 250 mL con un volumen de operacién de
160 mL de azucares fermentables a 30 °C, 200 rpm durante 18 h, para realizar las cinéticas se aplicé un disefio

de experimento 22 con tres puntos centrales, siendo las variables independientes la urea (3, 4.5y 6 g/L) y la

concentracién celular (3x106, 6x100 y 9x10° Cell/mL). Los datos experimentales fueron evaluados a partir del
analisis de varianza (ANOVA), con un nivel de significancia de P=0.001, empleando el software estadistico NCSS
Minitab 18

Metodos analiticos

La determinacion de biomasa se realizd6 mediante analisis de densidad 6ptica (DO) evaluada a una longitud de
onda de 620 nm mediante un espectrofotdmetro (Thermo Spectronic Genesys 20, USA) empleando celdas de
cuarzo con una trayectoria 6ptica de 10 mm, realizando las diluciones necesarias para obtener lecturas de
absorbancias por debajo de 0.8, que posteriormente se llevé a una correlacion mediante un polinomio de primer
orden reportando la biomasa generada en g/L.

La cuantificacion de azucares fermentables y etanol se realizaron mediante un HPLC (Waters 600 TSP Specta
System, Water, Milford MA, USA) usando una columna Shodex SH 1011 (8 x 300 mm), a 55 °C, con una fase

movil de acido sulfarico 5 mM, a una tasa de flujo de 0.6 mL min-"1 y un detector de indice de refraccion a 50 °C
(Water 2414, TSP Refracto Monitor V, Waters, Milford MA, USA).

Resultados y discusion
Determinacién de azlicares y pH

El JSD variedad RB-Canero presentd un alto contenido de azucares fermentables 150 g/L, encontrandose en el
rango reportado por Partida [2017]. El pH del jugo obtenido fue de 5, este valor se encuentra dentro de los
valores ideales para los procesos de fermentacion, ya que para la obtencion de etanol mediante S. cerevisiae
ITV-01 los mejores resultados obtenidos para producir etanol con menores concentraciones residuales de
azucares se encuentran en un rango de pH de 3.5-5.5 reportado por Ortiz [2010)], siendo el pH de 5.5 el més
6ptimo para la levadura.

Produccion de etanol

El efecto de las condiciones de validacion se evaluaron con una concentracion de urea de 3 g/L y la concentracién
inicial de inoculo 3x108 cell/mL en la produccion de etanol generd una cinética producto-sustrato (Figura 1) que
alcanz6 una concentracion de etanol de 58.30 g/L. Khalit y col. [2015] realizaron un estudio de produccion de
etanol a partir de cepas de S. Cerevisiae en JSD alcanzando una concentracion de etanol de 48.8 g/L siendo
16.30 % menor a la concentracion de alcohol obtenido por este trabajo

Las condiciones de maximizacién generaron un consumo de sustrato del 100% en la cinética, con una
concentracion inicial de azucares fermentables de 148 g/L, permitiendo generar una maxima concentracién de
biomasa de 11.70 g/L cuyo comportamiento cinético se muestra en la Figura 2 y una concentracion celular de
2.01x108 cell/mL ocurrida a las 12 h del proceso de fermentacién, tiempo en el que se alcanza el mayor consumo
de sustrato de 56.33% como se observa en la Figura 3.
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Figura 1. Cinética: suplementado por urea (3 g/L), KH2PO4 (2.92 g/L),
MgS04.7H20 (0.75 g/L) y extracto de levadura (2 g/L)
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Figura 2. Comportamiento cinético de biomasa en JSD Figura 3. Cinética de consumo de sustrato

y crecimiento celular durante el
proceso de fermentacién

Respecto a la formacién de inhibidores la cinética, se formé glicerol alcanzando una concentracion maxima de
7.75 g/L presente a la hora 16 (Figura 4). Wijaya y col. [2018] obtuvieron una concentracion de glicerol de 12.40

g/L en cultivos de JSD a partir de cepas S. Cerevisiae, siendo 60 % mayor a la concentracion de glicerol obtenido
en este trabajo.
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Figura 4. Cinética de formacién de glicerol en cinética de validacion

Los parametros de la cinética de maxima produccién de etanol, obtuvo una productividad de Q=3.23 g/Lh que
supera en un 49.53% al valor reportado por Partida [2017] quien obtuvo una Q=2.16 g/Lh y a Ratnavathi y col.
[2010] con una Q=1.25 g/Lh , mientras que el rendimiento etanol/sustrato (Yp/s) de este trabajo fue de 0.40
g/g superando en un 2.56% al valor reportado por Ortiz (2010) de Yp/s=0.39 g/g y en 8.1% a Wijaya y col.
[2018] quien obtuvo Yp/s= 0.37g/g.

Analisis de contornos

Se localizaron dos areas maximas de obtencion de etanol a partir del grafico de contornos (Figura 5) se puede
observar que la maxima produccion de etanol ocurre en un intervalo de 3 a 3.37 g/L de urea mientras que la
concentracion de células va de 3x10° a 3.66x10° cell/mL alcanzando y asegurando una produccién de etanol de
58.30 g/L siendo 2.84% mayor a la concentracion de la segunda regidon maxima en un intervalo de 5.37 a 6 g/L
de urea y 7.73x10% a 9x108 cell/mL con una concentracion de etanol de 56.69 g/L, esto puede ser debido a que
menor sea la concentracion celular inicial, las levaduras tiene mayor aprovechamiento de reproduccioén en su fase
exponencial a partir del abundante sustrato disponible.
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Figura 5. Grafico de contornos: tendencia de optimizacion de las regiones de experimentacion de disefio
de 22con tres puntos centrales para la produccion de etanol
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Andlisis de graficos de superficie de respuesta (GSR)

La maximizacion de la produccion de etanol se encuentra en las regiones experimentales de los niveles bajos de
la superficie de respuesta (Figura 6) (GSR) permitiendo localizar a la maxima produccién de etanol se obtiene
con una concentracion de urea de 3 g/L y una concentracion de células de 3x108 cell/mL, ademas se observo
que el aumento progresivo de la concentracion de ambos factores minimizaron la produccion de etanol como
ocurre en los puntos centrales.
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Figura 6 GSR de la produccién de etanol a partir de 22con tres puntos centrales

Yue y col. [2012], sugieren que la utilizacion de urea como fuente de nitrégeno tiene una gran influencia sobre
el etanol puesto que cambia el metabolismo del carbono en comparacion con otras sales como lo es (NH4)2SO4
debido a que la urea propicia una mayor concentraciéon celular y una mejor tolerancia al alcohol formado, sin
embargo a concentraciones i-niciales altas del complejo organico dan como resultado una producciéon de etanol
muy baja.

Deesuth y col. [2015] realizaron estudios en cultivos de JSD con concentraciones de nitrdgeno de 9 g/L para la
obtencién de etanol, pero no encontré efectos significativos al aumentar la carga amoniacal, obteniendo una
produccion maxima de etanol de 47.7 g/L, con lo cual se confirma que en altas concentraciones de nitrégeno
inhiben la produccién de etanol al igual que la concentracion celular.

Conclusiones

Concentraciones altas de urea y cargas grandes de indculo no favorecieron la producciéon de etanol. La
maximizacién de la produccion de etanol se alcanzé considerando los niveles bajos de experimentacién para
ambos factores (urea= 3 g/L y concentracién de células= 3x106 cell/mL), obteniendose una concentracién
maxima de etanol de 58.30 g/L a las 18 h, con una productividad de Q= 3.23 g/Lh un rendimiento etanol sustrato
Yp/s=0.40 y una eficiencia de fermentacion del 78 %.
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