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Resumen

El
 estado de Tamaulipas es el primer productor nacional de sorgo, en los 
últimos años ha aumentado el interés por los diversos tipos de este 
cultivo; la biomasa lignocelulósica que se genera como residuo del 
cultivo son generalmente quemados provocando una mayor contaminación. El
 objetivo de este estudio fue obtener hidrolizados ácidos de paja de 
sorgo dulce y posteriormente evaluar la producción de bioetanol por Pichia stipitis
 utilizando los hidrolizados como fuente de carbono. Las variables 
utilizadas para la hidrólisis fueron concentración de ácido, 
temperatura, relación sólido-líquido y tiempo de reacción. Para la 
fermentación fueron evaluadas la temperatura, velocidad de agitación e 
hidrolizados con y sin detoxificación. La mayor concentración de etanol 
se encontró con hidrolizados no detoxificados, 25 °C y 200 rpm. 
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Abstract

The
 state of Tamaulipas is the first sorghum producer nationwide, in recent
 years interest in different types of this crop has increased; 
lignocellulosic biomass that is generated as crop residue are generally 
burned, causing greater contamination. The objective of this work was to
 obtain hydrolyzed acids from sweet sorghum straw and then evaluate the 
production of bioethanol by Picha stipitis using the hydrolysates
 as a carbon source. The variables for the hydrolysis were acid 
concentration, temperature, solid-liquid ratio and reaction time. For 
the fermentation, temperature, agitation speed and hydrolysates were 
evaluated with and without detoxification. The highest concentration of 
ethanol was found with non-detoxified hydrolysates, 25 °C and 200 rpm.
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Introducción
El
 rápido incremento de la población y sus necesidades demandan un elevado
 consumo de recursos energéticos de diversa índole; por ello, la 
producción de combustibles no fósiles, como el bioetanol, representan 
una opción viable al uso de petróleo y sus derivados (Saini et al., 2015; González-Leos et al., 2017).
 El petróleo es el combustible más utilizado, sin embargo, se sabe que 
su combustión genera un grave problema de contaminación ambiental y 
contribuye al calentamiento global (Aditiya et al., 2016; Vanhala et al., 2016).
 Como sustituto del petróleo se ha estudiado la producción y uso de 
biocombustibles; este término se aplica para referirse compuestos 
obtenidos a partir de biomasa; comúnmente se trata combustibles 
líquidos, aunque también se consideran gaseosos y sólidos (Kumar et al., 2010; Chaturvedi y Verma, 2013).
 Por ello, el bioetanol representa una alternativa amigable con el medio
 ambiente dado que para su producción de utilizan fuentes renovables y 
el CO2 resultado de la combustión y utilizado por las plantas para la fotosíntesis (Saini et al., 2015).
 Para la obtención de este biocombustible pueden utilizarse diversos 
recursos que se clasifican de manera general en azúcares, almidón y 
lignocelulosa; la conversión de la biomasa en etanol varía dependiendo 
de la naturaleza de la materia prima (Zabed et al., 2017).
 Dentro de los materiales más utilizados para la producción de etanol se
 encuentran la caña de azúcar, la remolacha azucarera y el sorgo dulce; 
estos tienen alto rendimiento de producción, pero baja disponibilidad 
estacional como factor limitante común (Vohra et al., 2014).
 Por otro lado, dentro de la biomasa lignocelulósica se encuentran los 
residuos agrícolas y materiales forestales; los cuales tienen como 
ventajas la fácil disponibilidad y bajo costo (Zhu y Pan, 2010; Limayem y Ricke, 2012).
 La biomasa lignocelulósica no forma parte de la cadena alimentaria 
humana, por ello son una alternativa al uso de materiales azucaradas y 
con almidón. 
Además de la caña de azúcar, el 
sorgo dulce ha cobrado importancia en la producción de etanol; aunque es
 un cultivo nativo del trópico se adapta fácilmente a climas templados y
 resiste sequía y salinidad, tiene un alto rendimiento en biomasa y 
rápido crecimiento; por ello la Organización de las Naciones Unidas para
 la Alimentación y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés: Food 
and Agriculture Organization of the United Nations) reconoce al sorgo 
como un cultivo prometedor en China y otros países (Gnansounou et al., 2005; Qiu et al., 2010; Ratnavathi et al., 2011).
 El jugo de los tallos de sorgo dulce contiene entre 10 % a 18 % de 
azúcares fermentables, principalmente sacarosa, fructosa y glucosa; los 
cuales son utilizados para la conversión a etanol por diferentes 
levaduras, principalmente del género Saccharomyces sp. (Goshadrou et al., 2011; González-Leos et al., 2017; Wijaya et al., 2018). 
La
 producción de bioteanol a partir de materiales azucaradas y almidón, 
conocido como de primera generación, es limitada debido a que se busca 
no competir con la disponibilidad de alimento; por ello, el interés por 
el uso de materiales de desecho ha aumentado. Estos son de fácil 
adquisición y compiten por la cadena alimenticia (Ragauskas et al., 2014; Zabed et al., 2016).
 Aunque el uso de estos materiales también presente desventajas, la 
principal es el pre-tratamiento que debe llevar para la conversión de 
lignocelulosa en azúcares fermentables y un menor número de 
microorganismos capaces de fermentar las pentosas obtenidas (Goshadrou et al., 2011; Taha et al., 2016). Para la obtención de etanol de biomasa lignocelulósica se han evaluado micoorganismos como Mucor hiemalis (Goshadrou et al., 2011), Pichia stipitis (Okonkwo et al., 2016) P. guillermondii (Qi et al., 2015), Zymomona mobilis (Gonçalves et al., 2016); entre otros. 
Dado
 que el estado de Tamaulipas el principal productor de sorgo a nivel 
nacional y a la introducción de variedades de sorgo grano y dulce, la 
cantidad de material lignocelulósico de este cultivo ha aumentado; una 
parte de este es aprovechado como forraje y el resto es quemado o dejado
 en el suelo; lo cual genera mayor contaminación. 
El objetivo de este trabajo fue evaluar la producción de etanol por P. stipitis utilizando paja de sorgo dulce “RB-Cañero” como fuente de carbono, para su aprovechamiento como residuo lignocelulósico.

Materiales y Métodos
Materia prima
El
 bagazo de sorgo dulce “RB-Cañero” fue proporcionada por el INIFAP campo
 experimental Río Bravo, ubicado en la ciudad de Río Bravo, Tamaulipas. 
La paja fue cortada en trozos de aproximadamente 5 cm; posteriormente, 
se secó a 55 °C por 24 h en una estufa (Zenith lab, Dry Oven DHG-9240ª, 
China); una vez seca se procedió a moler y tamizar. La harina obtenida 
fue mantenida en recipientes herméticamente cerrados hasta su uso. La 
humedad fue determinada por el método de secado (AACC método 44-01.01) 
en estufa; mientras que para las cenizas se utilizó el método de cenizas
 en seco (AACC método 08-03.01) en una mufla (Mufla FE-340, México).

Microorganismo
Para la producción de etanol se utilizó la cepa liofilizada Pichia stipitis
 proporcionada por National Center for Agricultural Utilization 
Research, Agricultural Research Service, USDA (Peoria, llinois, USA). La
 cepa liofilizada de P. stipitis fue rehidratada con agua destilada estéril, posteriormente se hicieron resiembras sucesivas en placas de agar conteniendo 20 gL-1 de peptona, 10 gL-1 de extracto de levadura, 20 gL-1 xilosa y 20 gL-1 de agar. Para preparar el inóculo se tomó una colonia y se inoculó en 5 mL de medio que contenía 10 gL-1 de extracto de levadura, 50 gL-1 de glucosa, 1 g/L-1 KH2PO4, 1 gL-1 MgCl2, (NH4)2SO4, 0.1 gL-1 MnSO4 y 0.01 gL-1 de FeCl3.

Obtención de hidrolizados
El
 bagazo fue tratado con ácido clorhídrico al 1 %, 3 % y 5 % a 122 °C y 
un tiempo de reacción de 80 min, con una relación sólido-líquido 1:10. 
Una vez hidrolizado el jarabe se separó mediante filtración al vacío y 
se concentró aproximadamente hasta un 70 % de su volumen original, con 
un rotavapor (R-300 Buchi, Suiza) a 50 °C, esto con la finalidad de 
concentrar la xilosa presente. Posteriormente, se neutralizó con CaCO3
 hasta alcanzar un pH 5 ± 0.2. Con el fin de comparar el efecto de los 
compuestos inhibidores producidos en la hidrólisis, parte del 
hidrolizado fue detoxificado con carbón activado (1.5 %, 60 min a 45 
°C). 

Producción de bio etanol
Una vez activada la levadura P. stipitis
 se procedió al crecimiento en medios de cultivo con los jarabes 
obtenidos mediante hidrólisis ácida. Se evaluó una concentración de 
xilosa 30 gL-1, 5 gL-1 de peptona y 3 g/L-1 de 
extracto de levadura. La cepa fue crecida a dos diferentes temperaturas 
(25 °C y 28 °C), dos velocidades de agitación (150 rpm y 200 rpm). Con 
el fin de evaluar la influencia de estos factores en el crecimiento y 
producción de etanol. Además, se evaluaron estas condiciones utilizando 
jarabes detoxificados (HD) y sin destoxificar (HND).
La
 concentración de xilosa, etanol y ácido acético fueron determinadas 
mediante cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC), utilizando un 
HPLC (Agilent HP 1100 series, CA, USA), con una columna de Transgenomic ION-300 (temperatura de horno de 40 °C), con elusión isocrática (flujo de 0.4 mL por min, fase móvil H2SO4
 0.002 5 M), y un detector de índice de refracción. Por otro lado, la 
concentración de furfural fue determinada mediante el método de 
espectrofotometría UV-Vis (Shimadzu UV-1800, USA), a una longitud de 
onda de 230 nm. La medición de etanol se realizó en los tiempos 0 h, 24 
h, 48 h, 72 h y 96 h; la productividad volumétrica (Qp), o concentración
 de etanol producido (gL-1), por hora fue calculada de acuerdo con la siguiente ecuación: gL-1.

					
Qp= Pf-PiTf-Ti  
(1)



				
Dónde: Pf

- Concentración final de etanol (gL-1)


Pi

- Concentración inicial de etanol (gL-1)


Ti

- Tiempo cero (h)


Tf

- Tiempo final de fermentación (h)




Todas
 las mediciones se realizaron por triplicado y se obtuvo un promedio de 
estas; posteriormente se realizó un análisis de varianza (ANOVA), para 
determinar que variables tuvieron efecto sobre la composición del 
hidrolizado y la producción de etanol. Para determinar las diferencias 
significativas entre los tratamientos se utilizó una prueba de Tukey con
 un nivel de confianza de 95 %.


Resultados
Análisis de hidrolizados
Se
 realizaron hidrolizados con el bagazo de sorgo de la variedad 
RB-Cañero, empleando las condiciones mencionadas anteriormente; los 
resultados mostraron que, en este caso, el TS13 fue uno de los mejores 
(HCl al 1 %, 80 min a 120 °C, relación S:L de 1:8), dando una 
concentración de 29.4 gL-1 de xilosa. Por otro lado, con el TS19 (HCl al 1 %, 100 min a 120 °C, con relación S:L de 1:8; Tabla 1), se obtuvo una concentración de xilosa 30.067 gL-1 (Tabla 1).
 Sin embargo, el TS13 involucra menos tiempo de reacción; por lo cual 
las condiciones mencionadas para este último fueron seleccionadas para 
la obtención de jarabes utilizados en la fermentación. 

					
Tabla 1. 
			
Concentración de xilosa y ácido acético (gL-1), obtenidas en los hidrolizados de paja de sorgo RB-Cañero

	Tratamiento	Relación S:L	HCl (%)	Tiempo (min)	T (°C)	Xilosa (gL-1 )	Ácido acético (gL-1)
	TS1	1:8	1	80	100	5.97 ± 1.68j	3.09 ± 0.003i
	TS2	1:8	3	80	100	7.45 ± 0.024ij	3.33 ± 0.003h
	TS3	1:8	5	80	100	5.66 ± 1.454j	3.15 ± 0.002h
	TS4	1:10	1	80	100	5.255 ± 0.011j	3.03 ±0.002i
	TS5	1:10	3	80	100	7.178 ± 0.009ij	3.26 ± 0.002h
	TS6	1:10	5	80	100	5.44 ± 0.017j	3.21 ± 0.002h
	TS7	1:8	1	100	100	5.97 ± 0.091j	3.19 ± 0.017h
	TS8	1:8	3	100	100	7.45 ± 2.037ij	3.07 ± 0.036i
	TS9	1:8	5	100	100	5.66 ± 0.050j	2.95 ± 0.004j
	TS10	1:10	1	100	100	5.26 ± 0.016j	2.91 ± 0.001k
	TS11	1:10	3	100	100	7.19 ± 0.060i	2.91 ± 0.002k
	TS12	1:10	5	100	100	5.44 ± 0.058j	2.93 ± 0.007k
	TS13	1:8	1	80	120	29.40± 0.067b	4.02 ± 0.002a
	TS14	1:8	3	80	120	16.11± 0.015g	3.47 ± 0.001g
	TS15	1:8	5	80	120	25.13 ± 0.012c	3.76 ± 0.000d
	TS16	1:10	1	80	120	17.33 ± 2.032fg	3.52 ± 0.385d,e,f,g,h
	TS17	1:10	3	80	120	18.35 ± 0.014f	3.57 ± 0.005f
	TS18	1:10	5	80	120	24.16 ± 0.029d	3.67 ± 0.004e
	TS19	1:8	1	100	120	30.07 ± 0.008a	3.92 ± 0.002b
	TS20	1:8	3	100	120	26.68 ± 2.190c	3.87 ± 0.001c
	TS21	1:8	5	100	120	20.13 ± 2.101f	3.58 ± 0.045f
	TS22	1:10	1	100	120	13.10 ± 0.001h	3.22 ± 0.001h
	TS23	1:10	3	100	120	17.05 ± 0.001g	3.30 ± 0.001h
	TS24	110	5	100	120	23.02 ± 0.001e	3.15 ± 0.001h

 a-k Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadísticas significativas (P ≤ 0.05).



				
Por otra parte, la concentración de ácido y 
el tiempo de reacción no tuvieron efectos significativos en la xilosa; 
no obstante, la relación S:L y la temperatura fueron las variables que 
tuvieron un efecto significativo en la concentración de xilosa. Una vez 
seleccionadas las condiciones de hidrólisis, se procedió a la 
fermentación de los jarabes para la obtención de etanol, alcanzando una 
producción máxima de etanol de 3.76 gL-1 y 3.75 gL-1
 a las 60 h y 36 h de fermentación respectivamente. Siendo el mejor 
tratamiento el Tx4, ya que se utilizó un medio de cultivo con 
hidrolizado no detoxificado. Para el caso de Tx5, se trató un medio con 
HD a una temperatura de 28 °C y una velocidad de agitación de (150 rpm).
 Sin embargo, el análisis estadístico no arrojó diferencias estadísticas
 significativas entre ambos tratamientos; por lo que se puede considerar
 al tratamiento TX4 como el mejor, ya que resulta más económico debido 
el tratamiento de detoxificación; además, el valor de Qp fue mayor al 
alcanzar la producción máxima en menos tiempo (Tabla 2).

					
Tabla 2. 
			
Parámetros fermentativos de la producción de etanol utilizando hidrolizados de paja de sorgo.

	Tx	T (°C)	Agitación (rpm)	Detox.	Tiempo (h)**	Etanol (g/L-1)*	Qp (gL-1h-1)
	1	25	150	HD	60	1.21 + 0.003d	0.02 + 0.003c
	2	25	200	HD	60	1.83 + 0.013d	0.02 + 0.013c,d
	3	25	150	HND	84	2.42 + 0.0005b	0.03 + 0.0005d
	4	25	200	HND	36	3.75 + 0.005a	0.10 + 0.005a
	5	28	150	HD	60	3.76 + 0.019a	0.06 + 0.019b
	6	28	200	HD	36	2.25 + 0.020b	0.06 + 0.020b
	7	28	150	HND	36	1.91 + 0.0334c	0.05 + 0.034b
	8	28	200	HND	36	1.94 + 0.006c	0.04 + 0.006c


 *Máxima concentración obtenida; **Indica el tiempo en el que se obtuvo 
la máxima concentración; HD: Hidrolizado detoxificado; HND: Hidrolizado 
no detoxificado.
 a,b,c,d Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadísticas significativas (P ≤ 0.05).



				


Discusión
El
 sorgo es un cultivo reconocido por su rápido crecimiento y resistencia a
 condiciones extremas, en las que no otros cereales no crecen 
regularmente. Las variedades de sorgo dulce están siendo aprovechadas 
para la obtención de azúcares para consumo humano o para fermentación; 
sin embargo, el bagazo o paja es un residuo que no suele aprovecharse, 
por lo que evaluar posibles alternativas permitirá un aprovechamiento 
completo de la planta. Morales et al. (2011),
 realizaron un estudio con bagazo de caña de azúcar, del cual se 
buscaron las mejores condiciones para la obtención de xilosa; evaluaron 
concentraciones de H2SO4 de 1 % a 1.5 % con 
temperaturas de 120 °C a 175 °C, tiempo de reacción de 40 min a 60 min y
 con un rango de relación S:L de 1:2 a 1:4. Encontraron que la 
concentración de ácido y la relación S:L fueron las variables más 
importantes para la materia prima estudiada. La concentración máxima de 
xilosa encontrada fue 25 g/L-1 utilizando una temperatura de 120 °C con 
una relación S:L de 1:4, y una concentración de 1.5 % de H2SO4, esto es debido a que a mayor relación S:L se obtiene mayores porcentajes de xilosa y lignina. Por otro lado, Saucedo et al. (2010), hidrolizaron bagazo de Agave tequilana
 Weber, dicha hidrólisis fue llevada a cabo en dos etapas; la primera a 
151°C, ácido sulfúrico al 2 % con un tiempo de 10 min, obteniendo una 
concentración de 26.9 g/L-1 de azucares reductores; mientras 
que en la segunda etapa la hidrólisis fue a 175 °C, 2 % de ácido 
sulfúrico y 30 min de reacción, con una concentración de 15 g/L-1
 de los azucares. Demostrando con esto que durante la descomposición de 
los azucares, en especial la glucosa y la xilosa, están relacionadas 
tanto la temperatura y los tiempos aplicables, así como las 
concentraciones del ácido. Mientras que González-García et al. (2015),
 encontraron azucares fermentables a partir de residuos de cartón, 
alcanzando una concentración máxima de azucares fermentables de 20 g/L-1,
 utilizando ácido sulfúrico al 10 % a una temperatura de 125 °C, con un 
tiempo de 180 min. Estos autores mencionan que el tiempo y la 
temperatura son los factores con mayor influencia en la obtención de 
xilosa. Por lo tanto, Herrera et al. (2004),
 encontraron que el ácido clorhídrico es más eficaz como catalizador 
para la hidrólisis de paja de sorgo, en comparación del ácido sulfúrico;
 sin embargo, la eficacia para la obtención de los azúcares depende no 
solo de la concentración de ácido, sino de la combinación con el tiempo 
de reacción y temperatura; las condiciones cambiarán de acuerdo con la 
materia prima utilizada. Bustos et al. (2003),
 mencionan también que el HCl es un buen catalizador para la hidrólisis 
del bagazo de caña de azúcar, en el que se obtienen soluciones de xilosa
 con bajas concentraciones de ácido acético y furfural.
Por otro lado, Liu et al. (2012), realizaron una hidrólisis en la paja de sorgo dulce, en el que sus condiciones óptimas fueron de H2SO4
 al 3 %, 140 °C por 50 min obteniendo un rendimiento del 60 % de xilosa 
del cual, las temperaturas altas ablandan la capa protectora de lignina 
alrededor de las fibras de la hemicelulosa, permitiendo al ácido 
hidrolizar para obtener xilosa. Sin embargo, al utilizar tiempos y 
temperaturas mayores causan fácilmente la degradación de la xilosa, 
concluyendo que una temperatura alta y tiempo de reacción más corto debe
 de ser seleccionado para la obtención de xilosa. 
El
 pretratamiento con ácidos es un proceso ampliamente utilizado para la 
bioconversión de biomasa lignocelulósica y la obtención de etanol. Lin et al. (2016),
 estudiaron la obtención de etanol utilizando hidrolizados ácidos de 
madera terciada (triplay), bagazo, bambú y paja de arroz por P. stipitis;
 encontrando que el aumento de biomasa celular incrementaba la cantidad 
de alcohol, y la concentración de metabolitos fue mayor al agregar paja 
de arroz (14 % a 32 % de aumento). Morales-Martínez et al. (2014), evaluaron el aprovechamiento de aserrín de eucalipto (Eucalyptus globulus), realizando una hidrólisis enzimática; una vez obtenidos los hidrolizados se procedió a la fermentación con Z. mobilis NRRL-806, obteniendo una concentración de 37 gL-1 y productividad de 1.16 gL-1h-1, a las 27 h de cultivo. Sin embargo, cuando la concentración de ácido acético aumentó (12.8 gL-1), la productividad disminuyó a 0.99 gL-1h-1. Por otro lado, Adelabu et al. (2018), evaluaron el potencial de C. tropicalis y C. shehatae
 para la obtención de etanol a partir de paja de sorgo; las levaduras 
mostraron mayor actividad en soluciones que contenían 7.5 % de paja de 
sorgo; C. tropicalis produjo una concentración máxima de 38.12 gL-1, mientras que con C. shehatae fue 30.32 gL-1.
 La concentración de etanol encontrada en el presente estudio es 
inferior a los reportados en los estudios mencionados; sin embargo, los 
hidrolizados obtenidos muestran una concentración de xilosa adecuada que
 puede ser utilizada por otras levaduras y aumentar la cantidad de 
bioetanol. Los resultados de diversos estudios muestran el potencial de 
la biomasa lignocelulósica para obtener bioetanol, y no solo representa 
una ventaja por los bajos costos de la materia prima, sino es una manera
 eficaz de evitar la acumulación de residuos agrícolas que generalmente 
son quemados generando una gran cantidad de gases (Dadi et al. 2018)

Conclusiones
Las
 condiciones evaluadas para la hidrólisis ácida de paja de sorgo 
RB-Cañero mostraron un buen rendimiento de xilosa, la cual es una fuente
 de carbono adecuada para el crecimiento de levaduras productoras de 
bioetanol. La mayor concentración de etanol se encontró en los medios 
con hidrolizados no detoxificados, lo que indica que P. stipitis 
es capaz de crecer en presencia de ácido acético en concentraciones 
bajas. Sin embargo, la concentración de bioetanol obtenida fue baja 
comparada con lo reportado en otros estudios; por ello es importante 
evaluar estos hidrolizados con cepas que tengan mayor capacidad de 
fermentación de xilosa para aumentar el rendimiento y productividad del 
proceso de producción de bioetanol. 
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