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RESUMEN. El uso del bioetanol como combustible es una alternativa para minimizar los efectos negativos al medioambien-
te, ya que reduce el efecto invernadero. En este trabajo se estudian residuos textiles como candidatos para la produccién
de etanol. Los residuos textiles pretratados con NaOH 12 % (p/v) 0 °C, 3 h (TEP) y sin pretratar (TESP y TDSP), fueron
sometidos a procesos simultdneos de sacarificacion y fermentaciéon (37 °C, 145 r/min, pH 4,8 a 5). Durante la sacarificacion
y fermentacion, la velocidad de transformacién de glucosa a etanol, por la levadura Saccharomyces cerevisiae CCUG
53310, fue mayor en todos los casos, a la velocidad de transformacién de la celulosa en glucosa por las enzimas. Para el
sustrato TEP, la concentraciéon de etanol en 48 h fue de 10,38 g/L, mientras que para los sustratos TESP y TDSP en 120 h
fue de 5,23 y 4,32 g/L respectivamente. El rendimiento se mantuvo practicamente constante a partir de 12 h para los tres
casos, por lo que un tiempo de operacién mayor de 72 h no seria aconsejable. Los rendimientos obtenidos en 72 h fueron
36,08 % para el residuo textil TEP, 15,36 % para el sustrato TESP y 17,25 % para el sustrato TDSP. Las concentraciones y
rendimientos de etanol para el residuo textil TEP fueron superiores. Se demostro la posibilidad de obtencién de etanol
a partir de residuos textiles, lo que contribuiria a reducir la contaminaciéon ambiental si se utiliza como combustible.

ABSTRACT. The use of bioethanol as a fuel is an alternative to minimize the negative consequences on environment, due
to its contributes to the reduction of the greenhouse effect. Textile wastes are studied as alternative for ethanol produc-
tion. Textile wastes, pre-treated [NaOH 12 % (w/v), 0 °C, 3 h] (TEP) and un-pretreated (TESP and TDSP), were subjected
to simultaneous saccharification and fermentation processes (SSF) (37 °C, 145 r/min, pH 4.8-5). For this process, the
transformation rate of glucose to ethanol, using Saccharomyces cerevisiae CCUG 53310, was higher than the transforma-
tion rate of cellulose to glucose using enzymes. Maximum ethanol concentration was 10.38 g/L at 48 h for the pretreated
material meanwhile for the untreated materials (TESP and TDSP) ethanol concentration was 5.23 and 4.32 g/L at 120 h,
respectively. It was observed that at 12 h the yield practically stayed constant for all materials; therefore an operation
time above 72 h would not be advisable. The yields obtained at 72 h were 36.08 % for the pretreated material, and 15.36
and 17.25 %, for the untreated materials respectively. Ethanol concentrations and yields were higher for the pretreated
textile waste. Possibilities for ethanol production from textile wastes were shown. The use of this ethanol as a fuel may
contribute to reduce environmental pollution.

INTRODUCCION

La generacién de residuos, asi como el consumo de
energia aumenta regularmente con el crecimiento de
la poblacién y el desarrollo industrial. El agotamiento
de los recursos energéticos convencionales existentes
es visible frente al crecimiento de su demanda. Por
tanto, es de gran interés la exploracién de recursos
energéticos alternativos para mantener el desarrollo
sostenible de la sociedad.! El etanol ha sido un objetivo
de interés constante debido a su aplicacién multifacética
como combustible, bebida y precursor para un nimero
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grande de productos quimicos. El uso del etanol como
combustible constituye una alternativa atractiva, ya que
la mayor parte del CO, emitido se genera por los medios
de transporte.? Ademas, se reducen las emisiones de
CO y de los hidrocarburos no quemados por el tubo de
escape lo cual disminuye la formacién de niebla téoxica.?
Su combustién no implica una adicion neta de CO, a la
atmoésfera y por lo tanto, no contribuye al efecto inver-
nadero.* Entre las materias primas utilizadas para la
obtencién de bioetanol se encuentran todas aquellas que
contengan azucares fermentables facilmente accesibles
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para los microorganismos encargados de la fermenta-
cién, o que puedan ser obtenidos luego de una etapa
previa de transformacion. La fuente principal de sustrato
para la obtencién de alcohol en Cuba es la miel de cana
de azucar.® El uso de otro tipo de sustrato, como bagazo
de cana y residuos agricolas, esta siendo investigado atiin
a escala de laboratorio.®” Existe una amplia variedad de
sustratos que pueden ser utilizados con este fin y los
residuos textiles constituyen uno de ellos, pues en su
mayoria estdn compuestos por algodén, el que posee un
elevado contenido de celulosa.® La conversién a etanol
de un residuo textil incluye tres etapas fundamentales:
el pretratamiento, la sacarificacién y la fermentacién. La
gran cristalinidad de la celulosa afecta el rendimiento de
la hidrolisis enzimética y la velocidad de reaccién,® por
lo que es importante un pretratamiento previo a la saca-
rificacion. El tratamiento alcalino ha sido ampliamente
utilizado para este fin.!® Un factor importante a consi-
derar en la transformacién de materiales a bioetanol es
el costo. Se sugiere la utilizaciéon de tecnologias alterna-
tivas con el objetivo de aumentar los rendimientos de
etanol.’'? El proceso de sacarificacion y fermentacién
simultaneas es una alternativa, ya que puede remover
lainhibicién de productos finales y elimina la necesidad
de usar reactores separados, reduciendo asi su numero
y costo de inversion.'>!® El presente trabajo tuvo como
objetivo estudiar la potencialidad de dos residuos tex-
tiles para su transformacién a bioetanol, mediante los
procesos simultaneos de sacarificacion y fermentacion,
lo que permitiria transformar un residuo en un recurso
energético que, utilizado como combustible contribuiria
a reducir las emisiones de CO, a la atmoésfera.

MATERIALES Y METODOS

Sustrato y enzimas

Se utilizé algodén como sustrato en la comparacion
de la efectividad del pretratamiento y dos residuos texti-
les en el estudio de convertibilidad a etanol. La composi-
cién del primer residuo textil, (TD) fue 76 % viscosa — 24 %
poliéster. Para el segundo (TE) la composiciéon fue 50 %
algodén y 50 % modal. Todos fueron almacenados a tem-
peratura ambiente hasta ser pretratados. El contenido
de humedad fue determinado mediante el secado de una
pequena muestra a 110 °C durante 12 h y el contenido
de celulosa, seglin un método estdndar.'* El contenido de
celulosa fue de 70,44 y 94,46 % para los residuos textiles
TD y TE, respectivamente y de 99 % para el algodén. Se
utilizaron dos enzimas comerciales, celulasa (celluloclast
1,5 L) de Trichoderma reesei ATCC 26921 suministrada
por Novozymes (Dinamarca) y B-glucosidasa de almen-
dras (Fluka 49290, Reino Unido). La actividad de la
celulasa se determiné segin un método estandar y fue
64 UPF/mL .** La actividad reportada por el proveedor
de la B-glucosidasa utilizada, fue de 8,92 UIl/mg de sélido.

Pretratamiento alcalino y quimico

El pretratamiento se llevo a cabo en vasos de precipi-
tados de 500 mL . El sustrato fue cortado en tiras de 2 a
5 mm de longitud y puesto en contacto con una disolucién
de hidréxido de sodio al 12 % (p/v) durante 3 h con una re-
lacién sélido : liquido de 1 : 20. Luego del pretratamiento,
el sustrato fue lavado, neutralizado (pH = 5 - 6), envuelto
en papel metélico y almacenado en un cuarto frio a 6 °C
hasta ser usado en el proceso de sacarificacion y fermenta-
cién simultaneas. Durante el pretratamiento el medio fue
agitado cada 20 min para garantizar una mezcla adecuada.
Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica.

Hidroélisis enzimatica

La hidrdlisis enzimatica se llevé a cabo a una con-
centracion de enzimas celulasas de 30 UPF/g celulosa
y B-glucosidasa de 30 Ul/g celulosa. La temperatura de
trabajo y la velocidad de agitacién fueron controladas en
45 °C y 145 r/min respectivamente. La concentracién de
sustrato fue de un 3 % (p/v) en una disolucién reguladora
de citrato para establecer un pH inicial de 4,8. El proceso
se realizé durante 24 h . Los experimentos fueron ejecu-
tados por duplicado y los resultados reportados son los
promedios. Los experimentos se efectuaron en condicio-
nes estériles. Las relaciones de sélido : liquido, concen-
traciones y cantidades fueron expresadas en base seca.

Preparacion del inéculo de levadura

Para este estudio se utilizé una levadura de la cepa
Saccharomyces cerevisiae CCUG 53310 (cultivo colec-
cién de la Universidad de Gotemburgo, Suecia). Las
cepas se mantuvieron en platos de agar constituidos por
10 g/L de levadura, 20 g/L. de peptona y 20 g/L de agar con
20 g/L. de D-glucosa como un recurso de carbono adicional.
La transferencia se realizé a erlenmeyers de 500 mL con
100 mL de medio (80 mL formado por 15 g (NH,),SO,, 7 g
KH,PO,, 1,5 g MgSO, - TH,0O, 10 g de extracto de levadura
en 1600 mL de agua y 20 mL formado por 100 g de gluco-
sa, 2 g CaCl, - 2H,0 en 400 mL de agua).'® El crecimiento
se llevé a cabo a 32 °C, con una velocidad de agitacion de
145 r/min durante 24 h en condiciones aerdbicas, para una
produccién de biomasa de 0,225 6 g, la cual fue anadida a
los procesos simultaneos de fermentacién y sacarificacion.

Sacarificacion y fermentacion simultaneas

Este proceso se realizé en reactores de 500 mL en condi-
ciones anaerobias. La concentracion de sustrato respondié a
unarelacion de 3 % (p/v) incluyendo cantidades de enzimas,
biomasa y medio nutritivo. La temperatura y velocidad de
agitacion fueron controladas en 37 °Cy 145 r/min respectiva-
mente. El pH inicial fue de 4,8-5 logrado mediante la adicion
de una disolucién reguladora formada por CH,O,- H,O y
NaOH (0,05 mol/L). Las concentraciones de las enzimas
fueron las mismas declaradas para el proceso de hidrélisis
enzimatica. Las muestras fueron tomadas regularmente
en condiciones estériles y almacenadas a —16 °C hasta ser
analizadas mediante cromatografia liquida de alta resolu-
cion (CLAR) para la determinacién del contenido de etanol,
glucosa y otros metabolitos. El rendimiento de etanol fue
calculado teniendo en cuenta el contenido de glucosa inicial.

Métodos analiticos

Las concentraciones de celulosa, glucosa, etanol,
glicerol, acido succinico y acido acético fueron determi-
nadas en una columna de intercambio Aminex HPX-87TH
(Boi-Rad, USA) a 60 °C usando 5 mmol/L de H,SO, a un
flujo de 0,6 mL/min . Se utilizaron en serie un detector de
indice de refraccion (RI) (Waters 2414, Milipore, Milford,
USA) y un detector de absorbancia ultravioleta (UV) a
210 nm (Waters 2487). Las concentraciones de acido
succinico y acido acético se cuantificaron mediante
deteccién por UV y el resto mediante espectroscopia IR.

RESULTADOS Y DISCUSION
Hidrélisis enzimatica

El resultado del recobrado luego del pretratamiento
alcalino arrojé para el residuo TD un 41 % mientras que
para el residuo TE un 78 %. Por lo anterior, los experimen-

tos de hidrélisis enzimatica de materiales pretratados
solo se continuaron con el residuo de elevado recobrado
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(TE). Los materiales textiles pretratados alcalinamente
(TEP) y sin pretratar (TESP y TDSP) fueron sometidos a
un proceso de hidrélisis enzimatica durante 24 h, previo
al proceso de sacarificacién y fermentacién simultéaneas.
Este proceso de hidrélisis enzimética se realiz para pre-
venir problemas de transferencia de masa y calor, pues
se ha demostrado que este periodo previo de hidrolisis
disminuye la viscosidad inicial del medio al comenzar la
fermentacion.’? Esta etapa también permitio llevar a cabo
parte de la sacarificacion a la temperatura éptima, hasta
obtener una concentracién de glucosa mayor que si se
hubiese llevado a cabo conjuntamente en la sacarificacion
y fermentacién simultaneas (SFS). En estos procesos, la
temperatura de operacién fue menor y por ende, el rendi-
miento de la sacarificacion, lo que constituye una desven-
taja de este modo de operacién.'” El rendimiento de dicho
proceso alcanzado para el material TEP, comparado con
los materiales TESP y TDSP, fue mayor (Tabla 1). Dicho
comportamiento ha sido demostrado para otros materiales
y otras condiciones de tratamiento, en otros estudios.!®
De esta manera, se demuestra el efecto positivo que ase-
gura el pretratamiento, al aumentar la accesibilidad de
las enzimas a la degradacién de la celulosa. Comparando
los rendimientos obtenidos para TESP y TDSP se pudo
concluir que no hay diferencias significativas entre ellos.

Fermentacion y sacarificacion simultaneas

Para el andlisis de la convertibilidad de los residuos
textiles a etanol, se evalud su transformacién mediante
la comparacién de sus procesos de SFS llevados a cabo
con los hidrolizados de la hidrélisis enzimética previa a
la que fueron sometidos. La temperatura utilizada fue
el resultado de un compromiso entre las 6ptimas de la
fermentaciéon y sacarificacién por separado.!?> Durante
el proceso la transformacién de glucosa a etanol y otros
metabolitos por la levadura Saccharomyces cerevisiae
CCUG 53310, fue mayor respecto a la velocidad de tras-
formacién de la celulosa a glucosa por las enzimas para
ambos materiales (Fig. 1 a,b y c¢). En la primeras 12 h la
cantidad de glucosa existente y producida fueron casi
completamente consumidas y luego de las 12 h toda la
glucosa formada fue convertida simultdneamente, para
todos los sustratos (Fig. 1 a, by ¢). Este comportamiento
sugiere que el paso lento del proceso global lo constituye
la hidrélisis enzimaética. Por lo anterior, se puede plantear
que es posible utilizar menos concentracién de levadura
siempre que se mantenga un buen rendimiento de la
fermentacion.!” En todas las disoluciones resultantes
se detect6 la formacién de otros metabolitos en menor
porcentaje como productos de la fermentacién. La
concentracion de acido acético se mantuvo baja todo el
tiempo, lo cual es favorable, ya que se ha reportado que
el 4cido acético puede tener efectos inhibidores en la
fermentacién.!? El acido acético es producido durante

Tabla 1. Rendimiento alcanzado en la hidrélisis enzimaéatica
alas24 h.

c(celulasa)
(FPU/g c(B-glucosidasa) Rendimiento
Residual celulosa) (IU/g celulosa) (%)
TEP 30 30 57,64 (s = 5,33)
TESP 30 30 16,71 (s = 1,33)
TDSP 30 30 16,56 (s = 0,32)

s Desviacion estdndar. Materiales textiles. Pretratados
alcalinamente (TEP) y sin pretratar (TESP y TDSP).

la fermentacién y puede ser también un subproducto
de la etapa de pretratamiento. Teniendo en cuenta
su baja concentracién durante la SFS es posible
considerar que su aporte debido al pretratamiento
fue practicamente nulo, ya que no fue determinado
experimentalmente en dicha etapa.

Para el material TEP la concentracién de etanol
alcanzada fue de 10,38 g/L a las 48 h mientras que para
los materiales TESP y TDSP fue de 5,23 y 4,32 g/L res-
pectivamente a las 120 h.

Lo anterior indicé que los procesos de sacarificacién y
fermentacién simultaneas tuvieron mayor productividad
de etanol para el material pretratado (Fiig. 1 a, b y ¢). Se
pudo observar (Fig. 2), que durante las primeras 12 h el
rendimiento de etanol se incrementa continuamente
y luego, permanece practicamente constante con un
pequeno incremento a las 72 h para todos los sustratos.
Posterior alas 72 h este permanece practicamente cons-
tante por mas de 24 h . Por tanto, mantener el proceso
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Fig. 1. Comportamiento en el tiempo de las concentraciones de
etanol, glucosa, glicerol, dcido acético y acido succinico en los
procesos de sacarificacion y fermentacion simultaneas para A)
TEPR B) TESE C) TDSP como sustratos. ( A ) Acido succinico
(m) Etanol ( ¢ ) Acido acético ( % ) Glicerol ( % ) Glucosa.
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por un tiempo mayor de 72 h pudiera ser no adecuado. El
rendimiento alcanzado en este tiempo para TEP, TESP
y TDSP fue de 36,08; 15,36 y 17,25 % respectivamente.
El valor para el material tratado es el doble que para el
material sin tratar, lo cual significa que el pretratamiento
previo a la SF'S fue favorable.

Evaluacion de la efectividad del pretratamiento alcalino

Para este analisis, se sometieron al tratamiento alcalino
dos sustratos, algodén y el residuo textil TEE bajo las mis-
mas condiciones (Tabla 2), ya que la composicién de ambos
materiales es similar con elevado contenido de celulosa
pura. Una via para determinar su efectividad la constituye
la evaluacién de la hidrélisis enzimatica de dichos sus-
tratos a partir de la determinacién de la convertibilidad a
glucosa. Comparando los resultados, se comprobé que el
rendimiento alcanzado para el algodén a las 24 h fue mayor
que para el residuo textil. De esta manera, se aprecia que
el pretratamiento alcalino fue més efectivo en el primero.

CONCLUSIONES

Del estudio de los procesos de sacarificaciéon y fer-
mentacién simultaneas de materiales textiles pretrata-
dos alcalinamente y sin pretratar se puede concluir que
las concentraciones de etanol y el rendimiento de etanol
resultan mayores para el caso del material pretratado.
Para el sustrato TEP, la concentracién de etanol en 48 h
fue de 10,38 g/L, mientras que para los sustratos textiles
TESP y TDSP en 120 h fue de 5,23 y 4,32 g/L respectiva-
mente. Lo anterior demuestra la efectividad del pretra-
tamiento alcalino en la disminucién de la cristalinidad
de la celulosa, la cual afecta la accesibilidad de las en-
zimas. Los rendimientos de etanol obtenidos a las 72 h
para TEP, TESP y TDSP fueron de 36,08; 15,36 y 17,25 %
respectivamente. Las condiciones del pretratamiento
alcalino fueron maés efectivas sobre el algodén, dado
que el rendimiento alcanzado en la hidrélisis enzimatica
para este sustrato fue un 20,35 % mayor que para TEP.
Teniendo en cuenta los resultados anteriores deben ser
evaluados algunos cambios con el fin de mejorar los
rendimientos, lo cual incidiria favorablemente desde el
punto de vista econémico. Tales cambios son: La con-
centracién de B-glucosidasa puede ser reducida teniendo
en cuenta que con SFS se disminuyen los productos
inhibidores,!? el modo de operacién puede cambiarse a
discontinuo alimentado con el que se logra mayor dismi-
nucién de inhibidores presentes y problemas de mezcla
y transferencia de calor, lo que permitiria aumentar el
contenido de sélidos en el medio,'? un cultivo previo de
la levadura en el hidrolizado seria beneficioso para au-
mentar su productividad de etanol, ya que se adelantaria
la etapa de adaptacién al medio.?
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