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RESUMEN

En este trabajo se propone aprovechar el bagazo de cafia, considerado uno de los
principales residuos agroalimentarios de la industria azucarera, como soporte y
sustrato en un bioproceso de fermentacion controlada para la obtencion de la
enzima celulasa, por medio de la accion celulitica del hongo Aspergillus Niger, para
posteriormente utilizarla en la produccion de Bioetanol u otros procesos industriales.
El bioproceso se llevo a cabo en un reactor empacado, en cuyo interior se dispuso
el bagazo seco y esterilizado, previamente cortado, lavado y tratado alcalinamente
con NaOH 1 M, seguidamente se humedeci6 con caldo de cultivo y se realizo su
inoculacion utilizando suspension de esporas de Aspergillus Niger a razon de 1 | de
suspension/4 kg de bagazo estéril; la incubacion se realizd con aireacion constante
a 25 °C y pH 6.0. Se model6 el bioproceso por medio del simulador COCO para
evaluar las variables que lo afectan y se aplico el ciclo PHVA como metodologia
para optimizarlo. Mediante este bioproceso fermentativo se logra la produccién de

0,025 UE celulasas/mL a los 20 dias de incubacion.

Palabras clave: Bagazo de cafia, celulasa, Aspergillus Niger.



ABSTRACT

In this work it is proposed to take advantage of cane bagasse, considered one of the
main agri-food residues of the sugar industry, as a support and substrate in a
controlled fermentation bioprocess to obtain the enzyme cellulase, through the
cellulite action of the fungus Aspergillus Niger, to later use it in the production of
Bioethanol and other industrial processes. The bioprocess was carried out in a
packed reactor, inside which the dried and sterilized bagasse was arranged,
previously cut, washed and treated alkaline with NaOH 1 M, then moistened with
culture broth and inoculated using suspension of Aspergillus Niger spores at a rate
of 1 | of suspension/4 kg of sterile bagasse; incubation was performed with constant
aeration at 25 °C and pH 6.0. The bioprocess was modeled through the COCO
simulator to evaluate the variables that affect it and the PHVA cycle was applied as
a methodology to optimize it. Through this fermentative bioprocess, the production

of 0.025 UE cellulases/mL is achieved after 20 days of incubation.

Keywords: Cane bagasse, cellulase, Aspergillus Niger.



INTRODUCCION

El azucar de cafa ha sido tradicionalmente uno de los principales edulcorantes
utilizados mundialmente a nivel doméstico e industrial. Tal como lo informé el
FONDO DE ESTABILIZACION DE PRECIOS DEL AZUCAR! (2023), Colombia se
ubico al cierre del afio 2022 en el sexto lugar entre los paises con mayor capacidad
de produccion de azucar de cafia a nivel mundial porque logré elaborar 2.094.742
toneladas de azucar/afio y moler 23.022.414 toneladas cafia/afio, por lo cual genero

6,5 millones de toneladas de residuos de bagazo cafa/afo.

Segln la SOCIEDAD DE AGRICULTORES DE COLOMBIA? (2021), el bagazo
considerado como el principal residuo de la agroindustria de la cafia de azlcar, se
utiliza como combustible de origen renovable para cogenerar de energia eléctrica,
especialmente en las fabricas de azucar que lo generan y se ubica en el tercer lugar
de las materias primas utilizadas para la para la produccion de papel y cartén en
Colombia con una participacion del 12.2%. ALZATE, Sara® (2021), menciona que
este residuo estd compuesto en un 50% por celulosa, 25% por lignina y 25% por
hemicelulosa; la unidbn de estos componentes y otros en menor proporcion
conforman lo que se conoce como biomasa lignocelulésica, la cual se considera un
buen sustrato para la produccion de enzimas extracelulares con actividades
celulasas por accién del hongo filamentoso Aspergillus Niger. Las celulasas tienen
importantes aplicaciones industriales entre las cuales se destaca la hidrélisis de
biomasa lignocelul6sica generando glucosa que posteriormente es fermentada para
la produccién de etanol, reconocido biocombustible a nivel mundial por ser
sustentable. En este trabajo se describe detalladamente el bioproceso fermentativo
para produccion de celulasas, posteriormente se utiliza el simulador de procesos
industriales COCO para evaluar las variables que lo afectan, considerando que los
simuladores actualmente son una gran herramienta que viene evolucionando con
exito desde hace varios afios y que ofrecen grandes ventajas a quienes la utilizan

porque permiten desarrollar de forma virtual los bioprocesos que se tienen



planteados tedricamente, estudiar su comportamiento, analizar el impacto de las
distintas variables que intervienen o para comparar diferentes alternativas de disefio
e incluso escalar pruebas desarrolladas a nivel de laboratorio, sin incurrir en los
altos costos y riesgos que implican la programacion y ejecucion de pruebas a escala
industrial o real. Al final se describe la aplicacion del ciclo PHVA como herramienta
metodoldgica para la optimizacion del proceso productivo, considerando que los

cuatro elementos que componen el ciclo permiten su mejora continua.



OBJETIVOS.
OBJETIVO GENERAL

Construir una propuesta que permita aprovechar el bagazo de cafia de azlcar para
la obtencion de celulasas, por la accion del hongo Aspergillus Niger mediante un
proceso biotecnolégico fermentativo en estado solido, para la produccion de

bioetanol.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar optimizacion del bioproceso fermentativo de obtencion de celulasas, con
base en la informacion obtenida por medio del software de simulacién de procesos
industriales COCO

Aplicar el ciclo PHVA como herramienta para la optimizacion y el mejoramiento
continuo de este proceso que permite la obtencidn de celulasas por medio de la

accion del hongo Aspergillus Niger.



1. DESARROLLO DE LA ACTIVIDAD

1.1 TIPO DE RESIDUO AGROALIMENTARIOS SELECCIONADO

El residuo agroalimentario seleccionado para realizar su aprovechamiento por
medio de un proceso biotecnoldgico fue Bagazo de cafa de azucar, considerando
que segln el FONDO DE ESTABILIZACION DE PRECIOS DEL AZUCAR* (2023),
en Colombia se generan alrededor de 6.5 millones de toneladas/afio de este

residuo, del cual se puede obtener celulasas.

Tal como lo menciona Arja® (2007), las celulasas son enzimas que se utilizan para
procesos industriales de producciéon de Bioetanol, productos para nutricién animal,

en la industria textil, entre otros.

1.2 DESCRIPCION DEL PROCESO DE TRANSFORMACION:

El proceso de produccion de celulasa por la accion del hongo Aspergillus Niger
utilizando bagazo de cafia azdcar como soporte y sustrato, se realiza mediante las
tres operaciones unitarias, cuyas principales caracteristicas se describen a

continuacion:

1.2.1 PRETRATAMIENTO (CORTE Y LIMPIEZA ALCALINA)

Llenque et al.® (2015), relata que esta actividad consiste en acondicionar el bagazo
de cafa para su posterior inoculacion en el reactor. Teniendo como base de calculo
1 kg de bagazo, se inicia la operacion con dos lavados consecutivos, utilizando agua
corriente, posteriormente se realiza el corte del bagazo hasta alcanzar trozos de 5
x 10 mm, luego se agrega 100 mL de solucién de NaOH 1,0 M; seguidamente se

calienta constantemente la mezcla por espacio de 30 minutos, a temperatura de
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ebullicion; luego se enjuaga con agua estéril por cinco veces, y se escurre para
después calentarlo a 60°C por espacio 10 horas y finalmente guardarlo en frasco de

vidrio, color ambar, estéril.

1.2.2 REACTIVACION DEL CULTIVO Y PREPARACION DEL INOCULO

Segun Llenque et al” (2015), esta operacion tiene como objetivo activar el cultivo
microbioldgico y acondicionarlo, para posteriormente inocular el sustrato. Se logra
sembrando el cultivo en agar celulosa e incubandolo a 30°C por 72 horas;
posteriormente se prepara una suspension de esporas con solucion salina

fisiologica estéril equivalente a una concentracion final de 9,0 x 108 esporas/mL.

1.2.3. INOCULACION DEL BAGAZO DE CANA DE AZUCAR, UTILIZADO COMO
SOPORTE Y SUSTRATO

Es operacion, conforme a ensayo realizado por Llenque et al® (2015), consiste en
inocular 250 mL de esporas a 1 kg de bagazo pretratado dispuesto en el interior del
biorreactor; posteriormente se adiciona por aspersion caldo base de nutrientes
(Peptona 2,5 g/L; (NH4)2S04 0,1 g/L; CaCl2 0,5 g/L; Mg S04 0,5 g/L; NaCH3COO
50 mM; pH 6,0); luego se inyecta aire estéril a razén de 0.5 VVM y se incuba a

temperatura ambiental (23-25 °C).

1.3 DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO DE TRANSFORMACION:

La producciéon de celulasa utilizando bagazo de cafia como sustrato y cepas de

Aspergillus Niger se resume en el diagrama que se muestra en la figura N°1.
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Figura 1. Diagrama de flujo produccion de celulasa por la accién del hongo Aspergillus Niger

utilizando bagazo de cafa

FERMENTACION
[Levaduras)

BAGAZO DE CAHA DE AZUCAR
200
AGUA 1 kg CULTIVO ASPERGILLUS NIGER
{Corriante) LAVADO
g (DOBLE) AGAR
[Celulosa)
1 SEMBRADO
CORTE 1
(3 X 10 mm) .
INCUBACION
NaOH l [30°C. 72 horas)
10 M TRATAMIENTO 1
[ALCALING) NalH
2001 1,0 M
—LL0M | rRataMIENTO
l [ALCALING)
CALENTAMIENTS l
{30 min, 100°C) SOLUCION SALINA
AEsterill | pREPARACION
AGUA l ESPORAS
(Esteril) ENIUAGUE
(5 VECES] SOLUCION SALINA Peptona (26 g/L)
| Escurride {80 X 108 esporasimi) ’
PR E— Recuento camara Neubauer (NH4):504(0.1 giL)
(10 horas, BO°C) oL 1 CaClz (0,5 giL)
l BAGAZO SECO NUTRIENTES
ALMACEMNAMIENT D ({Esterily : Calda)
o INOCULACIGN
{RECIFIENTE DSCURG) DEL BAGAZO FRETRATADD
(25%C, pH = 8,0, 20 dias)
| 0.5 VVM
Bioreanios Ecisril ge Lesha Empacado
RIRE 1
ESTERIL
0,025 UE* celulasasimL ——*| cafin oprian
*UNIDAD ENZIMATICA l
JARABE
GLUCOSADD

Fuente: Elaboracion propia

1.4 DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA SIMULACION:

BIOETANOL

Para la simulacion produccion de celulasa utilizando bagazo de cafia como sustrato

y cepas del hongo: Aspergillus Niger, se utilizé el simulador COCO tal como se

muestra en la figura 2, en la cual se configuraron 3 equipos entre los cuales se
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encuentra un tanque para preparacion del agente alcalino NaOH, un calentador para

el bagazo y un reactor tanque utilizado para la inoculacién e incubacién del hongo.

Figura 2. Flujograma del proceso de transformacion del bagazo de cafia para obtener celulasas,

utilizando el simulador de Procesos Industriales - Simulador COCO
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Fuente: Software COCO

1.5 EVALUACION DE LAS VARIABLES QUE AFECTAN EL PROCESO:

En términos generales, los hongos al igual que otros microorganismos son sensibles
a grandes cambios en las condiciones ambientales de crecimiento, tales como
intensidad en la iluminacién, temperatura, humedad, pH, por lo cual se debe tener
especial cuidado en las modificaciones que se realicen a la temperatura y pH,
asegurando que los cambios programados en estas variables de estudio se realicen
en pequefias unidades, es decir, los cambios de temperatura no deben exceder los
5 °C, de tal forma que se logre observar adecuadamente la respuesta ante cada
nueva condicion ambiental a la cual es sometido. También es importante considerar

gue las altas temperaturas pueden afectar directamente la humedad del sustrato.
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Para este caso de estudio que contempla el crecimiento del hongo Aspergillus Niger

la temperatura de incubacion se puede afectar por las siguientes causas:

1.5.1 FALLAS EN EL SISTEMA DE AIREACION:

Estas fallas pueden ocurrir por corte del fluido eléctrico en el lugar donde se instale
el reactor, también por dafio o deficiencia del ventilador utilizado para suministrar la
cantidad de aire necesario que permita controlar la temperatura establecida para el

normal funcionamiento del proceso.

1.5.2 INTERFERENCIAS AMBIENTALES:

Estas son ocasionadas por las variaciones de temperatura del medio ambiente en

el cual se instale el reactor

1.6 DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA PARA OPTIMIZAR EL PROCESO:

La optimizacion del proceso de produccién de celulasa por la accién del hongo
Aspergillus Niger utilizando bagazo de cafia azlcar se realiza aplicando los cuatro

elementos del del ciclo PHVA que se describen de la siguiente forma:

Planificar: Este elemento del ciclo permite determinar y prever todos los recursos
necesarios en cada una de las etapas de la obtencion de la enzima celulasa
utilizando bagazo de cafia, mediante fermentacion por medio de la accion del hongo

Aspergillus Niger, asi:

Para la etapa de pretratamiento del bagazo se debe planificar lo siguiente:
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« Cantidad de bagazo a pretratar

+ Cantidad de lavados a realizar y tipo de agua que se utilizara para lavar el
bagazo

* Como realizar el corte del bagazo y el tamafio de los trozos requeridos

« Cantidad y concentracion de NaOH que se utilizara

+ Tiempo requerido para realizar el pretratamiento del bagazo con NaOH

+ Temperatura maxima utilizada durante el pretratamiento

+ Tipo de aguay cantidad de enjuagues que se realizaran al bagazo pretratado
* Recipiente que se utilizara para escurrir el bagazo

* Recipiente por utilizar para secar el bagazo

+ Temperatura por utilizar para secar el bagazo

» Tiempo requerido para secar el bagazo

* Recipiente requerido para guardar el bagazo

Para la etapa de reactivacion del cultivo y preparacién del inoculo se debe planificar

lo siguiente:
+ Tipo de medio a utilizar para sembrar el cultivo
* Temperatura y Tiempo de incubacién del cultivo de Aspergillus Niger

* Concentracion de la suspension de esporas a preparar después de la

inoculacion

Para la etapa de inoculacion del sustrato se debe planificar lo siguiente:

* Volumen de esporas a inocular
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+ Cantidad de bagazo pretratado a inocular

« Tamafo y forma del biorreactor a utilizar

+ Cantidad y composicion del caldo base de nutrientes a utilizar
* Forma para aplicar el caldo base de nutrientes

» Tipo de aire y flujo requerido para incubar

+ Temperatura de incubacion.

Hacer: En este elemento del ciclo se efectlan las tres etapas programadas para
obtencion de la enzima celulasa utilizando bagazo de cafia, mediante fermentacion
por medio de la accién del hongo Aspergillus Niger, es decir: Pretratamiento,
Reactivacion del cultivo e Inoculacion del sustrato; asegurando que se realice el
control adecuado de todas las variables, especialmente las variables criticas
establecidas, tales como: temperatura, tiempo, cantidad y concentraciéon de
productos quimicos utilizados, adicionalmente se documentan los resultados

obtenidos y las observaciones relevantes en cada una de las etapas.

Verificar: En este elemento del ciclo se comparan los resultados referentes a la
obtencién de la enzima celulasa utilizando bagazo de cafia, mediante fermentacién
por medio de la accion del hongo Aspergillus Niger, contra los resultados esperados
para cada una de las etapas: Pretratamiento, Reactivacion del cultivo e Inoculacion

del sustrato.

Actuar: En este elemento se documentan las posibilidades de mejora al proceso de
obtencion de la enzima celulasa utilizando bagazo de cafia, mediante fermentacion
por medio de la accion del hongo Aspergillus Niger y/o las posibles causas de las
desviaciones que se presentaron en este proceso productivo, lo cual servira de base
para reiniciar nuevamente el ciclo con la fase de planificacion de las nuevas

acciones a tomar y estimando los nuevos resultados que se esperan.

16



2. INFOGRAFIA.

Como resultado de la revision de la normatividad nacional e internacional vigente
en el desarrollo de productos y procesos biotecnoldgicos, se desarrollé la infografia
gue se observa en las figuras 3y 4

Figura 3. Infografia: Politicas publicas nacionales para aprovechamiento de residuos

agroalimentarios

POLITICA DE DESARROLLO BIOTECNOLOGICO

DECRETO 1782/2014

MEDICAMENTOS BIOTECNOLOGICOS

RESOLUCION
2162/ 2017

SOLICITUD DE ACCESO A RECURSOS GENETICOS
Biotecnologia y Biodiversidad Microbiana

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 4. Infografia: Politicas internacionales para aprovechamiento de residuos

agroalimentarios

BIOTECNOLOGIA
NORMATIVIDAD INTERNACIONAL

ABRIL-1990 wtaema

Fuente: Elaboracion propia
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3. PERTINENCIA Y VIABILIDAD DEL PROYECTO

Las agroindustrias azucareras, también conocidas comunmente como Ingenios
azucareros generan grandes voliumenes de residuos solidos, los cuales deben ser
manejados adecuadamente para evitar la contaminacion de los recursos agua, aire
y suelo. El bagazo es un residuo generado en la primera etapa del primer proceso
fabril conocido como extraccion de jugo, en el cual se hace pasar la cafia de azucar
a través de un conjunto secuencial de molinos automatizados, en este proceso
también se extraen impurezas organicas y minerales propias de la cafia y/o

provenientes del suelo del cultivo.

La Sociedad de Agricultores de Colombia ° (2021), informé que Colombia fue en el
afo 2.022 el sexto pais productor mundial de azlcar de cafia; en la actualidad la
agroindustria azucarera colombiana, constituida por 13 ingenios azucareros, genera
al aflo aproximadamente 6.5 millones de toneladas de bagazo, de las cuales 5.5
millones de toneladas son utilizadas como combustible de origen renovable para
cogenerar energia eléctrica, por medio de plantas termoeléctricas acondicionadas
en el interior de sus instalaciones fabriles, el resto del bagazo se utiliza para la
produccion de papel y cartén. Conforme a la informacion suministrada por la
Camara de la Industria de Pulpa, Papel y Cartén de la ANDI, el bagazo de cafia de
azlcar se ubica en el tercer lugar de las materias primas utilizadas para la para la
produccion de papel y cartdbn en Colombia con una participacion del 12.2%,
antecedida en primer lugar por la fibra obtenida mediante procesos industrializados
de reciclaje de los residuos de papel, la cual representa el 60.81% de la materia
prima, y por la fibra procedente de arboles sembrados a manera de bosques
renovables, principalmente de pino la cual ocupa el segundo lugar, con una

participacion del 26.7%.

La cafla de azucar es el principal producto agricola del Valle del Cauca,

adicionalmente el bagazo es considerado como uno de los principales residuos
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agroalimentarios en estado solido, generados por las industrias azucareras
instaladas en Colombia, las cuales en su mayoria se ubican en el valle geografico
del Rio Cauca. EI FONDO DE ESTABILIZACION DE PRECIOS DEL AZUCAR
(2023) reportd moliendas de 22.872.461 toneladas de cafia de azucar durante el
afo 2021y 23.002.414 toneladas para el afio 2022.

Segln LAGOS, Elizabeth'! (2019), varios trabajos cientificos han demostrado que
los subproductos de la agroindustria del azlcar de cafia se convierten en una muy
buena alternativa para la obtencion de productos para la nutricion animal utilizando
diversas tecnologias, sin embargo, es muy importante profundizar en la
investigacion de la degradabilidad de la materia seca que contienen, por medio de

procesos quimicos, fisicos y biolégicos.

ALZATE, Sara'? (2021), menciona que el bagazo de cafia de azlcar estd compuesto
en 50% por celulosa, 25% por lignina y 25% por hemicelulosa, la union de estos
componentes y otros en menor proporciéon conforman lo que se conoce como
biomasa lignocelulésica, la cual se considera un buen sustrato para la produccion

de celulasas por accion celulitica del hongo Aspergillus Niger.

La producciéon de celulasa utilizando bagazo de cafia como soporte y sustrato
mediante cepas de Aspergillus Niger se convierte en una valiosa alternativa para la
produccion de bioetanol considerado un combustible de fuente renovable, tanto en
el Valle del Cauca, por el gran volumen de residuos de bagazo que genera la
industria azucarera, como en otras regiones del pais, en las cuales se dificulte el
transporte de este residuo hacia las plantas de fabricacion de papel, las cuales para

el caso del Valle del Cauca consumen cerca del 85% para transformarlo en cartén

y papel.
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4. CONCLUSIONES

El aprovechamiento biotecnolégico de los residuos agroalimentarios se ha
convertido en una gran preocupacion para la mayoria de los gobiernos a nivel
mundial. En Colombia, como en la mayoria de los paises emergentes, las brechas
en este tema aun son muy grandes, por ello es necesario continuar aportando
conocimiento desde la industria y la academia, con el fin de seguir avanzando en
temas de interés comun para humanidad, tales como: La seguridad alimentaria, la

economia y el medio ambiente.

Es importante seguir avanzando en investigaciones que permitan llevar a escala
industrial la transformacion de residuos agroindustriales lignocelulésicos en
bioalcohol, por medio de procesos biotecnoldgicos, considerando que bajo estas
condiciones el alcohol es un combustible proveniente de fuentes renovables y que
por tal razén su produccion se alinea a la tendencia mundial de encontrar
alternativas que permitan evitar la dependencia de los combustibles fésiles que tiene

actualmente la economia mundial.

21



5. DEPOSITO EN EL REPOSITORIO DE LA UNAD

El depdsito del este documento en el repositorio institucional de la Universidad

Nacional Abierta y a Distancia se evidencia medio de la siguiente imagen:

Autoarchivo - UNAD = O} JUAN CARLOS SABOGAL
JUAN CARLOS SABOGAL  Asionacion de envios uan # nicio - Formulario - Licencia - Finalzscidn celproceso
b @ onie

Asignacidn exitosa para el revisor # 1.

Cambio de estado.
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7. VINCULO PRESENTACION DEL PROYECTO.

El proyecto fue sustentado por medio de presentacion en Power Point y se puede

observar abriendo el siguiente vinculo:

https://www.youtube.com/watch?v=nuPdcNPLS4c
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