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Resumen

El desarrollo de alternativas a los combustibles fésiles como fuente de energia es una
prioridad global urgente. La biomasa puede ser utilizada para producir biocombustibles,
una fuente de energia alternativa prometedora. Sin embargo, en la actualidad los bio-
combustibles son producidos a partir de cultivos desarrollados para la produccion de
alimentos, aumentando las preocupaciones sobre la energia neta, los efectos de gases de
efecto invernadero y la competencia potencial entre el uso de la tierra para la produccién
de combustibles, alimentos, forraje, fibra y ecosistemas.

El material vegetal de desecho del sector agricola o la industria alimentaria representa
uno de los recursos mas abundantes a nivel global de lignocelulosa, y por consiguiente de
azucares fermentables. La conversién de estos aztcares a etanol es una forma de sacar
provecho de la energia solar, incorporada en el crecimiento de las plantas, sin competir
por el uso de suelo.

El bagazo de agave, un residuo vegetal procedente de la produccién del tequila, repre-
senta una materia prima prometedora para la produccién de etanol. Sin embargo, para
la bioconversién de este tipo de residuos lignocelulésicos a etanol, el tratamiento previo
del material antes de la hidrélisis enzimética es esencial para obtener altos rendimientos
globales de aztcar. Diversos métodos de tratamiento previo se han desarrollado.

La utilizaciéon de didxido de carbono en condiciones supercriticas para la deslignifi-
cacion de la madera ya ha sido reportado en la literatura para diferentes especies de
arboles. En este estudio, se utilizé6 un proceso conocido como explosién de didxido de
carbono supercritico (SC-CO2-E).

Se estudié el efecto de diversas condiciones de pretratamiento. Cada muestra pretrata-
da fue hidrolizada con celulasa comercial para evaluar su digestibilidad enzimatica. Las

variables analizadas fueron:

= Ciclos de operacién = Cosolvente utilizado = Presién

= Tamano de particula = Tiempo de residencia = Temperatura



Abstract

The development of alternatives to fossil fuels as an energy source is an urgent global
priority. Biomass can be used to produce biofuels, a promising alternative energy source.
At present, however, biofuels are produced from crops developed for food production,
raising concerns about the net energy, greenhouse gas effects and potential competition
between use of land for production of fuels, food, animal feed, fiber, and ecosystems.

Plant and waste material from agriculture or food industry represents one of the
world’s largest resources of lignocellulose and therefore fermentable sugars. Conversion of
these sugars to ethanol is one way to take profit of the solar energy incorporated in the
plant growth without competing for land use.

Agave bagasse, a plant residue derived from the production of tequila, represents a
promising raw material for ethanol production. However, for the bioconversion of this
kind of lignocellulosic residues to ethanol, pretreatment of the material prior to enzy-
matic hydrolysis is essential to obtain high overall yields of sugar. Several methods of
pretreatment have been developed.

The use of carbon dioxide at supercritical conditions for the delignification of wood
has already been reported in the literature for several species of tree. In this study, a
process known as supercritical carbon dioxide explosion (SC-CO2-E) is used.

The effect of various pretreatment conditions were studied. Each pretreated sample
was hydrolyzed with commercial cellulase to assess its enzymatic digestibility. The anal-

ysed variables were:

= Pretreatment cycles = Cosolvent used = Pressure

= Particle size = Residence time = Temperature
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Justificacién

El desarrollo de alternativas a los combustibles fésiles como fuente de energia es una
prioridad global. Actualmente, cerca del 95% de la energia mundial proviene de com-
bustibles fésiles (Somerville, 2007), pero la obtencién de los energéticos derivados del
petréleo atraviesa una fuerte crisis debido a una disminucién en sus reservas, por lo que
ahora se ha despertado el interés en su reemplazo con fuentes de energia alternativas que
sean sustentables y ecolégicas. La bioenergia es una de las fuentes renovables que puede
reemplazar en parte el uso de los combustibles fosiles.

La bioenergia contribuye a la diversificacién de la energia de los paises y al desar-
rollo de tecnologias emergentes, reduciendo las emisiones de gases de efecto invernadero,
generando empleos y sustituyendo la importaciéon de combustibles.

Segtin la agencia internacional de energfa (IEA) a partir de la biomasa es posible obten-
er cerca de un tercio de la energia necesaria en Africa, Asia y Latinoamérica (Somerville,
2007).

A escala planetaria, se ha avanzado en la produccién de biocombustibles. La produc-
cién de biocombustibles en 2007 rebasé los 53 GL. La produccién de etanol en ese afio
represent6 el 4% de los 1300 GL de gasolina consumidos globalmente (Marcano et al.,
2010).

En 2008, el planeta produjo aproximadamente 87 GL de biocombustibles liquidos, que
es aproximadamente igual al volumen de combustible liquido consumido por Alemania
ese ano.

Practicamente todo este biocombustible fue producido a partir de cultivos original-
mente destinados a la produccion de alimentos, elevando la preocupacién sobre la energia

neta, el efecto invernadero y la competencia potencial entre el uso del suelo para produc-



cién de biocombustibles, alimento, forraje, fibra y ecosistemas.

Si se destinan dimensiones significativas de tierras para el cultivo agricola con fines
bioenergéticos, los precios de productos de popular consumo alimentario aumentarian
considerablemente y, ademads, habria menos disponibilidad de tierras fértiles aptas para
la produccién de alimentos.

La implementacion pendiente de tecnologias mejoradas para convertir mas eficien-
temente las partes no comestibles de las plantas (lignocelulosa) a combustibles liquidos
abre una amplia gama de opciones para usar materias primas para biocombustible que
superen las actuales y puedan ser cultivadas en suelos distintos a los usados actualmente
para alimento y forraje, ya que la capacidad para producir combustibles lignoceluldsicos

es de vital importancia.

1.2. Objetivos

1. Determinar si la explosién de diéxido de carbono supercritico (SC-CO2-E) es un

método factible como pretratamiento de biomasa lignoceluldsica.

2. Identificar el o los cocteles enziméaticos comerciales mas apropiados para la hidrélisis

de los polisacaridos presentes en el bagazo de agave.

3. Determinar las condiciones de operacién méas adecuadas para la sacarificacién de

residuos lignocelulésicos mediante el método de la SC-CO2-E.

1.3. Hipdtesis

1. Si se logra alcanzar un rendimiento de sacarificaciéon de bagazo de agave en aztcares
reductores mayor al 50 %, podra concluirse que la explosién de didéxido de carbono
supercritico (SC-CO2-E) es un método factible como pretratamiento de material

lignocelulésico.

2. En caso de se obtenga el rendimiento deseado con un coctel enzimético, este se con-
siderara como el més apropiado para la hidrélisis. De lo contrario, serd conveniente
utilizar una mezcla de cocteles enzimaticos que actiien en conjunto para elevar el

rendimiento de la sacarificacién.

3. Tanto el rendimiento como el costo de la SC-CO2-E dependen en gran medida de
las condiciones a las que se lleve a cabo. Por esta razon, si se establece la factibilidad
del proceso, asi como los cocteles enzimaticos adecuados, serd necesario determinar
también las condiciones de operacién que permitan obtener rendimientos elevados

de manera eficiente.



Capitulo 2

Marco teodrico

2.1. Biocombustibles

En términos energéticos, la biomasa es la materia organica originada en un proceso
bioldgico, espontaneo o provocado, utilizable como fuente de energia. Un biocombustible es
una mezcla de hidrocarburos que se utiliza como combustible en los motores de combustién
interna, y que se deriva de la biomasa.

Los biocombustibles son recursos energéticos procesados por el ser humano a partir de
materias producidas por seres vivos. Pueden ser liquidos, sélidos o gaseosos, y su finalidad
es liberar la energia contenida en sus componentes quimicos mediante una reaccién de
combustién. Existen varios tipos de biocombustibles, a los cuales se les clasifica de acuerdo
al insumo o materia prima y a la tecnologia empleada para producirlos.

El vinculo entre el cambio climatico y los biocombustibles surge del hecho de que los
biocombustibles representan fuentes de energia neutrales en carbono. La energia de la
luz solar se absorbe por el sistema fotosintético de las plantas y se utiliza para reducir y
condensar el didxido de carbono atmosférico en las sustancias quimicas que conforman el
cuerpo de las plantas. Cuando las plantas se queman, la energia resultante de la oxidaciéon
se libera como calor y el CO9 se recicla. Por esta razén, el uso de este tipo de combustibles
reduce dichas emisiones en comparacién con los combustibles fésiles.

En la actualidad, los biocombustibles méas usados y desarrollados son el bioetanol, el
biodiésel y el biogas. Sin embargo el uso y produccién actuales de los biocombustibles
se encuentran en un punto de partida. El proximo cambio generacional en el uso de los
recursos biolégicos vendra de una total integracion de recursos vegetales innovadores, la

sintesis de biomateriales y la generacién de biocombustibles y bioenergia (Figura 2.1).
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Figura 2.1: Integraciéon completa del ciclo de recursos para tecnologias sustentables.
Fuente: Ragauskas et al. (2006)

2.1.1. Bioetanol

El bioetanol es una fuente de energia renovable que puede ser usado como un sustituto
parcial de la gasolina. Es también una alternativa amigable con el ambiente a los aditivos
de gasolina como el metil tert-butil éter (Alinia et al., 2010). Asimismo, mediante el uso
de bioetanol en lugar de los compuestos derivados del petréleo, se pueden reducir las
emisiones de gases de efecto invernadero.

El etanol obtenido de la biomasa se ha convertido en una alternativa real para ser de-
sarrollada como combustible. El proceso esta basado en la utilizacion de los carbohidratos
contenidos en las células vegetales en un proceso de conversién biolégico para producir
etanol. En la Figura 2.2 se muestra un diagrama esquemético del proceso de produccién
de bioetanol.

El bioetanol tiene las mismas caracteristicas y composicién quimica que el etanol, ya
que se trata del mismo compuesto. La diferencia radica en su proceso de produccion. El
bioetanol debe de ser obtenido desde biomasa, no pudiendo obtenerse del petréleo. De
esta manera, todos los licores alcohdlicos que proceden de la fermentacion del azicar de
alguna planta se pueden denominar como bioetanol. El principal método de obtencién de

bioetanol es la fermentacion, ya sea directa o indirecta:
Directa Fermentacién de productos ricos en aztcares reductores, como la cafia de azicar.

Indirecta A partir de la hidrolisis de polimeros como el almidén o la celulosa; y de la

fermentacién posterior de los aztcares reductores obtenidos.
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Figura 2.2: Proceso de produccién de bioetanol. Fuente: Rubin (2008)

En el caso de la obtencion de etanol a partir de celulosa, se puede utilizar el mayor
porcentaje de la biomasa. Sin embargo, no puede ser procesada tal y como se encuentra en
la naturaleza, sino que necesita ser transformada para obtener una mayor produccién. La
conversién biolégica y quimica de la biomasa son los medios para lograr la transformacion.

Estos métodos generalmente involucran cuatro pasos secuenciales:

Pretratamiento Se requiere para alterar el tamafio y la estructura macroscépica y mi-
croscopica de la biomasa, asi como su composicién y estructura quimica submi-
croscopica, de manera que la hidrolisis de la fraccién de carbohidratos complejos en

azucares simples se alcance més rdpidamente y con mejores rendimientos.

Hidrdlisis Incluye las etapas de proceso de conversion de los carbohidratos poliméricos

en azucares monoméricos, catalizada ya sea por acidos o por enzimas.

Fermentacién Los aztcares generados durante la hidrélisis son transformados en etanol

por diversos microorganismos, como bacterias o levaduras.

Purificacién El etanol se recupera de la mezcla de fermentaciéon mediante destilacion,
quedando en los fondos del destilado la lignina residual, polisacdridos que no reac-
cionaron, enzimas, microorganismos, cenizas y otros componentes. Estos materiales
se pueden convertir en diversos coproductos; o emplearse como combustible para

impulsar el proceso.

El bioetanol es un biocombustible que ofrece grandes ventajas en virtud de sus carac-
teristicas fisicoquimicas, materias primas de origen, costos de produccién relacionados y
efectos ambientales, entre muchas otras. En el mundo se llevan a cabo gran cantidad de
estudios para desarrollar la produccién a gran escala de bioetanol a partir de biomasa lig-

noceluldsica. Los materiales que mas se han investigado son madera y residuos forestales,



papel reciclado y residuos de la industria papelera, bagazo de cana, desechos agricolas,
asi como residuos sélidos urbanos (Dominguez Dominguez et al., 2011).

Asimismo, debido al aumento de las medidas tomadas para controlar las emisiones
totales de gases con efecto invernadero, el uso de este alcohol como combustible para
el trasporte por carretera crece rapidamente. Un andlisis del ciclo de vida completo de
este producto como combustible muestra como las emisiones generadas en el proceso de
produccién del combustible y las de operacion son compensadas por las fijadas en el

cultivo durante su crecimiento.

Bioetanol de segunda generacién

Es aquel que es producido a partir de materiales lignoceluldsicos. Este tipo de etanol
puede ser obtenido a partir de la fermentacion de los azicares reductores provenientes de
las fracciones de celulosa y hemicelulosa presentes en este tipo de materiales.

Los residuos lignoceluldsicos se obtienen de los sectores agricola, forestal, de los exce-
dentes de las cosechas y la industria de transformacion de las mismas. Para la producciéon
de bioetanol se pueden utilizar diversos tipos de materias primas, tales como paja de
trigo, paja de arroz, residuos de maiz y bagazo de cana de aztcar, entre otros.

Actualmente se han desarrollado tecnologias para el procesamiento de residuos lig-
noceluldsicos a nivel laboratorio y planta piloto. No obstante, a pesar de que la materia
prima es de menor costo que aquella utilizada en la producciéon de etanol de primera
generacion, el proceso requiere fuertes inversiones debido a que es necesario realizar una
etapa mas: el pretratamiento de la materia prima.

Asimismo, para desarrollar la produccién de bioetanol de segunda generacién es pri-
mordial conocer la composicién quimica de la materia prima, la cual determina el pre-

tratamiento al que debe ser sometida.

2.1.2. Biodiésel

Es un combustible renovable que puede obtenerse a partir de lipidos naturales, tales
como aceites vegetales o grasas animales, ya sea con o sin uso previo.

Se obtiene mediante procesos industriales de esterificacion y transesterificacion, y se
aplica en la preparacién de sustitutos totales o parciales del petrodiésel o gasdleo obtenido
del petréleo. Puede mezclarse en diferentes cantidades con gaséleo procedente de la refi-
nacién del petrdleo.

El biodiésel tiene una ventaja ecoldgica en comparacion con el diésel de origen fésil,
va que reduce las emisiones de gases que provocan el efecto de invernadero. Asimismo,
elimina las emisiones de azufre (SO2) del diésel, evitando asi las lluvias 4cidas, entre otros

problemas.



Sin embargo, el impacto ambiental y las consecuencias sociales de su previsible pro-
duccién y comercializacion masiva, especialmente en los paises en vias de desarrollo,
generan un aumento de la deforestacién de bosques nativos, la expansiéon indiscriminada
de la frontera agricola, el desplazamiento de cultivos alimentarios y para la ganaderia,
la destruccion del ecosistema y la biodiversidad, y el desplazamiento de los trabajadores

rurales.

2.1.3. Biogas

El biogas es una fuente de energia renovable, como la energia solar o la edlica, que
ademds puede ser producida a partir de materias primas disponibles regionalmente o del
reciclado de residuos, es amigable con el ambiente y permanece neutral en las emisiones
de gases de efecto invernadero.

Es un gas combustible, que se genera en medios naturales o en dispositivos especifi-
cos, por las reacciones de biodegradacién de la materia organica en ausencia de oxigeno,
mediante la accién de microorganismos y otros factores.

La descomposicién anaerdbica es un proceso natural que ocurre en forma espontanea
en la naturaleza y forma parte del ciclo biolégico. De esta forma podemos encontrar el
denominado “gas de los pantanos” que brota en aguas estancadas, el gas natural (metano)
de los yacimientos petroliferos, asi como el gas producido en el tracto digestivo de los ru-
miantes como los bovinos. En todos estos procesos intervienen las denominadas bacterias
metanogénicas.

La produccién de biogéds por descomposicién anaerdbica es un modo considerado 1til
para tratar residuos biodegradables, ya que produce un combustible de valor ademés de
generar un efluente que puede aplicarse como acondicionador de suelo o abono genérico.

El uso del biogés tiene diversas ventajas. El empleo del biogds en Norteamérica tiene
el potencial de generar suficiente energia eléctrica para abastecer el 3% de la demanda
eléctrica de todo el continente.

Adicionalmente, el biogas podria ayudar a la reduccién del calentamiento global. Nor-
malmente, el estiércol que se deja a descomponer libera dos de los principales gases que
contribuyen al cambio climatico global: el diéxido de nitrégeno y el metano. El diéxido
de nitrégeno (NO2) eleva la temperatura atmosférica 310 veces mds que el diéxido de
carbono, y el metano (CHy) 21 veces mas que el diéxido de carbono.

Una vaca produce suficiente estiércol al dia para generar 3 kWh de electricidad; y solo
se requieren 2.4 kWh para mantener una bombilla incandescente de 100 W encendida
durante un dia completo. De esta manera, convertir el estiércol bovino a biogas en lugar
de dejarlo descomponer, genera una cantidad considerable de energia renovable al tiempo

que reduce las emisiones de gases de efecto invernadero.



2.2. Lignocelulosa

La lignocelulosa es el principal componente de la pared celular de las plantas, y el mas
abundante sobre la superficie terrestre. Esta biomasa producida por la fotosintesis es de
las fuentes de carbono renovable méas prometedoras para solucionar los problemas actuales
de energia, ya que contiene una gran cantidad de azicares fermentables, y anualmente se
forman cerca de 200,000 millones de toneladas en el mundo (Ragauskas et al., 2006).

Es también el principal componente de los residuos agricolas (paja, hojas, céscaras,
etc.), de los residuos forestales (aserrin, virutas, etc.) y de los residuos de la industria
conservera (pieles, bracteas, etc.). En forma de fibra es el material de soporte de los
tejidos vegetales. Su utilizacién como material fibroso y de soporte ha sido muy amplia,
aunque hoy relegada por el uso de productos derivados del petrdleo y de la moderna
tecnologia. Sin embargo, se mantiene el interés por su utilizacién como fuente renovable
de energia y de materias primas (Ldzaro Belanche y Arauzo Pérez, 1994).

Los componentes de la materia lignoceluldsica se clasifican en tres grupos principales:
sustancias extrafnas, polisacaridos y lignina. Y su proporcién varia entre las distintas
especies de plantas, su edad y su etapa de crecimiento. En la Figura 2.3 se muestra

la estructura de la lignocelulosa, en la Figura 2.4 los principales biopolimeros que la

conforman y en la Tabla 2.1 la composicién de diferentes materiales lignocelulésicos.

Tabla 2.1: Composicién de diversos materiales lignocelulésicos

Material Lignocelulésico

Celulosa (%)

Hemicelulosa (%)

Lignina (%)

Madera dura 40 - 55 24 - 40 18 - 25
Madera suave 45 - 50 25-35 25 - 35
Céscara de nuez 25 - 30 25 - 30 30 - 40
Olote de maiz 45 35 15
Desechos de pastos 25 - 40 35 - 40 18 - 30
Papel 85 - 99 0 0-15
Paja de trigo 30 50 15
Hojas 15 - 20 80 - 85 0
Algodén 80 - 95 0 0
Papel periédico 40 - 55 25 - 40 18 - 30
Desechos de papel de pulpeos quimicos 60 - 70 10 - 20 5-10
Desechos soélidos de aguas residuales 8-15 No disponible 24 - 29
Desechos animales (cerdos) 6 28 No disponible
Desechos sélidos de ganado 1.6 -4.7 14-3.3 2.7-5.7
Hierba Bermuda 25 35.7 34
Pastos de crecimiento rapido 45 314 12

Fuente: Cuervo et al. (2009)
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2.2.1. Componentes extranos

Se denominan asi los materiales que no constituyen las paredes celulares, y consis-
ten en una amplia variedad de productos quimicos. Atendiendo a sus solubilidades en
agua y en disolventes orgdnicos neutros, pueden clasificarse en productos extraibles y
no extraibles. A pesar de su presencia en pequefia cantidad, los materiales extraflios son
muy importantes, puesto que hacen resistente la celulosa al ataque de microorganismos

y productos quimicos.

2.2.2. Polisacaridos

Constan de carbohidratos de alto peso molecular, principalmente celulosa y hemicelu-

losa, que suponen cantidades del 60 al 80 % de la materia total.

Celulosa

Es el homopolimero mas abundante del mundo y el componente mas importante de
las paredes celulares de las células vegetales. Se trata de un biopolimero lineal insoluble
en agua que requiere de dcidos muy concentrados para hidrolizarse en D-glucosa.

Tiene un alto peso molecular, de aproximadamente 500,000 Da; una longitud de ca-
dena de entre 100 y 14000 unidades. Su unidad estructural béasica estd compuesta por
moléculas de D-glucosa unidas por un enlace glucosidico 8-1,4. El patréon de repeticion
presenta una unidad estereoquimica de la celulosa, un dimero de glucosa conocido como
celobiosa, o (-1,4 D-glucosil D-glucosa). Estas caracteristicas hacen de la celulosa una
potencial fuente de materia prima para la produccién de biocombustibles sin menoscabo
del potencial agroalimentario.

Las unidades se unen formando agregados llamados microfibrillas, que contienen zonas
de celulosa amorfa, facilmente atacables por enzimas; y otras zonas de mayor orden, la
fraccién cristalina, estimada entre un 50 y un 90 %, mads resistente a la accién enzimética,
debido principalmente a que ofrece una menor superficie de contacto para las enzimas.

Tipicamente, las cadenas de celulosa son protectores en las paredes celulares vegetales.
Bajo condiciones normales, la celulosa es insoluble en agua, propiedad necesaria para su

funcionamiento adecuado como soporte estructural en las paredes celulares.

Hemicelulosa

La hemicelulosa es un polimero complejo de heteropolisacaridos formado por pentosas
(D-xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) que forman
cadenas ramificadas; y dcidos (4-O-metilglucorénico, D-galacturénico y D-glucorénico).

Los aztucares estan unidos por enlaces 3-1,4, y ocasionalmente por enlaces [-1,3.
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Su funcién principal es proporcionar una unién entre la celulosa y la lignina. En
su estado natural existe en una forma amorfa que puede dividirse en dos categorias:
poliurénidos y celulosanas. Los poliurénidos son hemicelulosas que contienen grandes
cantidades de acido hexurénico y algunos grupos metoxil, acetil y carboxilicos libres. Las
celulosanas son polimeros formados por aztcares tales como hexosas: manano, galactano
y glucosano; y pentosas: xilano y arabano. Estos heteroxilanos se unen entre si y con las
moléculas de lignina, formando una red en la que se insertan las microfibrillas de celulosa.

Las hemicelulosas estan involucradas en la elongacién y modificacién de la pared celu-
lar. A diferencia de la lignina, se piensa que tienen un efecto fuerte en la interaccién
entre las microfibras de celulosa. Su composicién quimica y sus caracteristicas estruc-
turales varian ampliamente segin las diferentes especies, tejido, y la etapa de desarrollo.
La adhesién mutua entre la celulosa y la hemicelulosa puede ser provista por puentes de
hidrogeno y fuerzas de van der Waals, ademés de otras interacciones que pudieran existir,

mediados por boro y/o calcio.

2.2.3. Lignina

La lignina es un biopolimero aromatico sumamente complejo que no puede ser degrada-
do con facilidad de forma natural; es el segundo polimero en abundancia después de la
celulosa, constituye cerca del 15 % de la biomasa terrestre y su fuente natural es la madera,
donde se encuentra en una proporcion del 20 al 35 %.

Es un heteropolimero tridimensional y ramificado formado por unidades de fenil-
propano unidas por enlaces éter y carbono-carbono. Tiene un alto peso molecular (alrede-
dor de 100 kDa) y es amorfa en la naturaleza.

La red de lignina estd concentrada en las capas exteriores de las fibras, y proporciona
soporte estructural y rigidez por endurecimiento y por mantener juntas las fibras de
polisacdridos. Adicionalmente, es altamente resistente a la degradacién quimica y biolog-
ica, y evita que las moléculas de agua entren a las microfibrillas de celulosa, inhibiendo

la accién enzimética.

2.3. Actividad termodinamica de agua

En términos generales, la actividad de agua (ay) es una medida del estado de energfa
del agua en un sistema. Fue desarrollada para cuantificar la intensidad con la que el agua
se asocia con diversos solidos o constituyentes no acuosos.

Se define como la presién de vapor de un material dividida entre la presion de vapor

de agua pura a la misma temperatura. De esta manera, el agua destilada pura tiene una

11



actividad de exactamente la unidad.

donde “P” es la presion de vapor de un material, y “Pg” es la presion de vapor del agua
pura a la misma temperatura.
Tipicamente, cuando se incrementa la temperatura, se incrementa también la actividad
de agua. Y cabe mencionar que el agua migra de zonas de alta ay a zonas de baja ay,.
Las sustancias con mayores valores de ay, tienden a permitir la vida de un mayor
nimero de microorganismos. Por esta razén, la actividad de agua es una propiedad im-

portante en la industria de alimentos.

2.3.1. Actividad de agua y humedad de equilibrio

La actividad de agua y la humedad presentan una relacién no lineal conocida como
isoterma de sorcion de humedad, ya sea de adsorcién o desorcién. En el presente proyecto
se llevaron a cabo isotermas de desorcion de humedad.

Estas isotermas son especificas para cada temperatura y cada sustancia, y son utiles
para predecir las propiedades fisicas de diversos materiales, como la porosidad y la super-

ficie especifica (Herndndez Meléndez et al., 2008).

2.3.2. Medicion de ayw

Los valores de actividad de agua de un material se obtienen a partir de instrumentos
conocidos como higréometros, ya sean de capacitancia o de punto de rocio.

En ambos métodos, el equilibrio de vapor debe ocurrir dentro de la cdmara de medi-
cién. Esto puede requerir un tiempo prolongado, pero puede ser facilitado mediante la
adicién de un ventilador dentro de la cdmara. Asimismo, también se debe alcanzar un

equilibrio térmico, a menos que la temperatura de la muestra sea medida.

Higrémetros de capacitancia

Consisten en dos placas cargadas separadas por una membrana polimérica dieléc-
trica. A medida que la membrana adsorbe agua, su capacidad para mantener carga se
incrementa y se mide su capacitancia. Este valor, determinado por un sensor calibrado
especificamente, es proporcional a la ay.

Este tipo de higréometros no son afectados por la mayoria de los quimicos volatiles,
pueden ser mucho més pequenos que las otras alternativas y no requieren ser limpiados.

Sin embargo, son menos precisos que los de punto de rocio, con un error de + 0.15 ay,.

12



Deben ser calibrados regularmente y pueden ser afectados por agua residual en la mem-

brana polimérica.

Higrémetros de punto de rocio

La temperatura a la que se forma el rocio en una superficie limpia esta directamente
relacionada a la presién de vapor del aire.

Los higrémetros de punto de rocio funcionan mediante la colocacién de un espejo sobre
una camara de medicién cerrada. El espejo es enfriado hasta que se alcanza el punto de
rocio y se mide mediante un sensor éptico. Posteriormente, esta temperatura se usa para
encontrar la humedad relativa de la cdmara usando cartas psicrométricas.

Este método es tedricamente el mas preciso, con un error de 4+ 0.003 ay,, y frecuente-
mente el mas rapido. El sensor requiere ser limpiado si se acumulan residuos en el espejo.

Debido a las ventajas anteriormente mencionadas, este fue el tipo de higrometro uti-

lizado para los fines de el presente proyecto.

2.4. Biocatalisis

La biotecnologia de enzimas es aquella area de la ingenieria bioquimica abocada al
andlisis, disefio y operaciéon de sistemas para la producciéon y utilizacién de biocatal-
izadores. La produccion biotecnolégica de numerosos materiales y productos de uso co-

tidiano se realiza a través de procesos enzimaticos, por lo que es necesario:
= Estudiar las enzimas como biocatalizadores y su aplicacion.
= Conocer a nivel molecular la bioquimica de las plantas.
= Incrementar el rendimiento de las reacciones enziméticas.
= Mejorar la calidad de los productos derivados.

La biotecnologia enzimatica utiliza catalizadores bioldgicos, entre ellos células y en-
zimas, para garantizar una actividad mas ecoldgica en los procesos industriales. Estos
biocatalizadores presentan ventajas tales como alta especificidad, eficiencia, reduccion de
la contaminacién y ahorro de energia, caracteristicas que los hacen aptos para ser emplea-
dos en el desarrollo de nuevos procesos de produccién sostenible, lo que ha representado

un incentivo importante para el desarrollo de la biocatélisis y la tecnologia enziméatica.

2.4.1. Disolventes organicos

El potencial de la actividad enzimética observada en presencia de solventes organicos

ha recibido mucha atencién en las tltimas tres décadas. A pesar de la escasa informacién
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que se tiene de la aplicacién a escala industrial de enzimas en medios acuoso/orgénico y
no acuoso, es evidente su potencial.

Pese a que las interacciones entre el solvente y la enzima son complejas, hay diversos
fen6émenos comunes que se pueden aplicar a la biocatélisis en medio orgénico.

A continuacién se muestran algunas de las ventajas y desventajas de la biocatélisis en

medio organico:
Ventajas:

= Mayor solubilidad de especies hidrofébicas

= Se altera las regio- y estereo- especificidades

= Menor actividad de agua (se altera el equilibrio hidrolitico)

= Menor incidencia de reacciones secundarias ocasionadas por el agua

= Los disolventes no polares no pueden desorber el agua unida a la enzima
= Menor contaminacién microbiana

= Mayor estabilidad térmica de las enzimas en medio no polar
Desventajas:

= Los disolventes tienden a reducir la actividad enzimdtica (se requiere mayor

cantidad de biocatalizador)

= Los disolventes polares pueden actuar como desnaturalizantes al particionarse
las moléculas de agua del centro activo al medio. Afectando asi a la estructura

protéica.
= Inactivacion interfasial en sistemas de dos fases

= Se requiere controlar la actividad de agua para procesos que involucren reac-

ciones de condensacién

2.5. Fluidos supercriticos

Un fluido supercritico (FSC) es cualquier sustancia en condiciones de temperatura
y presién superiores a su punto critico, donde las fases distintas de liquido y gas ya no
existen. Se presentan naturalmente en medios como volcanes submarinos o atmésferas de
planetas como Venus.

Pueden difundirse a través de los sélidos como los gases, y disolver materiales como
los liquidos. Cerca de su punto critico, pequenos cambios en la presién o temperatura

ocasionan grandes cambios en su densidad, permitiendo controlar con precision muchas
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de sus propiedades. Adicionalmente, no presentan tensién superficial, puesto que no existe

la interfase gas-liquido. Esto permite una facil penetracién en materiales microporosos.
En términos generales, los FSCs tienen propiedades entre las de los gases y los liquidos.

En la Tabla 2.2 se muestran las propiedades criticas para algunos compuestos usados

cominmente en condiciones supercriticas.

Tabla 2.2: Propiedades criticas de diversos solventes

Peso Temperatura Presiéon Densidad

Solvente Molecular Critica Critica Critica

(g/mol) (K) (atm)  (g/mL)
Diéxido de Carbono 44.01 304.1 72.8 0.469
Agua 18.015 647.1 217.8 0.322
Metano 16.04 190.4 45.4 0.162
Etano 30.07 305.3 48.1 0.203
Propano 44.09 369.8 41.9 0.217
Etileno 28.05 282.4 49.7 0.215
Propileno 42.8 364.9 454 0.232
Metanol 32.04 512.6 79.8 0.272
Etanol 46.07 513.9 60.6 0.276
Acetona 58.08 508.1 46.4 0.278

Fuente: Reid et al. (1987)

Los fluidos supercriticos son apropiados como sustitutos de solventes organicos en

procesos tanto de investigacion como industriales. Algunas de sus aplicaciones son:

= Extraccién supercritica = Secado supercritico
= Lavado en seco = Oxidacién con agua supercritica
= Cromatografia supercritica = Gasificacién con agua supercritica
= Reacciones quimicas en fluidos super- = Generacién de energia
criticos

= Produccién de biodiésel

= Impregnacién y tintes ., ) ,
= Recuperacién mejorada de petréleo
= Formacién de nano- y micro- particu- . .,
= Refrigeracion
las

» ) o » Deposicién supercritica
= Generacién de cocristales farmacéuti-

cos » Agentes antimicrobianos

Sin embargo, el desarrollo de los FSCs es todavia un tema relativamente nuevo e
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inexplorado. La inhomogeneidad local de los fluidos supercriticos es digna de mencion,

aunque el conocimiento cientifico de este aspecto sigue siendo escaso.

2.6. Liquidos i6nicos

Un liquido i6nico (LI) es una sal en estado liquido. Mientras los liquidos ordinarios
estdn formados predominantemente por moléculas eléctricamente neutras, los LIs estan
constituidos principalmente por iones y pares idnicos (moléculas sin disociar) de vida
corta. También se les conoce como electrolitos liquidos, fluidos liquidos, sales fundidas o
sales liquidas.

Las propiedades generales de los liquidos iénicos se resumen en la Tabla 2.3. Son

particularmente importantes:

Baja presion de vapor Por lo que no presentan los problemas ambientales de los sol-

ventes organicos volatiles

Conductividad eléctrica moderada Usualmente en el mismo rango que los electroli-

tos en fase acuosa

Excelentes disolventes o catalizadores Principalmente para reacciones organicas o

procesos simples como la electrodeposicién

Tabla 2.3: Propiedades generales de los liquidos i6nicos

Sal Cation o anién grande

Punto de fusion Preferentemente menor a 100 °C
Rango liquido Frecuentemente mayor a 200 °C
Estabilidad térmica Usualmente alta

Viscosidad Normalmente menor a 100 cP
Constante dieléctrica Implicita menor a 30

Polaridad Moderada

Conductividad especifica | Usualmente menor a 10 mS/cm (alta)
Conductividad molar Menor a 10 Sem?/mol

Ventana electroquimica Mayor a 2 V

Disolvente y/o catalizador | Excelente para diversas reacciones organicas
Presién de vapor Usualmente despreciable

Fuente: Johnson (2007)

Un LI se caracteriza por una conductividad eléctrica especifica del orden de 1 mS/cm,
asi como por una conductividad molar que por lo general excede 0.1 Scm? /mol. Adicional-
mente, los LIs deben contener inicamente iones, con una baja cantidad de pares iénicos,

y tienden a presentar bajas constantes dieléctricas.
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2.7. Materia prima

Los sustratos més utilizados para producir biocombustibles son la cana de azicar y
el maiz, siendo Brasil el mayor productor de bioetanol a partir de cana de azucar, y
Estados Unidos a partir del maiz (Cuervo et al., 2009); sin embargo, ambos representan
una materia prima que bien podria utilizarse para la produccién de alimentos, de manera
que a medida que se destinen estas materias primas para la obtenciéon de biocombustibles,
menor serd la cantidad disponible para su consumo, trayendo consecuencias econdémicas
negativas a nivel mundial.

Existen, sin embargo, otras opciones que no presentan este problema; principalmente
fuentes lignocelulésicas, como los desechos de la industria maderera, residuos de cosechas,

aserrin y otro tipo de plantas (Figura 2.5).

Figura 2.5: Ejemplos de cultivos bioenergéticos potenciales. (A) Miscanthus giganteus en
Hlinois. (B) Agave tequilana de 5 anos de edad en México. (C) Pennisetum purpureum de
1 afio de edad en Florida. (D) Brotes de sauce de 2 aflos a partir de raices de 8 aflos en
Inglaterra (en el tercer ciclo de regeneracién). Fuente: Somerville et al. (2010)
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Ademsés de no competir con el sector alimenticio, la energia de proceso requerida para
la conversién del material lignocelulésico a biocombustibles se puede obtener a partir de
la combustién de otros componentes de la biomasa, principalmente la lignina.

Debido al tipo de fotosintesis que realizan, las plantas pueden dividirse en tres grupos:

Plantas C3: La sintesis de compuestos de carbono a partir de CO2 es reversible. El
proceso inverso es conocido como fotorrespiracién, fenémeno que ocurre cuando la
concentraciéon de COg en la hoja es considerablemente inferior en comparacion a
la de oxigeno. Esto supone una pérdida notable al no generarse energia (principal

rasgo que lo diferencia de la respiracién mitocondrial).

Plantas C,4: En estas plantas, tipicamente de clima tropical, se lleva a cabo un proceso
més eficiente para captar el didxido de carbono. Se presentan dos variedades de
cloroplastos. En el externo se capta el COg y se transporta hacia el interno, donde se
sintetizan los azticares. De esta manera, la concentracién de oxigeno en el cloroplasto

interno nunca es elevada, evitando asi la fotorrespiracion.

Plantas CAM: Este tipo de plantas, generalmente de clima arido, presentan un metabolis-
mo semejante al de las Cy, sin embargo, la separacién de los dos procesos no es
espacial, sino temporal.Durante la noche se abren los estomas (poros) para captar
el COao, el cual es almacenado en forma de acido. Y durante el dia se cierran para
evitar la pérdida de agua y se sintetizan los azicares a partir del CO5 almacenado

durante la noche.

El tipo de planta utilizado para la obtencién de energia estard intimamente ligado
a la eficiencia en el uso de agua (ver Tabla 2.4), puesto que el emplear agua de riego
generalmente no es sustentable.

En consecuencia, las plantas Cs, como el trigo o la cebada, que son relativamente
ineficientes en cuanto al uso de agua, se pueden cultivar inicamente donde se presenten
lluvias abundantes. Las plantas C4, como el maiz o la cafa de azlcar, que son mas
eficientes, se pueden cultivar donde exista una cantidad moderada de lluvia. Por 1ltimo,
las plantas CAM, como el agave, las cuales son las més eficientes en el uso de agua, podran
cultivarse en regiones aridas y semidridas.

En lo que respecta a la calidad del suelo, siglos de experiencia en la producciéon de
cafia de azlcar y estudios recientes en los efectos del cultivo de la misma en el carbono del
suelo indican que es posible cultivarla sustentablemente; la evidencia disponible sugiere
que también los pastos perennes y arboles.

El cultivo de este tipo de plantas permitiria ademas incrementar el secuestro de gases
de efecto invernadero, lo que ofrece importantes ventajas ante las crecientes preocupa-

ciones sobre de los problemas ambientales de la actualidad.
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Es inevitable que algunos nutrientes minerales sean removidos durante el cultivo de la
biomasa, por lo que se considera esencial reciclar los que no se consuman en el proceso de
produccién de los biocombustibles, es decir, transportarlos desde las instalaciones donde
ocurra dicho proceso de vuelta al terreno de cultivo.

Investigaciones a largo plazo sobre las practicas agroecoldgicas que maximicen la pro-
ductividad biomaésica neta, la sustentabilidad y los beneficios ambientales de diversos
sistemas de cultivo de biomasa seran necesarias para identificar las practicas apropiadas,
y las implicaciones de la distribucién de tierras para produccion de biocombustibles lig-
noceluldsicos.

Enfociandose en el uso de cultivos dedicados a la producciéon de biocombustibles en
lugar de destinar para ello los que originalmente tenian fines alimenticios, serda posible
superar muchas de las limitaciones problematicas asociadas con nuestra estrecha depen-
dencia en un nimero relativamente pequeno de cultivos alimenticios y desarrollar agroe-
cosistemas para produccién de biocombustibles compatibles con las metas ambientales

contemporaneas.

2.7.1. Maiz

En términos globales, el maiz es el cultivo de mayor produccion de grano. Se generan
alrededor de 820 millones de megatoneladas de grano al ano, y una cantidad similar
de rastrojos (hojas y mazorcas desgranadas) que estd potencialmente disponible para
produccién de combustible.

La industria de etanol de Estados unidos produjo mas de 6,200 millones de litros de
etanol en 2000 (Sun y Cheng, 2002), la mayoria del cual fue producido a partir de maiz.
Sin embargo, un incremento en la produccion de etanol a partir de maiz compite por el
suelo contra la produccién de alimentos a base de maiz.

Por otro lado, la conversién de la mitad de los rastrojos de maiz a etanol celulésico
produciria aproximadamente 51 GL de etanol (como se observa en la Tabla 2.4). De esta
manera, la cantidad total de etanol proveniente de rastrojos seria cerca del doble de la
proveniente del grano; y esto sin incrementar la extensién de suelo utilizada.

No obstante, existe la preocupacién de que remover incluso la mitad de los rastrojos
generaria erosién y pérdida de carbono, por lo que se requeriria también la adicién de
fertilizantes adicionales para reemplazar los minerales perdidos.

Debido a los costos asociados con la recuperacién de los rastrojos en una operacion
separada posterior a la cosecha del grano, serd necesario el desarrollo de nuevos imple-
mentos agricolas que permitan la cosecha simultdnea del grano y los rastrojos para hacer

viable el uso de los rastrojos.
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2.7.2. Madera

La biomasa lenosa puede ser cultivada sosteniblemente para la produccién de madera y
papel; luego entonces también podria emplearse como materia prima para biocombustibles
en algunas regiones.

Se ha reportado que es posible producir de 0.12 a 0.30 m? de bioetanol por tonelada de
masa seca. Este valor es ligeramente mayor que el obtenido a partir de cultivos agricolas.
Adicionalmente, la tendencia creciente hacia los medios electronicos y el reciclaje del
papel pueden reducir la demanda de pulpa de madera, y esto presenta una oportunidad
de redistribuir la biomasa lefiosa para energéticos.

Adicionalmente, el servicio forestal de Estados Unidos enfrenta hoy en dia el problema
del manejo del exceso de residuos de madera que incrementan el riesgo de incendios.
Ademads la invasion del escarabajo de la corteza del pino ha llevado a la mortalidad
generalizada de arboles, que requeriran ser removidos para reducir el riesgo de incendios
forestales catastroficos.

Teniendo esto en cuenta, la madera puede entonces representar oportunidades re-
gionalmente especificas para cultivos sostenibles de materia prima para biocombustibles.

En perspectiva, la biomasa cultivada al ano en el hemisferio norte para productos
de madera tiene un contenido energético equivalente a cerca del 107 % del combustible
liquido consumido en los Estados Unidos.

Esto sugiere que, cultivada adecuadamente, la madera es un recurso renovable que
podria explotarse sustentablemente como materia prima lignocelulésica.

Con la finalidad de maximizar la biomasa producida por hectarea, la mejor practica
parece ser la cosecha de monte bajo, en la que las plantas se cortan cerca del nivel del
suelo al final de la temporada de crecimiento cada 3 a 5 anos. Las plantas rdpidamente
generan nuevos brotes a partir de los rizomas sin intervencién alguna. De esta forma se
minimizan las pérdidas de nutrientes minerales, erosién del suelo, emisiones de carbono
y la inversion energética que conlleva el crecimiento de las raices.

Cultivar durante el invierno en intervalos largos también mejora la biodiversidad,
comparada con los cultivos anuales. Algunas especies de arboles aptas para cultivo de
monte bajo presentan simbiosis con organismos fijadores de nitréogeno y asociaciones con

micorrizas, lo que disminuye la cantidad necesaria de fertilizante.

2.7.3. Plantas Cy

Las plantas perennes que usan la fotosintesis tipo Cy4, como la cafia de azicar, el pasto
elefante o las especies de Miscanthus, presentan de manera natural eficiencias mas altas

de luz, agua y nitrégeno, comparadas con las especies C3. La labranza reducida y los
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sistemas de raices de las plantas perennes anaden carbono al suelo y lo protegen de la
erosién.

Adicionalmente, la estacionalidad de este tipo de plantas hace que tengan un perio-
do ciclico de senescencia, en el que los pastos perennes como Miscanthus movilizan los
nutrientes minerales del tallo y hojas a las raices al final de la estacién de crecimiento.
De esta manera, la cosecha de la biomasa durante el invierno resulta en una eliminacién
considerablemente baja de minerales.

Segun estudios reportados en la literatura (Somerville et al., 2010), un cultivo de
Miscanthus giganteus produjo 60 % méas biomasa que un cultivo de maiz bien fertilizado y
altamente productivo. Asimismo, se reporta que més de 600 Mha de suelo a nivel mundial
ha caido en desuso de produccion agricola, la mayor parte en los tltimos 16 afios. Una

fraccion importante de esta superficie es adecuada para el cultivo de plantas perennes.

2.7.4. Plantas CAM

Aproximadamente 18 % de la superficie terrestre es semidrida (200 a 800 mm de pre-
cipitacién, temperatura promedio mayor a 21 °C durante la estacién de crecimiento y
propensién a sequia). El uso de especies con altas eficiencias de agua y resistencia a las
sequias, como son las especies de agave, representa una oportunidad potencial para la
produccién de biomasa con fines bioenergéticos.

El agave usa un tipo de fotosintesis llamado “Metabolismo Acido de las Crasuliceas”
(CAM) que reduce en gran medida la cantidad de agua transpirada mediante la absorcién
de CO2 durante la noche y luego transforméandola en azicares a través de la fotosintesis
durante el dia.

Estas plantas, al abrir los estromas (poros) durante la noche, pierden mucho menos
agua de la que perderian si los abrieran de dia. De esta manera, especies como el agave
tienen una eficiencia de agua que llega a ser hasta seis veces mayor que la que presentan
las especies C3, como el trigo.

Algunas especies de agave se cultivan actualmente en aproximadamente 500,000 ha
para produccién de fibras o bebidas alcohdlicas, por lo que las practicas agronémicas ya
estdn bien establecidas.

Adicionalmente, la mayor parte del suelo que ha caido en desuso agricola es semidrido,

v la extension de tierra disponible para el cultivo de agave es vasta.

2.7.5. Residuos vegetales

Los residuos de la industria de conservas vegetales pueden ser considerados como
biomasa residual. Estan constituidos por materia organica, formada por las plantas, me-

diante la fotosintesis. Por ello se consideran como una fuente de energia renovable. Por
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Tabla 2.4: Estimado de productividad, precipitacién y requerimientos de nitrégeno de
cultivos potenciales para la produccién de biocombustibles

Productividad Conversion Requerimiento Tolerancia Requerimiento
Cultivo Promedio de Etanol de Agua ala de Nitrégeno
MT /ha - ailo L/afio cm/aflo Sequia ke /ha - aflo
Maiz 10 3800 (total) 50 - 80 Baja 90 - 120
Grano 7 2900
Rastrojos 3 900
Caiia 80 (htimedo) 9950 (total) 150 - 250 Moderada 0 - 100
Azucar 11 6900
Bagazo 10 3000
Miscanthus 15 - 40 4600 - 12400 75 - 100 Baja 0-15
Alamo 5-11 1500 - 3400 70 - 105 Moderada 0-50
Agave 10 - 34 3000 - 10500 30 - 80 Alta 0-12

Fuente: Somerville et al. (2010)

otra parte, puesto que la produccion de este tipo de biomasa residual se localiza en puntos
muy concretos, su acumulacién puede dar lugar a problemas de contaminacién y deterioro
del medio ambiente.

Si bien estos residuos biomadsicos secos pueden utilizarse directamente como com-
bustible, existe un interés creciente por el estudio de nuevos procesos en los que, a partir
de los residuos y subproductos celulésicos, se obtengan productos de mayor valor.

En los ultimos anos ha recibido gran atencién el estudio de procesos de trasformaciéon
de estos materiales, dirigidos a la obtenciéon de combustibles y productos quimicos que
actualmente se obtienen del petroleo.

La disponibilidad de los residuos agricolas y forestales asegura sustratos abundantes
y econdémicos, sin embargo, su recoleccién y transporte supone en muchos casos un costo

adicional, que se refleja en la rentabilidad econémica del proceso.
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Capitulo 3

Antecedentes

3.1. Meta

La finalidad es convertir el material lignoceluldsico en etanol. Para esto se debe llevar a
cabo una hidrdlisis de los polimeros a los monosacaridos. Posteriormente estos azicares se
convierten en etanol mediante un proceso de fermentacién por medio de levaduras u otros
microorganismos. Después el etanol se separa del caldo de fermentacién, obteniéndose a
una concentracién baja, ya que concentraciones elevadas de etanol pueden inhibir a los
microorganismos fermentadores. Finalmente el etanol debe ser concentrado para poder
emplearlo como combustible (Schacht et al., 2008).

Sin embargo, se requiere mejorar diversos pasos del proceso para el uso eficiente de
material lignoceluldsico, como son el pretratamiento, la hidrélisis, la fermentacion, y la
purificacion del etanol. Més preguntas todavia siguen abiertas para el uso de la lignina,

que en su mayoria se utiliza para el suministro de energia.

3.2. Pretratamiento

El principal impedimento tecnolégico para la utilizacién de la biomasa vegetal es, en
general, la ausencia de una tecnologia de bajo costo capaz de degradar la lignocelulosa. Un
tratamiento eficaz debe ser de bajo costo y bajo consumo energético, facil recuperacién y
reutilizacion, ademéas de ser aplicable a diversos materiales con eficiencia y reproducibi-
lidad. Asimismo, debe evitar la degradacién o pérdida de carbohidratos o formacién de
subproductos inhibitorios para las enzimas y microorganismos en los procesos de hidrélisis
y fermentacién.

La estructura de la pared celular en los materiales lignoceluldsicos se asemeja a la
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de una columna de hormigdén armado, siendo las fibras de celulosa las varillas metéalicas
y la lignina el cemento. La biodegradacion de las biomasas lignoceluldsicas no tratadas
es muy lenta y la extensién de la biodegradaciéon también es baja. Actualmente se estan
desarrollado diversos métodos que mejoran la hidrélisis de la lignocelulosa, como los
pretratamientos fisicoquimicos y biologicos; cuya finalidad es remover la lignina, hidrolizar
la hemicelulosa a azucares fermentables, y reducir la cristalinidad de la celulosa para
facilitar la liberacién de la glucosa.

Para el aprovechamiento de los materiales lignocelulésicos, dada la complejidad de
los componentes del material lignocelulésico, es necesario que se someta a tratamientos
especiales para liberar los azticares, que posteriormente podran ser convertidos a diversos
productos. El examen de las caracteristicas estructurales de la pared celular indica dos
obstaculos principales a la hidrélisis de la celulosa contenida en materiales lignoceluldsi-
cos. Estos son: la envoltura de lignina que rodea las fibras de celulosa y la resistencia
estructural de la celulosa en si.

Puesto que la proteccion de lignina representa un gran impedimento a la accesibilidad
de la celulosa, antes de degradarla es necesario aplicar algin pretratamiento que disminuya
el efecto protector de la lignina, aunque no es necesario eliminar o alterar toda la lignina
para aumentar de forma significativa la susceptibilidad de los materiales a la degradacién
enzimética. Dependiendo del tipo de biomasa, es suficiente eliminar del 20 al 60 % de la
lignina.

Este pretratamiento es un proceso importante para la conversién practica de celu-
losa. Ademads de eliminar la lignina, se requiere para alterar la estructura de la biomasa
para hacer la celulosa mas accesible a las enzimas que convertiran los polimeros de car-
bohidratos en aztcares fermentables. En la Figura 3.1 se muestra un diagrama del pre-

tratamiento de biomasa lignocelulésica.
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Figura 3.1: Pretratamiento de biomasa lignoceluldsica. Modificado de Mosier et al. (2005)

El propdsito del pretratamiento es remover la lignina y la hemicelulosa, reducir la

cristalinidad de la celulosa, e incrementar la porosidad del material. Un pretratamiento
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eficiente debe cumplir los siguientes requerimientos (Sun y Cheng, 2002):
= Incremento de la capacidad de formacién de aztcares
= Evitar la degradacion o pérdida de carbohidratos
= Evitar la formaciéon de productos que inhiban pasos de proceso subsecuentes
= Ser rentable

Existen diversos métodos para romper la asociacién de lignina-celulosa, algunos con
la ayuda de sustancias que descomponen la lignina, dejando intacta la mayor parte de la

celulosa. Y a partir de ellos se han desarrollado diferentes tipos de pretratamiento:
Pretratamientos fisicos: Molienda, vaporizacién a presion e irradiacion

Pretratamientos quimicos: Pirdlisis, acidos, alcalis, gases, agentes oxidantes, disol-

ventes de la celulosa o extraccién de la lignina

Pretratamientos bioldgicos: Se utilizan microorganismos que atacan la madera, ca-

paces de degradar la lignina.

Sin embargo, se requiere un mayor entendimiento del fundamento de los mecanismos
fisicos y quimicos que ocurren durante el pretratamiento, asi como de la relacién que
existe entre la composicién quimica y la estructura fisicoquimica de la lignocelulosa con
la digestibilidad enzimética de la celulosa y hemicelulosa. El objetivo es generar modelos
predictivos de pretratamiento que permitan la seleccién, diseno, optimizaciéon y control
de procesos de pretratamiento tecnologias que de acuerdo con materia prima de biomasa
con el método apropiado y la configuracién del proceso.

Una vez que finaliza el proceso de pretratamiento, se lleva a cabo la hidrélisis de la
celulosa, seguida de la fermentacién de los aztcares producidos durante el pretratamiento
y la hidrélisis.

En la Tabla 3.1 se muestra el efecto de algunos métodos de pretratamiento en la

composiciéon quimica y estructura fisicoquimica de diferentes materiales lignoceluldsicos.

3.2.1. Meétodos fisicos
Fragmentacién

Dentro de los pretratamientos de este tipo, se encuentra la fragmentacion, donde el
material lignocelulésico es fragmentado, extruido (Morales Huerta, 2011), triturado o
molido (hasta 0.2 mm) para aumentar el drea de contacto, facilitando el acceso de las

celulasas a las fibras de celulosa y aumentando su conversién (Cuervo et al., 2009).
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Tabla 3.1: Efecto de diferentes tipos de pretratamiento en biomasa lignocelulésica

Incrementa  Decristaliza Remueve Remueve  Altera
Pretratamiento la Superficie la la la la

de Contacto Celulosa Hemicelulosa  Lignina  Lignina
Explosién de Vapor * ) * ) o
Agua Liquida Caliente * ND * o )

- con pH Controlado * ND * o ND

- en Lecho Fijo * ND * o )
Acido Diluido * o * o *

- en Lecho Fijo * o * o *
AFEX * * o * *
ARP * * o * *
Alcalino * ND o * *

*: Mayor Efecto
o: Menor Efecto
ND: No Determinado

Fuente: Mosier et al. (2005)

Pirdlisis
Durante este proceso, la lignocelulosa se descompone en diferentes productos gaseosos
y carbo6n residual cuando es tratada con temperaturas altas de hasta 300 °C. Aunque este

es un método eficiente para tratar el material lignocelulésico, tiene un costo elevado en

comparacioén con otros (Cuervo et al., 2009).

3.2.2. Meétodos fisicoquimicos

El efecto de este tipo de métodos varia de acuerdo al material lignocelulésico, y entre

ellos se encuentran:

Explosiéon de vapor

Es uno de los pretratamientos mas efectivos para las maderas duras y desechos agrico-
las, pero menos eficiente para maderas suaves. La biomasa es tratada con vapor saturado
a una temperatura de 160-260 °C (0.69-4.83 MPa), causando reacciones de autohidrolisis,
donde la hemicelulosa y lignina son convertidos en oligémeros solubles.

Hoy en dia se aplica comercialmente para hidrolizar hemicelulosa para la manufactura
de fibras y otros productos por el proceso Masonite (Mason, 1926). En este proceso la
biomasa es introducida en recipientes donde se le somete vapor de alta presiéon durante
pocos minutos sin la adicién de otros compuestos quimicos. Después de cierto tiempo, se

libera el vapor rapidamente del reactor para reducir la presién.
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La adiciéon de acido sulftrico mejora la posterior hidroélisis enzimatica y disminuye la
produccién de compuestos inhibitorios. Los factores que afectan el proceso son el tiempo
de tratamiento, temperatura, humedad y tamafo de particula.

Los mayores cambios fisicos y quimicos a la biomasa lignoceluldsica causados por la
explosion de vapor se le atribuyen a la eliminacién de la hemicelulosa. Esto incrementa
la accesibilidad de las fibrillas de celulosa al ataque enzimatico. La reduccién del tamano
de particula de la biomasa y el aumento de volumen de poro por la expansién explosiva
es menos importante para la digestibilidad de la biomasa lignoceluldsica explotada con
vapor.

La principal ventaja de este método es el requerimiento de energia relativamente bajo;
y su principal desventaja es que se generan compuestos inhibitorios para los microorgan-

ismos utilizados en los procesos de fermentacién. (Moreno Gonzilez, 2011)

Agua liquida caliente

Los pretratamientos con agua liquida usan la presién para mantener el agua en esta-
do liquido a temperaturas elevadas. Los procesos de flujo pasan agua liquida a elevadas
temperaturas a través del material lignocelulésico. Este tipo de pretratamiento se ha deno-
minado hidrotermolisis. Los procesos que utilizan mezclas de liquido vapor se denominan
solvélisis o aquasolv.

La solvdlisis por agua liquida caliente comprimida pone en contacto la biomasa con
agua por hasta 15 min a temperaturas de 200-230 °C. Entre el 40 y el 60 % de la biomasa
total es disuelta en el proceso, siendo removidos 4-22 % de celulosa, 35-60 % de ligni-
na y toda la hemicelulosa. Mds del 90 % de la hemicelulosa se recupera como azicares
monomeéricos cuando se emplea dcido para hidrolizar el liquido resultante.

Se encontr6 que los resultados del pretratamiento son virtualmente independientes de
la temperatura y el tiempo. La variabilidad de los resultados esta relacionada al tipo de
biomasa; y se reporté que la elevada solubilizacién de la lignina impide la recuperacién
de los aztcares provenientes de la hemicelulosa (Mosier et al., 2005).

Existen tres tipos de configuracién para los reactores de agua liquida caliente:

Paralelo Se calienta un lodo de biomasa y agua a la temperatura deseada y se mantiene
a las condiciones de pretratamiento durante el tiempo de residencia elegido antes

de ser enfriado

Contracorriente Se disena para mover el agua y la lignocelulosa en direcciones opuestas

a través del reactor de pretratamiento

Lecho fijo El agua caliente fluye a través de un lecho de biomasa, hidroliza y disuelve

componentes de la biomasa y posteriormente los arrastra fuera del reactor
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Explosién de fibra de amoniaco (AFEX)

Este pretratamiento mejora significativamente la tasa de sacarificacién de diversos
sustratos lignoceluldsicos, los cuales son tratados con amoniaco a alta temperatura y
presion. Alcanza elevadas velocidades de hidrélisis con rendimientos cercanos a los teéricos
para concentraciones bajas de enzima.

Es un método muy apropiado para residuos herbaceos y agricolas y funciona moder-
adamente bien en maderas duras, pero no as{ en maderas suaves (Mosier et al., 2005).
Es eficiente para sustratos con poca lignina, logrando hasta el 90 % de la hidrélisis de la
celulosa y hemicelulosa, y no se producen inhibidores ni se requiere que el material lig-
noceluldsico sea triturado. Por razones ambientales y econémicas, el amoniaco se recicla
después del pretratamiento (Cuervo et al., 2009).

El pretratamiento en lecho fijo consiste en pasar amoniaco en solucién a través de una
columna empacada con biomasa a temperatura elevada (160-180 °C) y velocidad baja
(~ 1 cm/min), con un tiempo de residencia cercano a 15 min. Este método también se
conoce como proceso de percolacién reciclada de amoniaco (ARP), puesto que el amoniaco
es separado y reciclado (Mosier et al., 2005).

El amoniaco acuoso reacciona principalmente con la lignina, pero no con la celulosa,
causando la depolimerizacién de la lignina y la ruptura de los enlaces entre la lignina y
los carbohidratos.

Este tipo de pretratamientos simultdneamente reducen el contenido de lignina y re-
mueven parte de la hemicelulosa mientras decristalizan la celulosa. De esta manera afectan
la accesibilidad de la celulosa para las celulasas tanto microscdpica como macroscopica-
mente.

El costo del amoniaco y de su recuperacién en el proceso determina el del pretratamien-
to en general. Sin embargo, también influye el rendimiento total de aztiicares obtenido, y la
pérdida causada por la degradacion de la misma. Condiciones moderadas de temperatura
(<90 °C) y pH (< 12) minimizan la degradacién de azticares manteniendo rendimientos

elevados.

3.2.3. Meétodos bioldgicos

Estos representan un tipo ecolégico de pretratamiento que incrementa la accesibilidad
al material celuldsico, favoreciendo su posterior hidrélisis y fermentacion.

Se han descrito diversos organismos capaces de realizar el proceso de deslignificacién
de manera natural, siendo los principales los hongos basidiomicetos (Lézaro Anell et al.,
2009). Este tipo de organismos producen enzimas ligninoliticas extracelulares como la
lignino peroxidasa (LiP) y la manganeso peroxidasa (MnP), que tienen una potente ca-

pacidad oxidante. Asimismo, los hongos pertenecientes al género Trichoderma secretan
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enzimas hidroliticas (glucanasas) que hidrolizan los S-glucanos, permitiendo penetrar la
pared celular de las plantas (Gonzélez et al., 2011).

En la degradacién enzimética de la lignina intervienen una serie de reacciones inespeci-
ficas que originan la formacién de radicales libres en el biopolimero y dan como resultado
la desestabilizacién de los enlaces y finalmente la ruptura de la macromolécula (Quintero
et al., 2006).

Las principales ventajas de estos métodos son el alto rendimiento del producto, las
condiciones suaves de reaccion, la baja cantidad de compuestos toxicos generados y la
minima demanda energética. Sin embargo, son procesos muy lentos, lo que limita su

aplicacién a nivel industrial.

Sacarificacién y fermentacién simultianeas

Una alternativa posible a este problema es la sacarificacién y fermentacion simultaneas
(SSF), donde las enzimas hidroliticas y los microorganismos fermentativos estdn en un
mismo reactor.

La SSF consolida la hidrélisis de la celulosa y la fermentacién de los azticares en un
solo paso. Adicionalmente, se sabe que la actividad de las celulasas puede ser inhibida
por sus productos (celobiosa y glucosa), por lo que la remocién de ellos por parte de los
microorganismos fermentadores incrementa la actividad de las celulasas (Sun y Cheng,
2002).

Ventajas:
= Incremento de la tasa de hidrolisis por conversién de los aziicares que inhiben
la actividad de las celulasas
= Disminucién de los requerimientos enzimaticos
= Aumento en el rendimiento del producto
= Eliminacién inmediata de la glucosa al producir etanol
= Reduccién del tiempo requerido para finalizar el proceso

= Requerimiento de un tnico reactor
Desventajas:

s Incompatibilidad entre las temperaturas de hidrolisis y fermentacién

= Baja tolerancia de los microorganismos al etanol generado
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3.2.4. Métodos quimicos
Ozondlisis

El ozono degrada la lignina y la hemicelulosa de sustratos como la paja de trigo, el
algoddn, el bagazo de cana y el aserrin. Las reacciones ocurren a presion y temperatura
ambiente; se remueve la lignina hasta en un 8% y el rendimiento aumenta en un 57 %;
ademds de que no produce residuos tdéxicos. Sin embargo, se requiere una gran cantidad

de ozono, lo que eleva los costos (Vidal y Molinier, 1988).

Pretratamiento acido

El pretratamiento acido ha recibido una gran atencién en investigacién a lo largo de
los anos. Los acidos como el sulftrico o el clorhidrico concentrados son poderosos agentes
que hidrolizan la celulosa, pero son téxicos, corrosivos y peligrosos, por lo que requieren
equipos especiales para trabajarlos adecuadamente.

Se emplean altas temperaturas y dcidos diluidos para hidrolizar la hemicelulosa en
azucares solubles en agua, quedando la celulosa y la lignina. Esta Gltima se extrae con
solventes orgédnicos. El pretratamiento con acidos mejora la hidrélisis de la celulosa; en
algunos casos el rendimiento de hemicelulosa y glucosa después de la sacarificacion enzi-
mética llegan a alcanzar hasta el 90 % del maximo posible (Sun y Cheng, 2002).

Las principales desventajas de estos procesos se encuentran en la aplicacion del acido.
Resulta en una mayor corrosion, por lo que el costo de los materiales de construccion del
equipo es elevado en comparacién con otros pretratamientos. Asimismo, es necesaria una
neutralizaciéon posterior del pH para evitar la inhibicién de los microorganismos fermen-
tadores, esto conduce a la formacion de particulas de desecho que deben ser separadas y

eliminadas (Cuervo et al., 2009).

Pretratamiento aAcido en lecho fijo La adicién de acido diluido en un reactor de
lecho fijo es efectiva para hidrolizar la hemicelulosa. Condiciones mas severas de acidez
permiten hidrolizar fracciones mas resistentes de la biomasa. Se hace fluir una corriente
de agua fria primero por la zona de alta temperatura y posteriormente por la de baja
temperatura. De esta manera se reduce la exposicion de los azicares a las condiciones
severas, elevando el rendimiento.

A pesar de los excelentes rendimientos de azicares obtenidos a partir de la hemicelu-
losa, y de la obtencion de celulosa altamente digerible con bajas cargas de acido, este
tipo de sistemas requiere un significante suministro de energia, debido a la configuracién
del equipo y el requerimiento elevado de agua. Por esta razén no se ha demostrado la

aplicabilidad comercial de estos métodos (Mosier et al., 2005).
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Pretratamiento alcalino

Es la adicién de bases diluidas a la biomasa, lo que permite la disolucién de la lignina,
por lo que la eficiencia del proceso depende del contenido de la misma en el material.
Se requieren menores temperaturas y presiones en comparaciéon con otros métodos de
pretratamiento, siendo posibles incluso los procesos a condiciones ambientales.

El hidréxido de sodio diluido produce hinchamiento, permitiendo un incremento en
el area superficial interna, lo que reduce el grado de polimerizacién y cristalinidad de
la celulosa, causando la separacién de las uniones estructurales entre la lignina y los
carbohidratos.

En las maderas duras se presenta un incremento en la digestibilidad y un descenso del
contenido de lignina, pero en maderas suaves con contenido de lignina de hasta 26 % no
se han obtenido resultados eficientes.

Ademas, el costo de estos procesos es elevado y se requieren tiempos de operacién muy
largos (dias). Ademés, a diferencia de otros métodos, se presentan limitantes ocasionadas
por las sales generadas durante el proceso. Debido a lo anterior, este método atin no es

competitivo a gran escala (Sun y Cheng, 2002).

Deslignificacién oxidativa

El pretratamiento con peréxido de hidrégeno (agente oxidante) aumenta la suscepti-
bilidad del material lignoceluldsico a la hidrélisis enzimatica. Es capaz de eliminar cerca
del 50% de la lignina y la mayor parte de la hemicelulosa, misma que se solubiliza y

posteriormente libera glucosa durante la hidrélisis (Cuervo et al., 2009).

Proceso Kraft

A pesar de sus mas de cien anos de existencia el proceso Kraft de obtencién de pulpa
para papel ha experimentado relativamente pocos cambios, como son el empleo de aditivos
quinoénicos y la coccién extendida (Pérez et al., 2000). Esto posibilita la obtencién de
pulpas con contenidos de lignina considerablemente bajos; sin embargo, los reactivos de
blanqueo empleados atin generan efluentes altamente contaminantes (Gumeta Chévez
et al., 2007).

Procesos organosolv

Los llamados procesos organosolv también se usan para el tratamiento de los materiales
lignocelulésicos. Generalmente se emplean la mezcla: agua, disolvente orgdnico y acido.
Se utilizan solventes organicos como metanol, etanol y acetona; y dcidos como el sulftrico

y el clorhidrico.
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La funcién del acido es actuar como catalizador de la reaccién de deslignificacion,
rompiendo los enlaces de la lignina y de la celulosa. El agua actia como nucledfilo y
reacciona con los centros activados por el catalizador en la protolignina. El disolvente
organico solubiliza la lignina e impregna el tejido vegetal, llevando los reactivos a la
protolignina y los fragmentos resultantes de lignina desde la parte interna de la célula
hacia el seno de la solucién.

Estos procesos son més econémicos y menos contaminantes que los procesos conven-
cionales como el Kraft (Gumeta Chévez et al., 2007). Ademads, una posible modificacién
a estos procesos consiste en el cambio de las condiciones experimentales, elevando la tem-
peratura y presién de operacién. Esto ofrece mejores rendimientos independientemente
de la materia prima empleada.

Algunos estudios realizados con etanol como cosolvente muestran que la mejor com-
posicién fue una mezcla de etanol-agua 1:1/v:v; y que la mayor parte de la remocién de
la lignina ocurre durante los primeros 30 minutos de reaccion.

Asimismo, se encontré que la presion ejerce un ligero efecto en la deslignificacion,
a diferencia de la temperatura, que es un parametro sumamente importante y tiene un
fuerte efecto en el proceso. Los mejores resultados se obtuvieron a una temperatura de
190 °C y una presién de 16 MPa (Pasquini et al., 2005).

3.3. Hidrodlisis de celulosa

La hidrélisis de la celulosa puede ser catalizada eficazmente tanto por acidos como
por enzimas celuloliticas, produciendo los azticares reductores que posteriormente seran
convertidos a etanol.

Los catalizadores acidos tienen la desventaja de la adiciéon de una sustancia corrosiva
que debe ser recuperada, mientras que los enziméaticos conducen a largos tiempos de

residencia y a biomasa adicional, que debe ser eliminada.

3.3.1. Hidrdlisis acida

La hidrolisis acida ha sido la tecnologia mas usada para la obtencion de azicares reduc-
tores (fermentables) a partir de materia lignocelulésica. Consiste en un proceso quimico
que, mediante el empleo de catalizadores acidos, transforma las cadenas de polisacaridos
que forman la biomasa en sus mondémeros elementales (aztcares fermentables o reduc-
tores). El grado de degradacion de la biomasa depende de la concentracién del 4cido, la
temperatura y el tiempo de hidrélisis. A medida que actia el acido, el peso molecular y
la viscosidad de los productos decrecen y el poder reductor aumenta.

El acido puede introducirse profundamente en la estructura morfolégica de la celulosa
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debido su pequeno tamano molecular, y llevar a cabo una reacciéon secuencial de hidrolisis.
Los principales inconvenientes de este proceso son: el rendimiento relativamente bajo, la
alta formacién de subproductos y el elevado consumo de energia.

El mecanismo molecular de la hidrolisis acida consta de tres pasos:

1. Se forma un acido conjugado mediante la adicién de un protén al atomo de oxigeno

que conecta dos unidades de aztcar.

2. El enlace glucosidico C-O se rompe y se forma un ion ciclico de carbonio. Este es

el paso determinante.

3. Mediante una adicién rapida de agua, este ion es transferido formando glucosa en

el ultimo paso de la reaccién.

La velocidad de reaccién es muy rapida al principio, y disminuye posteriormente.
Las velocidades iniciales elevadas se atribuyen a la fraccién amorfa de la celulosa, y las
velocidades bajas a la fraccion cristalina del sustrato.

La eficiencia del proceso depende de diferentes variables:

Acidez: A menor pH, la hidrdlisis serd més agresiva, hidrolizando més efectivamente la

celulosa, pero existe el riesgo de degradar también los aztcares reductores.

Temperatura: A mayor temperatura, mayor serd la velocidad de hidrdlisis de celulosa

y la velocidad de degradacién de los aziicares

Tiempo: Reacciones largas hidrolizan una mayor proporcién tanto de celulosa como de

azucares reductores.

Estudios recientes realizados con dcido sulftirico (HoSO4) reportan que las condiciones
Optimas de operacién para este tipo de hidrélisis dependen de la materia prima. Para la
hidrélisis de bagazo de cana sin pretratar, la mayor concentracién de aztcares reductores
totales se obtuvo en condiciones de temperatura de 45 y 75 °C y un tiempo de 60 y 90

minutos, respectivamente (Dominguez Dominguez et al., 2011).

Modelo cinético (Schacht et al., 2008)

El modelado de la cinética de descomposicién de la celulosa es sumamente complicado,
debido a la estructura del sustrato. La accesibilidad de los enlaces glucosidicos cambia
constantemente con el avance de la reaccién. Asimismo, otros tipos de enlaces, como los
de la xilosa o grupos acetilo son incluso mas fuertes que los glucosidicos.

El ntimero y variedad de modelos es extenso y puede variar de acuerdo con los com-

puestos especificos dentro del sistema. Un modelo empleado comiinmente estd basado en
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dos reacciones consecutivas de primer orden:
k1 ko <,
Celulosa — Glucosa — Productos de Degradacién

Este modelo también se puede aplicar exitosamente a la descomposicién de la hemicelu-

losa. Se puede generalizar a:
P ki . ko ‘s
Polimeros — Monoémeros — Productos de Degradacion

Donde ky y ko son las constantes cinéticas de las reacciones. La integracién de las ecua-

ciones diferenciales resulta en una ecuaciéon para la cantidad de los monémeros:

M= 1\/[()671{2‘E + POL (efklt - ekat) (3.1)
ko —kq
Siendo “M” la concentracién del mondémero, “P” la del polimero y “t” el tiempo de
reaccion. El subindice “0” indica el valor inicial.
Este modelo se puede ampliar asumiendo un tipo reactivo de polimero como una
fraccion “a” de la cantidad total de sustrato, y un tipo no reactivo. Incorporando esto,
se obtiene:

k
M = Mge K2t 4 aPOkalkl (efklt - e7k2t) (3.2)

La influencia combinada de la temperatura y el tiempo de residencia se pueden incor-
porar mediante la introduccion de un coeficiente de severidad, que hace posible considerar
ambas simultdneamente. Este coeficiente “Rg” fue introducido por Overend y Chornet
(1994):

(3.3)

T-100
Rozt-exp< >

14.75

Con “t” como tiempo de reaccién (min) y “T” como temperatura (°C).

3.3.2. Hidrdlisis enzimatica

Debido a las desventajas de la hidrdlisis acida, hoy en dia es preferida la hidrolisis
enzimatica. Puede dar un producto puro con un rendimiento cuantitativo, consumiendo
menos energia, sin embargo, la enzima es una macromolécula, por lo que su acceso a
la celulosa en un sustrato heterogéneo e insoluble puede estar restringido por muchos
factores que no intervienen en la catalisis acida.

En consecuencia de esto, el mecanismo de reacciéon es muy diferente, y mucho mas
complejo. El mecanismo de reacciéon para la hidroélisis enzimatica se ha discutido amplia-

mente en la literatura, pero atin no es enteramente comprendido.
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El tamario de poro relativamente pequeno de las estructuras lignocelulésicas (alrededor
de 51 A), es la razén de los largos tiempos de reaccion durante la catalisis enzimatica,
mientras que en la catélisis dcida, la especie activa, protones de 4 A de didmetro, pueden
difundirse facilmente a través del sustrato.

Como ya se ha discutido, el pretratamiento del material lignocelulésico conduce a
una reacciéon con tiempos mucho més cortos para la descomposicién enzimética. Las
condiciones de reaccién deben elegirse en un intervalo bien definido, ya que la hemicelu-
losa se descompone rapidamente en monosacaridos, mientras que la celulosa requiere un
tratamiento mucho maés severo para el rendimiento sustancial de monosacaridos.

Asimismo, se ha demostrado experimentalmente que los monosacaridos subsecuente-
mente se convierten a productos de degradacién en procesos de elevadas temperaturas o
tiempos de residencia.

Los costos de las enzimas son una parte sustancial para la produccién de bioetanol.
Si se desea reciclar las enzimas para su uso repetido, se deben mantener en el reactor
mientras el producto es retirado, o en su defecto, separarlas del producto en un proceso
posterior. Una alternativa a esto es emplear enzimas inmovilizadas, pero se debe asegurar

que las enzimas mantengan su actividad bajo estas condiciones.

Obtencién de las celulasas

Las celulasas pueden aislarse a partir de numerosos microorganismos; si bien las mas
extensamente estudiadas son las obtenidas a partir de distintas especies de Trichoderma,
y en particular de Trichoderma reesei, por lo que el conocimiento de las caracteristicas
generales de las celulasas con frecuencia se basa en las investigaciones realizadas sobre las
celulasas obtenidas de esta especie. Para las enzimas de este género, el pH y la temperatura
6ptimos se encuentran alrededor de 4.8 y de 40 a 50 °C, respectivamente.

También se han estudiado celulasas bacterianas obtenidas a partir de microorganis-
mos mesofilicos y termofilicos. Se han empleado cultivos mixtos de levaduras con especies
de Clostridium. Las celulasas secretadas por este microorganismo son endo- y exo- glu-
canasas, presentando un pH éptimo de 5.2 y 5.4; y una temperatura 6ptima de 65 y
67 °C respectivamente. La relacién de actividad de endoglucanasa a exoglucanasa es alta.

La celulasa fungica de Trichoderma reesei en comparacién, presenta mayor actividad
de exocelulasa. La actividad de celobiasa extracelular y de [-xilosidasa es nula para
Clostridium Thermocellum, a diferencia de las celulasas de Trichoderma reesei.

Una breve comparacién indica que las celulasas bacterianas y fingicas son diferentes.
Ademas de las diferencias de pH y temperatura 6ptimos, la diferencia principal es la alta
relacién de actividad extracelular endo-exo en celulasas bacterianas en comparacién con

las fungicas. Pero en ambos casos, las enzimas logran una desaparicion significativa de la
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celulosa.
Adicionalmente, se han caracterizado las actividades de celulasa y xilanasa para otras
bacterias celuloliticas, la mayor parte de las cuales se encuentran naturalmente en el

sistema digestivo de los rumiantes.

3.4. Fermentacion

La produccién de etanol a partir de biomasa celuldsica se logra a través de la fer-
mentaciéon de los azucares reductores obtenidos durante la hidrolisis de la celulosa. La
llevan a cabo diferentes microorganismos, ya sean levaduras o bacterias.

La degradacién de la biomasa vegetal genera, ademéas de las hexosas, grandes canti-
dades de aztcares como la xilosa y la arabinosa, pentosas que no pueden ser fermentadas
por organismos como Saccharomyces cerevisiae.

Por esta razén, se requiere emplear organismos fermentadores de hexosas junto con
fermentadores de pentosas; o en su defecto, fermentadores de hexosas modificados genéti-

camente para transportar y fermentar pentosas.

3.4.1. Inhibicién por productos de degradacién

Desafortunadamente, durante el proceso de descomposicién de la biomasa, se forman
productos de degradacion, los cuales inhiben la accién normal de los microorganismos
fermentadores. Entre estos productos se encuentran el acido acético, que se deriva de la
descomposicién de la hemicelulosa, el furfural y el hidroximetilfurfural.

Dichos compuestos presentan una fuerte influencia inhibitoria en las levaduras, la cual
es mayor en los microorganismos con capacidad para fermentar pentosas que en los que
fermentan hexosas. Adicionalmente, la descomposicién de lignina produce compuestos
fendlicos, que inhiben fuertemente tanto la accién de las levaduras como la hidrélisis

enzimatica de la lignocelulosa.

3.5. Purificacion

Para la separacién de etanol, los procesos comunes usan una primera destilacién en
columna, llamada columna de cerveza. Los sélidos remanentes y la mayor parte del agua
son separados en esta columna. En la parte superior se remueve el etanol, junto con el
COg producido durante la fermentacién. El diéxido de carbono se lava y se recircula al
fondo, donde se encuentran todos los sélidos; estos se separan posteriormente mediante

centrifugaciéon. La fraccién liquida se concentra con el calor de la destilaciéon y el agua
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condensada regresa al proceso. Finalmente, el producto obtenido en esta columna contiene
cerca de 37 % de etanol.

El etanol es enriquecido en otra columna de destilaciéon hasta la concentraciéon azeotropi-
ca de 96 %. Para producir alcohol absoluto, se han desarrollado y empleado diversos
métodos de destilacién, parcialmente con compuestos como el benceno. Un proceso méas

reciente y ecoldgico es la eliminacién de agua por adsorcién en tamiz molecular.

3.6. Hidrdlisis y fermentacion simultaneas

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un huésped atractivo para la produccién de
una gran variedad de productos de importancia médica y alimenticia, debido a que se
trata de un organismo no patogeno libre de endotoxinas para el hombre. Su utilizacién a
escala industrial se remonta siglos atrés.

Presenta ventajas como su facil manejo y alta velocidad de crecimiento en compara-
cién con bacterias en condiciones anaerobias, capacidad para realizar procesos postraduc-
cionales de proteinas complejas, etc. Por razones como estas, S. cerevisiae se ha usado
en numerosas investigaciones cuyo objetivo es producir etanol a partir de material ligno-
celulésico.

Se ha utilizado a S. cerevisiae para expresar genes de celulasas con la finalidad de
sacarificar y fermentar simultaneamente. La expresion en S. cerevisiae de los genes que
codifican para tres enzimas celuloliticas: una S-glucosidasa de Aspergillus aculeatus, una
endoglucanasa y una celobiasa de Trichoderma reesei permiten una fermentacién directa
y eficiente de la celulosa amorfa a etanol logrando un 88.5% del rendimiento tedrico.
Este biocatalizador tiene la habilidad de inducir de manera sinérgica y secuencial la
degradacion de celulosa para producciéon de etanol.

La integracién estratégica del metabolismo de toda la variedad de aztcares presentes
en los hidrolizados de lignocelulosa, asi como la hidrélisis de celulosa mediante la expresion
heter6loga de celulasas en cepas de levaduras industriales productoras de etanol, permite

prever los alcances que tendra la biotecnologia en la producciéon de etanol.
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Capitulo 4

Metodologia

4.1. Caracterizacion del bagazo de agave

El procedimiento empleado para el andlisis del bagazo de agave esta basado en la
capacidad de diferentes soluciones de detergentes para disolver los componentes no fibrosos
del material, y la posibilidad de separar las fibras mediante filtracion.

En el presente proyecto se utilizé6 una modificacién del método de Van Soest-Wine; el
cual se basa en un procedimiento de andlisis con detergente neutro (NDF) y detergente
acido (ADF); que no requiere de equipos especializados para llevar a cabo la disolucién
y filtracién (Contreras Lara et al., 1999). Este método permite obtener un estimado de
la proporcién principal de cada componente de la fibra vegetal: celulosa, hemicelulosa y
lignina (Moreno Gonzélez, 2011).

En la Figura 4.1 se muestra un diagrama esquematico del método empleado para
caracterizar el bagazo de agave (modificacién del método de Van Soest-Wine). Se utilizé

un sistema cléasico de reflujo con un matraz de bola y un refrigerante.

4.1.1. Swustrato

Para la caracterizacion se utiliz6 como materia prima bagazo de agave proveniente de
Tequila Patron. Este se corté y tamizé a un tamafio de malla de 40. Se toma como base

aproximadamente un gramo de bagazo para su caracterizacién completa.

38



Bagazo Residuo Sélido Residuo Sélido Residuo Sélido

(CS,C,HC,L,M) (C,HC,L M) (C,LM) (C,M)

Extraccién con Extraccién con Oxidacién Incineracién ) Minerales
Detergente Neutro Detergente Acido con KMnO4 a 550 °C (M)

Componentes Hemicelulosa Lignina Celulosa

Solubles (CS) (HC) (L) (o]

Figura 4.1: Método de Van Soest-Wine (modificado)

4.1.2. Reactivos
Solucion detergente NDF

Solucién acuosa con 3% (m/v) de laurilsulfato de sodio, 2 % (m/v) de etilendiaminote-
traacetato de sodio, 0.5% (m/v) de fosfato disédico, 0.7% (m/v) de borato de sodio
decahidratado y 1% (v/v) de etilcelulosa.
Solucién detergente ADF

Solucién acuosa con 2% (m/v) de bromuro de cetiltrimetilamonio y 3% (v/v) de 4cido
sulfurico concentrado.
Solucién saturada de KMnOQOy4

Solucién acuosa de permanganato de potasio al 5% (m/v)

4.1.3. Procedimiento
Después de cada tratamiento, las muestras se secan a 105 °C y se pesan.
1. Se seca el bagazo a 105 °C.

2. Se aplica el detergente NDF a 100 °C y se filtra. Posteriormente se repite este paso
con el detergente ADF

3. Se aplica la solucién de KMnQy y se deja reaccionar a temperatura ambiente durante

90 minutos. Se repite este paso hasta que la solucién queda color purpura.

4. Se realizan lavados con agua destilada caliente, filtrando entre cada lavado, hasta

que no se genere espuma durante la filtracién.
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5. Se calcina el remanente de la muestra a 550 °C.

Determinacion de concentraciones

La estimacién de la proporcién de los distintos componentes del residuo lignoceluldsico
se determina gravimétricamente considerando la pérdida en peso que la materia presenta
después de cada tratamiento. El detergente NDF elimina los componentes solubles de
la fibra, el ADF extrae la hemicelulosa, el KMnOy retira la lignina y la incineracién
convierte la celulosa en CO2 y HoO en estado gaseoso, quedando inicamente los minerales

insolubles.

4.2. Determinaciones de concentracién de proteina

Existen varios métodos para determinar la concentracién de proteinas de una muestra,
tales como la determinacién de la absorbancia a 280 nm, o mediante la formacién de
derivados coloreados de las proteinas, base de los métodos de Biuret o de Lowry. En estos
casos se forma un complejo coloreado de cobre con el enlace peptidico; en el método de
Lowry, ademas del complejo anterior también se forma un derivado de las tirosinas que
contribuye a la absorbancia total.

El método utilizado durante este proyecto se basa en un principio diferente: se emplea
un colorante hidrofébico conocido como reactivo de Bradford, cuyas disoluciones acuosas
en presencia de acido fosforico tienen un color pardo y que, al encontrarse en el entorno
hidrofébico del interior de una proteina, origina un color azul intenso que se puede medir
facilmente.

Este método depende de la interacciéon relativamente inespecifica entre un colorante
hidrofébico y las proteinas, por lo que es relativamente sensible a la presencia de contami-
nantes tales como restos de detergente y liquidos organicos como el metanol. Su principal
ventaja es que resulta més rapido y facil de emplear que otros métodos alternativos, y es
mas sensible que la medicién de absorbancia a 280 nm.

Para determinar la concentracién de proteina total presente en una muestra se re-
quiere la preparaciéon de una curva de calibrado empleando una proteina patron, que

generalmente suele ser la seroalbiimina bovina.
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4.2.1. Material

Reactivo de Bradford

Azul de Coomassie G-250 5 mg
Etanol 2.5 mL
Acido Fosférico 5 mL
Agua destilada Aforar a 50 mL

Patrén de albiimina

Se disuelven 10 mg de albtimina bovina en 10 mL de agua destilada, con lo que se

obtiene una disolucién madre con una concentracién de 1 mg/mL.

4.2.2. Método

1. Preparar la curva patrén de albimina bovina en un rango desde 0 hasta 60 ug,
de manera que el volumen final en cada tubo sea de 300 mL. Para ello mezclar el
volumen adecuado de la disoluciéon madre de albimina bovina y el correspondiente

volumen de agua, de acuerdo a la siguiente tabla:

0 10 20 30 40 50 60
300 290 280 270 260 250 240

Albtimina (uL)
Agua (uL)

Total (uL) ‘300 300 300 300 300 300 300

2. Preparacion de tres diluciones cada muestra problema:

Proteina (pL) | 10 5 1
Agua (L) 200 295 299
(uL) | 300 300 300

3. Afadir 3 mL del reactivo de Bradford a todos los tubos, agitar. Después de 5 minutos
proceder a la lectura de la absorbancia a 595 nm.

4.2.3. Calculo de concentracion

1. Elaborar la curva patrén, trazando la concentraciéon de la albimina bovina contra

su absorbancia.

2. Para las diluciones problema, interpolar las absorbancias obtenidas sobre la curva

patrén para determinar la concentracién de proteinas presentes en cada una de ellas.
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3. Teniendo en cuenta los volimenes de muestra utilizados en cada caso y la dilucién

realizada, calcular la concentracion de proteinas de cada muestra analizada.

4.3. Determinaciones de actividad enzimatica

Se llevaron a cabo mediante el método del 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), el cual se
basa en la reduccién del DNS (color amarillo) por la glucosa (u otros aztcares reductores)
al dcido 3-amino-5-nitrosalicilico (color rojo ladrillo), cuya presencia puede detectarse
midiendo la absorbancia en la zona de 540-570 nm.

Oxidacién
e

Grupo Aldehido Grupo Carboxilo
Reduccién

Acido 3,5-dinitrosalicilico ————"=  Acido 3-amino-5-nitrosalicilico

4.3.1. Informacién general

= Los andlisis de celulasa se llevan a cabo en buffer de citrato 0.05 M pH 4.8, el cual

se prepara con acido citrico monohidratado (CgHgO7 - H20).

= Para enzimas solubles, se filtra o centrifuga la muestra para remover sélidos y se
analiza el sobrenadante o el filtrado. Para enzimas unidas a la célula, se homogenizan
las células en el buffer apropiado. Las enzimas liofilizadas de disuelven en buffer a

concentraciones de 1 a 5 mg/mL. Las enzimas en solucién se diluyen en buffer.

= Los blancos de enzima sin sustrato y de sustrato sin enzima son incluidos con todos
los andlisis enziméaticos y los valores de las muestras son corregidos con los valores

de los blancos.

= Para obtener resultados cuantitativos, las enzimas deben ser diluidas o el tiempo
de reaccién reducido hasta que la cantidad de producto trazada contra la concen-
tracion de la enzima sea razonablemente lineal. Para los procedimientos analiticos
descritos aqui, esto es cuando cerca de 0.5 mg (o menos) de glucosa son producidos
de carboximetilcelulosa, o celobiosa; 0 2.0 mg de glucosa (o0 menos) son producidos
de papel filtro, u otros sustratos insolubles. Para la celulosa insoluble, las veloci-
dades iniciales tienen valores bajos, pues siempre existe algo de celulosa amorfa que
es hidrolizada facilmente, pero la velocidad cae rapidamente si la celulasa es incom-
pleta. Para obtener resultados cuantitativos, las preparaciones de enzima deben ser
comparadas con base en una conversién significativa e igual. El doble de enzima
produciré la misma cantidad de aztcar en la mitad del tiempo, pero no el doble de
azucar en el mismo tiempo. Un valor arbitrario de 2.0 mg de azicares reductores
como glucosa de 50 mg de papel filtro (4% de conversién) en 60 minutos ha sido

designado como el intercepto para calcular las unidades de celulasa de papel filtro.
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= Habiendo determinado la actividad enzimatica volumétrica de una muestra, y cono-
ciendo su concentracién de proteina, se calcula su actividad especifica dividiendo la
primera entre la segunda.

Estimacién de los azticares reductores

Se lleva a cabo mediante el método de dcido dinitrosalicilico (DNS)

Reactivo DNS ‘

Agua destilada 1416 mL
Acido 3,5-dinitrosalicilico 10.6 g
Hidréxio de sodio 19.8 g
Sales de Rochelle (tartrato Na-K) 306 g
Fenol (fundir a 50 °C) 7.6 mL
Metabisulfito de sodio 83 ¢g

Estandares de glucosa:

0.2 - 5.0 mg de glucosa por mL o por 0.5 mL, segiin sea el caso.

Procedimiento

Colocar 1 - 2 mL de muestra en un tubo de ensayo y afiadir 3 mL de reactivo DNS.
Introducir en agua hirviendo por 5 minutos. Enfriar a temperatura ambiente. Diluir las
muestras de ser necesario para que la absorbancia en el espectrofotémetro sea entre 2 y
8. Incluir el estdndar de glucosa y las muestras diluidas. Leer la absorbancia a 540 nm
contra un blanco de agua destilada de absorbancia cero. Trazar los estandares en escala
semilogaritmica (log(A) contra concentracién). Esto deberia dar una linea recta que in-
tersecta la abscisa en 0.04 mg de glucosa. Este valor representa la glucosa perdida por
oxidacion. Para la determinaciéon precisa a bajas concentraciones de glucosa anadir 0.1 mg
de glucosa a cada muestra. Tres mililitros de reactivo DNS reaccionaran con alrededor de
10 mg de glucosa. Por lo tanto las soluciones concentradas de aziicar deberan diluirse de

manera que las muestras para andlisis contengan 5 mg o menos de aziicares reductores.

Analisis enzimaticos

Los estandares deben ser preparados y diluidos de manera similar a las muestras
desconocidas. Por ejemplo, para el analisis de papel filtro usar 0.5 mL de estandares que
contengan 0.2 - 5.0 mg de glucosa por 0.5 mL. Anadir 1 mL de buffer 0.05 M y 3 mL de
reactivo DNS.
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Comentarios

El color se produce tnicamente bajo condiciones alcalinas, por lo que las muestras
acidas deben ser neutralizadas. Este método no es especifico y mide cualquier compuesto
reductor. Si se usa glucosa como estdndar, los valores para la celobiosa serdn 15 % bajos
y para la xilosa 15 % altos en términos de masa. Las muestras que ebullen se deben dejar
enfriar durante un tiempo razonable antes de su lectura. Las muestras que no ebullen se

deterioran gradualmente.

4.3.2. Actividad de celulasa

Anélisis de papel filtro (Ghose, 1987)
En la Figura 4.2 se muestra un diagrama del método de andlisis de papel filtro, real-

izado a una escala diez veces menor con la finalidad de reducir costos y residuos contam-

inantes.
Buffer ———
Citrato de Sodio | Curva Patrén Reaccién a
0.05M,pH 4.8 (Glucosa) 80 °C por 5 min
(100 uL) ~——
Enzima DNS Agua Destilada
(50 uL) (300 uL) (2 mL)
. .
WE:i):;IaTtl\:g 1 Incubacién a Absorbancia
' 50°Cporlh a 540 nm
(~5 mg)
Figura 4.2: Anélisis de papel filtro
Sustrato

Papel filtro Whatman nidmero 1, 1.0 x 6.0 cm (~ 50 mg)

Método

1. Anadir 1.0 mL de buffer de citrato 0.05 M pH 4.8 a un tubo de ensayo de por lo

menos 25 mL de capacidad.

2. Afnadir 0.5 mL de enzima, diluida en buffer de citrato. Al menos dos diluciones se

deben preparar para cada enzima investigada. Una dilucién debe producir poco méas
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y una poco menos de 2.0 mg (cantidad absoluta) de glucosa (= azticares reductores)

en las condiciones de reaccion.

. Calentar a 50 °C, anadir el papel filtro, mezclar (no hay problema si una pequeiia

parte del papel filtro queda por encima de la superficie del liquido, pero si el papel

“escala” por la pared del tubo, debe ser forzado hacia abajo).

Incubar a 50 °C durante 60 minutos.

. Anadir 3.0 mL de DNS, mezclar. Transferir el tubo a una gradilla.

. Hervir por exactamente 5.0 min. Todas las muestras, blancos y estdndares deben

ser hervidos juntos. Después, transferir a un bafio de agua fria.

Anadir 20 mL de agua destilada o desionizada. Mezclar mediante la inversion com-
pleta del tubo varias veces, de manera que la solucién se separe del fondo del tubo

en cada inversion (esto es importante).

. Cuando la “pulpa” se haya asentado bien (por lo menos 20 minutos después), el

color formado se mide contra el blanco cero a 540 nm. Si la pulpa no se asienta, lo
hard después de agitarla con un agitador de vidrio (la necesidad de la agitacién solo

se puede observar después de algunos minutos de asentamiento).

Blanco cero: Se utiliza para calibrar el espectofotémetro en absorbancia cero, contiene

unicamente buffer y solucion DNS.

Blanco de enzima: Se mide el color contra el blanco cero y se sustrae del valor del tubo

de reaccién apropiado. No contiene sustrato.

Estandares de glucosa: Se utilizan para construir la curva patrén.

Calculo de unidades

1.

Construir una linea estdndar de glucosa usando las concentraciones de glucosa

trazadas contra la absorbancia a 540 nm.

. Usando dicha linea, traducir los valores de absorbancia de los tubos de muestra

(después de la sustraccién del blanco de enzima) en glucosa (= mg de glucosa

producidas durante la reaccién).

. Traducir las diluciones usadas en concentracién de enzima:

., 1 Volumen de enzima en dilucién
Concentracién = =

Dilucién ~ Volumen total de dilucién

45



4. Estimar la concentracién de enzima que produciria exactamente 2.0 mg de glucosa

trazando la glucosa liberada contra la concentracién de enzima.

5. Calcular FPU:

0.37 B Unidades

FPU = =
Concentracién de enzima que produzca 2.0 mg de glucosa mL

Debido a que el anéalisis de FPU no es lineal, el uso de las Unidades Internacionales
per se es incorrecto, puesto que esta unidad estd basada en velocidades iniciales, como las
reacciones lineales en las que el producto es formado a la misma velocidad durante toda
la reaccién. Por lo tanto, se recomienda que los resultados se expresen simplemente como

unidades por mililitro, como en el ejemplo dado.

Derivacién de la unidad FPU

La unidad FPU estd basada en la Unidad internacional (IU)
1TU = 1 pmol/min de sustrato convertido
= 1 pmol/min de glucosa (azicares reductores) formados

= 0.18 mg/min cuando el producto es glucosa
La cantidad de glucosa liberada en el andlisis de FPU a la dilucién critica es 2.0 mg:

1 pmol

2 R il
e 0.18 mg

= 11.11 pmol

Esta cantidad de glucosa es producida por 0.5 mL de enzima en 60 min:

11.11 pmol

S POY 037 TU/mL
05 mL 60 min — 037 1U/m

Por consiguiente, la cantidad de enzima (= concentracién critica de enzima = mL/mL)

que libere 2.0 mg de glucosa en la reaccién de FPU contiene 0.37 unidades, y:

0.37 _ Unidades

FPU = =
Concentracién critica de enzima Mililitro

4.3.3. Actividad de endoglucanasa

Anilisis de carboximetilcelulasa (Ghose, 1987)
En la Figura 4.3 se muestra un diagrama esquemaético de este método, realizado a una

escala diez veces menor con la finalidad de reducir costos y residuos contaminantes.
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Carboximetil

Celulosa | Curva Patrén Reaccién a
(50 uL al 2 %) (Glucosa) 80 °C por 5 min

Enzima DNS Agua Destilada
(50 uL) (300 uL) (2 mL)

Incubacién a
50 °C
por 30 min

Absorbancia
a 540 nm

Figura 4.3: Anélisis de carboximetilcelulasa

Sustrato

Carboximetilcelulosa CMC 7L2 (grado de sustitucién = 0.7) al 2% en buffer de citrato
0.05 M, pH 4.8.

Método

1.

Anadir 0.5 mL de enzima, diluida en buffer de citrato, a un tubo de ensayo de al
menos 25 mL. Por lo menos dos diluciones se deben preparar para cada enzima inves-
tigada. Una dilucién debe producir poco menos y una poco mas de 0.5 mg (cantidad

absoluta) de glucosa (= aztcares reductores) bajo las condiciones de reaccion.

. Calentar a 50 °C.

. Anadir 0.5 mL de solucién de sustrato, mezclar bien e incubar a 50 °C por 30 min.

Anadir 3.0 mL de DNS, mezclar. Transferir el tubo a una gradilla.

. Hervir por exactamente 5.0 min. Todas las muestras, blancos y estdndares deben

ser hervidos juntos. Después, transferir inmediatamente a un bafio de agua fria.

. Anadir 20 mL de agua destilada o desionizada. Mezclar mediante la inversién com-

pleta del tubo varias veces, de manera que la solucién se separe del fondo del tubo

en cada inversién (esto es importante).

Medir el color formado contra el blanco cero a 540 nm. De ser necesario (cuando se
usen diluciones pequenas), el color formado en el blanco de enzima es sustraido del

de la muestra.
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8. Traducir la absorbancia de la muestra (corregida si fue sustraido el valor del blanco
de enzima) en produccion de glucosa durante la reaccién, usando la curva estdndar

de glucosa.

Blanco cero: Se utiliza para calibrar el espectofotémetro en absorbancia cero, contiene

unicamente buffer y solucion DNS.

Blanco de enzima: Se mide el color contra el blanco cero y se sustrae del valor del tubo

de reaccién apropiado. No contiene sustrato.

Estandares de glucosa: Se utilizan para construir la curva patrén.

Calculo de unidades

1. Construir una linea estdndar de glucosa usando las concentraciones de glucosa

trazadas contra la absorbancia a 540 nm.

2. Usando dicha linea, traducir los valores de absorbancia de los tubos de muestra
(después de la sustraccion del blanco de enzima) en glucosa (= mg de glucosa

producidas durante la reaccién).

3. Traducir las diluciones usadas en concentracion de enzima:

1 Volumen de enzima en dilucién

Concentracién = =
Dilucién Volumen total de dilucién

4. Estimar la concentracién de enzima que produciria exactamente 0.5 mg de glucosa

trazando la glucosa liberada contra la concentracién de enzima.

5. Calcular CMC:

0.185 _ Unidades
Concentracién de enzima que produzca 0.5 mg de glucosa ~ mL

CMC =

Debido a que el anélisis de CMC no es lineal, el uso de las Unidades Internacionales
per se es incorrecto, puesto que esta unidad estd basada en velocidades iniciales, como las
reacciones lineales en las que el producto es formado a la misma velocidad durante toda
la reaccién. Por lo tanto, se recomienda que los resultados se expresen simplemente como

unidades por mililitro, como en el ejemplo dado.

Derivacién de la unidad CMC

La unidad CMC estd basada en la Unidad internacional (IU)
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1TU = 1 pmol/min de sustrato convertido
= 1 pmol/min de glucosa (azicares reductores) formados

= 0.18 mg/min cuando el producto es glucosa
La cantidad de glucosa liberada en el andlisis de CMC a la dilucién critica es 0.5 mg:

1 pmol

0.5 mg - m

= 2.78 pmol

Esta cantidad de glucosa es producida por 0.5 mL de enzima en 30 min:

2.78 pmol

0.5 mL - 30 min = 0.185 TU/mL

Por consiguiente, la cantidad de enzima (= concentracion critica de enzima = mL/mL)

que libere 0.5 mg de glucosa en la reacciéon de CMC contiene 0.185 unidades, y:

0.185 -~ Unidades

Concentracion critica de enzima Mililitro

CMC =

Nota a los métodos de FPU y CMC

Los analisis de FPU y CMC estan basados en el mismo principio de estimacién de una
cantidad fija (y relativamente grande) de glucosa del sustrato relevante. Como resultado,
cuando se lleven a cabo estos analisis por primera vez, pueden sorprender las elevadas
absorbancias obtenidas. Si, dependiendo del espectrofotémetro usado, se encuentra que el
color formado es tan denso que no puede ser medido, es permisible diluir el color antes de
la medicién (anadiendo 1.0 mL de agua destilada a 1 mL de solucién colorida, mezclando
y multiplicando la glucosa obtenida por 2). Sin embargo, dado que la reaccién enzimdtica
es no lineal, NO es permisible usar resultados de soluciones mas diluidas y extrapolar a
la cantidad critica de glucosa. Las instruccién en todos los ensayos de que una dilucién
debe liberar mas y una menos que la cantidad critica de glucosa DEBE ser acatada en
todos los casos.

Cuando se analicen bajos niveles de actividad, se puede encontrar que incluso la enzima
sin diluir libere una cantidad de glucosa menor a la critica. En este caso, calcular las
actividades a partir de la cantidad absoluta de glucosa liberada por la enzima sin diluir

como sigue:

= FPU = mg de glucosa liberados x 0.185

Derivacion:

0.18mg 0.5mL 60 min mL - mg

1 pmol 1 1 5 Unidades

= CMC = mg de glucosa liberados x 0.37
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Derivacién:
1 pmol 1 1 Unidades

0.18mg 05mL 30min  mL-mg

En todos los casos, si se desea obtener resultados precisos, la enzima sin diluir debe
ser usada Unicamente cuando la cantidad de glucosa producida sea igual o menor a la

cantidad critica de la reaccién correspondiente.

4.3.4. Actividad de xilanasa

Anilisis de xilanasa por método de DNS (Bailey et al., 1992)
En la Figura 4.4 se muestra un diagrama del método de analisis de xilanasa, realizado

a una escala diez veces menor con la finalidad de reducir costos y residuos contaminantes.

i —
4-0O-metil J B
Glucoroxilano  f— Curva Patrén a| Reacciéna
(180 uL al 1 %) (Glucosa) | 80 °C por 5 min
() )
Enzima DNS Agua Destilada
{20 ul) (300 uL) 2mu)

Incubacién a
50 °C
por 5 min

Absorbancia
a 540 nm

Figura 4.4: Analisis de xilanasa

Sustrato

4-O-metil glucoroxilano al 1.0 % en buffer de Na-Citrato 0.05 M, pH 5.3. Se homogeniza
1.0 g de xilano en 80 mL de buffer a 60 °C, y se calienta a punto de ebullicién. Se enfria
con agitacion continua, se cubre y se agita lentamente durante una noche. Se afora a
100 mL con buffer y se almacena a 4 °C por un méximo de una semana o se congelan

alicuotas a -20 °C. Se agita bien después de descongelar.

Procedimiento

1. Anadir 1.8 mL de solucién de sustrato a un tubo de ensayo de 15 mL, preferente-

mente empleando una pipeta automética. Calentar a 50 °C.

2. Afadir 200 pL de enzima diluida apropiadamente en el buffer de citrato, mezclar.
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3. Incubar 300 s (5 min) a 50 °C.

4. Anadir 3.0 mL de DNS, mezclar y retirar el tubo del bano de agua. Hervir por

5 min, enfriar en agua helada (Nota 1).
5. Medir el color producido a 540 nm contra el blanco de reactivo.
6. Corregir la absorbancia para el color del blanco de enzima si es necesario (Nota 2).

7. Usando la linea estandar, convertir la absorbancia corregida a unidades de actividad
enzimdatica (nkat/mL) (Nota 3).

8. Calcular la actividad en la muestra original (sin diluir) multiplicando las unidades

de actividad por el factor de dilucién.

Blanco de reactivo: Se utiliza para calibrar el espectofotémetro en absorbancia cero.

Esta solucion no contiene enzima.

Blanco de enzima: Se mide el color contra el blanco cero y se sustrae del valor del tubo

de reaccién apropiado. No contiene sustrato.

Estandar de xilosa

El estdndar es una solucién de xilosa pura 0.01 M (=0.15 g por 100 mL de buffer).
Puede ser almacenada en alicuotas a -20 °C. Después de descongelar los tubos deben ser
agitados vigorosamente, ya que la solucion se separa en capas al congelarse. Una solucién
mezclada pobremente resultard en un estdndar inaceptable (Nota 4).

La solucién de xilosa se diluye (en buffer) como sigue:
1:1 (Sin diluir) = 10.0 gmol/mL = 33.3 nkat/mL *

1:2 =5.0 = 16.7
1:3 =3.33 =11.1
1:5 =2.0 = 6.7

* Ejemplo: Si el color producido en la reaccién enzimética corresponde al color en el

mayor punto estandar (10 pgmol/mL), la produccién de xilosa (azticares reductores) es:

1 1/mL 1 1
10 pmnol/mly ) aq sl _ gq 5 mimo

300 s mL -s mL -s

= 33.3 nkat/mL

La linea estandar se construye usando los cuatro puntos estandar, con la absorbancia

en la ordenada y la concentracién de xilosa convertida a nkat/mL en la abscisa.
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Notas:

1. Cuando se use la receta modificada de DNS, se requiere un tiempo de ebullicién de

15 min, no de 5 min como en el reactivo original.

2. Se requieren los blancos de enzima si la dilucién es baja y/o la muestra contiene

niveles altos de azucares reductores

3. La linea estandar estd basada en una reaccién puramente quimica y es lineal a una
absorbancia elevada. La linealidad de la reacciéon enziméatica debe ser comprobada
usando un lote representativo de enzima, con diluciones del 1% de solucién de

xilanasa que den absorbancias entre el rango de los cuatro puntos estandar.

4. Es recomendable construir una linea estandar para cada serie de anélisis, con objeto
de minimizar las variaciones debidas al uso de distintos lotes de sustrato y DNS,

condiciones de ebullicién, calibracién de las pipetas, etc.

4.4. Pruebas de estabilidad enzimatica

El coctel enzimatico elegido durante este proyecto como el mas adecuado para la
hidrélisis de material lignocelulésico es nacional y sumamente activo. Sin embargo, no ex-
isten muchos estudios reportados en la literatura sobre sus caracteristicas. Por esta razén
fue necesario realizar algunas pruebas para conocer con mayor detalle las condiciones a

las que se puede utilizar este coctel.

4.4.1. Meétodo

1. Se incuban muestras de enzima a diferentes temperaturas durante 24 horas.

2. Se mide su actividad de celulasa mediante el método de analisis de papel filtro

descrito en la seccién 4.3.

3. Se traza una grafica de actividad de celulasa contra temperatura de incubacién.

4.5. Explosion de diéxido de carbono supercritico

Se utilizd un reactor de acero de manufactura local, con capacidad de 40 mL y presién
nominal mayor a 30 MPa. En las Figuras 4.5 y 4.6 se muestran una fotografia y un
diagrama del reactor, respectivamente.

En el presente proyecto, la explosion de diéxido de carbono supercritico (SC-CO2-E)
se utiliza como método de pretratamiento de material lignocelulésico. En la Figura 4.7 se

muestra un diagrama esquematico del proceso.
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Figura 4.5: Reactor utilizado para la SC-CO2-E

4.5.1. Procedimiento

1.

Se coloca 1 g de bagazo de agave seco con un tamano de particula de malla 40

dentro de una canastilla metélica.

. Se introduce la canastilla en el reactor. Si es el caso, se introducen también las

cantidades elegidas de agua y cosolvente.

. Se carga la bomba de tipo jeringa a partir de un cilindro de CO2 (5 MPa, Praxair,

grado alimenticio).

Se alimenta el reactor empleando la bomba y se presuriza hasta alcanzar 7.5 MPa.

. Se mide la temperatura interna del reactor mediante un termopar conectado a una

pantalla, lo que permite su registro en linea. Se eleva empleando una camisa de
calentamiento, y se controla por medio de un sistema electrénico de ajuste de tem-

peratura.

. Al llegar a la temperatura deseada, se inicia el conteo del tiempo de residencia

establecido. En caso de que la presion se eleve demasiado, se puede liberar el exceso

abriendo cuidadosamente la valvula de salida.

Una vez concluido el tiempo seleccionado, el reactor se despresuriza violentamente

abriendo la valvula de salida, liberando el CO2 a la atmésfera.
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23.1 mm

53.8 mm
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Figura 4.6: Diagrama del reactor utilizado para la SC-CO2-E

( N\ ( N\
- Bagazo Diéxido de Control de T,P
- Solvente carbono P durante tiempo
- Enzima (75 kg/cm?2) de residencia
| J/ | J/
y
4 N\ 4 N\

Repeticién Apertura Retirar
ndmero violenta de y secar
de ciclos vélvula bagazo

\ J \ J

Figura 4.7: Explosion de COg supercritico (procedimiento)
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8. Segin sea el caso, se repite el proceso el nimero de ciclos determinado.

9. Al enfriarse el reactor, se retira la muestra de bagazo y se seca a 105 °C para su

posterior analisis.

4.5.2. Explosion y sacarificacion simultaneas

Se realiza de manera similar a la SC-CO2-E regular. Con la diferencia de que, en el
paso 2, en lugar de agua se introduce el coctel enzimético elegido, a una concentracién
de 10 FPU por cada gramo de celulosa, diluido en buffer de citrato 0.05 M.

4.6. Analisis del bagazo de agave

Se llevaron a cabo diversas pruebas al bagazo de agave, tanto crudo como bajo las
diferentes condiciones de pretratamiento e hidrolisis. Esto con la finalidad de determinar
con la mayor precision posible el efecto de las distintas condiciones de pretratamiento

sobre las diferentes propiedades del material.

4.6.1. Isotermas de desorcion de humedad

Se realizaron mediciones de actividad de agua del bagazo de agave a diferentes con-
centraciones de agua, y con los valores obtenidos se construyeron isotermas de desorciéon
de humedad. Esto con la finalidad de conocer las caracteristicas fisicas del bagazo, tales
como la porosidad; y de esta manera poder determinar el efecto del pretratamiento sobre
el material.

Procedimiento

1. Se secaron las muestras durante un minimo de 12 horas a 105 °C. Posteriormente

se pesaron empleando una balanza analitica.
2. Se anadieron a las muestras concentraciones conocidas de agua destilada.
3. Se cerraron herméticamente las muestras y se dejaron equilibrar durante 24 horas.

4. Se midi¢ la actividad acuosa de las muestras a cada concentraciéon de agua elegida,

empleando un higrémetro de punto de rocio.

5. Utilizando estos datos, se trazaron isotermas de desorcién de humedad para el baga-

zo de agave crudo y sometido a diferentes condiciones de pretratamiento.
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4.6.2. Andlisis al microscopio

Las muestras de bagazo de agave fueron analizadas en un microscopio 6ptico a un
aumento de 66x con la finalidad de observar los cambios sobre la estructura fisica del
material ocasionados por las diferentes condiciones de pretratamiento.

Adicionalmente, se emple6 floroglucina para tenir los tejidos lignificados, de manera
que mediante este analisis fue posible también observar el efecto deslignificante del pre-
tratamiento.

Procedimiento

1. Colocar la muestra sobre un portaobjetos.

2. Anadir una gota de floroglucina alcohdlica al 1%.
3. Dejar secar al aire.

4. Anadir una gota de HCI concentrado.

5. Observar al microscopio. Los tejidos lignificados adquieren una coloraciéon rojiza.

4.6.3. Valoracion de aztcares reductores

Para la determinacion de la cantidad de aztcares reductores disponibles para la fer-
mentacion, se empled el método de DNS. Este método se describe con mayor detalle en la
seccién 4.3, ya que es el mismo que fue utilizado para determinar las diferentes actividades

enzimaticas

Método

1. Introducir 125 mg de la muestra de bagazo a analizar en un tubo de ensayo de
10 mL de capacidad.

2. Anadir 2.5 mL del coctel enzimatico elegido, diluido en buffer de citrato 0.05 M, a
una concentraciéon de 10 FPU por cada gramo de celulosa presente en la muestra

de bagazo. !

3. En un bano de temperatura controlada incubar a la temperatura deseada durante

el tiempo de sacarificacién determinado. 2

4. Centrifugar la muestra a 10,000 rpm durante 10 minutos.

1Las muestras pretratadas y sacarificadas simultdneamente ya fueron hidrolizadas, por lo que se agrega,
tinicamente el buffer, es decir, no se anade la enzima.
2Qaltar este paso para las muestras pretratadas y sacarificadas simultdneamente.
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5. Tomar 25 puL de sobrenadante y agregarlos a 100 pL de buffer de citrato 0.05 M.

6. Afnadir 300 puL de soluciéon de DNS y hervir durante 5 minutos.

EN|

. Agregar 3 mL de agua destilada para diluir el color y medir absorbancia a 540 nm.
8. Estimar la concentracién de aztcares reductores empleando una curva patrén de
glucosa (ver seccion 4.3).
Calculo del porcentaje de sacarificacion

Se determina de la siguiente manera:

[As]
Xe

Sac (%) =2- (4.1)

Donde [A;] es la concentracién de azicares reductores obtenida, expresada en mg/mL; y

X, es la fraccién masa de celulosa en el bagazo.

Deduccién: Conociendo la composicion del bagazo, las condiciones de operacion y la

cantidad de azicares reductores en la muestra, se tiene:

A (msz) 100(%)

X MEcelulosa 1000 MEhagazo
¢ MEhagazo 20 mL

Realizando las reducciones pertinentes, esto se simplifica obteniendo la ecuacién 4.1.
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Capitulo 5

Resultados

5.1. Caracterizaciéon del bagazo de agave

En la Figura 5.1 se muestra la composicién del bagazo de agave. Como se puede obser-
var, la materia prima utilizada durante este proyecto contiene una cantidad importante

de celulosa, misma que tedricamente puede convertirse en etanol.

Celulosa: 35 % B Hemicelulosa: 18 %
Lignina: 19 % Extraibles: 20 %
B Minerales: 8 %

Figura 5.1: Composicion del bagazo de agave

Sin embargo, el bagazo de agave contiene también una proporcién considerable de
lignina, parte de la cual debera ser removida para que sea posible alcanzar rendimientos

elevados durante la sacarificacién.
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5.2. Determinaciones de concentracion de proteina

Se analizaron nueve diferentes cocteles enziméticos comerciales para determinar su
concentracién, asi como su actividad enzimatica para tres reacciones importantes du-

rante la hidrolisis del material lignoceluldsico. Los cocteles analizados se muestran en la
Tabla 5.1.

Tabla 5.1: Cocteles enzimaticos analizados

Coctel Enzimatico Nombre Comercial

Accelerase 1500
Accelerase XC
Advanced Enzyme
Cellic CTec2
Cellic HTec2
Celluclast
Celluzyme BL
Celluzyme XB
Viscozyme

—_

© 00 O U WN

En la Figura 5.2 se muestra la concentracién de proteina que presentan los nueve
diferentes cocteles enzimaticos analizados durante el presente proyecto.
160
140
120
100
80

mg/mL

60
40
20

0
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Coctel enzimatico

Figura 5.2: Concentracion de proteina
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5.3. Determinaciones de actividad enzimatica

5.3.1. Actividad de celulasa

En la Figura 5.3 se muestran las actividades de celulasa volumétricas y especificas de

los nueve diferentes cocteles enziméticos analizados durante el presente proyecto.

B Volumétrica [ Especifica

140 1.2

120 . .
. 100 0.8 o
g 80 g
~ 0.6
2 60 =
Ha 20 0.4 ™

20 0.2

0 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Coctel enzimatico

Figura 5.3: Andlisis de papel filtro

Como se puede observar en la Figura 5.3, el coctel con mayor actividad, tanto volumétri-
ca como especifica, es el nimero 7, correspondiente al denominado “Celluzyme BL”.
Adicionalmente, “Celluzyme BL” es un coctel enzimatico de produccién nacional, lo

que ofrece diferentes ventajas, principalmente econémicas.
Ademas de la actividad en la sacarificacién de celulosa, se midieron particularmente

dos actividades enzimaticas importantes:

Endoglucanasa: Importante durante la hidrolisis de la celulosa, ya que se encarga de
cortar las cadenas en puntos intermedios, dejando un mayor niimero de extremos

libres para las exoglucanasas.

Xilanasa: Importante durante la hidrodlisis de la hemicelulosa, ya que se encarga de

degradar los polisacaridos que la conforman, produciendo xilosa y otros azicares.
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5.3.2. Actividad de endoglucanasa

En la Figura 5.4 se muestran los resultados del analisis de actividad como endoglu-

canasa de los nueve cocteles enzimaticos analizados.

[l Volumétrica [l Especifica

4000 50
3000+ T
ENNE 30 g
O 2000+ F O
5 T203
1000 £10

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Coctel enzimatico

Figura 5.4: Andlisis de carboximetilcelulasa

Se puede observar en la Figura 5.4 que el coctel nimero 3 (Advanced Enzyme) con-
tiene la enzima maés activa. Sin embargo, dada su baja concentracién, el coctel nimero 7

(Celluzyme BL) presenta la mayor actividad.

5.3.3. Actividad de xilanasa

En la Figura 5.5 se muestran los resultados del andlisis de actividad como xilanasa de
los nueve cocteles enzimaticos analizados. Se observa que el coctel con mayor actividad de
xilanasa es “Cellic HTec2”, y la enzima mas activa es la que contiene el coctel “Accelerase

XC”.

5.4. Pruebas de estabilidad enzimatica

Como ya se ha mencionado anteriormente, la celulasa elegida para este proyecto fue el
coctel enzimatico “Celluzyme BL”. Se trata de una enzima comercial producida en México
y su costo es relativamente bajo. Sin embargo, no se han reportado ampliamente algunas

de sus caracteristicas de operacion.
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B Volumétrica [ ] Especifica

100000 - 2000
. B C
80000 - £ 1500
7 60000+ g
E ] 1000 E
2 400003 . 2
20000+ 500

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Coctel enzimatico

Figura 5.5: Anélisis de xilanasa

Una caracteristica particularmente importante es la estabilidad térmica de las celulasas
que contiene el coctel. Se sabe que las celulasas comerciales tienen un rango éptimo de
temperaturas de entre 30 y 60 °C, por lo que en este proyecto fue el rango que se estudié
para esta enzima en particular, obteniendo los resultados mostrados en la Figura 5.6.
Como se puede observar, se presenta una estabilidad maxima a 30 °C.

Por otro lado, como regla general, se sabe que un incremento de aproximadamente
10 °C duplica la velocidad de una reaccién enzimatica, y se observa que este incremento
no ocasiona una pérdida sustancial de actividad enzimética. Por esta razon, se decidio

que la temperatura de sacarificacién para el coctel “Celluzyme BL” seria de 40 °C.

5.5. Analisis del bagazo de agave

5.5.1. Isotermas de desorcion de humedad

Para la construccién de las isotermas de desorcién de humedad se llevaron a cabo dos
diferentes series de experimentos.

La primera serie fue para bagazo de agave pretratado a diferente nimero de ciclos,
los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.7. La segunda fue para bagazo de
agave pretratado a diferentes temperaturas, los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 5.8.

Como se muestra en ambos casos (figuras 5.7 y 5.8), méas alld del 30 % de agua ya no
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Figura 5.6: Estabilidad enziméatica del coctel “Celluzyme BL”
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Figura 5.7: Isotermas de humedad para bagazo pretratado a diferentes ciclos
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Figura 5.8: Isotermas de humedad para bagazo pretratado a diferentes temperaturas

se observa diferencia en la actividad acuosa de las muestras; alcanzando practicamente la
unidad, hayan sido pretratadas o no.

Por otro lado, debajo de este valor (30 %) si existen diferencias notables dependien-
do del pretratamiento empleado. Esto sugiere cambios morfolégicos importantes en los

microporos y mesoporos del material.

5.5.2. Adecuacion de las condiciones de operacion

A excepcién de la variable de estudio, o en caso de que se exprese explicitamente lo
contrario, todos los pretratamientos fueron realizados durante media hora a las siguientes

condiciones de operacién:

Ciclos: 1 Presion: 12 MPa Liquido iénico: No

Malla: 50 agua/bagazo: 1 Temperatura 120 °C

A menos que se indique lo contrario, todas las muestras fueron sacarificadas a 50 °C du-

rante 72 horas.

Dependencia con el namero de ciclos de pretratamiento

Como se puede observar en las fotografias al microscopio (Figura 5.9), el dafio a

las fibras lignocelulésicas aumenta a medida que se incrementa el nimero de ciclos de
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(a) Sin pretratamiento

(d) 3 ciclos (e) 4 ciclos

Figura 5.9: Efecto del nimero de ciclos de pretratamiento sobre la estructura y deslignifi-
cacién del bagazo pretratado
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pretratamiento. Sin embargo, cabe destacar que el mayor cambio ocurre durante el primer
ciclo de operacién.

De la misma manera, en la valoracién de azticares reductores (Figura 5.10) se muestra
también que el mayor efecto del pretratamiento sobre el bagazo de agave ocurre durante
el primer ciclo. El incremento en la sacarificacién después de los ciclos subsecuentes no es

del todo significativo y no compensa el costo de los mismos.

60

50+

40+

. 7

Sacarificacion (%)

30+

201

103

0

| | | |
| | |
0 1 2 3 4

Numero de Ciclos

Figura 5.10: Dependencia de la sacarificaciéon con el nimero de ciclos de pretratamiento

De las figuras 5.9 y 5.10, se puede concluir que es suficiente un tnico ciclo de pre-
tratamiento a las condiciones de operacion adecuadas, mismas que seran explicadas con

mayor detalle posteriormente.

Dependencia con el tamano de particula

Para determinar el efecto de esta variable, el bagazo de agave fue molido utilizando
un molino de café, y tamizado a diferentes nimeros de malla.

En la Figura 5.11 se muestra claramente la diferencia en el tamano de particula entre
cada una de las muestras. Asimismo, se puede observar la importancia de esta variable en
la deslignificacién de la fibra, que se muestra como una reduccién de la coloracién roja.

De la misma manera, en la Figura 5.12 se muestra que el tamano de particula también
tiene un efecto notable en el deterioro de las fibras de bagazo. Esto se ve reflejado en el

rendimiento de la sacarificacién del material pretratado.
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(a) Malla 40 (b) Malla 50 (c¢) Malla 60

Figura 5.11: Efecto del tamano de particula sobre la estructura y deslignificacién del
bagazo pretratado

Sacarificacion (%)
w
o
|
|
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Figura 5.12: Dependencia de la sacarificaciéon con el tamaifio de particula
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Por dichas razones, se determiné que el pretratamiento se debera realizar utilizando

la materia prima a un tamano de particula tan pequeno como sea posible.

Dependencia con la presién de pretratamiento

En las fotografias al microscopio (Figura 5.13) se puede observar claramente que la
presién de pretratamiento ejerce un efecto importante en la estructura de la fibra, pero
no asi en el nivel de deslignificacion. De manera similar, en la Figura 5.14 se muestra que
a medida que se incrementa la presiéon de pretratamiento, se incrementa también el nivel

de sacarificacién del bagazo pretratado.

(a) P =9 MPa (b) P = 12 MPa (c) P =15 MPa

Figura 5.13: Efecto de la presién de pretratamiento sobre la estructura y deslignificacion
del bagazo pretratado

Conociendo lo anterior, se determiné que el pretratamiento se debe llevar a cabo a la

presién maxima de operacién para el equipo en el que se realizara la explosion.

Dependencia con la humedad

En la Figura 5.15 se muestran las fotografias al microscopio de bagazo de agave pre-
tratado a diferentes concentraciones de agua. Como se puede observar, la humedad del
bagazo tiene un fuerte efecto en la deslignificacion de las fibras, y un efecto menor en la
estructura del material.

En la Figura 5.16 se muestran los resultados de la sacarificacién de bagazo de agave
pretratado a diferentes condiciones de humedad. Como se puede observar, a mayor con-
centraciéon de agua, se eleva también el nivel de sacarificacién.

Dada la deslignificacién observada en las fotografias al microscopio (Figura 5.15),
existe un incremento de sacarificaciéon al aumentar la humedad del bagazo. Sin embargo, en
la Figura 5.16 se muestra que este efecto disminuye para relaciones agua/bagazo mayores

a la unidad.
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Figura 5.14: Dependencia de la sacarificacién con la presién de pretratamiento

Debido a esta disminucién y a las consecuencias ambientales que conlleva el elevado
consumo de agua, se decidié que el contenido de humedad apropiado para el pretratamien-

to fuera de un gramo de agua por cada gramo de bagazo.

Dependencia con la cantidad de liquido iénico

Se utilizé el liquido iénico [bmim]Cl como cosolvente para facilitar la extraccién de la
lignina presente en el bagazo de agave. En la Figura 5.17 se muestran las fotografias al
microscopio de bagazo de agave pretratado a diferentes concentraciones de este liquido
ibnico.

Como se puede observar (Figura 5.17), este liquido idénico cumple su propédsito, re-
moviendo la lignina (visible en color rojo) casi por completo desde que se afiade un gramo
de LI por cada cuatro de bagazo.

En la gréafica de la Figura 5.18 se muestran los resultados de la sacarificaciéon de bagazo
de agave pretratado a diferentes concentraciones de [bmim|CL.

Como se puede observar en la Figura 5.18, se presenta un punto méximo de sacar-
ificacién a una relacién LI/bagazo de 0.25. Esto coincide con el valor observado en las
fotografias al microscopio (Figura 5.17).

Sin embargo, esta proporcién corresponde a una concentracién muy elevada de [bmim|Cl,
la cual no es compensada por el incremento en la sacarificacién que se obtiene al utilizar

este liquido iénico.
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(a) Bagazo seco

150

(¢) 1 g agua / g bagazo (d) 2 g agua / g bagazo

Figura 5.15: Efecto de la humedad de pretratamiento sobre la estructura y deslignificaciéon
del bagazo pretratado
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Figura 5.16: Dependencia de la sacarificacién con la humedad del pretratamiento

Debido a lo anterior, y considerando el costo del LI, asi como el de su recuperaciéon
después del pretratamiento, se determiné que no es del todo recomendable utilizarlo como

cosolvente para los fines del presente proyecto.

Dependencia con el tiempo de residencia

El tiempo de residencia se mide a partir de que se alcanza la temperatura deseada en
el reactor presurizado.

La Figura 5.19 muestra las fotografias al microscopio de bagazo de agave pretratado a
diferentes tiempos de residencia. Como se puede observar, el principal efecto del tiempo
de residencia es sobre el nivel de deslignificacién, visible en color rojo.

Lo anterior ocurre debido a que es necesaria la difusién de la lignina desde la fase
sélida (fibra de bagazo) hacia la fase supercritica (CO2); ocasionando que la velocidad de
extraccion de la lignina sea relativamente baja. Por esta razén, se requieren tiempos de
residencia prolongados para lograr niveles de deslignificaciéon elevados.

En este caso se realizaron dos series de experimentos, uno sin liquido iénico y uno
con una relacién mésica LI/bagazo de 0.25. Esto se decidié debido a que la cinética de
extraccién depende del cosolvente utilizado, cambiando el efecto del tiempo de residencia.

Como se puede observar en la Figura 5.20, para el pretratamiento sin LI, lo mejor
es abrir la valvula inmediatamente al alcanzar la temperatura deseada. Por otro lado,

para el pretratamiento con LI, el tiempo de residencia para el que se obtuvo un mayor
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(b) 0.1 g LI / g bagazo

(c) 0.25 g LI / g bagazo (d) 0.5 g LI / g bagazo

Figura 5.17: Efecto de la cantidad de liquido iénico sobre la estructura y deslignificaciéon
del bagazo pretratado
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Figura 5.18: Dependencia de la sacarificaciéon con la cantidad de LI

(b) Media hora

(d) Tres horas (e) Seis horas

Figura 5.19: Efecto del tiempo de residencia sobre la estructura y deslignificacion del
bagazo pretratado
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Figura 5.20: Dependencia de la sacarificaciéon con el tiempo de residencia

rendimiento fue de 3 horas.
Lo anterior reitera la decisién de realizar el pretratamiento sin [bmim|Cl, ya que al uti-
lizarlo se requeririan tres horas mas de proceso, correspondientes al tiempo de residencia

para el pretratamiento con LI.

Dependencia con la temperatura de pretratamiento

En la Figura 5.21 se muestran las fotografias tomadas al microscopio de bagazo de
agave pretratado a diferentes temperaturas. Como se puede observar, al incrementar la
temperatura de pretratamiento hasta 160 °C aumenta el dano ocasionado a las fibras
lignocelulésicas del bagazo de agave.

Por otro lado, por encima de 160 °C, se pueden observar las fibras de un color mas os-
curo. Esto ocurre debido a que las elevadas temperaturas queman el tejido, degradando los
componentes del material, como los aztcares reductores, haciendo imposible recuperarlos
para su fermentacion posterior. Por esta razén, se debe procurar que el pretratamiento se
lleve a cabo a una temperatura elevada, pero garantizando que no alcance la temperatura
de degradacién de los azticares reductores.

Para el caso de la sacarificacién a diferentes temperaturas de pretratamiento se llevaron

a cabo cuatro series de experimentos:

Seco: Se seco el bagazo de agave en una estufa a 120 °C antes de cargarlo al reactor
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(¢) T = 120 °C

(d) T = 140 °C (e) T = 160 °C (f) T = 180 °C

Figura 5.21: Efecto de la temperatura de pretratamiento sobre la estructura y deslignifi-
cacién del bagazo pretratado
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Humedo: Se utilizé una relacién agua/bagazo de 1
Empapado: El bagazo de agave fue suergido en agua antes de cargarlo al reactor

Con LI: Se utilizé una relacién LI/bagazo de 0.25

Esto se decidié porque la temperatura es un factor de suma importancia para el
pretratamiento, pero puede afectar el rendimiento de diferentes maneras, dependiendo de

las otras condiciones de operacion. La Figura 5.22 muestra los resultados obtenidos.

. 7
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Figura 5.22: Dependencia de la sacarificacion con la temperatura de pretratamiento

En la Figura 5.22 se puede observar que en todos los casos se presenta un rendimiento
6ptimo de sacarificaciéon a 160 °C. Esto ocurre debido a que, como se muestra en las
fotografias al microscopio, por encima de esta temperatura las fibras se degradan térmi-
camente.

Pretratamiento y sacarificacion simultaneos

Los experimentos se llevaron a cabo utilizando una concentraciéon de enzima de 10 FPU
por cada gramo de celulosa, disuelta en el mismo buffer de citrato 0.05 M pH 4.8 empleado

a lo largo de este proyecto, bajo las siguientes condiciones de operacion:
Ciclos de pretratamiento: 1 Presion en el reactor: 12 MPa

Numero de malla: 60 Relacién buffer/bagazo: 1
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Liquido i6nico: No Tiempo de residencia: 24 horas

En la Figura 5.23 se muestran los resultados obtenidos de la operacion mediante el
pretratamiento y la sacarificacién simultaneos. Como se puede observar, la temperatura
de explosién a la que se obtiene el mayor rendimiento es de 40 °C. Esta temperatura
corresponde a la elegida para la sacarificacion, considerando la estabilidad del coctel

enzimatico.

Combinacién de pretratamiento y accién enzimatica éptimos

Habiendo determinado las mejores condiciones para cada tipo de operacién, se llevo a
cabo una serie de experimentos con fines comparativos bajo dichas condiciones.

Por otro lado, se pudo observar una sacarificacién méxima de alrededor de 60 %.
Con la finalidad de determinar si este es un limite superable mediante un tratamiento
mas exhaustivo, se realizaron experimentos en los que se llevé a cabo un pretratamiento
seguido de una explosién con enzima, ambos a las mejores condiciones encontradas.

En todos los experimentos, a excepcion que se indique lo contrario, las condiciones de

operacion generales fueron las siguientes:

Ciclos: 1 Temperatura: Optima (160 6 40 °C, de-

pendiendo si se trata de pretratamien-
Malla: 50

to o explosién con enzima)

Presién: 12 MPa . ) o
Tiempo de residencia: Optimo (expan-
agua(o buffer)/bagazo: 1 sién inmediata 6 24 h, segtn el caso)

Liquido iénico: No Sacarificacién: A 40 °C por 72 horas

Se llevaron a cabo experimentos a tres condiciones particulares diferentes para cada

tipo de operacion:
Pretratamiento:

(a) Exactamente como se indica en las condiciones generales.
(b) La sacarificacién se llevé a cabo durante tnicamente 24 horas.

(c) Se utilizé una relacién LI/bagazo de 0.25, a un tiempo de residencia de 3 h.
Explosiéon con enzima:

(a) Exactamente como se indica en las condiciones generales.

(b) Se utiliz6 una relacién LI/bagazo de 0.25.
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Figura 5.23: Explosiones con enzima

(c) Se incrementé el tiempo de residencia a 72 horas.
Pretratamiento - explosién con enzima:

(a) Exactamente como se indica en las condiciones generales.
(b) Se utiliz6 una relacién buffer /bagazo de 5 para la explosién con enzima.
(¢) Se utilizé una relacién buffer/bagazo de 10 para la explosién con enzima.
En la Figura 5.24 se muestran los resultados obtenidos. Como se puede observar, el
rendimiento maximo de sacarificacion alcanzado (~ 60 %) no se logra superar mediante

pretratamientos sucesivos. Sin embargo, se observa que una explosién a las condiciones

de operacién adecuadas es suficiente para obtenerlo.
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Figura 5.24: Operaciones en condiciones optimas
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Capitulo 6

Discusion

6.1. Bagazo de agave

Ademis de las ventajas que presentan las plantas CAM mencionadas en la seccién 2.7.4,
a partir del agave se pueden obtener diferentes productos alimenticios, como son: miel,
mermelada, aguamiel, pulque y tequila. Pero tiene otra posibilidad de aprovechamiento;
que es mediante la obtencién de celulosa y subproductos (lignina y aztcares) a partir
de las pencas que sobran después de haber extraido el aguamiel, lo cual representa una
alternativa para proporcionar un uso integral de la planta (Gumeta Chévez et al., 2007).

Teniendo en cuenta el porcentaje de residuos producidos durante la elaboracién del
tequila, asi como la extensién de superficie dedicada al cultivo de Agave tequilana, se ha
considerado de interés el estudio del aprovechamiento de un residuo importante generado
por la industria tequilera: el bagazo de agave.

Debido a las numerosas ventajas ya mencionadas, en el presente proyecto se propone
utilizar este residuo como materia prima lignoceluldsica para la obtencién de bioetanol

de segunda generacion.

6.2. Dioéxido de carbono supercritico

El didxido de carbono usualmente se comporta como un gas en el aire a condiciones
estandar, o como un sélido llamado “hielo seco” cuando se congela. Pero si la temperatura
y presién se incrementan por encima de su punto critico, adopta propiedades de entre
liquido y gas.

Recientemente ha recibido una gran atencién debido a diversas razones:
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= Tiene un bajo costo = Es producido a partir de corrientes

residuales de proceso
= Es muy abundante

) = Permite la operacién a temperaturas
= No es inflamable ]
cercanas a la ambiental

= Posee baja toxicidad ) » .
» Permite la operacién a presiones no

= No contamina muy elevadas

El diéxido de carbono se convierte en un fluido supercritico por encima de 304.1 K y
72.8 atm, expandiéndose como un gas, pero con una densidad similar a la de un liquido.

En la Figura 6.1 se muestra el punto critico del diéxido de carbono en un diagrama de

fases.
Punto
1 R e e e s v v critico
E Sélido Ljuida ;
- i
2 i
2|2 wsplesssssasiiniiii. |
g5 ¥ t Punto :
i triple H
; Vapor i
1.00 p=-----—3 ¥ Punto de ; :
 sublimacién i
Ts Tl Tc
—78 -56.6 31

Temperatura, °C

Figura 6.1: Diagrama de fases del diéxido de carbono. Fuente: http://rodas.us.es

Por encima de su punto critico, el diéxido de carbono posee la difusividad y viscosidad
de un gas, pero la densidad de un liquido, y se comporta como un disolvente no polar.
Puede disolver compuestos hidrofobicos como aceites, grasas e hidrocarburos, pero no asi
los hidrofilicos, como sales, azticares y proteinas. Por esta razén, se emplean diferentes
cosolventes, generalmente alcoholes de cadena corta, ésteres o acetonas, para incrementar

su capacidad de disolver compuestos polares.

81


http://rodas.us.es

6.2.1. Usos

En muchas aplicaciones, se usa el diéxido de carbono, ya sea puro o acompafiado de un
cosolvente. En extracciones quimicas, el diéxido de carbono supercritico se ha convertido
en un importante solvente comercial e industrial, debido a su baja toxicidad e impacto
ambiental. La temperatura requerida, relativamente baja, y la estabilidad de la molécula
permiten extraer la mayoria de los compuestos con danos minimos. Adicionalmente, la
solubilidad de muchos compuestos extraidos con COg varia con la presion, permitiendo

extracciones selectivas. Actualmente algunos de sus principales usos son:

Disolvente: Lavado en seco, remocién de cafeina, extraccién de aceites esenciales y otros

destilados herbales, determinacion de hidrocarburos en suelos y aguas residuales
Antisolvente: Produccién de micro- y nano- particulas

Agente quimico: En sustitutos para ceramicos y termopldsticos o como agente es-

pumante en polimeros

Fluido de operacién: Turbinas de gas de ciclo cerrado, refrigeracién, recuperacién de

petroleo, produccién de energia eléctrica, sistemas geotérmicos mejorados

Medicina: Esterilizacién de materiales biomédicos

6.2.2. Pretratamiento de material lignocelulésico

La aplicacién de fluidos supercriticos en el tratamiento de material lignoceluldsico
existe desde finales de los afios setenta. Se reporta se requieren altas presiones para la
reaccién del solvente con la lignina.

Como primera ventaja, en este procedimiento se obtienen los productos extraidos en
fase sélida, por lo que se pueden eliminar costosos pasos de purificacién para la recu-
peracion de compuestos inorganicos.

Recientemente, el diéxido de carbono supercritico (SC-CO3), que habia sido emplea-
do principalmente como disolvente para extracciones, dadas sus numerosas ventajas, se
ha utilizado en aplicaciones no extractivas (Kim y Hong, 2000). Tal es el caso del pre-
tratamiento de materiales lignoceluldsicos.

Existen reportes de experimentos en los que se emplea el COo como disolvente prin-
cipal para el pretratamiento de madera. En la Tabla 6.1 se muestra una comparacién de
los resultados reportados bajo diferentes condiciones de operacion.

Se han realizado estudios sobre el pretratamiento de paja de trigo, empleando mezclas
de didxido de carbono supercritico con vapor de agua, donde se reporta que la existencia
de moléculas de agua, tanto en fase liquida como en fase vapor, causa importantes mejoras

en los rendimientos obtenidos (Alinia et al., 2010).
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Tabla 6.1: Pretratamiento de madera a diferentes condiciones

t (h) T (°C) P (bar) Cosolvente | Masa Perdida (%) Deslignificacién (%)

- 40 81 No 3.9 -
3 180 250 Acético 73 % 53 93
2 167 325 Etanol 4.8 -
- 190 290 Agua 35.9 -
- 190 290 Etanol 9% 41.4 -
2 185 275 Metilamina, 28 75
1 200 272 Amoniaco 80 % - 70
5 180 170 Dioxano 11 49

Fuente: Pasquini et al. (2005)

En todos los casos se obtiene un mejor desempeno a mayor temperatura; pero existen
analisis termogravimétricos y de espectroscopia infrarroja que muestran que los polisacari-
dos presentes en la madera empiezan a degradarse a partir de los 200 °C, y se vuelven
muy significativos a partir de los 250 °C. Considerar este limite es de suma importancia,
yva que la fraccién de celulosa debe ser preservada para que pueda obtenerse la mayor
cantidad posible de azicares fermentables. Asimismo, se sabe que la temperatura y la
alcalinidad tienen un efecto favorable sobre la velocidad de deslignificacion.

Se reporté también que, cuando la lignocelulosa se procesa térmicamente con altos
contenidos de agua pero sin COg, el rendimiento de aztcar es considerablemente menor
que el obtenido en el pretratamiento con SC-COa.

Lo anterior sugiere que el efecto de las interacciones entre el SC-CO2 y el agua es mas
pronunciado que el efecto del agua a temperatura elevada por si misma. Esto se atribuye
a la formacién de acido carbénico durante el proceso, lo que ocasiona la decristalizacién

de la celulosa:
CO2 + HyO = HpCO3 = HT + HCO3 = 2H' + CO3"

Conociendo esto, se pueden evitar las desventajas de otros tipos de pretratamiento,
incluyendo los acidos minerales, mediante la sustituciéon de los compuestos acidos con
CO2. Mientras se mantienen las ventajas de un proceso catalizado por un éacido, se re-
duce la corrosion significativamente. Asimismo, el COg es un componente “verde” de
proceso, puede ser removido facilmente mediante despresurizacién y no genera produc-
tos residuales. Ademads, si se logra un pretratamiento de lignocelulosa con COg9 a bajas
temperaturas, se puede reducir la degradacién de xilosa, aumentando el rendimiento.

Basados en todo lo anterior, se puede decir que el proceso de pretratamiento con

dioxido de carbono supercritico tiene grandes ventajas, como son su nula toxicidad y

83



el bajo costo del disolvente (COg), elevadas concentraciones de sélidos en el material
pretratado y la temperatura de pretratamiento relativamente baja. Sin embargo, la baja
efectividad para maderas suaves y el alto costo para el equipo de alta presiéon pueden

obstaculizar la comercializacién del pretratamiento lignocelulésico mediante SC-COa.

Explosién de diéxido de carbono supercritico (SC-CO2-E)

Debido a las ventajas mencionadas anteriormente, en este proyecto, se propone como
método fisicoquimico de pretratamiento la SC-CO2-E de material lignocelulésico (Figu-
ra 6.2).

(a) (b) (c)

Figura 6.2: Explosién de COg9 supercritico. (a) Se introduce la fibra vegetal en una at-
mosfera de COg. (b) Se lleva el CO4 a condiciones supercriticas, haciendo que impregne
en la fibra vegetal. (c) Expansion sibita, causante de dafios fisicos a la fibra.

Durante el proceso, la fibra se somete a una atmoésfera de COg en condiciones super-
criticas, ya sea con o sin cosolvente. Las caracteristicas difusivas del SC-COgq en estas
condiciones le permiten penetrar en las fibras vegetales con facilidad, impregnando por
completo el material. Asimismo, le es posible extraer fragmentos de lignina y hemicelulosa
debido a su capacidad de disolver compuestos hidrofébicos, incrementada por la operacién
a temperaturas elevadas.

Habiendo transcurrido el tiempo de residencia determinado, la presién se libera de
manera violenta, y el SC-COg9 pasa stubitamente a CO2 en fase gaseosa, expandiéndose
de manera explosiva dentro de las fibras lignoceluldsicas y por consiguiente causandoles
dafios fisicos notables.

Adicionalmente, se pueden emplear cosolventes como mezclas de agua y disolventes
organicos o liquidos i6nicos. El agua interactia con el CO2 formando acido carbénico,
ocasionando un pretratamiento més severo. La funciéon del disolvente orgénico o iénico
es incrementar la extraccién de la lignina o fragmentos de esta, dejando la celulosa mas

propensa a un ataque enzimatico.
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6.3. Cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio

El cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio ([bmim|Cl) es un liquido iénico investigado
recientemente como posible sustituto de disolventes organicos en procesos industriales y

de laboratorio. En la Figura 6.3 se muestra la estructura quimica del [Bmim|CL

K]/CHB
Ly o
N
K/\CH3

Figura 6.3: Estructura del [bmim]Cl

Existe en dos formas polimorficas y se caracteriza por ser sélido a temperatura ambi-
ente, haciendo posible su uso en reacciones de intercambio anidénico para preparar sales
liquidas. A temperatura ambiente, es soluble en acetona, acetonitrilo, acetato de etilo,
alcohol isopropilico, cloruro de metileno y agua. Por otro lado, es inmiscible en hexano y
tolueno.

Los campos de aplicacién en los que se centran las investigaciones sobre este liquido
son, fundamentalmente, como reactivo, como catalizador o parte de catalizador, y espe-
cialmente como disolvente. Uno de los ejemplos més importantes es el uso de [bmim|Cl
en el craqueo de hidrocarburos y en la produccién de otros liquidos iénicos como te-
trafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazolio. También se ha estudiado su uso como fase
estacionaria en separaciones por cromatografia de gas y como fase mévil en cromatografia

liquida.

6.3.1. Pretratamiento de material lignocelulésico

Recientemente, el uso de liquidos iénicos (LIs) ha llamado la atencién como pre-
tratamiento de biomasa celulésica. Los LIs han probado ser altamente efectivos en la
remocién de la lignina y la hemicelulosa, y también ayudan a reducir la cristalinidad.
Asimismo, se pueden aplicar para disolver diversos tipos de biomasa, como son las maderas
suaves, duras, materiales herbaceos, etc.

Adicionalmente, algunos LIs son compatibles con la sacarificacion enzimética en medio
acuoso-LI, y pueden ser reciclados y reutilizados. No obstante, es importante considerar
que este tipo de compuestos por lo general presentan un efecto ligeramente inhibidor en las

celulasas, por lo que utilizarlos en concentraciones elevadas puede reducir la sacarificacion.
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Se han identificado diferentes liquidos i6nicos que promueven la deslignificacién como
solventes efectivos para el pretratamiento sin necesidad de catalizador alguno y a tempe-
raturas tan bajas como 90 °C. De esta manera se preserva la funcionalidad de la lignina,
contribuyendo asi con una materia prima adicional con valor potencial como precursor
quimico.

Estudios recientes reportan que en este tipo de pretratamiento elegir las condiciones
correctas de temperatura y tiempo de incubacion es crucial para obtener una sacarificacién
eficiente, ya que estas variables influyen en el suministro de energia y en la solubilidad
de la celulosa (Uju et al., 2012). Y, por otro lado, que los LIs de tipo piridinio tienen
el potencial para incrementar la eficiencia del pretratamiento de biomasa lignocelulésica.
Asimismo, se ha reportado que se puede superar el rendimiento obtenido mediante la
adicién de un catalizador dcido (Diedericks et al., 2012).

Por otro lado, el efecto del cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio ([bmim|Cl) y de la
presion alta en la actividad de la celulasa de Aspergillus niger se estudiaron por separado
y en combinacién. La actividad enziméatica disminuyé con concentraciones crecientes de
[bmim]Cl, alcanzando el 50 % del valor en buffer acuoso con 20 % [bmim]|Cl. Sin embar-
go, cuando la enzima se mantiene en 10 % de [bmim]Cl y después se analiza en 1% de
[bmim]Cl, mostré s6lo 8 % de reduccién de la actividad.

Estos resultados pueden explicarse por el hecho de que la actividad de la enzima
en [bmim]|Cl estd linealmente correlacionada con la disminucién de la actividad termod-
indmica de agua (ay). Bajo presién la actividad de la enzima varié desde menos 60 % (a
200 MPa) hasta la misma (a 400 MPa), en comparacién con la presién atmosférica.

En 10 % de [bmim]Cl y bajo presion, la actividad de celulasa es mejor comparada con
la observada a presién atmosférica, variando de igual (a 600 MPa) a 1,7-veces mayor (a
100 MPa). Esto abre la posibilidad de mejorar la actividad de celulasa en liquidos i6nicos,
y posiblemente de otras enzimas, llevando a cabo la reaccién a presiones elevadas.

Debido a las ventajas anteriormente descritas, en el presente proyecto se propuso
estudiar este liquido idénico como cosolvente durante el pretratamiento de material ligno-

celuldsico mediante la explosion de diéxido de carbono supercritico.

6.4. Enzimas

Las celulasas y xilanasas son enzimas hidroliticas que participan en el rompimiento
de los enlaces glicosidicos [3-1,4 presentes en los polisacaridos celulosa y hemicelulosa,

respectivamente (Ponce Noyola y Pérez Avalos, 2002).
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6.4.1. Celulasas

El sistema enzimatico de las celulasas consta de tres componentes principales. El modo

de accion de cada uno de ellos estd bien definido:

Endoglucanasas: Producen escisiones al azar de la cadena de celulosa, dando como

productos glucosa, celobiosa y celotriosa

Exoglucanasas: Atacan por el extremo no reductor de la cadena de celulosa, generando

celobiosa como producto primario
Celobiasas: Hidrolizan la celobiosa, produciendo glucosa.

Estas enzimas actian sinérgicamente para hidrolizar la celulosa (Figura 6.4); las en-
doglucanasas generan nuevos puntos de acceso para las exoglucanasas, mientras las celo-
biasas eliminan la celobiosa, evitando la inhibicién por productos para las glucanasas
(Alvira et al., 2011). La accién hidrolitica de las celulasas puede describirse como un

proceso en dos etapas:

Primera etapa: Conversién de celulosa a celobiosa por la accién sinérgica de endo- y

exo- glucanasas, que son fuertemente adsorbidas en la superficie de la celulosa sélida
Segunda etapa: Conversién de celobiosa a glucosa por la celobiasa, en la fase acuosa

Cuando la exoglucanasa actia sola, puede tener lugar una fuerte competencia entre
la unién enzima-sustrato y enzima-producto, ya que se conoce que esta enzima sufre una
fuerte inhibicién competitiva por la celobiosa. Por tanto, una cantidad elevada de celobiasa
ayudaria a evitar la inhibicién de la exo-enzima (Lézaro Belanche y Arauzo Pérez, 1994).
Asimismo, anadir un tensoactivo mejora la solubilizacion de la celulosa, facilitando asi la
accion de las glucanasas. Otra posibilidad es llevar a cabo una prehidrolisis dcida, seguida

de hidrolisis enzimatica.

6.4.2. Xilanasas

Las xilanas son heteropolisacaridos y su degradacién total para producir xilosa y
arabinosa se lleva a cabo, como en la celulosa, por un grupo de enzimas que participan

en conjunto (Ponce Noyola y Pérez Avalos, 2002). Las més conocidas son:
Endoxilanasas: Rompen al azar los enlaces glicosidicos de la cadena principal.
Arabinofuranosidasa: Hidroliza las cadenas laterales de arabinosa.

Acetil xilano esterasas: Liberan grupos acetatos.

Glucoronidasa: Remueve las cadenas laterales de 4cido glucorénico.
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Figura 6.4: Representacién esquematica de la hidrdlisis de celulosa. Fuente: Lynd et al.
(2002)

Xilosidasas: Hidrolizan oligosacaridos cortos, produciendo xilosa

6.4.3. Sacarificacion de polisacaridos

De los nueve cocteles enziméaticos analizados en el presente proyecto, se determind
que ninguno presenta niveles elevados para las tres actividades enzimaticas cuantificadas
(figuras 5.3, 5.4 y 5.5).

Esto ocurre porque la composicién de sustratos para los que fueron diseniados los
cocteles comerciales es distinta a la del bagazo de agave, y por consiguiente habra cocteles
que hidrolicen de manera eficiente las diferentes fracciones que componen al bagazo.

Debido a lo anterior, se decidi6 que serd mas adecuado utilizar una mezcla de cocteles
enzimdaticos que actiien en conjunto para hidrolizar més eficientemente los polisacaridos
presentes en el bagazo de agave, por lo que sera necesario estudiar por separado la hidréli-
sis de celulosa y la de hemicelulosa. Durante el presente proyecto se analizd inicamente

la hidrolisis de celulosa , dejando la hidrolisis de hemicelulosa como trabajo posterior.

6.4.4. Celluzyme BL

Se determiné que el coctel mas adecuado para la hidrélisis de la celulosa presente en
el bagazo de agave fue el denominado “Celluzyme BL” (ver figuras 5.3 y 5.4). Se trata
de un coctel de celulasas sumamente activo y de produccién nacional, por lo que ofrece

numerosas ventajas.
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Estabilidad enzimaéatica

La principal restriccién del uso de enzimas como biocatalizadores de proceso radica
en su inherente labilidad derivada de su compleja estructura molecular.

La estabilidad de una enzima puede definirse como la capacidad de retener su actividad
en una condicién ambiental determinada. Puesto que la estructura proteica es la que
determina la actividad enzimatica, cualquier causa que perturbe esta estructura puede
llevar a una pérdida de actividad. Son particularmente importantes la temperatura y la
presencia de compuestos quimicos inactivantes.

Aunque el rango general de temperaturas adecuadas para las reacciones enzimaticas es
muy estrecho, los cambios ligeros suelen tener una considerable influencia. Al aumentar la
temperatura, la velocidad de reaccién aumenta. Como regla general para muchas enzimas,
dada la disminucién de la energfa de activacién, un incremento de 10 °C duplica la
velocidad de reaccién. Sin embargo, el mismo aumento de temperatura acelera también
la inactivacion de la enzima por desnaturalizacion térmica.

Para muchas enzimas la regién de inactivacién térmica estd muy préxima a la tempe-
ratura 6ptima de actividad. Por esta razén, es de suma importancia conocer el intervalo
de temperatura que garantice velocidades elevadas, pero sin comprometer la estabilidad
de la enzima.

En la literatura, la informacion detallada sobre el coctel “Celluzyme BL” es escasa, por
lo que se opté por realizar un estudio de estabilidad térmica para el mismo (Figura 5.6),
en el que se determind que este coctel presenta una estabilidad térmica méxima a 30 °C.

Por otro lado, a pesar de que por encima de los 30 °C la enzima pierde cierta ac-
tividad, predomina el aumento en la rapidez de sacarificacién obtenido al incrementar la

temperatura 10 °C. Por esta razén, la sacarificacién se llevé a cabo a 40 °C.

6.5. Isotermas de desorcion de humedad

Se construyeron isotermas de desorciéon de humedad para bagazo de agave pretratado
a diferentes condiciones. Como se puede observar en las figuras 5.7 y 5.8, existen cambios
importantes a concentraciones de agua menores a 30 %. Sin embargo, estos cambios no
son suficientemente apreciables, dificultando determinarlos adecuadamente mediante el
método utilizado en el presente proyecto.

Debido a lo anterior, serd necesario realizar estudios posteriores con equipos de mayor
precisién para poder determinar de manera cuantitativa el efecto del pretratamiento sobre

la porosidad del bagazo de agave.
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6.6. Sacarificacion de celulosa

La celulosa presente en el bagazo de agave se sacarificé con un rendimiento superior
al minimo deseado (50 %), por lo que se puede concluir que el pretratamiento mediante

la explosion de diéxido de carbono supercritico es factible.

6.6.1. Ciclos de pretratamiento

Resulta evidente que a mayor nimero de explosiones, el pretratamiento serd mas drés-
tico, y por consiguiente se obtendrd un mejor rendimiento en la sacarificacién (figuras 5.9
y 5.10). No obstante, esto deja de ser viable a partir del tercer ciclo.

Lo mas probable es que esto ocurra debido a que existen factores, como la estabilidad
inherente de la celulosa, que no se ven afectados por el niimero de ciclos de pretratamiento.
Por esta razén, los dafios fisicos causados al bagazo de agave s6lo pueden mejorar el
rendimiento hasta cierto limite, y el efecto de cada ciclo de pretratamiento es menor que

el del anterior.

6.6.2. Tamano de particula

Se puede intuir que, entre mas pequenas sean las particulas a sacarificar, la hidrdli-
sis enzimadtica serd maés eficaz, lo cual se corrobora con los resultados mostrados en las
figuras 5.11 y 5.12.

FEl tamafio de particula es una variable de suma importancia, ya que ejerce efecto

sobre dos fenémenos que se dan sobre la superficie de las particulas del bagazo de agave:

Sacarificacion: Por tratarse de hidrélisis enizmatica de un sustrato insoluble, se requiere
que la celulasa migre desde la fase supercritica (CO2) hacia la superficie de las

particulas de bagazo de agave.

Deslignificacion: De manera similar, para extraer la lignina presente en el bagazo se
requiere que esta se difunda desde la fase sélida (bagazo de agave) hacia la fase

supercritica y el cosolvente.

Estos fenémenos son determinantes en el pretratamiento del bagazo, y es por esto
que, a menor tamafno de particula, mayor serd la superficie de bagazo disponible, y la

sacarificacion serd mas eficiente.

6.6.3. Presion de pretratamiento

Dada la naturaleza de la explosién de diéxido de carbono supercritico (SC-CO2-E), es

de esperarse la presion ejerza un efecto favorable en el grado de sacarificacion de las fibras;
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pero no asi en el nivel de deslignificacion. Esto se confirma con los resultados mostrados
en las figuras 5.13 y 5.14.

La razén de esto es que, al incrementar la presion, la caida de esta serd mayor al abrir
la valvula del reactor. Esto genera un pretratamiento mas severo, lo que ocasiona mayores
dafios al bagazo, y por consiguiente un mayor rendimiento en la sacarificaciéon.

Por otro lado, la presién es un factor puramente fisico que no afecta en gran medida
la extraccién de la lignina, y es por esto que la coloracién roja es similar en las fotografias
de la Figura 5.13.

6.6.4. Humedad de pretratamiento

Se determiné que la humedad dentro del reactor influye de manera importante so-
bre el nivel de deslignificacién (Figura 5.15), y un menor efecto en el rendimiento de
sacarificacién (Figura 5.16).

Esto ocurre debido a que la cantidad de agua en el reactor no altera de manera impor-
tante los dafios fisicos al bagazo de agave causados por el pretratamiento. Sin embargo,
permite extraer con mayor facilidad los fragmentos de lignina presentes en el material,
dejando las fibras de polisacaridos menos protegidas ante el ataque enzimatico de las

celulasas.

6.6.5. Concentraciéon de [bmim]|Cl

De manera similar, y por las mismas razones que en el caso de la humedad, la concen-
tracién de este liquido i6nico ejerce un mayor efecto sobre la deslignificacion que sobre el
rendimiento de la sacarificacion (Figura 5.17).

Por otra parte, en la Figura 5.18 se observa un punto maximo de sacarificaciéon a una
proporcién de 1 g de LI por cada 4 g de bagazo, mas alla del cual el rendimiento decae
notablemente.

Lo anterior ocurre debido a que los LIs tienden a presentar un efecto inhibidor en las

celulasas, y por esta razon se debe evitar utilizarlos en concentraciones elevadas.

6.6.6. Tiempo de residencia

El principal efecto de esta variable de pretratamiento es sobre el nivel de deslignifi-
cacion, como puede observarse en la Figura 5.19.
Por otro lado, el efecto sobre el rendimiento de la sacarificacién, mostrado en la Figu-

ra 5.20, puede explicarse debido a que dentro del reactor ocurren dos fenémenos diferentes:

Extraccién de compuestos derivados de la lignina, lo que facilita la hidrolisis de los

polisacaridos y por consiguiente incrementa la sacarificacion final.
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Degradacion térmica de los carbohidratos, ocasionando una pérdida de aztcares reduc-

tores potenciales y reduciendo la sacarificacién final.

Conociendo esto, se puede explicar la diferencia de comportamiento que presentan los

dos tipos de pretratamiento estudiados (Figura 5.20):

Sin LI: El cosolvente en este caso agua pura, la cual tiene poca capacidad de extraer los
compuestos derivados de la lignina. Por esta razon, predomina la degradacion térmi-
ca de los carbohidratos, ocasionando que la sacarificacién disminuya al incrementar

el tiempo de residencia.

Con LI: Durante las primeras tres horas, predomina la extraccién de los compuestos
derivados de la lignina, dejando la celulosa mas expuesta a la hidrélisis enzimatica,
y por consiguiente incrementando la sacarificacién. Sin embargo, después de tres
horas de pretratamiento, el fenémeno predominante es la degradacién térmica de los

carbohidratos, provocando una reduccién en el rendimiento a partir de ese momento.

6.6.7. Temperatura de pretratamiento

Se determiné que la temperatura dentro del reactor no influye de manera notoria sobre
el nivel de deslignificacién (Figura 5.21), lo cual era de esperarse, puesto que no es un
factor determinante en el proceso de extraccién. Por el contrario, la importancia que tiene
esta variable sobre el rendimiento de la sacarificacion es evidente, como se muestra en la
Figura 5.22.

Asimismo, se puede observar (Figura 5.22) que se alcanza un rendimiento méximo de
sacarificaciéon a una temperatura de 160 °C. Por arriba de este valor, los carbohidratos
se degradan por calor, reduciendo drasticamente el rendimiento.

Del mismo modo, se puede notar que el efecto de la temperatura por debajo de
160 °C es diferente para cada serie de experimentos, siendo crucial para el caso de bagazo
seco, pero no tan determinante para el bagazo empapado.

De manera similar, se confirma también el efecto de la humedad del bagazo sobre el
pretratamiento, siendo este més eficiente a mayor contenido de agua. Sin embargo, este
efecto disminuye a medida que se acerca a la temperatura 6ptima, alcanzando casi el
mismo rendimiento a 160 °C independientemente del cosolvente, confirmando que no es
necesario utilizar el liquido iénico.

Debido a lo anterior, el pretratamiento adquiere un caracter versatil; es decir, depen-
diendo de los recursos disponibles, es posible aumentar el rendimiento ya sea mediante
la adicién de agua, de otro cosolvente, o bien incrementando la temperatura de pre-

tratamiento.
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Por estas razones, se determiné que la temperatura de pretratamiento, tentativamente,
serd de 160 °C. No obstante, dependiendo de las condiciones, puede reducirse si se consid-

era mas factible compensar la disminucién del rendimiento utilizando algin cosolvente.

6.6.8. Pretratamiento e hidrdlisis simultaneos

En este proyecto se propone también la opcién de realizar simultdneamente el proceso
de pretratamiento de lignocelulosa y el de hidrélisis de celulosa. Esto reduce apreciable-
mente el tiempo requerido para el proceso global.

Se debe considerar que usualmente se requieren temperaturas de pretratamiento supe-
riores a las que soportan las enzimas convencionales. Sin embargo, se pueden emplear enzi-
mas provenientes de organismos extreméfilos (extremozimas). Estas muestran actividad y
estabilidad a temperaturas extremas, actividades de agua bajas y presiones hidrostaticas
elevadas. (Adams y Kelly, 1998; Sellek y Chaudhuri, 1999; Unsworth et al., 2007)

Conociendo el rango de estabilidad del coctel enzimatico utilizado, resulta evidente
que el pretratamiento con sacarificacién simultdnea (explosién con enzima) no se puede
llevar a cabo a la misma temperatura que el pretratamiento ordinario, ya que es demasiado
elevada para las enzimas.

Debido a esto, se llevaron a cabo explosiones con enzima a diferentes temperaturas,
con la finalidad de determinar la mejor temperatura para el pretratamiento con sacarifi-
cacién simultdnea. Se determind que, de la misma manera que para la sacarificacién, la
temperatura mas adecuada para llevar a cabo la explosiéon con enzima es de 40 °C.

Por otro lado, es importante destacar que el rendimiento alcanzado mediante este
método a 40 °C durante 24 horas es muy similar al obtenido sacarificando a 50 °C durante
72 horas. Teniendo esto en cuenta, se puede concluir que existen dos tipos adecuados de
operacion: uno mediante la sacarificacion después del pretratamiento, y el otro llevando
a cabo los dos procesos simultdneamente.

En ambos casos se alcanza un porcentaje de sacarificacién cercano al 60 %, por lo que

el tipo de operacion elegido dependera del equipo con el que se disponga.

6.6.9. Pretratamiento y acciéon enzimatica 6ptimos

La finalidad de esta serie de experimentos fue determinar si es posible superar el 60 %
de rendimiento en la sacarificacién utilizando explosiones sucesivas. En la Figura 5.24 se
muestra que esto no es posible. No obstante, en estos resultados se puede observar lo

siguiente:

Pretratamiento: El liquido i6nico reduce la sacarificacién. Por otro lado, la mayor parte

de la hidrdlisis ocurre durante las primeras 24 horas, por lo que el tiempo de sacar-
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ificacién elegido (72 horas); puede reducirse en funcién de la eficiencia global.

Explosiéon con enzima: Se confirma que el liquido i6nico reduce la sacarificacién, muy
probablemente debido a que inhibe a las celulasas. Por otro lado, en este caso es

suficiente un tiempo de residencia de 24 horas.

Pretratamiento - explosién con enzima: Por lo general, las celulasas trabajan mas
adecuadamente en soluciones diluidas, pero en este caso, y en el rango de concen-

traciones estudiado, ocurre lo contrario.

De manera adicional, se pueden hacer otras observaciones importantes. La Figura 6.5
muestra parte de los resultados de la Figura 5.24, ordenados de tal manera que se puede

notar lo siguiente:

= El rendimiento alcanzado en el pretratamiento y en la explosion con enzima a un

tiempo de residencia de 24 horas es muy similar.

= En el pretratamiento, el incremento del tiempo de residencia hasta 72 horas aumenta

de manera apreciable el porcentaje de sacarificacion.

= En la explosién con enzima, al triplicar el tiempo de residencia no se genera un

incremento considerable en rendimiento obtenido.

El comportamiento anterior se puede atribuir a que, de la celulosa hidrolizable por este
método, existe una fraccion amorfa y otra cristalina. Esta tltima presenta una estructura
mas cerrada, y por consiguiente es mas dificil de hidrolizar.

Conociendo esto, lo mas probable es que un tiempo de residencia de 24 horas sea
suficiente para sacarificar la fraccién amorfa de la celulosa en cualquiera de los dos tipos
de operacién. Sin embargo, la fraccién cristalina, que es mucho mas estable, requiere
condiciones més drésticas para hidrolizarse, como las del pretratamiento a 160 °C durante
72 horas.
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Figura 6.5: Operaciones en condiciones 6ptimas
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Conclusiones

1. Teniendo en cuenta el rendimiento de azicares reductores alcanzado (~ 60%), se

puede concluir que la explosién de diéxido de carbono supercritico (SC-CO2-E) es,

en efecto, un método de pretratamiento viable para la obtencién de etanol a partir

de residuos lignocelulésicos.

2. El coctel enziméatico comercial mas adecuado para la sacarificacién de la celulosa

presente en los residuos lignocelulésicos es el llamado “Celluzyme BL”. Queda por

determinar con mayor precision el coctel mas adecuado para sacarificar la hemicelu-

losa, pero tentativamente serd el coctel “Cellic HTec2”, o el coctel “Accelerase XC”.

3. Se encontraron dos tipos de operacién diferentes para la SC-CO2-E, y las condiciones

de operacién determinadas para cada uno fueron:

Pretratamiento:

Ciclos de operacion: 1

Tamafo de particula: Minimo

Cosolvente: Agua pura en relacién agua:bagazo de 1:1

Expansién: Inmediatamente después de alcanzar la temperatura deseada
Presién: Maxima

Temperatura: 160 °C

Explosién con enzima:

Ciclos de operacion: 1

Tamano de particula: Minimo

Cosolvente: Buffer de citrato 0.05 M pH 4.8 en relaciéon 1:1 con el bagazo
Enzima: “Celluzyme BL” a 10 FPU por gramo de celulosa

Expansién: 24 horas después de alcanzar la temperatura deseada
Presién: Maxima

Temperatura: 40 °C
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Capitulo 7

Trabajo posterior

7.1. Continuacién al proyecto

7.1.1. Isotermas de desorcién de humedad

Realizar las isotermas de desorciéon de humedad realizando las mediciones con equipos
de mayor precisién, de manera que sea posible determinar adecuadamente el efecto del
pretratamiento en la estructura morfologica, superficie especifica, porosidad, y otras

propiedades del bagazo de agave.

7.1.2. Modelo cinético

Llevar a cabo un estudio cinético de la hidrélisis enzimética del bagazo, con la finalidad
de determinar con mayor precision y confiabilidad la temperatura y el tiempo de residencia
maés adecuados para la sacarificacién del material.

El desarrollo de un modelo cinético confiable para la hidrélisis enzimatica de la celulosa
es 1til para el entendimiento de su mecanismo y el subsecuente disefio de reactores.

Los materiales celulésicos estan compuestos por una fraccion cristalina altamente or-
denada y una fraccién amorfa permeable. En algunos casos se considera esta multiplicidad
de la estructura de la celulosa y en otros se asume que es un material homogéneo.

En lo referente a la accién de la enzima sobre el sustrato, en algunos casos se consid-
eran los tres componentes del sistema de las celulasas (endoglucanasas, exoglucanasas y
celobiasas). Sin embargo, puesto que los comportamientos cinéticos de los tres tipos de
enzimas son diferentes y no son completamente entendidos, se sugirié emplear modelos
simplificados, asumiendo que el sistema de celulasas se puede representar cuantitativa-

mente como si fuera una sola enzima (Dutta, 2008).
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A continuacién se muestra un modelo cinético empleado frecuentemente para la hidréli-

sis enzimatica de la celulosa, basado en las siguientes suposiciones:

1. El material celuldsico (Sg) estd compuesto por celulosa amorfa (S,), celulosa cristali-
na (S¢) y material no hidrolizable (Sy), y sus velocidades de degradacién son difer-

entes.

2. El sistema de celulasas puede ser representado cuantitativamente por una enzi-
ma (E).

3. La enzima primero se adsorbe en la superficie de la celulosa (E*), y posteriormente
se forma el complejo enzima-sustrato (E*S). Finalmente se hidroliza el sustrato y

se libera el producto y la enzima.
4. Los productos (P), glucosa y celobiosa, inhiben la enzima competitivamente.

El mecanismo de reaccién, basado en las suposiciones anteriores, se puede escribir

como sigue:
ka,
E =% E* (7.1)
kq
* Kia, o Ksa 1k
E +Sak:\Ea*>E +P (7.2)
2a
* Kic, o kic
EX+Sc=—E; = E"+P (7.3)
kac
* Kin *
E*+Sp —E} (7.4)
k2n
k
E+P=2FE, (7.5)
kap

La adsorcién de la enzima (ecuacién 7.1) puede ser descrita como una isoterma de

adsorciéon de Langmuir:
BT Ke[E]

B 1+ KelE) (7.6)

Donde [E} ] representa la concentracién maxima de enzima adsorbida y K la constante
de adsorcién. A bajas concentraciones de enzima (K¢[E] << 1), la ecuacién 7.6 se reduce
a

[E"] = Ke[Ej,

max

J[E] = Kq[E] (7.7)

Realizando un balance de materia diferencial para el producto, empleando las ecua-
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ciones 7.2 y 7.3, se tiene:
d[P]
dt

Se asume que la cantidad total de enzima es constante:

= kSa [E;] + k3C [E:}

[Eo] = [E] + [E*] + [E3] + [E¢] + [E4] + [Ep]

(7.8)

(7.9)

Para obtener una expresién para la velocidad de reaccién, se emplea la aproximacion

de estados estacionarios, en la que se asume que el cambio de la concentracién de los

intermediarios es despreciable. De esta manera se obtiene:

d[E7]
dt

= kla[E*] [Sa] - (k2a + k3a)[E;] ~0

d[EX]

C

dt = klc[E*][Sc] - (kQC + k3c>[Eé] ~0

d[E7]
dt

= kln[E*][Sn] - k2n [E;] ~ O

d[Ep]
dt

De la ecuacién 7.10 se obtiene:

= kip[E][P] - kop[Ep] ~ 0

[E3] = Kia[E*}
De manera analoga, de la ecuacién 7.11:
[Sc]
[B2] = S )
C
De la ecuacién 7.12 se obtiene: S0l
E* _ -l E*
B = )
Y de la ecuacién 7.13: P
[Bp] = E[E]
Donde:
koa +k3a koc + ke kon k2p
Ka=———">" , Kc.= , Kn=—"— , Kp,=—
N kia ¢ kic " kin P klp
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(7.11)

(7.12)

(7.13)

(7.14)

(7.15)

(7.16)

(7.17)



Sustituyendo las ecuaciones 7.14 y 7.15 en la ecuacién 7.8 se obtiene:

W (20l + s ) 7 (1.5

Por otro lado, sustituyendo las ecuaciones 7.7, 7.14, 7.15, 7.16 y 7.17 en la ecuacién 7.9:

[EY] = (ol (7.19)

[Sal  [Sc] | [Sn] [P]
1+Ka+KC+Kn+Kd<1+Kp>

Sustituyendo la ecuacién 7.19 en la 7.18, se obtiene:

k3a k3c
d[P] (Ka[sa] + KC[SC]> [EO]
= (7.20)

dt
1+iz]+ii]+§rj+1;<1+z>

Se definen las siguientes variables:

Se) IS - I |
Sd+B5d T S+t B

¢ =

Finalmente, sustituyendo esto en la ecuacién 7.20 se obtiene:

ks, k3c
) R s
) (7.21)

dt -
1+1<1+[ﬂ>+ <1K¢+If>( )+Kl (]

Ky Kp
Esta ecuacion general se puede simplificar para velocidades iniciales sustituyendo:

[S]=1[So ., [P]=0 , ¢=2@

k3a k3c
d[P] —(1-®)+ K —@ | (1-7)[Eo][So]

dt

(7.22)
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Que puede simplificarse mds empleando celulosa pura como sustrato (y = 0):

<k3a(1 - @)+ kSC‘I’> [Eo][So]

Pl K e (7.23)
de |, L EEL I A '
+K—d+ K. +K—C [Sol

La ecuacién 7.23 puede ser simplificada a una ecuaciéon de Michaelis-Menten como:

d[P]
dt

_ rg?ax[SO]
t=0 Kf\t/lij[SO]

(7.24)

Donde ribax v Ki}f representan la rapidez méxima y constante de Michaelis aparentes,

respectivamente. Las cuales equivalen a:

kg [Eo] !
—— +kger— .
§ 3a K, BCKC 0 . 1_|_Kd
rn?ax: ) Kl\/lfzi
1-® [ 1-® )
K. K K. K

7.2. Xilanasas

Realizar un estudio similar al de las celulasas para el caso de las xilanasas més efi-
cientes, como por ejemplo el coctel llamado “Cellic HTec2”, o el “Accelerase XC”. De esta
manera serd posible utilizar una mezcla de celulasas y xilanasas para el pretratamiento
de material lignoceluldsico.

Finalmente, esto permitira aprovechar al maximo los carbohidratos presentes en el

bagazo de agave, asi como en otras fuentes potenciales de bioetanol de segunda generacion.

7.3. Recomendaciones

7.3.1. Reciclaje de residuos sélidos

Cerca de 40 % de los desechos sélidos a nivel global puede ser atribuido al papel, del
cual se puede recuperar alrededor del 20 % de azticares reductores fermentables (Marcano
et al., 2010). Aprovecharlos representaria una produccién considerable de biocombustible;

al tiempo que se reduce la cantidad de contaminantes sélidos.
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7.3.2. Bioprocesamiento consolidado (Lynd et al., 2002)

En términos generales, cuatro eventos mediados biolégicamente ocurren en el tran-
scurso de la conversién de biomasa celulésica en combustibles y otros productos de valor

agregado.
1. Produccién de celulasas
2. Hidroélisis de celulosa y otros polisacaridos insolubles
3. Fermentacion de productos solubles de la hidrolisis de celulosa
4. Fermentacion de productos solubles de la hidrolisis de hemicelulosa

Los procesos de produccién de dichos productos a partir de biomasa celuldsica se
pueden categorizar con base en el grado de consolidacion de estos eventos. Como se
muestra en la Figura 7.1, la hidrélisis y fermentacién por separado (SHF) involucra cuatro
pasos separados y cuatro diferentes biocatalizadores. La sacarificacién y fermentacién
simultdneas (SSF) consolidan la hidrélisis de celulosa y la fermentacién de sus productos
en un mismo proceso, siendo la produccién de celulasas y fermentacién de los productos de
la hidrolisis de hemicelulosa dos procesos adicionales. La sacarificaciéon y cofermentacion
simultdneas (SSCF) se lleva a cabo en dos pasos: siendo el primero la produccién de
celulasa, y el segundo en el que se hidroliza la celulosa y se fermentan los productos de
hidrélisis tanto de celulosa como de hemicelulosa. En el bioprocesamiento consolidado

(CBP), los cuatro procesos se ejecutan en una sola operacion.

Estrategia de Proceso

Evento SHF SSF SSCF CBP
v \ 4 v \ 4

il

Produccién
de Celulasas

Hidrélisis
de Celulosa

Fermentacién
de Hexosas

\{‘
R

Figura 7.1: Configuraciones de procesamiento de biomasa celulésica. Fuente: Lynd et al.
(2002)

Fermentacién
de Pentosas
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En la Figura 7.2 se muestra un ejemplo de un proceso de tratamiento de material
lignocelulésico en configuraciéon SHF; como se puede observar, en esta configuracién se

requiere un alto nimero de procesos para producir bioetanol.

Material lignocelulésico
10 - 20 % en Agua

+_I

Pretratamiento 1 Pretratamiento 2
180 - 210 °C 210 - 250 °C
. Hemicelulosa: Celulosa: P
Hidrolisis 7 .7 Hidrélisis
L Separacion de o
enzimatica |g— Sepafac'on de par —P enzimatica
de pentosas monomeros y monomeros y de hexosas
oligémeros oligémeros
Fermentacién Tratamiento de Lignina: Fermentacion
de pentosas residuos (lignina) —P» Separacion de de hexosas
a etanol > 300 °C productos disueltos a etanol
Etanol Fenoles, residuos Etanol
7-10% acidos, gases 7-10%

Figura 7.2: Tratamiento de material lignocelulésico empleando agua liquida caliente.
Fuente: Schacht et al. (2008)

Esto conlleva un elevado niimero de biorreactores, con sus costos asociados de inversién
inicial, operacion, mantenimiento, etc. Adicionalmente, la duracién de las operaciones por
separado, asi como el trayecto de un biorreactor al siguiente, elevan considerablemente el
tiempo requerido globalmente para el proceso de produccion.

Dichos costos y tiempos de operacién se pueden reducir sustancialmente al disminuir
el nimero de operaciones. Potencialmente, esto representa una de las principales ventajas
que ofrece el bioprocesamiento consolidado, y es por esta razén que su desarrollo ha

recibido una notable atencién recientemente por parte de investigadores e inversionistas.

Desarrollo

Para el bioprocesamiento consolidado se requiere un cultivo microbiano que combine

las propiedades relativas tanto al uso del sustrato como a la formacion del producto. Las
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propiedades deseables incluyen:

Para el uso del sustrato: La produccion de un sistema enziméatico hidrolitico que per-
mita ritmos elevados de hidrélisis y uso de sus productos bajo condiciones anaerobias

con un medio de crecimiento practico.
Para la formacion del producto: Alta selectividad y concentraciéon del producto.

Sin embargo, un cultivo celulolitico con esta combinaciéon de propiedades no se ha
descrito atn. El desarrollo de microorganismos para la conversion de celulosa via CBP

puede ser buscado de acuerdo a dos estrategias:

Nativa: Implica el uso de microorganismos celuloliticos existentes en la naturaleza con la
finalidad de mejorar las propiedades relativas a los productos, como el rendimiento

y la tolerancia.

Recombinante: Implica la ingenieria de microorganismos no celuloliticos que exhiban
rendimientos y tolerancias elevados, permitiéndoles utilizar la celulosa como sustrato

empleando un sistema de celulasas heterélogo.

Asimismo, las dos estrategias presentadas anteriormente se han aplicado exitosamente
a la conversion de xilosa. El desarrollo de microorganismos capaces de convertir xilosa y
otros aztcares derivados de la hemicelulosa a etanol con rendimientos altos ha sido uno
de los avances mas significativos en los campos de conversiéon de biomasa e ingenieria
metabdlica.

Por otro lado, la consideracion de las propiedades de materias primas pretratadas
sugiere que no se requiere necesariamente que los organismos usados en el CBP posean
un sistema enzimético especifico para la hidrélisis de hemicelulosa insoluble. La capacidad
de utilizar los productos de la hidrélisis de celulosa y hemicelulosa en un mismo proceso
podria ser alcanzada mediante un cocultivo de dos organismos compatibles, uno con la
capacidad de usar celulosa y otro con la de usar pentosas. Puede esperarse que dicho
cultivo sea estable, puesto que cada organismo tendria un sustrato que no puede utilizar
el otro. Cocultivos entre microorganismos celuloliticos y que utilizan pentosas son comunes
en la naturaleza y ofrecen hidrélisis mejoradas en comparacién con las de cultivos puros.

Alternativamente, la maquinaria metabdlica para el uso de celulosa y pentosas podria
ser incorporada en un solo organismo. En este caso, la utilizaciéon simultanea de la celulosa
y las pentosas seria deseable. Esto podria ser logrado usando un enfoque molecular, dis-
enando el organismo huésped de manera que no presente represion catabdlica. El empleo
de un biorreactor también es prometedor en este contexto, permitiendo elegir condiciones
de operacién de manera que la concentracién de los productos solubles de la hidrélisis

sean mantenidos por debajo de los niveles que provocan la represién catabdlica.
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Diversos factores motivan el desarrollo de microorganismos que posean las propiedades
requeridas para la implementacion del CBP a escala industrial. Los ahorros primarios
anticipados para el CBP comparados con otros procesos resultan de la eliminacion de
los costos asociados con el paso de proceso dedicado a la produccién de celulasas. Otros
beneficios importantes incluyen los altos rendimientos, altas velocidades y estabilidad
mejorada de cultivos y cepas.

Sin embargo, estos beneficios siguen siendo inciertos. Los rendimientos elevados de
productos de fermentacién podrian ser alcanzados debido a la ausencia de metabolismo
oxidativo en la configuracién del CBP. Las velocidades altas podrian ser logradas medi-

ante:
= Disponibilidad de toda la materia prima para las celulasas en el CBP

= Posibilidad de usar celulasas complejas de alta especificidad y actividad en organ-

ismos desarrollados para el CBP
= Sinergia célula-celulasa

La estabilidad mejorada de los cultivos puede resultar para el CBP, puesto que se
espera que las bacterias celuloliticas adherentes empleadas desplacen diversos contami-
nantes por productos de la hidrélisis de celulosa. Asimismo, la presién selectiva podria
mantener o mejorar la velocidad de hidrélisis en una configuracién de CBP. Adicional-
mente, se debe apreciar que el CBP es en principio aplicable en la produccién de cualquier
producto de fermentacion obtenido a partir de biomasa celulésica.

No obstante, la factibilidad del CBP sera completamente establecida tinicamente cuan-
do un microorganismo o consorcio microbiano que satisfaga los requerimientos discutidos
anteriormente sea desarrollado. A falta de esta demostracién definitiva, el andlisis de
viabilidad del CBP puede ser aproximado, ya sea considerando datos de anaerobios celu-

loliticos naturales, o empleando modelos cuantitativos.

7.3.3. Otros biocombustibles (Somerville, 2007)

El etanol no es un combustible ideal en algunos aspectos, y puede no ser el principal
biocombustible en 25 afios. El mayor problema es su miscibilidad con el agua, que impone
un costo energético para la destilacion, crea problemas en el transporte del combustible
por tuberias, y conduce a la intoxicacion de los microorganismos que lo producen. Por lo
tanto, existe interés en el desarrollo de biocombustibles que sean mas hidrofébicos y que

se separen espontaneamente de la fase acuosa.
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Aunque el butanol es téxico a concentraciones bajas, es un biocombustible promisorio
en otros aspectos. Se deshidrata espontdneamente en torno al 9% en solucién, tiene muy
baja presiéon de vapor y un calor latente similar al del octano, de modo que la oxigenacién
a baja temperatura no es probleméatica. Es importante destacar que, cuando se anaden
pequenas cantidades de butanol al etanol, se disminuye la presién de vapor, reduciendo
el riesgo de explosiones durante la manipulacién del combustible.

Recientemente, diferentes companias han anunciado planes para producir butanol por
fermentacién de los azucares de la remolacha azucarera en Inglaterra. Ademads, se ha re-
portado que algunos microorganismos secretan alcanos, lo que sugiere el posible desarrollo
de otros tipos de biocombustibles con propiedades fisicas similares a los combustibles de
uso actual.

Por otro lado, una ruta diferente al biodiésel implica la conversién térmica de la
biomasa en un gas enriquecido en CO y Hs. Este gas de sintesis se puede convertir en
combustible diésel de alta calidad utilizando el proceso de Fischer-Tropsch desarrollado en
Alemania en la década de 1920. Sin embargo, el rendimiento del combustible es inicamente
de unos 40 galones por tonelada de biomasa. Por lo tanto, este enfoque hace un uso menos
eficiente de la biomasa que el de la fermentacion a etanol, y el balance energético neto es

incierto.
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Apéndice A

Tablas de resultados

Tabla A.1: Caracterizacién del bagazo de agave

Componente Fracciéon

Celulosa 0.3536
Hemicelulosa 0.18010
Lignina 0.19255
Extraibles 0.19679
Minerales 0.07694

Tabla A.2: Determinaciones de concentracién de proteina

Coctel Enzimatico Concentracién (mg/mL)

Accelerase 1500 68.26
Accelerase XC 21.72
Advanced Enzyme 6.150
Cellic CTec2 142.71
Cellic HTec2 133.72
Celluclast 25.03
Celluzyme BL 117.99
Celluzyme XB 105.96
Viscozyme 118.55
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Tabla A.3: Determinaciones de actividad de celulasa

Coctel Enzimatico Actividad Volumétrica Actividad Especifica

(FPU/mL) (FPU/mg)
Accelerase 1500 53.28 0.7805
Accelerase XC 20.64 0.9502
Advanced Enzyme 1.4066 0.2287
Cellic CTec2 82.65 0.5792
Cellic HTec2 12.352 0.09237
Celluclast 6.653 0.2659
Celluzyme BL 119.37 1.0117
Celluzyme XB 49.90 0.4710
Viscozyme 9.725 0.08204

Tabla A.4: Determinaciones de actividad de endoglucanasa

Coctel Enzimatico Actividad Volumétrica Actividad Especifica

(CMC/mL) (CMC/mg)
Accelerase 1500 1490.2 21.83
Accelerase XC 712.1 32.78
Advanced Enzyme 281.5 45.78
Cellic CTec2 2711 19.000
Cellic HTec2 7.708 0.05764
Celluclast 197.31 7.884
Celluzyme BL 3051 25.86
Celluzyme XB 422.5 3.988
Viscozyme 64.10 0.5407

Tabla A.5: Determinaciones de actividad de xilanasa

Coctel Enzimatico Actividad Volumétrica Actividad Especifica

(nkat/mL) (nkat/mg)
Accelerase 1500 1653.7 24.23
Accelerase XC 40160 1848.9
Advanced Enzyme 2265 368.2
Cellic CTec2 58560 410.4
Cellic HTec2 91020 680.7
Celluclast 176.82 7.066
Celluzyme BL 1052.4 8.919
Celluzyme XB 47940 452.5
Viscozyme 2261 19.070
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Tabla A.6: Pruebas de estabilidad enziméatica

Temperatura (°C)

Actividad (FPU/mL)

4
30
40
50
60

129.79
143.95
119.09
64.83

15.279

Tabla A.7: Sorcién de humedad a diferentes ciclos de pretratamiento

Crudo 1 Ciclo 2 Ciclos 3 Ciclos 4 Ciclos
Xw Aw Xw aw Xw aw Xw aw Xw aw
0.03762 0.25 0.07613 0.418 0.03719 0.24 0.016501 0.171 0.02161 0.165
0.11312 0.646 0.11792 0.733 0.10616 0.666 0.03726 0.449 0.0473  0.45
0.2002 0.855 0.22 0.901 0.19361 0.862 0.06789  0.53 0.09921 0.667
0.2553 0.898 0.3074 0.948 0.2727 0.933 0.12479 0.699 0.0974 0.594
0.3197 0.937 0.3096 0.949 0.3281 0.933 0.18198 0.82 0.12136 0.679
0.3712 0.947 0.3981 0.958 0.374  0.941 0.2141 0.862 0.2088  0.883
0.4396 0.953 0.4993 0.958 0.4318 0.953  0.2424 0.926 0.2719 0.926
0.5495 0.96 0.5391 0.954 0.5345 0.953  0.2994 0.937 0.2723 0.915
0.6812 0.966 0.6115 0.959 0.5828  0.96 0.3811 0.938  0.504  0.958
0.6789 0.968 0.6796 0.953 0.6313 0.957  0.4545 0.949 0.5283 0.955
Tabla A.8: Sorcién de humedad a diferentes temperaturas de pretratamiento
60 °C 100 °C 120 °C 140 °C 160 °C
Xw aw Xw Aw Xw Aw Xw Aw Xw Aw
0.07613 0.418 0.02133 0.235 0.016321 0.398 0.015787 0.209 0.03041 0.341
0.11792 0.733 0.04437 0.526 0.03726 0.566  0.04075 0.507 0.05035 0.584
0.22 0.901 0.0693 0.602 0.07698 0.627 0.0664  0.587 0.0821 0.638
0.3074 0.948 0.19794 0.882 0.16491 0.853 0.17241 0.841 0.16903 0.878
0.3096 0.949 0.2747  0.93 0.2464 0.93 0.2775  0.938 0.3313 0.943
0.3981 0.958 0.4579 0.947  0.4715 0.955 0.4803  0.952 0.4433 0.953
0.4993  0.958
0.5391  0.954
0.6115 0.959
0.6796  0.953
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Tabla A.9: Sacarificacién a diferentes ciclos de pretratamiento

Ciclos Sacarificacién (%)

0 13.299
1 39.28
2 43.05
3 46.08
4 46.27

Tabla A.10: Sacarificacién a diferentes presiones de pretratamiento

Presién (MPa) Sacarificacién (%)

9.4 43.95
12.2 44.8
15.0 49.34

Tabla A.11: Sacarificacién a diferentes tamanos de particula

Numero de Malla Sacarificacion (%)

40 31.63
50 44.25
60 52.48

Tabla A.12: Sacarificacion a diferentes cosolventes de pretratamiento

agua/bagazo Sacarificacién (%) LI/bagazo Sacarificacién (%)

0 36.1 0 37.88
0.5 40.2 0.1022 44.7
1 44.8 0.242 49.53
2 47.24 0.5135 26

Tabla A.13: Sacarificacién a diferentes tiempos de residencia

Tiempo Sacarificacion (%)

(h) Sin LI Con LI

0 49.93 40.99
0.5 49.93 49.53
1 49.93 51.97
3 46.29 57.28
6 40.68 53.82
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Tabla A.14: Sacarificacién a diferentes temperaturas de pretratamiento

Seco Humedo Empapado Con LI
T (°C) Sac (%) T (°C) Sac (%) T (°C) Sac (%) T (°C) Sac (%)
102 20.54 80 17.729 86 45.39 85 34.7
123 34.38 122 44.8 123 48.23 121 49.53
144 39.5 167 51.64 163 53.4 160 56.17
165 52.95 178 37.88 183 37.29
182 34.68

Tabla A.15: Explosiones con enzima a diferentes temperaturas

Temperatura (°C) Sacarificacién (%)

40
50
60
80

58.48

30.49

3.977
0.3487

Tabla A.16: Operaciones en condiciones éptimas

Tipo de

Operaciéon

Sacarificacién (%)

a b c

Pretratamiento (P)

99.39 48.68 52.38

Explosién con Enzima (EE) 47.95 32.75 49.52

P-EE

62.09 52.05 42.12
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