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RESUMEN

El problema actual y creciente relacionado con la generacién de emisiones de
gases de efecto invernadero y la reduccion de los mismos, ha obligado a la
humanidad a tomar rutas alternas para su disminucién, como la produccion de
biocombustibles. “Los biocombustibles son materiales capaces de liberar energia,
obtenidos de la biomasa, o0 bien de materia organica proveniente de actividades
como la agricola, pecuaria, silvicola, acuacultura, algacultura, residuos de la
pesca, domésticas, comerciales, industriales, de microorganismos, y de enzimas,
asi como sus derivados; son producidos por procesos tecnoldgicos sustentables
gue cumplen con las especificaciones y normas de calidad establecidas por la
autoridad” (SAGARPA, 2013).

Es por ello que es importante el desarrollo u optimizacion de nuevas técnicas
biotecnolégicas y sustentables para la produccion de biocombustibles como el
bioetanol. Asi, la presente tesis muestra los resultados de la caracterizacion
cinética de dos diferentes cécteles enzimaticos comerciales (E9 y E10). Para ello,
se determind la actividad enzimatica de cada coéctel en funcion de variables como
la temperatura y pH, asi como la determinacion de la resistencia a la inactivacion
térmica y en presencia de inhibidores con el objeto de realizar una hidrélisis mas

eficiente y que involucre un menor costo en su uso.

De los ensayos realizados modificando todas las variables antes mencionadas, se
busca obtener las condiciones experimentales en donde exista la mayor actividad
enzimatica para cada caso. A partir de ello, se empleara cada céctel enzimatico en
el intervalo adecuado, tanto de pH como de temperatura, para que esos valores
gueden registrados y puedan ser empleados en el tratamiento de diferentes

materiales lignoceluldsicos.

Se determinaron las actividades enziméticas de celulasas, endocelulasas,
exocelulasas, pB-glucosidasas y xilanasas para ambos cocteles, obteniendo
actividades mas altas para el coctel enzimatico E9 comparandolo con el coctel

enzimatico E10.



INTRODUCCION

El bioetanol es el biocombustible mas comun, representando mas del 90% del
total de biocombustibles empleados. Los mas grandes productores a nivel mundial
de bioetanol son Brasil (con etanol a partir de cafia de azucar) y Estados Unidos
(con etanol a partir de maiz). El etanol es usado en pequefias mezclas de 5 a 10%
(v/v) con gasolina (E5, E10), aunque en Brasil, la gasolina debe contener un
minimo de 22% (v/v) de bioetanol (OECD/IEA, 2007).

Dadas las futuras tendencias del uso del bioetanol como un combustible para
transporte y su demanda para una produccién sostenible de energia, el uso de
material lignocelulésico como materia prima para la produccion limpia de etanol,
parece ser una atractiva solucion. Ademas, el bioetanol producido mediante
residuos agricolas ya existentes, evita el empleo de cultivos destinados a la

alimentacion (Singh et al, 2010).

Los materiales lignocelulésicos presentan una estructura compuesta
principalmente por tres componentes (celulosa, hemicelulosa y lignina). En los
procesos de degradacion de materiales lignoceluldésicos se pueden identificar
algunos tratamientos comunes (pretratamiento, delignificacion e hidrdlisis)
utilizados para la produccion de azUcares fermentables. Estos tratamientos
pueden ser fisicos, quimicos, enzimaticos 0 con microorganismos. Asimismo, la
factibilidad de cada tratamiento depende del consumo de energia, selectividad,

costos de procesos y velocidad de degradacion (Sanchez, 2008).

La estructura quimica, el grado de entrecruzamiento de los componentes que
forman los materiales lignocelulésicos y la composicion de sus elementos
principales, estan relacionadas con el material de origen del cual proceden.
Igualmente, la estructura de los materiales lignocelulésicos determina sus
propiedades mecanicas, la resistencia al ataque de microorganismos, enzimas,
agentes quimicos y establece la dificultad de degradar este tipo de materiales. Por

lo que se puede asegurar, que la naturaleza del substrato y el método de



pretratamiento usado, influye sobre la eficiencia de degradacién del material
lignoceluldsico cuando se utilizan enzimas (Singh et al, 2010).

Para la degradacion biocatalitica, existe un gran espectro de enzimas
degradadoras de polisacaridos que actian en forma compleja (pectinasas,
celulasas, oxidoreductasas y hemicelulasas). La accion de una enzima es
restringida por la accesibilidad al substrato. En el caso de las celulasas,
disminuyen su accion sobre la celulosa por la presencia de otros polisacaridos.
También es conocido que la combinacion de enzimas degradadoras de
polisacaridos actia sinergisticamente en la degradaciéon de la matriz de la pared
celular (Beldman, 1984).

La velocidad y extension de la hidrdlisis de substratos lignocelulésicos se ve
influenciada no solamente por la eficiencia de las enzimas, sino también por las
caracteristicas fisicoquimicas y morfologicas, expresadas en la heterogeneidad de
los substratos lignocelulosicos. Por esto, se hace necesaria la utilizacion de
sistemas muy selectivos (enzimas) para la degradaciéon de este tipo de materiales.
La hidrdlisis enzimatica puede ser una mejor alternativa que la hidrdlisis acida y
tiene un potencial para el desarrollo y para mejoras de tecnologias tales como la
produccion etanol a partir de biomasa que puede ser competitivo con respecto

otros combustibles (Martin y Thonson, 2007).

La naturaleza insoluble de la celulosa representa un reto para los sistemas de
celulasas. Una caracteristica general de la mayoria de las celulasas es su
estructura modular que incluye generalmente dos moédulos, uno catalitico y otro de
unién al carbohidrato (CBMs). La presencia de estos CBMs es particularmente
importante para el inicio y el posterior procesamiento de la celulosa llevado a cabo

por las exoglucanasas (Lu-Chau y Pena, 2005).

Otra caracteristica importante de las celulasas es su modo de accién sinérgico.
Los sistemas enzimaticos de celulasas presentan una actividad enzimética
colectiva mayor que la suma de las actividades individuales. Se conocen cuatro

tipos de sinergismo:



e Sinergia endo-exo entre las endoglucanasas y exoglucanasas.

e Sinergia exo-exo entre exoglucanasas que procesan a la celulosa a partir

de los extremos reductores y no reductores de la cadena de celulosa.

e Sinergia entre exoglucanasas y B-glucosidasas que remueven celobiosa

como producto final de las dos primeras enzimas.

e Sinergia intramolecular entre los dominios cataliticos y los CBMs (Lu-Chau
y Pena, 2005).

Compafiias como Genecor International® y Novozymes Biotech®, han reportado
desarrollos de tecnologias que han reducido los costos de celulasas desde 4.5
dolares por galon de etanol a 20 centavos por galon de etanol (Morreira, 2005).



1. ANTECEDENTES
1.1 BIOCOMBUSTIBLES

Los combustibles derivados del petrdleo son reservas limitadas concentradas en
ciertas regiones del mundo. ElI aumento dramatico en el precio del petréleo, la
naturaleza no renovable de los combustibles fosiles, las crecientes
preocupaciones sobre el impacto ambiental, especialmente relacionadas con las
emisiones de gases del efecto invernadero, y las consideraciones de salud y
seguridad, han obligado a investigar nuevas fuentes de energia y maneras
alternativas de alimentar al mundo de los vehiculos de motor (Bocchini, 2011).

El término biocombustible se refiere a los combustibles solidos, liquidos o
gaseosos que son producidos predominantemente a partir de materias primas
biorrenovables. Los biocombustibles liquidos son importantes para el futuro ya que
reemplazaran a los combustibles provenientes del petroleo. Los biocombustibles,
a diferencia del petréleo, no contaminan, se encuentran disponibles en diferentes
localidades, son accesibles, sustentables y son seguros, ya que se obtienen de

fuentes renovables (Demirbas, 2009).

En México, la ley en la materia, que es la Ley de Promocion y Desarrollo de los

Biocombustibles, los define de la siguiente manera:

“Combustibles obtenidos de la biomasa provenientes de materia organica de las
actividades, agricola, pecuaria, silvicola, acuacultura, algacultura, residuos de la
pesca, domésticas, comerciales, industriales, de microorganismos, y de enzimas,
asi como sus derivados, producidos, por procesos tecnolégicos sustentables que
cumplan con las especificaciones y normas de calidad establecidas por la

autoridad”.

Ejemplos de biomasa empleada para producir biocombustibles son la cafia de
azlicar y su bagazo, las plantas oleaginosas, los desechos y componentes

organicos asi como los aceites de relso (SAGARPA, 2011).



En general, los biocombustibles se dividen en tres grupos:

e Bioetanol
e Biodiesel
e Biogas

Existen globalmente dos combustibles liquidos biorrenovables para la
transportacion que pueden reemplazar a la gasolina y al diesel. Estos son el
bioetanol y el biodiesel. El bioetanol es una buena alternativa de combustible ya
gue es producido casi por completo a partir de cultivos de alimentos. El biodiesel
se ha convertido recientemente en una opcibn mas atractiva debido a los
beneficios ambientales. Se asume que el biodiesel es usado como un reemplazo
del diesel proveniente de fosiles y el bioetanol es usado como un reemplazo de la
gasolina (Demirbas, 2009).

Los dos biocombustibles mas usados en el mundo son el bioetanol y el biodiesel.
Se utilizan principalmente en los motores de vehiculos como automéviles y
camiones. El bioetanol generalmente se produce utilizando como materia prima la
cafia de azucar, los cereales y el betabel (también llamado remolacha de azucar).
El biodiesel, que puede usarse en lugar del diesel convencional, se produce a
partir de aceites vegetales o animales. Las especies mas usadas para obtener
biodiesel son la palma aceitera y la soya. El etanol representa cerca del 90% de la

produccion total de biocombustibles y el biodiesel el resto (Espinoza et al, 2009).

El biogas es una mezcla conformada principalmente por CH4 (50%-70% v/v) y CO,
(25%-40% v/v), que se genera por el proceso bioldgico de biodigestion anaerobia,
gue consta de una serie de reacciones bioquimicas en la que residuos organicos
son degradados o consumidos por un conjunto de microorganismos. La accion de
los microorganismos produce calor, mismo que se usa para mantener el proceso
en su temperatura ideal (35°C). En el proceso también se generan efluentes
liquidos y sodlidos que pueden ser utilizados como fertilizante organico (Red

Mexicana de Bioenergia, 2012).



1.1.1. VENTAJAS DEL USO DE BIOCOMBUSTIBLES

v Son renovables

Los biocombustibles son una alternativa conveniente frente a los combustibles
fosiles en primer lugar porque son renovables. Provienen de materias primas

agricolas o ganaderas, que pueden cultivarse o criarse.
v' Son mas limpios

Una de sus grandes ventajas es que son mas biodegradables que los
combustibles fésiles, por lo que son potencialmente menos dafiinos en caso de
derrames. Adicionalmente, aunque la idea esta todavia a debate, se cree que

emiten menos elementos contaminantes a la atmosfera al momento de quemarse.
v' Generan empleos

Son una alternativa para fomentar la inversion y el empleo en la agricultura y el
campo. Algunos biocombustibles pueden emplear cultivos que se dan bien en
tierras de baja productividad que actualmente estan ociosas y, ademas, beneficiar

a pequenos productores o cooperativas campesinas en condicion de pobreza.
v' Aprovechan materias tradicionalmente consideradas como desperdicio

La basura, las grasas animales o usadas y el excremento animal son materias
primas para producir biocombustibles. Ademas, para el caso de la basura y los
excrementos, su aprovechamiento evita que se emitan gases de invernadero a la

atmosfera con un alto potencial de contaminacion (SAGARPA, 2011).

1.1.2. DESVENTAJAS DEL USO DE BIOCOMBUSTIBLES

x Balance energético y de contaminacién atmosférica

Es motivo de debate qué tanta energia adicional aportan los biocombustibles; para
obtener este balance es necesario calcular cuanta energia se debi6 invertir en su

produccion, desde el diesel que consumieron los tractores empleados en su cultivo



o en la produccion de sus fertilizantes, hasta la energia consumida por la planta de

procesamiento o su transporte al lugar final de su consumo.

Aunque son mas limpios al quemarse, también hay dos posturas frente a qué tanto
contaminan los biocombustibles cuando se compara la cantidad de gases de
efecto invernadero emitida en el ciclo completo de produccién y consumo con la

gue se requiere para procesar y transportar combustibles fosiles.

Para algunos autores este balance es todavia negativo y las tecnologias de
produccion de biocombustibles necesitan mejorar mucho. Para otros, en cambio,
aunque no niegan el beneficio y la conveniencia de los avances tecnoldgicos

futuros, los biocombustibles son un negocio rentable hoy.

Sin embargo, ambos bandos coinciden en que es necesario contar con fuentes
alternativas de energia frente al agotamiento de las reservas de petroleo en el
mundo, y que es necesario seguir experimentando y acumulando conocimientos

en la produccion de biocombustibles.
x Efectos sobre la biodiversidad

Se ha sefialado que la necesidad de contar con combustibles alternativos puede
llevar a la ocupacion de tierras boscosas o selvaticas para la produccion de

cultivos energéticos.

En paises como Malasia o Sumatra, grandes extensiones de tierra fueron
deforestadas para plantar palma de aceite, materia prima de la produccion de
biodiesel. En estos casos no sélo se perdio la biodiversidad vegetal, sino que con

ella se perdieron poblaciones de fauna local.
x Efectos sobre el precio de los alimentos

Dedicar tierra cultivable a la produccion de biocombustibles puede disminuir la
destinada a producir alimentos para humanos y animales, impactando asi su

cantidad y elevando su precio.



Frente a ello, se estdn buscando nuevas formas de producir biocombustibles que
no afecten la matriz alimentaria mediante la generacion de tecnologias capaces de
aprovechar desechos agricolas y cultivos no destinados a la alimentacién
(SAGARPA, 2011).

1.1.3 TIPOS DE BIOCOMBUSTIBLES

Existen varios tipos de biocombustibles que se clasifican segun la materia prima
con que se producen y la tecnologia que se emplea. Esta clasificacion se realiza
por generaciones que, hasta la fecha, son cuatro.

e PRIMERA GENERACION

La materia prima es de procedencia agricola. Se utilizan las partes alimenticias de
las plantas con alto contenido en almidén, azlcares y aceites. Algunas de estas
materias son la cafia de azucar, los granos de maiz, y diversos aceites: de semilla
de girasol, de soya, de palma, de ricino, de semilla de algodon, de coco y de
cacahuate. También se pueden utilizar grasas animales, aceites de desecho

domestico y desperdicios solidos organicos.

En cuanto a la tecnologia, para la produccion de biocombustibles de primera
generacion se recurre a la fermentacion (para azUcares y carbohidratos),
transesterificacion (para aceites y grasas), y la digestion anaerobia (para los

desperdicios organicos).

A partir de los azlucares se obtiene etanol, metanol y n-butano; de los aceites
resulta el biodiesel; y de la mezcla de gas natural y diéxido carbono de los

desperdicios organicos se obtiene el biogas.

v" Ventajas: su facilidad de procesamiento y sus bajas o nulas emisiones de
gases de efecto invernadero, como son el monoxido de carbono (CO),

metano (CH,), 6xido nitroso (N2O), plomo (Pb,) y ozono (O3).

x Desventajas: el desvio de los recursos alimenticios hacia la producciéon de

energeéticos, lo cual resulta en el aumento de precios, por ejemplo.



e SEGUNDA GENERACION

La materia prima de este tipo de biocombustibles son los residuos agricolas o
forestales compuestos por celulosa, por ejemplo la paja de trigo, el aserrin, el
bagazo de la cafia de azlcar, los tallos y las hojas del maiz, y las hojas y ramas
secas de los arboles, entre otros.

Los procesos de produccion son mas complejos. Uno de ellos es el proceso GTL y
proceso BTL, cuyas siglas en inglés provienen de “Gas To Liquids” y “Biomass To
Liquids”. Estos procesos consisten en la gasificacion del carbén y de la materia
lignocelulésica de la biomasa, para obtener un combustible liquido, como el etanol.
También se puede obtener el biodiesel a partir de algas, el bioetanol de la
lignocelulosa de madera, paja y hierba, e incluso el biobutanol.

v Ventajas: Requieren menos recursos, desde agua y terrenos hasta
fertilizantes y pesticidas para ser producidos; la energia obtenida es mucho
mayor con respecto a los biocombustibles de primera generacion; al
disponer de mas materias primas no comestibles, no habra competencia
con la industria alimenticia; pueden ser generados en terrenos no agricolas

y pueden servir para recuperar terrenos erosionados.

x Desventajas: Hay quienes consideran que los recursos dedicados a estos
biocombustibles deberian destinarse a otras tecnologias mas
prometedoras, como la obtencion de energia para la propia industria,
alimentacion animal o fabricacion de materiales para construccion; ademas,
las emisiones de gases de efecto invernadero durante el procesamiento de
los insumos no disminuyen considerablemente en comparacion de los de

primera generacion.
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e TERCERA GENERACION

Las materias primas son vegetales no alimenticios de crecimiento rapido y de alta
densidad energética almacenada en sus componentes quimicos. Se les denomina
como “cultivos energéticos”. Algunos de estos insumos son los pastos perennes,
arboles y plantas de crecimiento rapido, y las algas verdes y verdeazules. Los
procesos contindan desarrollandose, pero ya se ha logrado producir biodiesel y

etanol.

v' Ventajas: La toma de CO; para la produccion de los insumos y un balance

positivo en la emisién de gases de efecto invernadero.

x Desventajas: El uso de tierras de cultivo de alimentos para sembrar las

plantas, excepto las algas verdes.

e CUARTA GENERACION

Estos biocombustibles se producen a partir de bacterias genéticamente
modificadas. Se emplea diéxido de carbono o alguna otra fuente de carbono para
la obtencion del producto. Esta generacion todavia se encuentra en desarrollo,
pero por lo pronto se sabe que se puede obtener etanol (Servicios de Agua y

Drenaje de Monterrey, 2011).
1.2 BIOETANOL

Como biocombustible el etanol es mas puro que el empleado para los otros fines.
Por ejemplo, mientras que la pureza del etanol o alcohol etilico para la medicina y
las bebidas alcohdlicas es de 96% (v/v), la del biocombustible debe ser del 99.5%
al 99.9% (v/v). El etanol presenta algunas diferencias importantes con relacion a
los combustibles convencionales, derivados de petrdleo. La principal de ellas, es la
elevada concentracion de oxigeno, que representa cerca del 35% de la masa de
etanol. En general, las caracteristicas del etanol permiten una combustion mas
limpia y un mejor desempeio de los motores (ciclo Otto), lo que conlleva a la

reduccion de las emisiones contaminantes.
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Puede ser empleado directamente como combustible o como un afiadido a la
gasolina en distintas concentraciones. La mezcla mas comun es para oxigenar a la
gasolina, en una concentracion de alrededor de 5% (v/v), remplazando a un
oxigenante llamado éter metil ter-butilico (MTBE), que es altamente contaminante
del suelo y del agua subterranea.

También se usa en otras concentraciones que van del 10% al 85% (v/v), pero en
esos casos los vehiculos deben contar con modificaciones especiales
(vehiculos Flex Fuel), debido a que el etanol puede corroer algunas partes
plasticas de los sistemas de inyeccion en el vehiculo (SAGARPA, 2011).
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Figura 1. Rutas tecnolégicas para la produccion de bioetanol. (Fuente:
Elaboracion de Luiz Augusto Horta Nogueira). Los nuameros mostrados debajo de

cada material se refieren al rendimiento de bioetanol obtenido para cada caso.
En general, la produccion de etanol puede ser resumida en la siguiente ecuacion:

Biomasa lignocelul6sica + Pretratamiento + Hidroélisis enzimética

— AzUcares fermentables + Fermentaciéon — Bioetanol + CO,

Glucosa + 2 Pi + 2 ADP -——— 2 Etanol + 2 CO2 + 2 ATP + 2 H20 - 24 kcal
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1.2.1

1.2.2

VENTAJAS DEL USO DE BIOETANOL

Permite disminuir la dependencia del petroleo, lo que mejora la seguridad
energética de los paises, sobre todo para los paises no productores de
petréleo, dado que la mayoria del petréleo se encuentra en zonas de alta
inestabilidad politica, como el Medio Oriente.

Al ser un oxigenante de las gasolinas, mejora su octanaje de manera
considerable, reduciendo los gases causantes del efecto invernadero.
Reemplaza a aditivos nocivos para la salud humana, como el plomo vy el
MTBE, los cuales han causado el incrementado del porcentaje de personas
afectadas por cancer (MTBE) y la disminucién de capacidades mentales,
especialmente en nifios (plomo).

El octanaje del etanol puro es de 113 y se quema mejor a altas
compresiones que la gasolina, por lo que da mas poder a los motores, pero
so6lo puede set utilizado en motores que han sido modificados para su uso.
El etanol actia como un anticongelante en los motores, mejorando el
arranque del motor en frio y previniendo el congelamiento.

Aumenta el valor de los productos agricolas de los que procede, mejorando
asi los ingresos de los habitantes rurales y, por ende, elevando su nivel de

vida (Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura, 2007).

DESVENTAJAS DEL USO DE BIOETANOL

El etanol se consume de un 25% a un 30% mas rapidamente que la
gasolina; para ser competitivo, por tanto, debe tener un menor precio por
galon.

Cuando es producido a partir de cafia de azucar, se quema la cafia antes
de la cosecha, lo que libera grandes cantidades de metano y 6xido nitroso.
Cuando el etanol es producido a partir de maiz, en su proceso de
elaboracién se esta utilizando gas natural o carbon para producir vapor y en

el proceso de cultivo se usan fertilizantes nitrogenados, herbicidas de
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origen fosil y maquinaria agricola pesada (Instituto Interamericano de
Cooperacion para la Agricultura, 2007).

1.2.3 BIOETANOL EN MEXICO Y EN EL MUNDO

La produccion de bioetanol obtenido del maiz en EUA (primer pais productor del
mundo), junto con la produccién obtenida a base de cafia de azucar en Brasil
(segundo pais productor del mundo), constituyen el 88% de la produccion mundial.
Los mejores rendimientos de la cafia de azucar en relacion con los cereales
principalmente de maiz, hace que el bioetanol obtenido a partir de la cafia de
azucar sea mas competitivo por sus bajos costos en comparacion con el bioetanol
obtenido a partir de los cereales. En ambos paises, la utilizacion del bioetanol es
para mezclas con gasolina para el uso en el transporte, siendo por tanto los
principales consumidores de bioetanol en el mundo (equivalente al 6% del

consumo de gasolina).

Las exportaciones de bioetanol de Brasil durante junio de 2013 se registraron en
279.5 millones de litros, cifra 115% superior al registro del mes anterior (130
millones de litros) y 103.8% al registro de junio de 2012 (137.2 millones de litros)
(Figura 2).
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Figura 2. Exportaciones de Bioetanol en Brasil 2009-2013 (Millones de litros)

(Fuente: Sector Azucarero Colombiano).
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En la Tabla 1 se muestra el balance comunitario del sector de bioetanol desde
2006 a la actualidad (Maluenda, 2013).

Tabla 1. Balance de bioetanol en la UE (millones de litros)
2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Stocks inicial 700 633 1.048 1.644 1.711 1.291 1.394 1.441
Produccion 1.608 1.803 2.816 3.702 4.258 4.450 5.000 5.380
Consumo 1.909 2.298 3.520 4.335 5.478 5.647 5.853 6.234
Importaciones 534 910 1.300 750 800 1.300 950 950
Exportaciones 0 0 300 0 0 50 95 95
Stocks finales 633 1.048 1.644 1.711 1.291 1.394 1.441 1.442

Tabla 1. Balance comunitario del sector del bioetanol desde 2006 a la actualidad
(Fuente: Maluenda, 2013).

En México se producen aproximadamente 48 millones de toneladas métricas de
cafia, para obtener 5.5 millones de toneladas de azlucar y 1.9 millones de
toneladas de melazas (Zafra 2007/08; SAGARPA, 2010), cuyos destinos finales es
precisamente la produccion de alcoholes de distintas calidades. En afios recientes,
se instalaron en dos destilerias de ingenios azucareros, columnas deshidratadoras
para la obtencion de alcohol anhidro, mejor conocido como Etanol, para uso como
carburante asociado a las gasolinas convencionales. La iniciativa surgié del
acuerdo suscrito entre la Camara Nacional de las Industrias Azucarera y
Alcoholera y el Gobierno del Distrito Federal, aunque sin la aprobacion de PEMEX.
Se acordd que serian destinados 10 millones de litros de etanol anhidro, para
servir en las unidades del Gobierno del DF; recibiendo apoyos econdémicos los
involucrados, mismos que serian liquidados en especie y en su momento.

Desafortunadamente esta iniciativa fracaso (SAGARPA, 2010).

Si bien la produccion de alcohol etilico en las 13 destilerias que operan en los
ingenios del pais alcanza una cifra cercana a los 60 millones de litros, en lo que
respecta al Etanol anhidro, la produccion es insignificante, destinandose
fundamentalmente para fines distintos al energético. La capacidad instalada
actualmente en las destilerias mexicanas es de unos 346,000 L/dia, con
rendimientos entre los 230 y 250 L/ton de melaza procesada. Por lo que respecta
a las dos destilerias con posibilidad de producir etanol anhidro, ésta asciende a
115,000 L/dia. Se encuentran ambas en el Estado de Veracruz en los ingenios La
Gloria y San Nicolas (SAGARPA, 2010).
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1.2.4 ALTERNATIVAS PARA LA PRODUCCION DE BIOETANOL EN MEXICO

1.2.5 PASTO TAIWAN

El pasto Taiwan (Pennisetum Purpureum Schum) es un pasto de aspecto muy
similar al King grass pero particularmente de un color pdrpura muy acentuado y de
talla un poco menor (Figura 3). Este es un pasto muy rustico (resistente a plagas y
sequias prolongadas, que se adapta bien a suelos de fertilidad moderada a baja) y
agresivo. Es exigente en nutrientes nitrogenados y minerales debido a que tiene
tasas de extraccion altas. Produce una inflorescencia en forma de espiga de grano
abundante. Su crecimiento es erecto pero su follaje se dobla desde edades muy
tempranas debido a su abundante biomasa. Su produccién por unidad de area de
cultivo o rendimiento de cosecha esta tasado en un rango que varia segun la
region y época del afio entre 50 y 120 toneladas de pasto fresco por hectarea por
cosecha. A pesar de que su color predominante es el puarpura, de manera muy
natural puede tornarse verde o ser verde durante todo su desarrollo dependiendo
de la variedad (Rua, 2008).

En climas calidos, la siembra puede ser durante todo el afio si se dispone de riego.
Sin embargo, en areas de temporal, lo mas recomendable es realizar la siembra al
inicio del periodo de lluvias. La siembra en climas frios esta condicionada a la
presencia de heladas, de tal manera que las mejores siembras se dan en los
meses de Abril y Mayo, bajo condiciones de riego y en Junio o Julio bajo
condiciones de temporal. Los zacates mas sobresalientes en 11 condiciones de
riego son el Taiwan y King Grass, pero en condiciones de temporal se obtienen
mejores resultados con el zacate Merkeron (Unidon Ganadera Regional de Jalisco,
2011).

Los zacates perennes de corte como el Taiwan, Merkerén, Elefante y King Grass,
son originarios de Paises Africanos y algunos fueron introducidos por el Golfo de
México al Estado de Veracruz, de donde los propios ganaderos se encargaron de
multiplicarlo a otros Estados de la Republica (Union Ganadera Regional de
Jalisco, 2011).
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Figura 3. Pasto Taiwan (Fuente: Rua, 2008).

La produccion de biocombustibles propone el uso de otras plantas como el pasto
Taiwan, cuyo destino actual es de de alimento para ganado (Oxfam Internacional,
2009). En Colombia, los pastos Elefante y King grass (Pennisetum purpureum y
Pennisetum hybridum) son materias primas potenciales para la obtencién de

bioetanol a partir de la fraccion celulésica (Cardona et al, 2013).
1.2.6 BAGAZO DE CANA

Considerando el azucar como el principal producto de una fabrica de azucar de
cafia se puede decir que esta industria genera otros subproductos, los cuales no
son menos importantes. Algunos de ellos se originan durante la cosecha, como el
cogollo y la paja y otros se obtienen en el proceso industrial, entre los cuales se
encuentran principalmente el bagazo, las mieles finales y la cachaza. Entre ellos,
el de mayor volumen y que tiene un uso inmediato en la propia fabrica es el
bagazo, el cual puede alcanzar entre un 26% a un 29% del peso de la cafia molida
(Roca et al, 2006). México ocupa el quinto lugar a nivel mundial en produccién de
cafia de azlcar, y durante la extraccion de jugo el 30 por ciento se transforma en
bagazo. (Montes, 2014). Se distinguen dos caracteristicas muy importantes en el
bagazo: el alto contenido de humedad (46-52%) y la gran variedad de tamafios de

particulas de diferente naturaleza fisica (Roca et al, 2006).
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En México, la cafia de azucar es uno de los principales cultivos agricolas. Su
industrializacion produce el azucar de mesa (sacarosa). El bagazo es un
subproducto del proceso de extraccion del azlUcar. Este material puede ser
utilizado para la obtencién de xilitol, el cual es un edulcorante que puede competir
con los endulzantes artificiales y los jarabes de maiz ricos en fructosa que
desplazan del mercado a la sacarosa. Un proceso biotecnoldgico optimizado
permite producir xilitol de origen natural y con menos costo que el obtenido por
sintesis quimica. (Rodriguez et al, 2007). En el caso de estado de Morelos, uno de
sus principales cultivos es la cafia de azlcar, que una vez que se procesa genera
como residuo el bagazo de cafia el cual se usa en diversas industrias tales como
la papelera, maderera, entra otras; asi como forraje para el ganado vacuno y
porcino (Mbohwa, 2003; Lobo et al, 2007; Restuti y Michaelowa, 2007; Flores et al,
2008).

El potencial de biomasa en el sector azucarero es considerable si se toma en
cuenta que por cada 100 toneladas de cafia procesada se obtienen de 10 a 12 t
de azucar; de 25 a 30 t de bagazo; quedan en el campo de 10 a 20 t de residuos
agricolas y de 5 a 7 t se pueden recolectar como paja. Se considera una
produccion de 80 toneladas de cafia por hectarea, una productividad de 85 litros
de bioetanol por tonelada de cafia procesada (azucar) y la utilizacion del 30% del
bagazo disponible; la paja también es convertida a bioetanol, a razén de 400 litros

por tonelada de biomasa celulésica seca (Morales, 2013).

El estado con mayor produccion de bagazo de cafa en el afio 2004 fue Veracruz
(Figura 4). En México, seis ingenios —Constancia, San Nicolas, Tres Valles y La
Gloria (en Veracruz); Huixtla (Chiapas) y Tala (Jalisco)— ya estan interconectados
para participar en la cogeneracion de energia eléctrica y se estima que su
capacidad de generacion de energia sobrante durante temporada de zafra sea de
344 MW (Megawatts) a la red de la Comision Federal de Electricidad (CFE), tres
de ellos operan bajo el esquema de cogeneracidon con socios y los otros tres
entregan su energia sobrante a CFE, después de satisfacer su carga local. Otros

cuatro ingenios: Aarén Saenz (Tamaulipas), San Miguel El Naranjo (San Luis
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Potosi), Santa Rosalia (Tabasco) y Tamazula (Jalisco), se encuentran en proceso
de interconectarse a la red para entregar su energia sobrante a CFE (70 MW) e
iniciaran operaciones durante la zafra 2013-2014 (Morales, 2013).
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Figura 4. Produccion en México de bagazo de cafa en la zafra 2004/05 (Fuente:
Flores et al, 2008).

1.2.7 RESIDUOS DE MALTA

En el proceso de elaboracion de cerveza se obtienen varios subproductos de los
cuales el de mayor volumen es la hez de malta, la cual esta compuesta, casi en su
totalidad, por los “residuos” de la malta luego de haber obtenido el mosto para
elaborar la cerveza y se caracteriza por su alto valor nutritivo debido a su
contenido de fibra, proteina y buen valor energético. Por cada 10 litros de cerveza
elaborada se obtienen aproximadamente 2 Kg de hez de malta y a nivel nacional
unas 700 t diarias. Sin embargo, a pesar de que existe una elevada disponibilidad
de este producto, en la actualidad no se est4d aprovechando de manera

apropiada (Sanchez et al, 2008).
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La produccion de cerveza a nivel mundial se concentra en paises como China con
un 18.5%, Estados Unidos 17.7%, Alemania 8%, Brasil con un 5%, el Reino Unido,
Japdén y México con una participacion promedio de 4%. México ocupa el primer
lugar en exportacion de cerveza a nivel mundial a paises como Estados Unidos,
Canadd, Bélgica y Espafia, por mencionar algunos. Estas exportaciones son del
Grupo Modelo con 28.8 millones de hectolitros que, para lograr esa produccion, el
Grupo Modelo requiere sembrar mas de 370 mil hectareas de cebada, a lo que
corresponde una produccién aproximada de 770 mil toneladas, que a su vez
genera aproximadamente la misma cantidad de residuo. La industria cervecera en
México produce mas de 800 mil toneladas de malta, residuo que se emplea en la
alimentacién animal y debe ser consumido antes de 15 dias de producido por ser
de rapida descomposicion. Después de este tiempo se transforma en un residuo

peligroso para la salud (Alaniz, 2008).

En muchos paises el residuo solido en forma de grano o cascara que queda
durante el proceso de elaboracion de cerveza, especificamente en la etapa de
filtracion del mosto, esta siendo subutilizado. Es potencialmente apto para su uso
como materia prima en la produccién de bioetanol, alimento para animales por su
alto contenido en proteinas (26%) y biomasa microbiana a través del proceso de

hidrolisis de los carbohidratos que contiene (Alaniz, 2008).

1.3 BIOMASA LIGNOCELULOSICA

La biomasa lignocelulésica, es el producto primario de fotosintesis y la fuente
renovable mas abundante a escala global en el planeta con producciones que
llegan a las 2.2 X 10 toneladas de peso seco de biomasa, lo que supone unas
diez veces la demanda energética mundial (Himmel et al, 1994; Suesca, 2012).
Debido a que la biomasa se produce en grandes proporciones, el desarrollo de
productos utilizando biomasa como materia prima, es una alternativa atractiva que

beneficia los procesos sostenibles (Suesca, 2012).

La lignocelulosa es el nombre dado al material presente en la pared celular de las

plantas altas terrestres, hecha de microfibrillas de celulosa que se encuentran
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dentro de una matriz amorfa de hemicelulosa y lignina (Figura 5) (Martinez et al,
2009; Bochinni et al, 2011).

Estos tres tipos de polimeros se encuentran fuertemente unidos uno con otro y
representan mas del 90% del peso seco de la célula vegetal. La cantidad presente
de cada polimero varia de acuerdo a las especies, temporada de cosecha, y
también cambia dependiendo de la parte de la planta. En general, las maderas
suaves (gimnospermas como el pino y el cedro) tienen un mayor contenido de
lignina que las maderas duras (angiospermas como el eucalipto y el roble). Sin
embargo, el contenido de hemicelulosa es mayor en las gramineas. En promedio,
la lignocelulosa se conforma de 45% de celulosa, 30% de hemicelulosa y 25% de
lignina (Glazer y Nikaido, 2007; Bocchini et al, 2011). Los materiales
lignocelulésicos también incluyen residuos agricolas (paja, rastrojo, tallos,
mazorcas, bagazo, cascaras), residuos industriales (desechos de la industria de
alimentos) y desechos urbanos y domésticos (basura y aguas residuales) (Mtui,
2009; Bocchini et al, 2011).

Hemicelulosa

R0 T, T NI bt
F :
Lignina Celulosa

Figura 5. Estructura de la biomasa lingocelulésica (Fuente: Hector et al, 2008).
1.3.1 CELULOSA

La celulosa es el compuesto organico mas abundante en la tierra y el principal
componente de las paredes celulares de las plantas (Bocchini et al, 2011). Esta
conformada por subunidades de D-glucosa, unidas por enlaces B-1,4 glicosidicos
(Fengel y Wegener, 1984; Sanchez et al, 2010). Un residuo de glucosa es la

unidad monomérica de la celulosa y el dimero, celobiosa, es la unidad estructural
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repetitiva de la cadena (Brown et al, 1996; Bocchini et al, 2011). La celulosa posee
dos estructuras, una cristalina (organizada) y otra amorfa (Sanchez et al, 2010).

La cadena de celulosa presenta un grupo no reductor en un extremo, y en el
extremo contrario presenta un grupo reductor. Las cadenas paralelas de celulosa
interaccionan entre ellas por puentes de Hidrégeno y fuerzas de van der Waals, lo
gue producen microfibrillas, las cuales son agregados cristalinos extensos (Glazer
y Nikaido, 2007; Somerville et al, 2004; Bocchini et al, 2011) (Figura 6).

Debido a que, como todo polimero, la cadena de celulosa tiene quiebres, dobleces
y extremos libres, la malla cristalina presenta dislocaciones en algunas zonas,
llamadas regiones amorfas. Estas regiones constituyen el 15% de la estructura
celulésica y al estar mas abiertas, son mas susceptibles a la hidrdlisis que las
regiones cristalinas densamente empaquetadas, por lo tanto, la velocidad de
hidrolisis es mucho mayor en la celulosa amorfa que en la cristalina (Cunningham
y Lopex, 1994; Suesca, 2012).
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Chain polymerization Cellobiose

Figura 6. Estructura de la cadena de celulosa (Fuente: Festucci-Buselli et al,
2007).
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1.3.2 HEMICELULOSA

Carbohidrato complejo y heterogéneo ya que su estructura posee diferentes poli-
meros como pentosas (como xilosa y arabinosa), hexosas (como manosa, glucosa
y galactosa), azUcar y acidos, entrelazadas entre si glucosidicamente. Entre los
productos de degradacion se encuentran glucosa, manosa y galactosa, entre otros
(Palacio, 1956; Sanchez, 2010).

Ademas presentan ramificaciones y sustituciones, por lo que no tienen una
estructura regular, dandole una conformacion amorfa y facilmente soluble (Figura
7). A diferencia de la celulosa, la cual siempre tiene la misma estructura y
composicion, las cadenas de hemicelulosa pueden variar entre especies de

plantas (Suesca, 2012).

El papel de la hemicelulosa es suministrar la union entre la lignina y la celulosa. En
estado natural existe en forma amorfa con un grado de polimerizacion que no
excede de 200. Esta fraccion es facilmente hidrolizable ya que no presenta
estructura cristalina; sin embargo, la xilosa, uno de sus componentes, es un
azucar que no pueden consumir muchos tipos de microorganismos como S.
cerevisiae y Z. mobilis (Cunningham y Loépex, 1994; Suesca, 2012). La
hemicelulosa se une a la celulosa por puentes de hidrogeno y a la lignina y pectina

por enlaces covalentes (Freudenberg, 1965; Bocchini; 2011).

Figura 7. Estructura de la hemicelulosa (Fuente: Jacques et al, 2003).
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1.3.3 LIGNINA

La lignina es uno de los biopolimeros mas abundantes en las plantas y junto con la
celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular de las mismas en una
disposiciéon regulada a nivel nano-estructural, dando como resultado redes de
lignina-hidratos de carbono. La composicion o distribucion de los tres
componentes en esas redes varia dependiendo del tipo de planta (Figura 8). En el
caso de la composicion de la madera, los rangos mas comunmente encontrados
son: Celulosa: 38-50%; Hemicelulosa: 23-32% vy Lignina: 15-25% (Sustainable
Forestry for Bioenergy & Bio-based Products, 2007; Chavez-Sifontes y Domine,
2013).

Figura 8. Estructura de la Lignina de una madera suave (Fuente: Ysambertt et al,
2009).

Es un heteropolimero amorfo que consta de tres diferentes unidades de
fenilpropano (p-coumaril, coniferil y sinapil alcohol) que se mantienen unidos por
diferentes enlaces. El heteropolimero amorfo no es soluble en agua y es
Opticamente inactivo; todo esto hace que la degradacion de la lignina sea muy

complicada (Fenge y Wegener; 1984; Sanchez, 2010) (Figura 9).
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Figura 9. Monolignoles mas comunes encontrados en los bloques de construccion
de la lignina, l:alcohol p-cumarilico, 2: alcohol coniferilico, 3: alcohol sinapilico
(Fuente: Adaptada de Gellerstedt y Henrinksson, 2008).

Es la tercera fraccion mayoritaria de la biomasa lignocelulésica. Se trata de un
polimero tridimensional amorfo formado por la polimerizacion deshidrogenativa de
unidades de fenilpropano ligadas por diferentes tipos de enlaces que se alternan

de manera desordenada.

La lignina de gimnospermas (maderas blandas), esta formada mayoritariamente
por unidades de tipo guayacilo, mientras que la lignina de las angiospermas
lefiosas (maderas duras) esta formada por unidades guayacilo y sirigilo. Esta alta
proporcion de unidades derivadas del alcohol sinapilico en las maderas duras
determina la estructura y caracteristicas de este tipo de lignina, ya que la
presencia de los dos grupos metoxilo en posiciones 3 y 5 del anillo aromatico
reduce la formacién de enlaces tipo éter y sobre todo los enlaces C-C, lo que se
traduce en una reduccién del grado de polimerizacion y en un menor grado de
condensacion. De esta forma las maderas duras son mas faciles de delignificar

gue las maderas blandas (Suesca, 2012).
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1.4 PROCESO PARA LA OBTENCION DE BIOETANOL A PARTIR DE LA
BIOMASA LIGNOCELULOSICA

La fermentacién tradicional convierte a la glucosa en etanol, pero en el caso de los
materiales lignocelulésicos, la celulosa debe ser primero convertida en azucares
simples por hidrdlisis y entonces fermentada para producir etanol. Debido a esto,
la materia prima lignocelulésica debe ser procesada por las etapas que se
muestran a continuacion (Vifals et al, 2012):

1. Preparacion del material lignoceluldsico

N

Pretratamiento (fraccionamiento de las hemicelulosas y parte de la
lignina)

Purificacion del hidrolizado (si es necesario)

Hidrodlisis principal (fraccionamiento de la celulosa)

Purificacion del hidrolizado (si es necesario)

Fermentacion

N o o~

Recuperacion del etanol
1.5 PRETRATAMIENTO

Los residuos agricolas requieren un pretratamiento para aumentar la digestibilidad
de la biomasa y hacer que la celulosa se torne mas accesible a las enzimas que
convierten los carbohidratos en azucares fermentables (Chang et al, 1997; Garzon
y Gomez, 2007). El objetivo del pretratamiento es quebrar la barrera de la lignina y
romper la estructura cristalina de la celulosa (Figura 10). Un pretratamiento eficaz
se caracteriza por diversos criterios: evitar la necesidad de reducir el tamafio de
las particulas de la biomasa, preservar las fracciones de la pentosa
(hemicelulosa), limitar la formacion de los productos de la degradacion que inhiben
el crecimiento de los microorganismos fermentativos y minimizar la demanda de

energia (Garzén y Gémez, 2007).
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Figura 10. Pretratamiento de los materiales lignocelulésicos (Fuente: Hsu et al,
1980).
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1.5.1 TIPOS DE PRETRATAMIENTOS
1.5.1.1 PRETRATAMIENTOS FISICOS

Los pretratamientos fisicos se suelen dividir en dos categorias: mecanicos y no
mecéanicos. En los mecanicos, se utilizan las fuerzas de impacto y cizalladura, que
conducen a materiales de baja cristalinidad, mayor superficie especifica y
densidad aparente mas alta (Dekker, 1985; Almenares y Serrat, 2008). Entre estos
pretratamientos, se tienen diferentes tipos de moliendas (molino de bolas, martillo,
cuchillas, rodillos) asi como procesos de molienda e hidrélisis simultaneas (Negro
et al, 2003; Almenares y Serrat, 2008). Los pretratamientos de caracter fisico no
mecéanico, someten al residuo celulésico a la accién de agentes externos que
provocan alteraciones diversas del material de partida. Entre éstos se encuentran
los tratamientos con radiacion, la utilizacion de vapor a altas presiones y la pirdlisis

a temperaturas intermedias (Almenares y Serrat, 2008).

Tabla 2. Pretratamientos fisicos de los residuos lignocelulésicos (Fuente: Sanchez
y Cardona, 2005).

METODOS PROCEDIMIENTOS/ OBSERVACIONES
AGENTES

Molinos: vibratorio de bolas (tamafio

Trituracion Mecanica | Reduccion a astillas | final: 0.2-2mm), cuchillas o martillo

Trituracion, molienda | (tamafio final: 3-6 mm).

carbon.

Formacion de productos volatiles y

Pirélisis

T>300°C

Residuos de la pirdlisis pueden
someterse a hidrélisis acida suave
(AN H;SO,4 T=97°C, 2.5 h) para
producir 80-85% AR (>50% de
glucosa).

Puede realizarse al vacio.
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1.5.1.2 PRETRATAMIENTOS QUIMICOS

El objetivo fundamental de estos pretratamientos es solubilizar la fraccion de

lignina y modificar la estructura de las cadenas celuldsicas, de manera que sean

facilmente atacables por las enzimas. La mayoria de los pretratamientos quimicos,

persiguen la ruptura de los enlaces de hidrégeno en las regiones cristalinas de la

fibra, con el objetivo de abrir la estructura, y permitir el paso de los agentes

hidroliticos (Almenares y Serrat, 2008).

Tabla 3. Pretratamientos quimicos de los
Sanchez y Cardona, 2005).

residuos lignocelulésicos (Fuente:

METODOS PROCEDIMIENTOS/ OBSERVACIONES
AGENTES
Ozono, reaccion a | Degradaciéon  principalmente  de
Ozondlisis temperatura y lignina. Conversion durante la

presion ambientales.

hidrélisis de celulosa: 57% (aserrin).
No se forman inhibidores.

Hidrélisis con acido
diluido

H,SO4, HCI, HNO3 al
1-5% (v/v). Procesos
de flujo continuo
para baja carga de
sélidos (5-10% peso
substrato/peso
mezcla) a T=160-
240°C; procesos
por lotes a alta carga
de sélidos (10-40%)
a T=120-160°C.
Presiones cercanas
a 1 MPa.

Hidrolisis del 80-100% de la
hemicelulosa, altas conversiones de
xilano a xilosa. La alta temperatura
es favorable para la hidrélisis de
celulosa. Se requiere neutralizar el
pH para la posterior hidrolisis
enzimatica. Ocurre cierta
despolimerizacion de la celulosa. La
lignina no se solubiliza o lo hace muy
poco, pero se redistribuye.

Hidrélisis con acido
concentrado

H,SO, al 10-30%
(v/v),170-190°C,
relacion 1:1,6
sélido-liquido. Acido
peracético 21-60%,

Se requiere la recuperacion del
acido. Tiempos de residencia
mayores que en la hidrélisis con
acido diluido, debido a que la
temperatura es menor (Sanchez,
2010).

Remocién de lignina 24-55% para
madera dura con contenido inicial de
lignina del 20%, dificil remocion para
maderas blandas con contenidos de
lignina>26%. Hidrolisis de >50% de la
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Hidrélisis alcalina

NaOH diluido, 24 h,
60°C

hemicelulosa.

Sustancial hinchamiento de la
celulosa. Conversién durante la
hidrdlisis de celulosa: 78.2% (paja de
arroz), 67.1% (bagazo). Conversion
durante la hidrélisis de celulosa:
proceso convencional, aprox. 54%;
NaOH+H,0,, aprox. 65% (hojas de
cafa de azucar).

Deslignificacion
oxidativa

Peroxidasa y H,0, al
2% (viv), 20°C, 8h.

Solubilizacién del 50% de la lignina y
de casi la totalidad de la
hemicelulosa. Conversion durante la
hidrdlisis de celulosa: 95% (aserrin).

Hidrolisis con
peroxido de
hidrégeno alcalino

H,O, al 7.5% con un
pH de 11.5, ajustado
con NaOH, 24 h,
50°C

El medio basico promueve la
descomposicion del H,O, a radicales
mas reactivos como hidroxilo (OH") y
superoéxido (O2) (Mussato y Teixeira,
2010), los cuales son los
responsables de la degradacion de la
lignina, aumentan la capacidad de
absorcion de agua del material y
disminuyen hasta en un 50% la
concentracion de lignina presente,
disminuyen la cristalinidad de la
celulosa y aumentan la
susceptibilidad al ataque quimico-
enzimatico (Sun y Cheng, 2002).

Proceso de solventes
organicos

Solventes organicos
(metanol, etanol,
acetona, etilenglicol,
trietilenglicol, entre
otros) o su mezcla
con 1% de H,SO4 0
HCI,125-185°C sin
adicion de
catalizadores.

Ruptura de la lignina interior y de las
uniones de hemicelulosa.
Solubilizaciéon casi total de la lignina.
Hidrolisis  casi  total de la
hemicelulosa. Altos rendimientos de
xilosa. Recuperacion de solventes y
su remocion del sistema para no
inhibir  los  procesos biolégicos
subsiguientes.

Los pretratamientos oxidativos han sido usados para disolver los componentes de

la matriz lignocelulésica y acelerar la hidrélisis enzimatica y la biodegradacion. La

oxidacion es utilizada para degradar la lignina y la hidrdlisis para liberar los

carbohidratos. El pretratamiento con peroxido de hidrogeno alcalino en residuos

lignocelulésicos, como el bagazo de cafia de azucar, aumenta enormemente la
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susceptibilidad para la hidrélisis enzimatica y consecuentemente la produccién de

etanol (Azzam, 1989; Garzén y Gomez, 2007).

1.5.1.3 PRETRATAMIENTOS FiSICO-QUIMICOS

Tabla 4. Pretratamientos fisico-quimicos de los residuos lignocelulésicos (Fuente:
Sanchez y Cardona, 2005).

METODOS

PROCEDIMIENTOS/
AGENTES

OBSERVACIONES

Explosioén a vapor

Vapor saturado a
160-260°C,
P=0,69-4,85 MPa
por varios segundos
0 minutos, luego
descompresion
hasta presion
atmosférica

Altas concentraciones de soélidos.
Hidrélisis del 80-100% de la
hemicelulosa, destruccion de parte
de la xilosa obtenida, formacion de
inhibidores (acidos alifaticos,
productos de degradacion de
azlcares y compuestos aromaticos
de degradacion de la lignina), se
requiere posterior lavado con agua.
Al combinarse con H»SO4 SO, 0
CO, mejora la eficiencia de la
posterior hidrélisis enzimatica,
disminuyendo inhibidores. Al
combinarse con fuentes de nitrégeno
aumenta el porcentaje de azlcares
solubles. Reduccion de tamarfio de la
biomasa con menor gasto energético
comparado con pulverizacion. Ocurre
cierta  despolimerizacion de la
celulosa. La lignina se solubiliza muy
poco.

Agua Liquida Caliente
(LHW)

Agua caliente
presurizada,
T=170-230°C, 1-
46min.

Concentraciones de solidos <20%.
Ocurre cierta despolimerizacion de la
celulosa. La hemicelulosa se
solubiliza de la celulosa para hacerla
mas accesible y evitar la formacion
de inhibidores  (productos de
degradacion que puede seguir
catalizando la hidrdlisis del material
celulésico), manteniendo el pH entre
4 y 7 durante el pretratamiento
(Kohlmann et al, 1995).

Dosis 1-2kg de

Se requiere  recuperacion  de
amoniaco, no produce inhibidores.
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Explosioén de fibra con
amoniaco.

amoniaco/kg de
biomasa seca,
90°C, 30min.

Conversion durante la hidrolisis de
celulosa >90% (bagazo y hierba de
Bermuda). Para biomasa con alto
contenido de lignina no es muy
eficiente (conversion de celulosa
<50%).Ocurre cierta
despolimerizacion de la celulosa y
cierta solubilizacion de lignina (~10-
20%). Hidrolisis del 0-60% de la
hemicelulosa en dependencia de la
humedad, mas del 90% oligbmeros.

AFEX (Explosion con
COy,).

Dosis de 4 kg
CO./kg de fibra,
p=5.62 MPa.

Conversion a glucosa durante la
hidrolisis de celulosa >75% (alfalfa).
No forma inhibidores enzimaticos
para la sacarificacion.

1.5.1.4 PRETRATAMIENTOS BIOLOGICOS

Estos pretratamientos consisten en someter a la biomasa lignocelulésica a la

accion de microorganismos que degradan la lignina y la hemicelulosa, con lo que

se destruyen asi las estructuras que protegen a la celulosa, haciéndola mas

accesible al ataque hidrolitico (Almenares y Serrat, 2008).

Tabla 5. Pretratamientos biolégicos de los residuos lignocelulésicos (Fuente:
Sanchez y Cardona, 2005).

METODOS

PROCEDIMIENTOS/
AGENTES

OBSERVACIONES

Pretratamiento con
hongos

Hongos de la
pudricion blanca,
blanda y parda.
Produccion de
celulasas por
fermentacién en
substrato sélido.

Los hongos producen celulasas,
hemicelulasas y enzimas
degradadoras de lignina: ligninasas,
lignin-peroxidasas, polifenoloxidasas,
lacasas y enzimas reductoras de
quinonas.

Proceso muy lento: Pleurotus
ostreatus convierte el 35% de la paja
de trigo en azucares reductores en
cinco semanas. Hongos de la
pudricion parda degradan celulosa
Hongos de la pudricion blanca y
blanda degradan celulosa y lignina.
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Se han realizado algunas experiencias industriales con procesos acido diluido.
Alemania, Japén y Rusia han operado con hidrdlisis &cido diluido en los pasados
50 afios. En la actualidad se estan analizando oportunidades comerciales para
esta tecnologia (Vifals et al, 2012).

1.6 HIDROLISIS ENZIMATICA

La celulosa y la hemicelulosa pueden ser hidrolizadas a azlcares y fermentadas
microbioldgicamente a diferentes productos como etanol. El primer reto es que la
glucosa en la celulosa se encuentra unida por enlaces beta en una estructura
cristalina que es mucho mas dificil de depolimerizar que los enlaces alfa. A pesar
de que la estructura amorfa de la hemicelulosa hace mas facil la hidrolisis que la
celulosa, la hemicelulosa esta conformada de 5 diferentes azucares (arabinosa,
galactosa, glucosa, manosa y xilosa) asi como de otros componentes como el
acido aceético, glucuronico y feralico, que resultan dificiles de fermentar por
algunos microorganismos. El 20-30% restante de la biomasa es en mayor

proporcion lignina, la cual no puede ser fermentada (Wyman et al, 2005).
Celulasas:

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa es llevada a cabo por enzimas de tipo
celulasas, las cuales son altamente especificas (Béguin y Aubert, 1994; Sun y
Cheng, 2002). Los productos de la hidrélisis son normalmente azuUcares
reductores, incluyendo a la glucosa. El costo de utilidad de la hidrélisis enzimatica
es bajo comparado con la hidrodlisis acida o alcalina, debido a que la hidrdlisis
enzimatica es llevada a cabo en condiciones suaves (pH 4.8 y temperatura de 45-
50°C) y no presenta el problema de corrosion (Duff y Murray, 1996; Sun y Cheng,
2001). Tanto las bacterias como los hongos pueden producir celulasas para la
hidrolisis de los materiales lignocelulésicos. Estos microorganismos pueden ser
aerobios o anaerobios, mesofilicos o termofilicos (Sun y Cheng, 2002). Como los
microorganismos anaerobios presentan una tasa de crecimiento muy baja y

requiere de condiciones anaerObicas para crecer, la mayor parte de las
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investigaciones de las celulasas comerciales se han enfocado en la produccion
por hongos (Duff y Murray, 1996; Sun y Cheng, 2002).

Las celulasas son normalmente una mezcla de diferentes enzimas. Por lo menos,

tres grupos de celulasas estan involucradas en el proceso de hidrdlisis (Figura 11):

1) La endoglucanasa o endocelulasa (EG, endo-1,4-D-glucanohidrolasa o EC
3.2.1.4) la cual ataca las regiones de baja cristalinidad en la fibra de celulosa
(Coughlan y Ljungdahl, 1988; Sun y Cheng, 2002). La primera etapa de hidrolisis
consiste en la degradacion hidrolitica de las regiones amorfas por medio de estas
enzimas (Carrillo; 2002). Actian de forma azarosa sobre las regiones de celulosa
amorfa dentro del polisacéarido, por lo que generan oligosacéaridos de diferentes
tamafos y con ello, nuevas cadenas terminales (Martinez et al, 2008). Las
endocelulasas son normalmente medidas por la deteccidén de la disminucién de la
viscosidad o los grupos reductores liberados a partir de la carboximetilcelulosa
(CMC) (Sieben, 1975; Wyman et al, 2005).

2) La exoglucanasa, celobiohidrolasa o exocelulasa (CBH, 1,4-B-D-glucan
celobiohidrolasa o EC 3.2.1.91.) (Coughlan y Ljungdahl, 1988; Sun y Cheng,
2002). Actuan en los extremos reductores y no reductores en los extremos
terminales del polimero, liberando ya sea moléculas de glucosa, las
glucohidrolasas (1,4-B-D-glucan glucohidrolasas, EC 3.2.1.74) o celobiosa, las
celobiohidrolasas (1,4-p-D-glucan celobiohidrolasas, EC 3.2.1.91) (Baldrian y
Valaskova, 2008; Martinez et al, 2008). La diferenciacion de estas clases de
enzimas requiere de técnicas analiticas para distinguir a la glucosa y celobiosa y
es normalmente llevada a cabo mediante HPLC o Cromatografia de Gases. Estas
enzimas pueden ser distinguidas por su habilidad para liberar azucares libres
desde el extremo reductor o no reductor de la cadena de celulosa (Gilkes, 1997;
Wyman et al, 2005).

3) Las B-glucosidasas (EC 3.2.1.21) hidrolizan las cadenas de celobiosa y
celooligosacaridos solubles, produciendo glucosa. Este proceso no sélo completa

la degradaciéon de la celulosa, ademas, elimina la acumulacion de celobiosa que
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puede ser un inhibidor de las celobiohidrolasas, en la segunda etapa del
mecanismo de hidrdlisis (Carrillo, 2002). Son enzimas p-D-glucosido
glucohidrolasas (EC 3.2.1.21), pertenecientes a la familia 1,3,5,9,30 Y 116 de las
glucosido-hidrolasas (Henrissat, 1991). La medicién de la actividad es llevada a
cabo mediante HPLC o CG, e incluso por espectrofotometria directa o andlisis
fluorométrico de varios analogos cromogénicos y fluorogénicos de la celobiosa y
celo-oligbmeros (Wyman et al, 2005).

Crystalline region Amoarphous region

¥ L
Mative cellulosa

Pretreatment
Reactive region

L

Pratreated
cellulose

J Endoglucanases

Creation of
reducing ends

J Exaglucanases

= Glucosa — Cellobiose

Production of
cellobicse
and oligomers

l B -glucosidase

Production
of glucosea

Figura 11. Esquema de la hidrdlisis de celulosa a glucosa (Fuente: Taherzadeh y
Karimi, 2007).

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa, normalmente caracterizada por un reactivo
insoluble (substrato celuldsico) y un catalizados soluble (enzimas) no esta
Unicamente influenciada por los rasgos estructurales del substrato sélido, sino

también por los factores relacionados con la enzima, tales como el origen de la
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enzima, la inhibicion por producto, la inactivacion térmica, el balance de actividad

por sinergismo, la actividad especifica, entre otros (Yang et al, 2011).

La naturaleza insoluble de la celulosa representa un reto para los sistemas de
celulasas. Una caracteristica general de la mayoria de las celulasas es su
estructura modular que incluye generalmente dos médulos, uno catalitico y otro de
unién al carbohidrato (CBMs). La presencia de estos CBMs es particularmente
importante para el inicio y el posterior procesamiento llevado a cabo por las
exoglucanasas (Lu-Chau y Pena, 2005).

Tipicamente, un péptido no catalitico comprende el médulo con la funcién de unién
a carbohidratos (conocido como CBM). Este se une mediante una bisagra flexible
de aminoéacidos hidroxilados (Ser y Tre) y altamente glicosilados, al siguiente
modulo en donde se encuentra el sitio catalitico de la enzima, aproximandolo
intima y prolongadamente al substrato y potenciando su accién (Figura 12) (Linder
y Teeri, 1996; Martinez et al, 2008).
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Figura 12. Modelo tridimensional de una celobiohidrolasa actuando sobre una
cadena de celulosa. Se muestra e modulo catalitico en forma de tunel (liberando

una molécula de celobiosa) (Fuente: Martinez et al, 2008).

Otra caracteristica importante de las celulasas es su modo de accién sinérgico.
Los sistemas enzimaticos de celulasas presentan una actividad enzimética
colectiva mayor que la suma de las actividades individuales. Se conocen cuatro

tipos de sinergismo:
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e Sinergia endo-exo entre las endoglucanasas y exoglucanasas.

e Sinergia exo-exo entre exoglucanasas que procesan a partir de los

terminales reductores y no reductores de la cadena de celulosa.

e Sinergia entre exoglucanasas y B-glucosidasas que remueven celobiosa

como producto final de las dos primeras enzimas.

e Sinergia intramolecular entre los dominios cataliticos y los CBMs (Lu-Chau
y Pena, 2005).

Xilanasas:

Ademas de los tres grupos de enzimas celulasas, también existen diferentes
enzimas que atacan la hemicelulosa como la glucuronidasa, acetilesterasa,
xilanasa, B-xilosidaasa, galactomanasa y glucomanasa (Duff y Murray, 1996; Sun
y Cheng, 2002).

La xilanasa (E.C. 3.2.1.8 o p-1,4-xilano hidrolasa) actua en la naturaleza
depolimerizando las moléculas de xilano en unidades de pentosas monomeéricas,
gue son usadas por bacterias y hongos como fuente de carbono (Prade, 1996;
Hernandez y Paz-Lago, 2000). Estas hemicelulosas se encuentran, en cierta
forma, en una situacion intermedia entre las cadenas ordenadas de celulosa y la

fraccion amorfa de lignina (De la Rosa, 2003; Roncero et al, 2003).
1.7 FERMENTACION

Una vez liberados los azlcares de la celulosa, el siguiente paso es la fermentacion
microbiana para la produccién de etanol. La fermentacion puede llevarse a cabo
de dos maneras: simultanea a la sacarificacion de los materiales celuldsicos (SSF-
simultaneous saccharification and fermentation) (Wingren et al, 2005; Martinez et
al, 2008), o de manera independiente a la hidrdlisis (SHF-separate hydrolisis and
fermentation) (Tomas-Pejo0 et al, 2008; Martinez et al, 2008). Los microorganismos
tradicionalmente usados en la industria del alcohol son la levadura

Saccharomyces cerevisiae que llega a crecer hasta en 146 g/L de etanol (van
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Maris et al, 2006; Martinez et al, 2008), y la bacteria Zymomonas mobilis que tiene
una resistencia 2.5 veces mas que la primera (Rogers et al, 2007; Martinez et al,
2008). Las dos especies derivan su energia de la glucosa, y el etanol es el ultimo
producto de las vias EMbden-Meyerhof (en S. cerevisiae) (Willis, 1990; Martinez et
al, 2008), y Entner-Doudoroff (en Z. mobilis) (Sprenger, 1996; Martinez et al,
2008).

Otras levaduras, tales como Kluyveromyces fragilis, Kluyveromices marxianus y
Candida utilis han mostrado fermentaciones con rendimientos maximos de entre
40 y 50 g/L de etanol (Lin y Tanaka, 2006; Martinez et al, 2008). Pachysolen
tannophilus es una levadura que aunque menos eficiente (7.8 g/L), puede utilizar
también xilosa como fuente de carbono, a diferencia de las anteriores (Martinez et
al, 2008).

1.7.1 SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEAS (SSF)

v La glucosa producida por la hidrélisis enzimatica es consumida
inmediatamente por el microorganismo fermentador presente en el medio.

v' Los efectos de inhibicibn se minimizan por la baja concentracion de
azucares en el medio.

v El riesgo de contaminacion es menor, debido a que la presencia de etanol
reduce la posibilidad de contaminacion.

x Existe una diferencia entre las temperaturas Optimas de la sacarificacion
enzimatica y las de los microorganismos fermentadores. La temperatura
Optima para celulasas se encuentra entre 45 y 50°C, a diferencia de S.
cerevisiae, que tiene un Optimo de temperatura entre 30 y 35°C
(Taherzadeh y Karimi, 2007).
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1.7.2 SACARIFICACION Y FERMENTACION SEPARADAS (SHF)

En este proceso, la lignocelulosa pretratada es hidrolizada a glucosa y fermentada
a etanol, en etapas separadas.

v Es posible llevar a cabo la hidrdlisis de la celulosa y la fermentacion a sus
propias temperaturas Optimas. La temperatura Optima de celulasas esta
usualmente entre 45 y 50°C, dependiendo del microorganismo que la haya
producido (Olsson et al, 2006; Saha et al, 2005; Sdderstrom et al, 2003;
Wingren et al, 2003; Taherzadeh y Karimi, 2007). Sin embargo, la
temperatura Optima de la mayor parte de los microorganismos productores
de etanol esta entre 30 y 37°C (Taherzadeh y Karimi, 2007).

x La inhibicién de la actividad de las celulasas por azucares reductores, tales
como la celobiosa y la glucosa. En una concentracion de celobiosa baja de
6 g/L, la actividad de celulasas se ve reducida en un 60%. Aunque la
glucosa disminuye la actividad de celulasas también, el efecto inhibitorio de
este azucar es menor que el de celobiosa. Por otro lado, la glucosa es un
fuerte inhibidor de la B-glucosidasa; en una concentracion de 3 g/L de
glucosa, la actividad de B-glucosidasas se ve reducida en un 75%
(Philippidis y Smith, 1995; Taherzadeh y Karimi, 2007).

x La contaminacion debido a que el proceso de hidrdlisis es largo, de uno a
cuatro dias, y una dilucion de glucosa siempre tiene riesgo de
contaminacién microbiana, aun a temperaturas de 45-50°C (Taherzadeh y
Karimi, 2007).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo General

Caracterizar dos cOcteles enzimaticos comerciales, evaluando sus actividades
enzimaticas en funcién de factores como el pH y la temperatura, asi como su
resistencia a la inactivacion térmica y el efecto de la presencia de inhibidores en
dichos cocteles, con el objeto de establecer una hidrdlisis eficiente del material
lignocelulésico para la produccion de jarabes azucarados.

2.2. Objetivos Particulares

e Determinar la concentracién de azUcares totales, azlcares reductores y
proteina en los cocteles enzimaticos comerciales E9 (20-30% de celulasas)
y E10 (20-30% de xilanasas).

e Determinar las actividades enzimaticas de ambos cocteles enzimaticos (E9
y E10).

e Evaluar el efecto de la temperatura y del pH en las diferentes actividades
enzimaticas para ambos cocteles (E9 y E10).

e Evaluar la resistencia enzimatica a la inactivacion térmica asi como la
presencia de inhibidores en los cécteles enzimaticos comerciales E9 y E10.

e Realizar un pretratamiento basico oxidante para tres diferentes residuos
lignoceluldsicos: Pasto Taiwan, Bagazo de Cafia y Residuos de Malta.

e Evaluar y analizar la sacarificacion enzimatica de dichos residuos

lignoceluldsicos empleando los cécteles enzimaticos comerciales E9 y E10.
3. HIPOTESIS

Establecer las condiciones Optimas de actividad (pH, temperatura e inhibidores) de
los dos coOcteles enzimaticos comerciales E9 y E10, permitira dirigir la
sacarificacion enzimatica de los materiales lignocelulésicos hacia la obtencion de
un jarabe con alto contenido de azUcares totales y reductores, asi como con un

grado de polimerizacion cercano a 1.0.
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4. JUSTIFICACION

El problema actual relacionado con la emisioén por fuentes moviles de gases del
efecto invernadero es una situacion que debe ser abordada desde diferentes
aspectos. La produccién de bioetanol para disminuir la emisién de dichos gases es
una alternativa alentadora, y aunque desde hace tiempo ha sido estudiada, aln
falta mucho para lograr que México logre situarse entre los principales paises
productores del mismo, como es el caso de Estados Unidos y Brasil.

El uso de materia prima que no incide en alimentacion humana o animal, es una
alternativa para la producciéon de bioetanol, ya que los residuos o materiales
lignocelulésicos se pueden aprovechar para generar jarabes ricos con azlcares
susceptibles de ser fermentados a bioetanol. Con esto se lograria tener una doble
ventaja, darle un uso a aquellos residuos obtenidos en las diferentes industrias y
con ello, hacer una mejora econémica, que aunque al principio no resultara del
todo costeable, después de un tiempo sera una excelente opcion para tener una

fuente de energia sostenible y amigable con el medio ambiente.
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5. DIAGRAMAS DE ACTIVIDADES

Las actividades se dividieron en la caracterizacion de los cécteles enziméticos y tratamiento de los materiales

lignocelul6sicos.

5.1 Cocteles enzimaticos comerciales E9 y E10
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5.2 Materiales Lignhocelulésicos
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Solido hidrolizado
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6. METODOLOGIA
6.1. Determinacién de Azlcares Reductores (Método DNS)

El método de DNS se basa en la reduccién del DNS (de color amarillo) por la
glucosa u otro azucar reductor al &cido 3-amino-5-nitrosalicilico (de color rojo
ladrillo; Chaplin, 1986), cuya presencia puede detectarse por lectura de la
Absorbancia en la zona de 540-570 nm (Tena et al, 2009). La reaccién que se
lleva a cabo es la siguiente:

HO_ .0 cHO HO .o CO0H
—oH 1oy
H yHOT— OH  , HO——

" N~ o o T

Il 1] —oH ™ MH, ——H

0 0 CHLOH 4 CH,OH

Acida 3 5-dinitrosalicilico D-Glucosa Acido 3-amino-5-nitro Acida D-gluctnico

{amarilla) salicilico (JHlE)

Figura 13. Reaccion de reduccion del acido 3,5-dinitrosalicilico al acido 3-amino-5-

nitrosalicilico (Fuente: Jorrin y Tena, 2007).

e REACTIVOS

- Glucosa 99.99%

- Reactivos DNS*

- Agua destilada

- Hidroxido de Sodio

- Tartrato de sodio y potasio

- Acido 3,5 dinitrosalicilico

e MATERIALES Y EQUIPO

- Espectrofotometro Uv-VIS

- Tubos de ensaye con tapon de rosca 15 x 180 mm
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- Vasos de precipitados de 100 y 1000 mL

- Micropipetas automaticas 10, 100 y 1000 pL
- Pipetas automaticas 5 mL

- Probetas de 50 y 100 mL

- Gradilla

- Celdas de cuarzo

- Vortex

- Recipiente para bafio maria

- Espéatula

- Balanza analitica

- Cronémetro
Procedimiento

Preparar previamente el reactivo de DNS y una curva patron de glucosa (Anexo
A). En caso de ser necesario, tomar el volumen pertinente de la muestra y llevar a
un volumen final de 1 mL con agua destilada, para diluir la muestra original y
lograr que la absorbancia detectada se encuentre en el intervalo de la curva
patron; de no ser necesario tome 1 mL de la muestra acuosa. Adicionar 1 mL del
reactivo de DNS, agitar en el vortex y calentar por 5 minutos en un bafio de agua a
ebullicién, enfriar y diluir con 8 mL de agua destilada, homogenizar con el vortex.
Leer la absorbancia a 540 nm frente a un blanco. Cuantificar los azucares
reductores interpolando los valores de absorbancia obtenidos en la curva patrén

elaborada previamente.
6.2. Determinacién de Azucares Totales (Método Fenol-Sulfurico)

Método propuesto por Dubois en 1956 fundamentado en que los carbohidratos
son particularmente sensibles a acidos fuertes y altas temperaturas. Bajo estas
condiciones una serie de reacciones toman lugar empezando con una
deshidratacion simple, si se continla el calentamiento y la catalisis acida se
producen varios derivados del furano, que condensan consigo mismos y con otros

subproductos para producir compuestos coloridos producto de la condensacion de
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compuestos fendlicos y con heterociclos con el nitrogeno como heteroatomo. La
condensacioén mas comun es con fenol. Todos los azucares como oligosacaridos y
polisacéridos pueden ser determinados, recordando que éstos bajo hidrolisis acida
producen monosacaridos. Los carbohidratos en presencia de un medio &cido, se
hidrolizan y se deshidratan dando lugar a la formacion de furfural y 5-
hidroximetilfurfural que al reaccionar con el fenol forman los compuestos coloridos
gue pueden ser leidos en una longitud Optica especifica (Figura 14). En el caso de
las pentosas, el color de la reaccion debe ser leida a una longitud de onda de 480
nmy para las hexosas 490 nm (Nielsen, 2007). La reaccion que se lleva a cabo es

la siguiente:

HG
Q H.S0.
mgz ' A

Figura 14. Reaccion de hidrdlisis y condensacion de carbohidratos (Fuente:
Aburto et al, 2012).

e REACTIVOS

- Glucosa 99.99%
- Acido sulfarico concentrado
- Solucion de fenol al 5% (p/v)*

- Agua destilada

e MATERIALES Y EQUIPO

- Espectrofotometro Uv-VIS

- Tubos de ensaye con tapon de rosca 15 x 180 mm
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- Vasos de precipitados de 10, 100 y 250 mL
- Micropipetas 10, 100 y 1000 mL

- Pipetas automaticas 5 mL

- Matraces aforados de 10 y 100 mL
- Vortex

- Gradilla

- Celdas de cuarzo

- Espétula

- Balanza analitica

- Campana de extraccién

- Probeta de 50 y 100 mL

Procedimiento

Preparar previamente el Fenol al 5% y una curva patron de glucosa (Anexo B). En
caso de ser necesario tomar el volumen pertinente de la muestra y llevar a un
volumen final de 1 mL con agua destilada, para diluir la muestra original y lograr
gue la absorbancia detectada se encuentre en el intervalo de la curva patréon. De
no ser necesario tome 1 mL de la muestra acuosa y un tubo con 1 mL de agua
destilada que servira como blanco. Adicionar 1 mL de una solucién de fenol al 5%
(p/v), directamente en la muestra. Mezclar y adicionar en el centro del tubo 5 mL
de acido sulfurico concentrado, tapar el tubo y homogenizar cuidadosamente con
vortex. Dejar enfriar la mezcla a temperatura ambiente y determinar la absorbancia
a 490 nm, frente al blanco. Calcular la concentracion de azlcares presentes en la

muestra a partir de una curva patron elaborada con anterioridad.
6.3. Determinacién de Proteina (Método de Bradford)

El método de Bradford se basa en la union de un colorante, Comassie Blue G-250
(también Serva Blue) a las proteinas. El colorante, en solucién acida, existe en dos
formas una azul y otra naranja. Las proteinas se unen a la forma azul debido a
gue el colorante interacciona con aminoacidos basicos (especialmente arginina y

aromaticos), para formar un complejo proteina-colorante con un coeficiente de
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extincion mayor que el colorante libre. Este método es sensible (1-15 ug), simple,
rapido, barato y pocas sustancias interfieren en su determinacién. Entre las
sustancias que interfieren estdn los detergentes y las soluciones basicas.
(Fernandez et al, 2009).

e REACTIVOS

- Reactivo de Bradford*
- Agua destilada
- Albumina de suero bovina (BSA)

e MATERIALES Y EQUIPO

- Espectrofotometro Uv-VIS

- Tubos de ensaye con tapon de rosca 15 x 180 mm
- Vasos de precipitados de 100 y 600 mL

- Micropipetas automaticas 100 y 200 uL

- Pipetas automaticas 5 mL

- Vortex

- Gradilla

- Celdas

- Cronémetro

- Papel filtro Whatman No. 1
Procedimiento

Preparar previamente el reactivo de Bradford y una curva patrén de albumina de
suero bovina (Anexo C). En caso de ser necesario tomar el volumen pertinente de
la muestra y llevar a un volumen final de 100 uL con agua destilada, para diluir la
muestra original y lograr que la absorbancia detectada se encuentre en el intervalo
de la curva patron. De no ser necesario tomar 100 uL de la muestra. Adicionar 5
mL del reactivo de Bradford. Mezclar perfectamente con voértex y esperar 5

minutos. Determinar la absorbancia a 595 nm. El color es estable por 1 hora.
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6.4. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS
6.4.1. Actividadad de Celulasas

Este método esta descrito por la International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) para la determinacion de la actividad de la celulasa. La
actividad de la enzima ha sido designada en términos de “unidades de papel filtro”
(FPU) por mililitro de la enzima original. Una “unidad de papel filtro” es aquella que
produce 2 mg de azucares reductores a partir de 50 mg de papel filtro (conversion
4%) en 60 min (Tapia, 2010).

e REACTIVOS
- Celulasa
- Buffer de citratos 0.05 M, pH 4.8

- DNS

e MATERIALES Y EQUIPO

Papel filtro Whatman # 1

- Tubos de ensaye

- Evaporador (bafio de temperatura con agitacién) marca BUCHI modelo
Syncore P-101

- Bafo de agua a ebullicion

- Cronémetro

- Balanza analitica

- Filtros de 0.45 ym

- Espectrofotometro UV-Vis

- Potenciémetro
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Procedimiento

Preparar una serie de diluciones de la enzima (al menos 4). Pesar 50 mg de papel
filtro Whatman # 1(tira de aproximadamente 1 x 6.3 cm), doblar la tira en forma de
escalones y colocarla en un tubo, adicionar 1 mL de buffer de citratos 0.05M, pH
4.8. Atemperar a 50°C y posteriormente agregar 0.5 mL de cada dilucion de
enzima. Colocar en un bafio con agitacion a 50° C, 180 rpm durante 60 minutos. Al
final de la reaccion inactivar la enzima sumergiendo los tubos en agua a
temperatura en ebullicion y posteriormente filtrar utilizando filtros de 0.22 um.
Determinar la cantidad de azUcares reductores, utilizando el método de DNS.
Construir una grafica de dilucion vs azlcares reductores producidos por cada una
de las diluciones y encontrar la ecuacion de la recta. Las concentraciones de los
azucares totales producidos deben de estar entre 0.5 a 3 mg/mL. Utilizando la
ecuacion de la recta estimar la dilucion de la enzima a la cual se producen 2
mg/0.5mL de enzima (Adney y Barker, 1996; Aburto et al, 2012).

Para calcular las FPU utilizar la siguiente formula:

0.37
Concentracion de la enzima que libera 2 mg de glucosa

FPU =

El factor 0.37 se obtiene de:

2mg glucosa

0.18016 mg glucosa/
umol

umol

0.5 mL dilucién de enzima * 60 min ~ min * mL

6.4.2. Actividad de Endocelulasas

La endocelulasa (EC 3.2.1.4) rompe de manera aleatoria enlaces intermoleculares
B-1,4-glucosidicos en la superficie de la celulosa. La celulosa soluble en agua, tal
como la carboximetilcelulosa (CMC) vy la hidroximetilcelulosa (HEC) son

comunmente utilizados como substratos en los ensayos de actividad enzimatica,
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ya que presentan mayor numero de enlaces B-1,4-glucosidicos que la celulosa
insoluble. La hidrolisis se puede determinar midiendo la aparicion de azucares

reductores, cambios en la viscosidad o color.

La IUPAC recomienda el método de la CMCasa para determinar actividad de la
enzima. Este método requiere 0.5 mg de glucosa absoluta liberada bajo las
condiciones de reaccion. Los azlcares reductores son cuantificados por DNS.

e REACTIVOS

- Buffer de citratos 50 mM, pH 4.8

- CMC al 2% (p/v) en buffer de citratos
- Endocelulasas

- Agua destilada

- NaOH

- Acido citrico monohidratado

- DNS

e MATERIALES Y EQUIPO

- Balanza analitica

- Tubos de ensaye de 25 mL

- Micropipeta 1000 pL

- Pipeta autométicade 5y 10 mL

- Evaporador (bafio de temperatura con agitacién) marca BUCHI modelo
Syncore P-101

- Bafio de agua a ebullicion

- Bafio de hielo

- Espectrofotometro UV-Vis

- Potenciometro

- Cronébmetro
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Procedimiento

Preparar una serie de diluciones de la enzima, hacer al menos dos diluciones para
cada muestra, una dilucién debe liberar poco méas de 0.5 mg y otra poco menos de
0.5 mg de glucosa. En un tubo de ensaye de 25 mL de capacidad adicionar 0.5 mL
de la solucion diluida de enzima. Atemperar las soluciones de enzima y el
substrato a 50°C, pasar 0.5 mL de la solucién de CMC al 2% a cada uno de los
tubos de reaccion y mezclar bien. Incubar a 50°C por 3 horas a 180 rpm. Adicionar
1 mL de reactivo de DNS y mezclar vigorosamente. Colocar los tubos en un bafio
de agua en ebullicibn durante 5 minutos. Enfriar los tubos en un bafio de hielo
para detener la reaccion. Adicionar 8 mL de agua destilada tapar y mezclar. Leer
la absorbancia a 540 nm usando un blanco de substrato (Aburto et al, 2012).

6.4.3. Actividad de Exocelulasas

Las exocelulasas (CBH EC 3.2.1.91) pueden liberar moléculas de glucosa y/o
celobiosa de los extremos de cadena de celulosa. En contraste con la B-
glucosidasa y la endocelulasa, la exocelulasa es dificil de cuantificar debido a la
falta de substratos especificos y a la interferencia causada por componentes de
otras celulasas. Por lo que para determinar su actividad las exocelulasas deben
estar en forma pura. La actividad de las exocelulasas puras se cuantifica utilizando
avicel, que es un buen substrato para determinan dicha actividad. Es por esto que

avecelasa en un sinénimo de exocelulasas o CBH.
e REACTIVOS
- Auvicel (FMC PH 101 o PH 105 o Sigmacell 20)
- Buffer de acetato de sodio (0.1 M, pH 4.8)

- Solucién de fenol al 5%
- Acido Sulfarico ~98%
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e MATERIALES Y EQUIPO

- Balanza analitica

- Micropipetas 1000 pL

- Tubos de ensaye

- Tubos para microcentrifuga

- Microcentrifuga

- Evaporador (bafio de temperatura con agitacion) marca BUCHI modelo
Syncore P-101

- Cronémetro

- Bafo de agua helada

- Espectrofotometro UV-Vis

- Potenciémetro
Procedimiento

Preparar una suspension de Avicel al 1.25% (p/v) en buffer de acetatos 0.1 M, pH
4.8. (Avicel contiene aproximadamente 4-8% de humedad, por lo que es necesario
ajustar el peso). Tomar 1.6 mL de esta suspension y pasarla al tubo de reaccion.
Hacer una serie de diluciones de la enzima con buffer de acetatos. Equilibrar el
substrato y la soluciones de enzima en un bafio de agua a 50° C. Adicionar 0.4 mL
de la solucion de la enzima al substrato y mezclar bien. Incubar a 50°C a 180 rpm,
durante 2 horas. Detener la reaccion pasando los tubos a un bafio de agua helada.
Pasar 1 mL del hidrolizado a tubos para microcentrifuga y centrifugar a 13000 g
por 3 minutos. Determinar azucares totales en el sobrenadante por el método de

fenol sulfarico, usando el blanco de substrato como blanco.

Finalmente calcular la actividad de la enzima, considerando que una unidad de
actividad de la exoglucanasa se define como la cantidad de enzima que libera una

pmol de glucosa equivalente por mL de enzima por minuto (Aburto et al, 2012).
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6.4.4. Actividad de B-glucosidasas

Muchos microorganismos producen enzimas que hidrolizan los betaglucanos. Las
beta-glucosidasas hidrolizan a la celobiosa, que es un dimero de glucosa de
enlace beta 1,4 hidrosoluble, a glucosa. (Harris, 2007). Una unidad de actividad
enzimatica se define como la cantidad de la enzima que libera 1 ymol de p-

Nitrofenol por mL de enzima por minuto (Aburto et al, 2012).

e REACTIVOS

- Buffer de acetato de sodio (0.1 M, pH 4.8)
- Solucién de p-Nitrofenol glucopiranésido 5 mM.
- PB-glucosidasas

e MATERIALES Y EQUIPO

- Balanza analitica

- Micropipetas 1000 pL

- Micropipetas 100 pL

- Espectofotometro UV-VIS

- Recirculador de agua
Procedimiento

Determinar la cinética de la reaccion basandose en la aparicion de producto (p-
Nitrofenol) que imparte color a 430 nm. El substrato de la enzima a hidrolizar son
0.333 mL de p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido (pNPG) 5 mM en buffer de acetatos
0.1M, pH 4.8. Se adicionan 0.6 mL de buffer de acetatos 0.1M, pH 4.8 y 0.066 mL
de una dilucién conocida de enzima. Se utiliza un recirculador de agua para tener
una temperatura de 50°C y se mide el cambio de color durante 5 minutos a 430
nm, empelando un blanco de substrato. Para cuantificar la produccién de p-
Nitrofenol se compara con una curva estandar de p-Nitrofenol, utilizando soélo la

parte lineal de la cinética. (Aburto et al, 2012).
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6.4.5. Actividad de Xilanasas

El mayor componte hemiceluldésico en la pared de las células vegetales es el
xilano, tiene un esqueleto de residuos xilopiranosos unidos por enlaces 3-1,4 y
contienen varios grupos laterales substituidos por diferentes grupos, por ejemplo
acetil, larabinofuranosil y 4-o-metilglucuronil. Las enzimas involucradas en la
hidrélisis de la cadena principal de xilano son la endoxilanasa (1,4-B-D-
xilanxilanhidrolasa; EC 3.2.1.8), la B-xilosidasa (B-D-xilosidaxilohidrolasa; EC
3.2.1.47) y la acetilxilanesterasa (EC 3.1.1.72) (Kosugi et al, 2002).

e REACTIVOS

Xilanasa

Xilano de madera de abedul
Buffer de fosfatos pH 7, 50 mM
- DNS

e MATERIALES Y EQUIPO

- Tubos de ensaye

- Cronémetro

- Balanza analitica

- Bafio de agua a ebullicion

- Evaporador (bafio de temperatura con agitacién) marca BUCHI modelo
Syncore P-101

- Bafo de agua helada

- Espectrofotometro UV-Vis

- Potenciémetro

55



Procedimiento

Preparar una solucion de xilano de madera de abedul al 0.2% (p/v) con buffer de
fosfatos (pH 7, 50 mM) a 37°C, adicionar una cantidad conocida de enzima al tubo
de reaccion con el substrato previamente atemperado y dejar reaccionar por 10
minutos, a 50°C, 180 rpm. Detener la reaccion colocando la mezcla en hielo.
Cuantificar los azucares reductores producidos usando la técnica de DNS. Una
unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de la enzima que libera
1 umol de xilosa por mL de muestra por minuto (Kosugi, et al, 2002).

6.4.6 Progreso de la reaccién de las actividades enzimaticas
v Celulasas

Para determinar el progreso de la reaccion en la actividad enzimatica de celulasas
se prepar6 una dilucion de enzima. Se pesan 1.5 g de papel filtro Whatman # 1,
doblar la tira en forma de escalones y colocarla en un tubo, adicionar 50 mL de
buffer de citratos 0.05M, pH 4.8. Atemperar a 50°C y posteriormente agregar 15
mL la dilucibn de enzima preparada previamente. Colocar en un bafio con
agitacion a 50° C, 180 rpm y cada 6 minutos durante 60 minutos, tomar una
alicuota de 2 mL, inactivandola inmediatamente con agua a ebullicion, para su
posterior refrigeracion. Después de haber inactivado las 10 muestras, filtrar
utilizando filtros de 0.22 pm. Determinar la cantidad de azucares reductores,
utilizando el método de DNS. Construir una grafica de concentracion de azlcares

producidos por mL de enzima vs tiempo.
v" Endocelulasas

En un tubo de ensaye de 50 mL de capacidad adicionar 25 mL de la solucién
diluida de enzima. Atemperar la solucion de enzima y el substrato a 50°C, pasar
25 mL de la solucion de CMC al 2% al tubo de reaccion y mezclar bien. Incubar a
50°C, a 180 rpm y cada 15 minutos durante 180 minutos, tomar una alicuota de 2
mL, inactivAndola inmediatamente con agua a ebullicion, para su posterior

refrigeracion. Después de haber inactivado las 9 muestras, adicionar 1 mL de
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reactivo de DNS y mezclar vigorosamente. Colocar los tubos en un bafio de agua
en ebullicion durante 5 minutos. Enfriar los tubos en un bafio de hielo para detener
la reaccion. Adicionar 8 mL de agua destilada tapar y mezclar. Leer la absorbancia
a 540 nm usando un blanco de substrato. Construir una gréafica de concentracion

de azucares producidos por mL de enzima vs tiempo.
v' Exocelulasas

Preparar 50 mL de una suspension de Celulosa microcristalina al 1.25% (p/v) en
buffer de acetatos 0.1 M, pH 4.8. Tomar 40 mL de esta suspension y pasarla al
tubo de reaccion. Hacer una dilucion de la enzima con buffer de acetatos.
Equilibrar el substrato y la solucién de enzima en un bafio de agua a 50° C.
Adicionar 10 mL de la solucion de la enzima al substrato y mezclar bien. Incubar a
50°C, a 180 rpm y cada 10 minutos durante 120 minutos, tomar una alicuota de 2
mL, inactivandola inmediatamente con agua a ebullicion, para su posterior
refrigeracion. Después de haber inactivado las muestras, pasar 1 mL del
hidrolizado a tubos para microcentrifuga y centrifugar a 13000 g por 3 minutos.
Determinar azucares totales en el sobrenadante por el método de fenol sulfarico,
usando el blanco de substrato como blanco, debido a que esta enzima libera
celobiosa y oligosacaridos, los cuales pueden ser cuantificados por este método.
Construir una grafica de concentracion de azlcares producidos por mL de enzima

Vs tiempo.
v" B-glucosidasas

Repetir la metodologia descrita previamente para la determinacion de dicha
actividad, recordando que el fundamento de ésta es la medicién de la cinética de
aparicionde producto (p-nitrofenol) a partir de p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido
(PNPG).
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v Xilanasas

Preparar 25 mL de una solucion de xilano de madera de abedul al 0.2% (p/v) con
buffer de fosfatos (pH 7, 50 mM) a 37°C y adicionar 25 Ml de una dilucion de
enzima al tubo de reaccién, atemperado previamente con el substrato. Incubar a
50°C, 180 rpm, y cada 2 minutos durante 10 minutos, tomar una alicuota de 2 mL,
inactivandola inmediatamente con agua a ebullicion, para su posterior
refrigeracion. Después de haber inactivado las muestras, cuantificar los azlUcares
reductores producidos usando la técnica de DNS. Construir una grafica de

concentracion de azucares producidos por mL de enzima vs tiempo.
6.4.7 Influencia de pH en Actividades enzimaticas

Para observar la influencia del pH sobre cada actividad enzimatica, se
determinaron las diferentes actividades (celulasas, xilanasas, B-glucosidasas,
endocelulasas y exocelulasas) siguiendo la metodologia desarrollada
previamente, cambiando Uunicamente el pH del buffer (pH 2, 3, 4,5, 6 y 7), tanto de

acetatos, como de fosfatos y citratos, dependiendo de la actividad enzimatica.

Todas las determinaciones se realizaron a 50°C durante el tiempo especificado en

la metodologia para cada actividad.
6.4.8 Influencia de Temperatura en Actividades enzimaticas

Para analizar la influencia de la temperatura, se determinan las 5 actividades
enzimaticas antes descritas (celulasas, xilanasas, B-glucosidasas, endocelulasas y
exocelulasas) siguiendo la metodologia desarrollada previamente, cambiando
Unicamente la temperatura del Syncore durante el tiempo de reaccion (30, 40, 50 y

60°C). Se utilizé el pH y el tiempo indicado en la metodologia para cada actividad.
6.4.9 Resistencia enzimatica a la inactivacién térmica

En la determinacion de la resistencia enzimatica a la inactivacién térmica se
realizan diferentes diluciones de enzima, las cuales se atemperan previamente

durante una hora a diferentes temperaturas (20, 30, 40, 50 y 60°C), usando este
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intervalo de temperaturas con la finalidad de observar el cambio en la actividad
desde una temperatura ambiente, hasta una temperatura cercana a la hidrélisis
enzimatica. Después se determing la actividad enzimatica de celulasas, siguiendo

la metodologia para ello, a 50°C, con un buffer de citratos 0.05M, pH 4.8.
6.4.10 Inhibicion por Substrato

Se determina la inhibicion de la enzima por substrato mediante la actividad de B-
glucosidasas, basandose en una reaccion de cinética por la aparicion de p-
nitrofenol a partir de p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido (pNPG), utilizando ademas,
una solucién de celobiosa a diferentes concentraciones (5, 10, 20, 40, 60, 80y
100 mM), partiendo de la mas concentrada para hacer diluciones con buffer de
acetatos 0.1 M pH 4.8. El substrato de la enzima a hidrolizar son 0.333 mL de p-
nitrofenil-B-D-glucopiranésido (pNPG) 5 mM en buffer de acetatos 0.1M, pH 4.8.
Se adicionan 0.6 mL de las diferentes concentraciones de celobiosa en buffer de
acetatos 0.1M, pH 4.8 y 0.066 mL de una dilucién conocida de enzima. Se utiliza
un recirculador de agua para tener una temperatura de 50°C y se mide el cambio
de color durante 5 minutos a 430 nm, empelando un blanco de substrato. Para
cuantificar la produccién de p-Nitrofenol se compara con una curva estandar de p-

Nitrofenol, utilizando solo la parte lineal de la cinética. (Aburto et al, 2012).
6.4.11 Inhibiciéon por Producto

Se determina la inhibicion de la enzima por producto mediante la actividad de j-
glucosidasas. Se emplea una solucién de glucosa a diferentes concentraciones
(0.005, 0.01, 0.02 y 0.03 M), partiendo de la mas concentrada para hacer
diluciones con buffer de acetatos 0.1 M pH 4.8. El substrato de la enzima a
hidrolizar son 0.333 mL de p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido (pNPG) 5 mM en buffer
de acetatos 0.1M, pH 4.8. Se adicionan 0.6 mL de las diferentes concentraciones
de glucosa en buffer de acetatos 0.1M, pH 4.8 y 0.066 mL de una dilucién
conocida de enzima. Se utiliza un recirculador de agua para tener una temperatura
de 50°C y se mide el cambio de color durante 5 minutos a 430 nm, empelando un

blanco de substrato. Para cuantificar la produccion de p-Nitrofenol se compara con
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una curva estandar de p-Nitrofenol, utilizando sélo la parte lineal de la cinética.
(Aburto et al, 2012).

6.5 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS
6.5.1 Muestras

Para la segunda parte experimental, se escogieron 3 residuos lignocelulésicos:
Pasto Taiwan (Malla 60), Bagazo de Cafia (Malla 60) y Residuos de Malta (Malla
60-80), a los cuales se les determindé la humedad con Termobalanza MB 35
Halogen marca OHAUS, pesando un minimo de 500 mg.

6.5.2 Pretratamiento

Al analizar los resultados obtenidos en diferentes investigaciones, se escogio un
tratamiento basico-oxidante para los 3 materiales. El pretratamiento con peroxido
de hidrégeno (agente oxidante) aumenta la susceptibilidad a la hidrélisis
enzimatica al eliminar cerca del 50% de la lignina y la mayoria de la hemicelulosa,
las cuales son solubilizadas liberando la glucosa durante la sacarificacion (Azzam,
1989; Cuervo, 2009). Ademas, el hidroxido de sodio produce un hinchamiento,
permitiendo un incremento en el area de superficie interna reduciendo el grado de
polimerizacién y cristalinidad de la celulosa, causando la separacion de las
uniones estructurales entre la lignina y los carbohidratos (Fan et al, 1987; Cuervo,
2009).

e REACTIVOS

- NaOH

- Hx0,al 7.5%

- Agua destilada

- Fenol al 5% (p/v)

- H,S0O, concentrado
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e MATERIALES Y EQUIPO

- Potenciometro

- Vasos de precipitado de 50 y 100 mL

- Espétula

- Agitador

- Matraz aforado de 100 mL

- Pipetasde 5y 10 mL

- Evaporador (bafio de temperatura con agitacion) marca BUCHI modelo
Syncore P-101

- Tubos para microcentrifuga

- Microcentrifuga

- Estufa

Procedimiento

Preparar una solucion de H,O, al 7.5%, con un pH de 11.5, ajustandolo con
NaOH. Pesar en un tubo 1 g de cada material y agregar 6.65 mL de la solucién de
H,0O, al 7.5%, pH 11.5. Agitar moderadamente e incubar a 50°C, por 24 horas a
150 rpm. Pasado el tiempo, pasar la muestra a tubos eppendorf y centrifugar a
13000 rpm durante 10 minutos. Medir el volumen de sobrenadante obtenido, al
cual se le determinan azucares totales. El material solido se lava con buffer de
citratos pH 4.8 0.05 M, hasta que el filtrado tenga el mismo pH del buffer, para
después someterlo a secado en estufa a 30°C, durante 24 horas. El pasto Taiwan
y el bagazo de cafia se sometieron a secado; para los residuos de malta se trabajo

con el material en base humeda.
6.5.3 Hidrélisis Enzimatica

Dentro del proceso de obtencion de etanol a partir de residuos lignocelulésicos, la
hidrolisis enzimatica es un paso fundamental para obtener azucares utilizables en
la fermentacion. Sin embargo, este procedimiento biotecnolégico también puede

aplicarse al aprovechamiento integral de los agrorresiduos con la finalidad de
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obtener productos de mayor valor agregado y como una alternativa verde y
sustentable dentro de los procesos industriales. (Lopez et al, 2011).

Del material pretratado y secado, se pesaron 50 mg en un tubo y se afiadieron 455
uL de buffer de citratos, pH 4.8 0.05 M. Se atemperd durante 5 minutos a 50°C y
se agregaron 45 pL de cada céctel enzimatico original (E9 y E10), a raz6n de 0.9
uL de céctel por cada gramo de material. Se dejé reaccionar por una hora, a 50°C,
180 rpm. Pasado el tiempo, se inactivo la reaccién sumergiendo los tubos en agua
a ebullicion. Se realiz6 un aforo a 5 mL y se centrifugé a 13000 rpm durante 10
minutos. Al sobrenadante se le determinaron azlcares reductores y totales y se

filtré con un filtro de 0.22 um para ser analizado en el HPLC.

6.5.4 Cuantificacion e Identificacion de Azucares mediante Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion (HPLC)

Se utiliz6 una columna con una fase estacionaria polar aminada marca Restek,
Ultra C18 de 5 um, 250X4.6 mm. La fase movil empleada fue una mezcla de
acetonitrilo y agua. Se llevo a cabo una elucion en gradiente de la fase mévil, que
consiste en el cambio continuo de la composicion del eluyente en sentido de
aumento de fuerza eluyente. En una separacion de fase normal, los componentes
menos polares aparecen primero, debido a que relativamente son los mas afines a
la fase movil. La fuerza eluyente aumenta a medida que el disolvente se hace mas
polar, es decir, disminuye el tiempo de retencién de los compuestos (Harris, 2007;
Gomis, 2008).

El analito se pasa a través de la columna con la fase estacionaria bombeando la
fase movil liquida con alta presién. La muestra se introduce en pequefios
volimenes a la corriente de la fase movil y alli se retarda por medio de
interacciones quimicas con la fase estacionaria mientras atraviesa la columna.
Este retardo se conoce como tiempo de retencion, Unico para cada analito y el
cual depende de la naturaleza del analito, de la fase estacionaria y de la
composicion de la fase moévil (Gébmez y Serrano, 2006). La identificacion y

determinacién de los analitos se realiz6 mediante un detector de dispersion de luz
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(ELSD). El efluente de la columna se pasa a un nebulizador donde se convierte en
una fina niebla mediante un flujo de nitrégeno. Las finas gotitas se llevan a través
de un tubo de conduccidbn a temperatura controlada donde tiene lugar la
evaporacion de la fase movil, lo que origina unas finas particulas de analito. La
nube de particulas de analito pasa a través de un haz de laser. Mediante un
fotodiodo de silicio se detecta la radiacion dispersada perpendicularmente al flujo
(Gomis, 2008). Usar HPLC con ELSD elimina la necesidad de usar bases fuertes o

alto pH, convirtiéndose en un método no destructivo (Gémez y Serrano, 2006).

Tabla 6. Condiciones del Método de HPLC

PARAMETRO CONDICION
Temperatura del detector 80°C
Ganancia 7
Filtro 4
Presion detector 3.5 bar
Temperatura de la Columna 30°C
Flujo 1mL/min
Tiempo de corrida 17 min
Volumen de inyeccion 10 pL
Fase movil Agua 31%, Acetonitrilo
69%
Rampa Relacion de Acetonitrilo
final 69%

Procedimiento

Se empled el método del estandar interno (El). Este método es conocido como
calibracion relativa o indirecta; para ello, relacion de masas conocidas de un
patron de la muestra y de un estandar deber ser preparadas e inyectadas al

cromatografo para luego determinar las relaciones de area. (Universidad Central
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de Venezuela, 2008). Se prepararon previamente curvas de calibracion con
diferentes concentraciones de azlcares tales como xilosa, fructosa, manosa,
glucosa, sacarosa, celobiosa y maltosa, en concentraciones de 0.1 a 1 mg/mL.
(Anexo E), con la finalidad de obtener las relaciones de area para cuantificar los
azucares Yy los tiempos de retencion para identificarlos. Las muestras a analizar
fueron filtradas con filtros de 0.22 um, usando como estandar interno la alanina en
una concentracion de 300ug/mL. El ensayo se realiz6 con 900uL de la muestra a
analizar y 100 pL de la alanina. De las areas obtenidas, se compararon con las

curvas de calibracion para identificar y cuantificar los azlucares.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Azucares Totales, Azlucares Reductores y Cantidad de Proteina en los
coOcteles enziméaticos comerciales E9y E10

Los jarabes enziméticos comerciales contienen azucares ya que funcionan como
crioprotectores, los cuales son de bajos pesos moleculares y no permeables, tales
como la galactosa, la glucosa, la sacarosa y la trehalosa, entre otros azucares.
Los crioprotectores son necesarios debido a que previenen el dafio enzimatico
tanto en el proceso de enfriamiento como en el de calentamiento (CryoBioTech,
2009). De los dos cécteles enzimaticos comerciales E9 y E10, se determinaron la
cantidad de azucares totales por el Meétodo de Fenol-Sulfurico, azucares
reductores por el Método de DNS y la cantidad de Proteina por el Método de
Bradford. Las primeras dos determinaciones se hicieron con la finalidad de
conocer la cantidad de azucares presentes en ambos cocteles y con ello hacer un
ajuste en cada una de las mediciones de las actividades realizadas
posteriormente, es decir, trabajar dichos valores como blancos de enzima. Es
importante resaltar que para cuantificar los azlicares totales y azucares reductores
el coctel no recibié ningun tratamiento, por lo que se hizo una dilucién conocida de
enzima y directamente se cuantificaron azlUcares totales y reductores por los
métodos antes mencionados. La proteina fue cuantificada ya que es necesario
conocer la cantidad de la misma para calcular las actividades especificas de los

dos cocteles.

COCTEL AZUCARES AZUCARES PROTEINA
ENZIMATICO TOTALES REDUCTORES (mgP/mLE)
(MgAT/mLE) (MgAR/MLE)
E9 723.65 + 2.47 110.15 + 1.43 08.69 + 1.54
E10 613.83 + 1.64 329.83 + 1.88 132.16 + 0.47

Tabla 7. Contenido de Azucares Totales, AzUcares Reductores y Proteina en los
cécteles enzimaticos comerciales E9 y E10. Cada determinacion se realizd por

triplicado.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que ambos cécteles tienen un
alto contenido de azucares, los cuales son necesarios para prevenir el dafio
enzimatico a causa de cambios térmicos por conservacion. El uso comercial de
azucares como crioprotectores de los cécteles enzimaticos esta permitido, pero es
necesario realizar blancos de enzima para que al determinar las diferentes
actividades enziméticas, no sean cuantificados. En el caso de los azUcares totales
se encontraron grandes concentraciones comparandolos con los azlcares
reductores, donde la concentracién es menor, lo que indica que los cocteles tienen

como crioprotector sacarosa.

El céctel E9 presentd un menor contenido de azucares reductores comparado con
E10, el cual presenta mas del doble del E9; pero en azucares totales, E9 fue el
coctel que presentd un mayor contenido de azUcares. Esto es posible, ya que por
el método DNS se cuantifican Unicamente carbohidratos reductores y por el
método Fenol-Sulfurico se cuantifican todos los azucares, como monosacaridos,

oligosacaridos y polisacaridos.

En cuanto al contenido de proteina, el coctel enzimatico E10 obtuvo un valor mas
alto que el céctel E9, lo que es importante considerar, ya que incluso el contenido
de proteina influye en el calculo de las actividades enzimaticas especificas, debido
a que para calcular dicha actividad, se considera el contenido de proteina en el
coctel. Es importante recordar que las enzimas son proteinas, por lo que la
cantidad de proteina se utiliza para determinar la actividad especifica, que es el
namero de unidades de enzima por miligramo de proteina (U/mg proteina); es
decir, conocer qué actividad presenta el coctel enzimatico tomando en cuenta la

cantidad de proteina en cada caso.
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7.2 Determinacién de las diferentes Actividades Enziméaticas para los

cOcteles enzimaticos comerciales E9 y E10

7.2.1 Actividad Enzimatica de Celulasas (FPU)

Las celulasas son proteinas derivadas de los procesos naturales de fermentacion,
capaces de degradar la celulosa. En realidad, el término celulasa implica una
mezcla de diversos componentes enzimaticos, formando lo que se denomina un
‘complejo enzimatico”, que actua de forma sinérgica en la degradacién de la
celulosa (Carrillo, 2002). Por lo descrito anteriormente, se debe de considerar que
la actividad enzimatica de celulasas, representada por los FPU/mL (Filter Paper
Unit), abarca todas las actividades relacionadas con la hidrdlisis de la celulosa, es

decir, endocelulasas, exocelulasas, hemicelulasas y p-glucosidasas.

Para esta determinacion es necesario realizar diferentes diluciones de enzima y
determinar los azucares reductores generados, con la finalidad de tener puntos
cercanos a la produccion de 2 mg de azucares por medio mL de enzima; con
dichos valores se elabora una regresion lineal para que, mediante la ecuacion de
la recta, se calcule la dilucion de enzima a la cual se producen 2 mg de glucosa
por cada 0.5 mL de enzima (Figura 15). Con los resultados obtenidos se observa
gue el coctel comercial enzimatico E9 presenta una mayor actividad celulolitica
comparada con la del coctel enzimatico E10 (Tabla 8), lo que indica que es
probable que usando dicha enzima se tengan mejores resultados en la hidrolisis

enzimatica, en dado caso de que el substrato a degradar sea la celulosa.
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Figura 15. Determinacion de la actividad FPU de celulasas de los cocteles
enzimaticos comerciales E9 y E10. Se realiz6 un ensayo a diferentes diluciones,

graficandose unicamente los puntos cercanos a los 2 mg de glucosa necesarios.

COCTEL ENZIMATICO ACTIVIDAD ACTIVIDAD
VOLUMETRICA ESPECIFICA

(FPU/MLE) | (IU/mLE) | (FPU/mgP)]| (IU/mgP)

E9 284.62 274.17+4.52 2.88 2.77+0.04

E10 132.14 134.92+8.16 1.00 1.02+0.06

Tabla 8. Actividades FPU volumétrica y especifica de celulasas para los cécteles

enzimaticos comerciales E9 y E10.

7.2.2 Actividad Enzimatica de Endocelulasas

Las endocelulasas, también llamadas endoglucanasas, actian sobre las regiones
internas de la celulosa amorfa en el interior del polisacarido, generando
oligosacaridos de diferentes tamafos y, por lo tanto, nuevas cadenas terminales
(Martinez et al, 2008). Esta actividad es importante en la degradacion de la
celulosa debido a que ayuda a formar azucares de menor tamafio, y ademas, al

dejar nuevas cadenas terminales favorece la accion sinérgica con otras enzimas.
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Para la determinacién de actividad de endocelulasas se realizan diferentes
diluciones del coctel para hacer una regresion lineal con la finalidad de ver a qué
dilucién de enzima se producen 0.5 mg de glucosa por mL de enzima (Figura 16).
En este caso, el coctel enzimatico E9 obtuvo una mayor actividad enzimatica de
endocelulasas en comparacion con el céctel E10 (Tabla 9), lo que indica que el
coctel E9 puede presentar mayor actividad sinérgica, y con ello facilitar la accion
de otras enzimas como son las exocelulasas y posteriormente las pB-glucosidasas,
y por ende, la formacién de azlUcares de menor tamafo, lo que es favorable para

los microorganismos en la posterior fermentacion.

Endocelulasas
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Figura 16. Determinacion de la actividad enzimatica de endocelulasas de los
cocteles enzimaticos comerciales E9 y E10. Se realiz6 un ensayo a diferentes

diluciones, graficandose Unicamente los puntos cercanos a los 0.5 mg de glucosa

necesarios.
COCTEL ENZIMATICO ACTIVIDAD ACTIVIDAD
VOLUMETRICA ESPECIFICA
IU/mLE IU/mgP
E9 881.05 8.93
E10 560.67 4.24

Tabla 9. Actividades enzimaticas volumétricas y especificas de endocelulasas
para los cocteles enzimaticos comerciales E9 y E10 calculadas utilizando la

pendiente de la grafica para la actividad de Endocelulasas.
*NOTA: International Units (IU)= pmol glucosa/min.
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7.2.3 Actividad Enziméatica de Exocelulasas

Las exocelulasas son también conocidas como exoglucanasas y actian en los
extremos terminales del polimero liberando moléculas de glucosa o de celobiosa
(Baldrian y Valaskova, 2008; Martinez et al, 2008). Esta actividad es la
responsable de liberar celobiosa, y actuar sinérgicamente con las p-glucosidasas,

proveyéndole el substrato necesario para su actividad.

En este caso, el coctel enzimatico comercial E9 presenté una mayor actividad
enzimatica de exocelulasas comparado con el céctel enziméatico E10 (Tabla 10).
Lo que indica que esta enzima libera mas extremos terminales, y por consiguiente,
genera mas glucosa o celobiosa a partir de los oligosacaridos presentes, lo que
ayuda a formar azucares de menor tamafio y a favorecer la posterior conversion a
glucosa con la ayuda de otra enzima (B-glucosidasas). En este caso es importante
notar que el ajuste de blanco de enzima se realiza con el valor previamente

obtenido de azucares totales en ambos cécteles enzimaticos (Tabla 7).

COCTEL ENZIMATICO ACTIVIDAD ACTIVIDAD
VOLUMETRICA ESPECIFICA
(IU/mLE) (IU/mgP)
E9 116.69 + 2.22 1.18 + 0.02
E10 74.60 £ 2.72 0.56 + 0.02

Tabla 10. Actividades enzimaticas volumétricas y especificas de exocelulasas
para los coécteles enzimaticos comerciales E9 y E10. Cada determinacion se

realizo por triplicado. *NOTA: International Units (IU)= umol glucosa/min.

7.2.4 Actividad Enzimatica de B-glucosidasas

La B-glucosidasa es un tipo de enzima que se encarga de degradar la celobiosa a
mondmeros de glucosa (Schmid y Wandrey, 1987; Lynd et al, 2002; Baldrian y

Valaskova, 2008; Martinez et al, 2008). Es por ello que es importante que al

degradar la celulosa, la actividad enzimatica de B-glucosidasa se favorezca, ya
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gue gracias a ella se genera la glucosa necesaria para el crecimiento microbiano y

la produccion de bioetanol.

Como el substrato de dicha enzima es la celobiosa, requiere de la accioén sinérgica
de las demas celulasas (endo y exocelulasas), para que con los cortes realizados
por las dos enzimas, se genere dicho substrato. Con los resultados obtenidos se
observa que el coctel enziméatico comercial E9 presenta una mayor actividad de -
glucosidasas, al ser comparado con el coctel enzimatico E10 (Tabla 11), lo que

favorece la produccion de glucosa en la hidrolisis enzimatica de la celulosa.

COCTEL ENZIMATICO ACTIVIDAD ACTIVIDAD
VOLUMETRICA ESPECIFICA
(IU/mLE) (IU/mgP)
E9 7088.66 + 18.48 71.83+0.19
E10 667.37 + 54.29 5.05 + 0.41

Tabla 11. Actividades enzimaticas volumétricas y especificas de B-glucosidasas
para los coécteles enzimaticos comerciales E9 y E10. Cada determinacion se

realizo por triplicado.

*NOTA: International Units (IU)= pmol p-nitrofenol/min.

7.2.5 Actividad Enzimatica de Xilanasas

Las xilanasas actuan depolimerizando las moléculas de xilano en unidades de
pentosas monomeéricas, que son usadas por bacterias y hongos como fuente de
carbono (Hernandez y Paz, 2000). Son enzimas que catalizan la hidrdlisis de los
enlaces glicosidicos de hemicelulosas, como el xilano, presentes en las fibras
celuldsicas. Estas hemicelulosas se encuentran, en cierta forma, en una situacion
estructural intermedia entre las cadenas ordenadas de celulosa y la fraccion
amorfa de lignina. El efecto positivo de la xilanasa en la hidrolisis del material
lignocelulésico se atribuye a la eliminacion de estos xilanos, haciendo que
desaparezca la union existente entre celulosa y lignina (De la Rosa, 2003;
Roncero et al, 2003). Es por ello, que ademas de necesitar a las celulasas para

degradar a los residuos lignocelulésicos, también se requiere de las xilanasas para
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favorecer el ataque de las celulasas al haber depolimerizado el xilano,

convirtiéndolo en carbohidratos més simples.

Al evaluar la actividad de xilanasas en los dos cOcteles enzimaticos comerciales,
se obtuvo que el céctel E10 presenta una mayor actividad volumétrica (Tabla 12),
pero si se considera la cantidad de proteina en cada enzima, y se comparan las
actividades especificas, el coctel E9 es el que presenta una mayor actividad
enzimatica de xilanasas, al tener un menor contenido de proteina. En este caso se
comprueba que es mas certero el comparar las actividades en funcion de su
actividad especifica, y no de la actividad volumétrica. Ademas se comprueba que
el hecho de que el céctel presente una mayor cantidad de proteina no significa
gue su actividad sea mas alta, ya que la xilanasa no es la Unica proteina presente

en el coctel.

COCTEL ENZIMATICO ACTIVIDAD ACTIVIDAD
VOLUMETRICA ESPECIFICA
IU/mLE IU/mgP
E9 319.32 + 6.45 3.24 +0.07
E10 364.58 + 7.62 2.76 + 0.06

Tabla 12. Actividades enzimaticas volumétricas y especificas de xilanasas para
los cocteles enzimaticos comerciales E9 y E10. Cada determinacion se realizé por

triplicado.

*NOTA: International Units (IU)= pumol xilosa/min.

7.3 Determinacién del progreso de reaccién de los coécteles enzimaticos

comerciales E9y E10

Se realizaron experimentos preliminares en los que se determind el progreso de
reaccion para cada tipo de actividad enzimatica, con la finalidad de saber el orden
de reaccion, y en su caso, reducir o aumentar el tiempo de reaccién, para

cerciorarse de que la actividad enzimatica se midiera en el tiempo indicado.
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7.3.1 Progreso de reaccion de la actividad enzimética de Celulasas

En la figura 17 se observa que para ambos cécteles enziméticos comerciales (E9
y E10), se tiene aun un aumento lineal en la produccion de azucares reductores
por la enzima transcurridos los 50 minutos de la reaccion, lo que significa que el
tiempo al que se estd determinando la actividad enzimatica de celulasas es el
indicado, debido a que la relacién entre la concentracién y el tiempo es lineal, por
lo que la velocidad de la reaccion es constante a lo largo de los primeros 50
minutos. Aunque la determinacion de la actividad de FPU para Celulasas
especifica que el ensayo debe realizarse a una hora de reacciéon (Aburto et al,
2012), se puede llevar a cabo en un tiempo menor, ya que la medicion realizada
demuestra que el comportamiento de la reaccion durante esa hora es de primer
orden, es decir, que la velocidad de la reaccion es proporcional a la concentracion
de sustrato, por lo que la velocidad especifica, representada por la pendiente, es
constante durante este tiempo.

Progreso de la reaccidn de Celulasas
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Figura 17. Progreso de la reaccion de la actividad de Celulasas para ambos
cocteles enziméticos (E9 y E10). So6lo se realiz6 un ensayo para cada céctel

enzimatico.

73



7.3.2 Progreso de la reaccion de la actividad enzimética de Endocelulasas

Para el coctel enziméatico comercial E9, se observa que la concentracion de
azucares reductores generados con el paso del tiempo va incrementando de
manera lineal, hasta alcanzar los 100 minutos de reaccion (Figura 18), lo que
indica que la velocidad de la reaccidn es constante al tener una correlacion lineal
entre la concentracion de producto generado y el tiempo, o incluso que la enzima

se ha inactivado.

En cambio, para el coctel enziméatico comercial E10, se tiene un incremento de
azucares en los primeros 45 minutos, y después se observa un decremento de
azucares a los 60 minutos, pero que incrementa linealmente con el paso del
tiempo, hasta alcanzar los 180 minutos; este descenso de azucares puede
deberse al error experimental, ya que dicha determinacion solo se realiz6 una vez
(experimento preliminar). Es importante resaltar que a diferencia de E9, E10
presentd un comportamiento lineal hasta el final de la reaccion, es decir,

transcurridos los 180 minutos.

Progreso de la reaccion de

Endocelulasas
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Figura 18. Progreso de la reaccion de la actividad enzimatica de Endocelulasas
para ambos cécteles enzimaticos (E9 y E10). Cada determinacion soélo se realizé

una vez. Los recuadros amarillos indican de qué punto a qué punto se realizé la
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regresion lineal. La velocidad inicial para el E9 fue de 34.10 umolG/mLE y para
E10 de 14.00 umolG/mLE.

7.3.3 Progreso de la reaccién de la actividad enzimética de Exocelulasas

Como se puede observar en la figura 19, el coctel enzimatico comercial E10 alun
sigue presentando incremento de azucares reductores pasados los 120 minutos
de reaccion, lo que significa que la enzima aun sigue hidrolizando a la celulosa
microcristalina, por lo existe suficiente sustrato para la actividad de exocelulasas.
En cambio, para el coctel enzimatico comercial E9, la produccién de azlcares
presenta una tendencia lineal hasta los 100 minutos, y entre los 100 y 120 minutos
de reaccidn, la concentracion de azUcares totales producidos no incrementan
significativamente, lo que indica que el sustrato presente en la reaccion esta en

pequefas cantidades, o incluso que la enzima se encuentra inactiva a este tiempo.

Progreso de la reaccion de Exocelulasas
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Figura 19. Progreso de la reaccion de la actividad de Exocelulasas para ambos
cécteles enzimaticos (E9 y E10). Cada determinacién sélo se realizd una vez. Los
recuadros amarillos indican de qué punto a qué punto se realizé la regresion lineal.
La velocidad inicial para el E9 fue de 68.65 umolG/mLE y para E10 de 161.41
pmolG/mLE.
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7.3.4 Progreso de la reaccion de la actividad enzimatica de p-glucosidasas

Para el coctel enzimatico E9, el progreso de la reaccion durante los primeros 43
segundos es lineal (Figura 20), lo que indica que la enzima esta hidrolizando al
sustrato presente en la reaccion. Después de ese tiempo, el comportamiento
comienza a ser de curva hiperbdlica, lo que indica que el sustrato presente en el
medio de reaccion comienza a disminuir, al ser hidrolizado por la enzima conforme
pasa el tiempo. Es por esto, que la determinaciéon de la actividad de B-
glucosidasas puede realizarse en un tiempo menor, para determinarla en la parte
lineal de la curva, o incluso se puede hacer una dilucibon mayor al coctel
enzimatico, con la finalidad de que la parte lineal de la curva se prolongue por mas

tiempo.

En cambio, para el coctel enzimatico comercial E10 el progreso de la reaccion es
lineal durante los 5 minutos de reaccion (Figura 20), lo que indica que la enzima
aun tiene substrato por hidrolizar y por ende, que la velocidad durante ese tiempo
es constante, por lo que se puede reducir el tiempo de reaccion. El cambio en el
comportamiento de ambas enzimas se debe a que el céctel E9 hidroliza al
substrato en un menor tiempo, es decir, la velocidad es mayor; en cambio, el
coctel E10 tarda mas tiempo en hidrolizar el substrato, por lo que la velocidad es

menor.
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Progreso de la reaccion de B-glucosidasas
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Figura 20. Progreso de la reaccion de la actividad de B-glucosidasas para los
cocteles enzimaticos comerciales E9 y E10. Cada determinacion soélo se realizo
una vez. Los recuadros amarillos indican de qué punto a qué punto se realizé la

regresion lineal.

7.3.5 Progreso de lareaccion de la actividad enziméatica de Xilanasas

Como se puede observar, para el caso del coctel enzimatico E9, el progreso de la
reaccion para la actividad de xilanasas después de los 10 minutos establecidos en
la bibliografia, demuestra que se siguen generando azUcares reductores como
producto de la hidrdlisis del xilano, siendo algo parecido a lo que ocurre con el
coctel enzimatico E10 (Figura 21). A pesar de que se para la reaccion pasados los
10 minutos, la figura muestra que la enzima sigue hidrolizando substrato, pero al
ser la parte lineal de la curva, la pendiente es la misma, por lo que no existe
diferencia significativa en la velocidad, que representa la cantidad de glucosa que

se forma por unidad de tiempo.
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Figura 21. Progreso de reaccion de la actividad de Xilanasas para ambos cocteles
enzimaticos (E9 y E10). Cada determinacion solo se realiz6 una vez. Los
recuadros amarillos indican de qué punto a qué punto se realizé la regresion lineal.
La velocidad inicial para el E9 fue de 307.81 umolG/mLE y para E10 de 475.18
umolG/mLE.

Tabla 13. Velocidades para las diferentes actividades enzimaticas determinadas

en ambos cocteles enzimaticos (E9 y E10).

ACTIVIDAD VELOCIDAD COCTEL E9 VELOCIDAD COCTEL E10
ENZIMATICA (%) (%)
Celulasas 160.92 87.22
Endocelulasas 41.50 23.88
Exocelulasas 162.63 69.72
B-glucosidasas 6424.40 550.32
Xilanasas 509.69 499.88

NOTA 4: Los umol de producto dependen de la actividad enzimatica.
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Al analizar las velocidades iniciales de las diferentes actividades enziméticas se
observa que el coctel enzimatico comercial E9 presenta en todas las actividades
una mayor velocidad inicial, lo que indica que dicho coctel realiza la hidrolisis del
substrato a producto en un menor tiempo, a diferencia del céctel enzimatico
comercial E10, el cual presenta velocidades considerablemente menores, con
excepcion de la actividad de xilanasas, donde la diferencia entre ambos cécteles
fue de 10 umol de xilosa, por lo que se concluye que el coctel E9 es el que
presenta enzimas con mayor actividad y por ende, que realizan la correspondiente

hidrélisis en un menor tiempo.

7.4 Influencia del pH en las diferentes Actividades Enzimaticas de los
cocteles enzimaticos comerciales E9y E10

La actividad de una enzima se ve afectada por el pH al cual se lleva a cabo la
reaccion. La curva de actividad enzimatica contra pH puede ser diferente para
cada tipo de enzima, pero en general tiene forma de campana, presentando una
actividad maxima en el denominado pH Optimo. La relacién entre el pH vy la
actividad depende del comportamiento acido-base de la enzima y, sabiendo que
las enzimas son proteinas, cualquier cambio brusco de pH puede alterar el
caracter idnico de los grupos amino y carboxilo en la superficie proteica, afectando
asi las propiedades cataliticas de una enzima. A pH alto o bajo se puede producir

la desnaturalizacion de la enzima y, en consecuencia, su inactivacion (Figura 22).
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Figura 22. Variacion de la actividad enzimatica con el pH. (Fuente: Biologia Sur,
2010).
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7.4.1 Influencia del pH en la Actividad enzimatica de Celulasas

Como se puede observar (Figura 23), para el caso del coctel E9, la maxima
actividad enzimatica se obtuvo a un pH de 5, que es cercano al que se uso para
determinar la actividad enzimatica en FPU, que es de 4.8. Esto significa que a este
valor de pH, las interacciones entre el grupo amino y carboxilo, asi como de los
grupos ionizables de la proteina hacen que su estado idnico sea el mas adecuado
para llevar a cabo la hidrdlisis enzimatica.

En cambio, para el coctel enzimético comercial E10, la actividad mas alta se
obtuvo en un pH de 3.07, el cual est4 una unidad por debajo de lo sugerido en la
bibliografia para la determinacion de dicha actividad (Aburto et al, 2012); por lo
gue es necesario realizar una modificacion al pH para favorecer la interaccion
ibnica entre la enzima y el substrato, es decir, que los grupos ioniozables
presentes en la enzima favorezcan su interaccion con el sustrato para llevar a
cabo la hidrdlisis. (Figura 23). La presencia de dos picos es debido a que, al ser un
coctel, se encuentran diferentes enzimas presentes en el mismo, por lo que es
probable que en un pH cercano a 5 se favorezca una actividad diferente, siendo

probablemente la de endocelulasas.
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Figura 23. Influencia del pH en la actividad enziméatica de celulasas para los
cocteles enzimaticos comerciales E9 y E10. Cada determinacion se realizd por
triplicado.

7.4.2 Influencia del pH en la Actividad enzimatica de Endocelulasas

Para esta actividad enzimatica, ambos cocteles enzimaticos comerciales (E9 y
E10) presentaron un comportamiento parecido, obteniéndose una actividad
enzimatica maxima a un pH de 4.94 (Figura 24), donde los grupos ionizables de la
enzima se encuentran en estado ionico en donde la interaccion enzima-substrato
resulta ser Optima, obteniéndose la mayor actividad enzimatica para ambos
cocteles. Esto concuerda con el valor sugerido en la bibliografia, que es de 4.8

para la determinacién de esta actividad (Aburto et al, 2012).
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Influencia del pH para Endocelulasas
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Figura 24. Influencia del pH en la actividad enzimatica de endocelulasas para los
cocteles enzimaticos comerciales (E9 y E10). Para cada pH se realizé un ensayo a
diferentes diluciones, graficandose unicamente los puntos cercanos a los 0.5 mg

de glucosa necesarios, para después realizar una regresion lineal.
*NOTA: International Units (IU)= pmol glucosa/min.

7.4.3 Influencia del pH en la Actividad enzimatica de Exocelulasas

En la determinacion de la influencia del pH sobre la actividad enzimatica de
exocelulasas, se observo que ambos cocteles enzimaticos comerciales (E9 y E10)
presentan el mismo comportamiento al cambio del pH. A pesar de que el valor de
pH recomendado en la literatura es de 4.8 (Aburto et al, 2012), ambas enzimas
presentaron una actividad maxima a un pH de 5.96, es decir, una unidad por arriba
de lo sugerido (Figura 25). En un pH cercano a 6, la concentracién de protones
presentes favorecen que el substrato interaccione con la enzima, y por ende, se
lleve a cabo la hidrolisis enzimética; con ello, se logra obtener la actividad
enzimatica de exocelulasas mas alta, logrando una degradacion mas eficiente del

substrato.
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Influencia del pH para Exocelulasas
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Figura 25. Influencia del pH en la actividad enziméatica de exocelulasas para los
cocteles enzimaticos comerciales (E9 y E10). Cada determinacion se realizd por

triplicado.
*NOTA: International Units (IU)= pmol glucosa/min.

7.4.4 Influencia del pH en la Actividad enzimatica de B-glucosidasas

Como se observa en la Figura 26, el coctel enzimatico comercial E9 presento la
maxima actividad enzimatica de p-glucosidasas a un pH de 5.1, lo que se
encuentra cercano al valor indicado en la literatura, que es de 4.8 (Aburto et al,
2012).
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Figura 26. Influencia del pH en la actividad enzimatica de B-glucosidasas para el

céctel enzimatico comercial E9. Cada determinacién se realiz6 por triplicado.
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En cambio, para el céctel enzimatico comercial E10, la mayor actividad enzimatica
de B-glucosidasas se encuentra a un pH de 5.96 (Figura 27), una unidad arriba de
lo recomendado en la literatura (Aburto et al, 2012). Con ello se observa que los
grupos ionizables de ambos cOcteles enzimaticos presentan un comportamiento
distinto frente al pH, lo que indica que las enzimas presentes en cada coéctel son

diferentes.
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Figura 27. Influencia del pH en la actividad enzimatica de B-glucosidasas para el

coctel enzimatico comercial E10. Cada determinacion se realizo por triplicado.

7.4.5 Influencia del pH en la Actividad enzimatica de Xilanasas

Para xilanasas, ambos cocteles enzimaticos comerciales (E9 y E10) presentaron
el mismo comportamiento ante la variacion del pH. Tanto E9 como E10 tienen la
maxima actividad enzimatica en un pH de 6.76 (Figura 28), es decir, cercano a 7,
lo que concuerda con la metodologia sugerida (Aburto et al, 2012). Ademas, se
sabe que la mayoria de las xilanasas muestran actividad a un pH neutro o
ligeramente acido (Montoya et al, 2010), lo que corresponde con lo obtenido
experimentalmente. El pH neutro representa una ventaja, ya que si se realiz6 un
pretratamiento basico, solo basta con neutralizarlo, a diferencia de las actividades

enzimaticas previas, donde el material debe acidificarse.
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Figura 28. Influencia del pH en la actividad enziméatica de xilanasas para los

cocteles enzimaticos comerciales (E9 y E10). Cada determinacion se realizd por

triplicado.
ACTIVIDAD pH COCTEL E9 pH COCTEL E10
ENZIMATICA
Celulasas 4.8 3.07
Endocelulasas 4.94 4.94
Exocelulasas 5.96 5.96
B-glucosidasas 5.1 5.96
Xilanasas 6.76 6.76

Tabla 14. Valor de pH al cual se obtuvieron las maximas actividades enzimaticas

para ambos cocteles enzimaticos comerciales (E9 y E10).

En el caso del coctel comercial E9, utilizando un pH cercano a 5 se obtuvieron las
maximas actividades enzimaticas para 3 de ellas (celulasas, endocelulasas y -
glucosidasas), a diferencia del coctel comercial E10, donde solo en dos casos
(exocelulasas y B-glucosidasas) se obtuvo la maxima actividad al mismo pH,
siendo éste cercano a 6. Esto indica que el comportamiento entre ambos cécteles
varia dependiendo del pH, debido al estado de los grupos ionizables en cada

céctel y la interaccion que presentan con el sustrato.
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7.5 Influencia de la Temperatura en las diferentes Actividades Enzimaticas de

los cocteles enziméticos comerciales E9 y E10

El aumento de la temperatura provoca en las moléculas un incremento de su
energia cinética, los movimientos de las mismas son mas répidos, y la frecuencia
de las colisiones entre moléculas aumenta, lo que produce una mayor velocidad
de reaccion. Esto es, la velocidad de una reaccién enzimatica se incrementa al
aumentar la temperatura dentro de un determinado rango, alcanzando un valor
maximo a la denominada temperatura Optima. A valores superiores a ésta, la
actividad disminuye debido a que la enzima como cualquier otra proteina, sufre
procesos de desnaturalizacién y, por lo tanto, de inactivacion (Jorrin y Tena,
2007).
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Figura 29. Variacion de la actividad enzimatica con la Temperatura. (Fuente:
Biologia Sur, 2010).

7.5.1 Influencia de la Temperatura en la Actividad enzimatica de Celulasas

Para ambos coécteles enzimaticos comerciales (E9 y E10) se observa que en el
rango de temperaturas empleadas, la actividad enzimatica mas alta se obtiene a
los 60°C, pero al no haber hecho un estudio con temperaturas superiores, no se
puede determinar si para ambas enzimas la maxima actividad se presenta a dicha
temperatura. EI comportamiento esperado se observa en ambos cécteles (Figura

30), ya que conforme aumenta la temperatura, la actividad enzimatica incrementa.
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Influencia Temperatura Celulasas
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Figura 30. Influencia de la Temperatura en la actividad enzimatica de celulasas
para los cocteles enzimaticos comerciales E9 y E10. Cada determinacion se
realizé por triplicado.

7.5.2 Influencia de la Temperatura en la Actividad enzimatica de

Endocelulasas

En el caso de la influencia de la temperatura en la actividad enzimatica de
endocelulasas, se observa que el punto maximo de actividad para los dos cocteles
enzimaticos comerciales se encuentra a los 50°C, ya que al elevar 10°C esta
temperatura, la actividad comienza a descender (Figura 31), esto debido a la
desnaturalizacion de las proteinas y a la pérdida de la estructura tridimensional de
las enzimas, con lo que la hidrélisis enzimatica comienza a disminuir,

observandose el comportamiento de campana descrito en la literatura.

A diferencia de las celulasas, la temperatura Optima para las endocelulasas se
encuentra en la temperatura reportada en la literatura (Aburto et al, 2012), es
decir, llevando a cabo la reaccion a 50°C. Este factor es importante, ya que si se

realiza por arriba de su temperatura Optima, se cambia la conformacién
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tridimensional de la enzima, y por ende, la actividad comienza a descender,

disminuyendo la eficiencia de la enzima.
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Figura 31. Influencia de la Temperatura en la actividad enzimatica de
endocelulasas para los cocteles enzimaticos comerciales (E9 y E10). Para cada
pH se realiz6 un ensayo a diferentes diluciones, graficandose Unicamente los
puntos cercanos a los 0.5 mg de glucosa necesarios, para después realizar una

regresion lineal. *NOTA: International Units (IU)= pumol glucosa/min.

7.5.3 Influencia de la Temperatura en la Actividad enzimatica de

Exocelulasas

La maxima actividad enzimatica de exocelulasas se obtuvo a los 50°C, lo que
también corresponde con lo reportado en la metodologia (Aburto et al, 2012).
Como se puede observar en la figura 32, los dos cocteles enziméticos comerciales
(E9 y E10) presentan el mismo comportamiento, donde la actividad enzimatica
aumenta, hasta llegar a los 50°C, y al aumentar la temperatura 10°C, la actividad
enzimatica comienza a descender. La actividad de la enzima comienza a disminuir
debido a la desnaturalizaciéon de ésta, o que ocasiona que su conformacion
cambie, y disminuya la hidrdlisis enzimatica de los residuos lignoceluldsicos para

la formacion de nuevos oligosacéridos.
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Figura 32. Influencia de la Temperatura en la actividad enzimatica de
exocelulasas para los coécteles enzimaticos comerciales (E9 y E10). Cada

determinacion se realiz6 por triplicado. *NOTA: International Units (IU)= pmol glucosa/min.

7.5.4 Influencia de la Temperatura en la Actividad enzimatica de B-

glucosidasas

En la actividad enzimatica de B-glucosidasas, se observa que tanto el coctel
enzimatico comercial E9, como E10, en el rango de temperaturas empleadas
presentan la actividad enzimatica mas alta a los 60°C (Figuras 33 y 34); al igual
gue en el caso de las celulasas, no se puede determinar que la temperatura
Optima para esta actividad es a los 60°C, ya que no se realizaron mediciones de la
actividad a temperaturas mas altas, por lo que ésta puede mantenerse,
incrementar o incluso descender, observandose el comportamiento de campana

descrito en la literatura.
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Figura 33. Influencia de la Temperatura en la actividad enzimatica de -
glucosidasas para el céctel enzimatico comercial E9. Cada determinacion se
realizé por triplicado.
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Figura 34. Influencia de la Temperatura en la actividad enzimatica de f-
glucosidasas para el céctel enzimatico comercial E10. Cada determinacion se

realizo por triplicado.
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7.5.5 Influencia de la Temperatura en la Actividad enzimética de Xilanasas

En el estudio de la influencia de la temperatura en la actividad enzimética de
xilanasas, se observa que para ambos cécteles enzimaticos comerciales (E9 y
E20) la temperatura Optima es a 50°C, donde se presenta la mayor actividad

enzimatica, para después comenzar a disminuir (Figura 35).
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Figura 35. Influencia de la Temperatura en la actividad enzimatica de xilanasas
para los coOcteles enzimaticos comerciales (E9 y E10). Cada determinacion se

realizo por triplicado.

ACTIVIDAD Temperatura (°C) | Temperatura (°C)
ENZIMATICA COCTEL E9 COCTEL E10
Celulasas 60 60
Endocelulasas 50 50
Exocelulasas 50 50
B-glucosidasas 60 60
Xilanasas 50 50

Tabla 15. Temperatura a la cual se obtuvieron las maximas actividades
enzimaticas para ambos cécteles enzimaticos comerciales (E9 y E10).
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Al analizar la influencia de la temperatura en la actividad enzimatica de los dos
cocteles enziméticos comerciales (E9 y E10) se observé que comparando ambos
casos, el comportamiento en las diferentes actividades era el mismo. Las
actividades de endocelulasas, exocelulasas y xilanasas fueron maximas a 50°C, a
diferencia de las actividades de celulasas y B-glucosidasas, donde el maximo se

presentd a 60°C.

Se debe de tomar en cuenta que la actividad enzimatica de celulasas representa a
todas las actividades enzimaticas presentes en la degradacion de la celulosa, por
lo que al observar que de las 3 actividades, la Unica que se favorece a los 60°C es
la actividad enzimatica de B-glucosidasas se puede inferir que la actividad
predominante en la determinacion de la actividad enzimatica de celulasas es la de

B-glucosidasas, por lo que la temperatura maxima también fue de 60°C.

7.6 Resistencia enzimatica a la inactivacion térmica de los cocteles

enzimaticos comerciales E9 y E10

Para determinar la resistencia enzimatica a la inactivacion térmica de ambos
cocteles, cada coctel se somete a diferentes tratamientos térmicos durante una
hora, para después llevar a cabo la reaccion de la actividad enzimatica de
celulasas realizada a 50°C, en un buffer de citratos 0.1M pH 4.8, a 180 rpm por
una hora. La resistencia enzimatica, o actividad residual, es reportada como el
porcentaje de actividad medido después de someter a diferentes tratamientos
térmicos a los cécteles, comparandose con la actividad enzimatica determinada
sin atemperar cada coctel enzimatico, es decir, de 284.62 FPU/mLE para el céctel
E9 y de 132.14 FPU/mLE para el coctel E10 (Tabla 8).

Esta determinacion se realizé con la finalidad de analizar qué efecto presenta el
someter a los dos cdécteles enzimaticos a una temperatura superior a la cual se
conserva (aproximadamente 4°C), y de qué manera influye en la actividad

enzimatica de celulasas, para cada caso.
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Los resultados muestran que para el céctel enzimatico comercial E9, el incubar el
coctel enzimatico a una temperatura menor a 60°C ocasiona que la actividad
aumente, esto debido a que durante el periodo de incubacion la energia cinética
de las moléculas aumenta, por lo que existe una mayor velocidad de reaccion
ocasionando que la actividad enzimatica aumente; en cambio, para el coctel E10
conforme la temperatura de incubaciébn aumenta, la actividad enzimatica
disminuye (Figura 36), debido a que las enzimas son proteinas, que como se
menciond anteriormente, a valores superiores de temperatura sufren procesos de

desnaturalizacién, por lo que la actividad enzimética disminuye.

Resistencia enzimatica a la
inactivacion térmica

140 ~
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100 ~
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60 - mE9

40 - WEIL0
20 A

Actividad Residual (%)

20 30 40 50 60
TemperaturaIncubacion (°C)

Figura 36. Resistencia enzimatica a la inactivacion térmica de los coOcteles
enzimaticos comerciales E9 y E10. Para cada temperatura se realizé un ensayo a
diferentes diluciones, graficandose Unicamente los puntos cercanos a los 2 mg de

glucosa necesarios, para después realizar una regresion lineal.
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7.7 Efecto de Inhibidores en los cécteles enzimaticos comerciales E9y E10

7.7.1 Inhibicion por Substrato en los cocteles enziméaticos comerciales E9 y
E10

La inhibicion enzimatica que se presenta al tener un exceso de substrato en el
medio provoca una pérdida en la actividad enzimatica; en este tipo de inhibicidn,
una segunda molécula de substrato, puede unirse al complejo E-S (Enzima-
Substrato), dando lugar a la formacion del complejo (E-S,), que no da el producto
esperado:

E+SeoES>E+P

°]
ES,
En general se da este tipo de inhibicion cuando el substrato se encuentra en

grandes concentraciones y reacciona con la proteina enzimatica en un lugar

diferente al de la unién del substrato (Porto, 2012).

Para analizar el efecto de la inhibicion por sustrato, se determind la actividad de -
glucosidasas, pero a diferencia de la primera medicion, se afiadié en el medio de
reaccion celobiosa, que es el substrato que emplea el coctel enzimatico para la
realizar la actividad de pB-glucosidasas. Se optdé por estudiar el efecto de la
inhibicién con esta actividad enzimatica debido a que esta determinacion es la
Unica en la que el substrato se encuentra en estado completamente liquido, por lo
gue la transferencia de masa entre la enzima y el substrato se favorece,

presentando menos dificultades en el medio de reaccion.

Como se puede observar en la figura 37, para el coctel enziméatico comercial E9, al
incrementar la concentracion de substrato presente en el medio de reaccion, es
decir, la celobiosa, la actividad enzimatica de p-glucosidasas disminuye, por lo que

el porcentaje de inhibicion aumenta.
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INHIBICION POR SUSTRATO PARA E9

Concentracion Celobiosa (g/L)
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Figura 37. Inhibicion por substrato del coctel enziméatico comercial E9 en la
actividad enzimatica de p-glucosidasas. Cada determinacion se realizd por
triplicado. Los circulos rojos representan la actividad enzimatica y los cuadros

azules el porcentaje de inhibicion.

En el caso del coctel enzimatico comercial E10 presentd un comportamiento
similar al coctel E9; al aumentar la concentracion de celobiosa (substrato de la
reaccion), la actividad enzimatica disminuye y el porcentaje de inhibicion aumenta
(Figura 38). Para ambos casos se observa que los cécteles enzimaticos se inhiben
al ir incrementado la concentracion de sustrato presente, pero comparando ambos
cocteles, en el caso de E9 presenta un mayor efecto inhibidor al incrementar la
concentracion de sustrato (casi 100%); en cambio E10 si presenta inhibicion, pero

es menor (aproximadamente del 60%)
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INHIBICION POR SUSTRATO PARA E10

Concentracion de celobiosa (g/L)
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Figura 38. Inhibicion por substrato del coctel enzimatico comercial E10 en la
actividad enzimatica de p-glucosidasas. Cada determinacion se realizd por
triplicado. Los circulos rojos representan la actividad enzimatica y los cuadros

azules el porcentaje de inhibicion.

7.7.2 Inhibicién por Producto en los cécteles enziméaticos comerciales E9 y
E10

Un caso de inhibiciéon es aquella que se presenta por el producto final, también
inhibe

alostéricamente a la enzima que cataliza la reaccion, interrumpiendo asi su propia

llamada retroinhibicion o control feed-back. En ella, el producto final
sintesis cuando ésta ya no es necesaria 0 cuando el producto se encuentra en

exceso y no ha sido retirado de la reaccidon enzimatica (Porto, 2012).
Se puede observar en la figura 39, que para el céctel enziméatico comercial E9, la

actividad enzimatica de B-glucosidasas disminuy6é conforme la concentracion de

glucosa iba aumentando, es decir, la actividad disminuyé al incrementar la
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concentracion de producto, obteniéndose al final de la reaccién un 30% de

inhibicion..

INHIBICION POR PRODUCTO PARA E9
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Figura 39. Inhibicion por producto del céctel enzimatico comercial E9 en la
actividad enzimatica de p-glucosidasas. Cada determinacion se realizd por
triplicado. Los circulos rojos representan la actividad enzimatica y los cuadros

azules el porcentaje de inhibicion.

Para el coctel enzimatico comercial E10 se observa un comportamiento parecido
al coctel E9; conforme la concentracion de glucosa aumenta, el porcentaje de
inhibicién también aumenta, presentando al final de la reaccién aproximadamente
un 30% de inhibicion, lo que si puede influir en la hidrolisis enzimatica, ya que la
actividad enzimatica se ve disminuida al inhibirse la enzima, y por ende, la

produccion de azucares reductores es menor a la esperada (Figura 40).
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INHIBICION POR PRODUCTO PARA E10

Concentracion Glucosa (g/L)
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Figura 40. Inhibicion por producto del coctel enzimatico comercial E10 en la
actividad enzimatica de p-glucosidasas. Cada determinacion se realizd por
triplicado. Los circulos rojos representan la actividad enzimatica y los cuadros

azules el porcentaje de inhibicion.

Si se planea hacer un sistema continuo en la hidrdlisis enzimatica de los residuos
lignocelulésicos, es importante considerar que el producto de la sacarificacion
debe de extraerse del sistema, ya que de lo contrario, la enzima presentara una
inhibicién por producto, y con ello una actividad enzimatica mas baja, lo que si es
significativo para llevar a cabo la fermentacion, ya que la fuente de carbono de los

microorganismos es principalmente la glucosa.
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7.8 Tratamiento de la Muestra

Para evaluar la capacidad de hidrélisis de los cOcteles sobre material
lignocelulésico crudo, el contenido de agua de las tres muestras a utilizar (Bagazo
de cafa malla 60, Pasto Taiwan malla 60 y Residuos de Malta malla 60-80) se

determind la humedad por el método de Termobalanza.

Este método se basa en evaporar de manera continua la humedad de la muestra y
el registro continuo de la pérdida de peso, hasta que la muestra se sitle a peso
constante. El error de pesada en este método se minimiza cuando la muestra no
se expone constantemente al ambiente. (Nollet, 1996; Iturbe y Sandoval, 2011).
Es un método semiautomatico y automatico y la muestra no es removida, por lo

tanto, el error de pesada es minimo (lturbe y Sandoval, 2011).

MATERIAL PASTO TAIWAN BAGAZNO DE RESIDUOS DE
CANA MALTA
Humedad (%) 5.55 6.85 6.60

Tabla 16. Humedad de los tres Residuos Lignoceluldsicos, determinada por el

Método de Termobalanza. Cada determinacion se realizo sélo una vez.

El medio basico utilizado en el pretratamiento es para promover la descomposicion
del H,O,, y como consecuencia, se producen radicales mas reactivos como
hidroxilo (OH") y superoxido (O2) (Mussatto y Teixeira, 2010), los cuales son los
responsables de la degradacidon de la lignina, éstos aumentan la capacidad de
absorciéon de agua del material y disminuyen hasta en un 50% la concentracién de
lignina presente, decrecen la cristalinidad de la celulosa y aumentan la

susceptibilidad al ataque quimico-enzimatico (Sun y Cheng, 2002).

Se aplicé un pretratamiento basico-oxidante para los tres materiales debido a que
se analizaron previamente los pretratamientos realizados anteriormente en el
Instututo Méxicano del Petréleo a cargo del Dr. Jorge Arturo Aburto Anell, y para el
bagazo de cafia, el pasto Taiwan y los residuos de malta, este pretratamiento era
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el que daba mejores resultados en la produccion de azucares totales y azlcares

reductores.

7.8.1 Azucares Totales del licor después del Pretratamiento bésico-oxidante
paralos 3 materiales

Para determinar qué tan eficiente fue el pretratamiento realizado, es necesario
cuantificar los azUcares totales presentes en el licor obtenido, ya que éstos nos
dan una idea de qué tanto se dafid la estructura de los residuos lignoceluldsicos

en estudio.

En la Figura 41, se puede observar que el Pasto Taiwan es el material que
presenta un menor contenido de azucares totales después del pretratamiento, con
98.08 mg de Azucares Totales por gramo de muestra, a diferencia de los residuos
de malta, que mostraron el mayor contenido de azucares totales después del
pretratamiento, con 300.21 mg de azUcares totales por gramo de muestra. Se
cuantificaron también los azucares reductores, pero como era de esperarse, no se
encontraron. Esto debido a que durante el pretratamiento se liberan polisacaridos
y lignina que se encuentran en los materiales (Figura 42), pero los azUcares mas

pequefios se forman con la hidrélisis enzimatica posterior.
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Figura 41. Azlcares Totales presentes en los tres materiales después del

pretratamiento basico-oxidante. Cada determinacion se realizé por triplicado.

p-Coumaric Ferulic Dehydrodiferulic

Figura 42. Asociacion de la lignina con polisacaridos (Fuente: liyama et al, 1994).
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7.8.2 Hidrélisis Enzimatica con los cOcteles enzimaticos comerciales E9 y
E10

Para los 3 casos se realizO una sacarificacion con las enzimas E9 y EI10,
afladiendo 45 uL del coctel enzimatico original a 50 mg de material seco y
pretratado, en las condiciones sugeridas en la bibliografia (Aburto et al, 2012), es
decir, a 50°C durante 1 hora, a un pH de 4.8 a 180 rpm. Al sobrenadante obtenido
se le cuantificaron azlcares totales y azucares reductores, para determinar qué
tan eficiente fue la sacarificacion en cada uno de los materiales. Al haber aplicado
un pretratamiento y después haber realizado la sacarificacion enzimética, se
espera que el porcentaje de azucares tanto reductores como totales sea cercano
al 100%.

En la determinacion de Azucares Totales, se observa que utilizando el coctel E9,
el material que mostré un mayor rendimiento en la sacarificacion fue el Bagazo de
cafa, seguido por el Pasto Taiwan, y los residuos de malta, que muestran un alto
contraste con los otros dos materiales (Figura 43). Tanto el bagazo de cafia como
el pasto Taiwan estan en rendimientos cercanos al 100%, y al compararlos con los
residuos de malta, que solo obtuvieron un 17%, se puede inferir que el no haber
secado el material, como se hizo con los otros dos casos puede influir en los
azucares obtenidos. Esto resulta contrario a lo que se esperaba, ya que al secar el
material, se provoca que la conformacion estructural que adquirié después del
tratamiento se cambie, volviendose mas compacto y menos disponible al ataque
enzimatico; en cambio, al no secar el material, la conformacion adquirida a causa
del pretratamiento se conserva, con lo que la hidrdlisis enziméatica deberia

favorecerse.

Con el céctel enzimatico comercial E10, tanto para el bagazo de cafia como para
los residuos de malta, se obtuvieron menor cantidad de azucares totales, a
diferencia del pasto Taiwan, que presenté una mayor cantidad de azlcares

totales, con aproximadamente un 80% de rendimiento (Figura 43). A pesar de que
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los residuos de malta presentan un rendimiento del 50%, si se comparan ambos
cocteles, el coctel enzimatico comercial E10 tiene mayor efectividad al hidrolizar

los polisacéaridos y oligosacéridos presentes en dichos residuos lignocelulésicos.

Azucares Totales
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Figura 43. Azlcares Totales presentes en los materiales después de la hidrolisis

enzimatica con los coOcteles enzimaticos comerciales E9 y E10. Cada

determinacion se realiz6 por triplicado.

En cuanto a los azucares reductores obtenidos en los 3 materiales con el coctel
enzimatico E9, para el pasto Taiwan se obtuvo un 57% de azUcares totales, lo que
indica que la hidrdlisis de los azlcares totales no se llevé a cabo por completo,
sucediendo algo parecido para los residuos de malta, donde se obtuvo alrededor
del 5% de los azucares reductores, por lo que en este caso tampoco se
hidrolizaron todos los azUcares totales presentes (Figura 44). En cambio, para el
bagazo de cafia, los azucares reductores obtenidos son alrededor del 100%, lo
gue indica que el coctel enzimatico comercial llevd a cabo adecuadamente la

hidroélisis enzimatica.

También se cuantificaron los azucares reductores obtenidos a partir de la

sacarificacion enzimatica por el céctel enzimatico comercial E10 (Figura 44),
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donde el Pasto Taiwan tuvo aproximadamente un 50% de azucares reductores, lo
que indica que aun quedaron azucares totales sin hidrolizar, al igual que para el
bagazo de cafa, con un porcentaje similar. En el caso de los residuos de malta, el
porcentaje de azUcares reductores obtenidos fue de 30% aproximadamente,
siendo mayor al obtenido con la enzima E9, lo que indica que para este material,

este coctel realiza una mejor hidrdlisis de dicho material lignocelulésico.

Azucares Reductores
1.131+0.04
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Figura 44. Azucares Reductores presentes en los materiales después de la
hidrdlisis enzimatica con los cécteles enzimaticos comerciales E9 y E10. Cada

determinacion se realiz6 por triplicado.

Al parecer, el pH del agua presente en el material sin secar interfiere en la
hidrdlisis enzimatica, lo que puede ser causado por el pretraramiento realizado, ya
gue aunque se hacen lavados del sobrenadante comprobando que el pH sea
cercano al del buffer, en realidad no se comprueba el pH como tal de los residuos
lignocelulésicos, lo que puede estar inhibiendo a la enzima. De acuerdo a los
resultados obtenidos anteriormente, se sabe que el pH 6ptimo de este céctel se
encuentra cercano a 5, ya que al aproximarse a un pH neutro, la actividad

enzimatica disminuye considerablemente.
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7.8.3 Grados de Polimerizacion de los 3 Residuos Lignocelulésicos con los

dos cocteles enzimaticos comerciales (E9 y E10)

El grado de polimerizacién se define como el numero de unidades monoméricas
en una macromolécula o una molécula oligomérica, un bloque o una cadena
(IUPAC, 2012). En este caso, se usa el grado de polimerizacion como referencia,
para ver la efectividad de la hidrolisis enzimética y la consecuente generacion de
azucares reductores. El grado de polimerizacion se calcula empleando la siguiente

formula:

GP-—AT
AR

Donde,

GP: Grado de Polimerizacion
AT: AzUcares Totales

AR: AzUcares Reductores.

La interpretacion que se le da al grado de polimerizacidon es que mientras mas
cercano a 1 sea, la hidrdlisis enzimética fue mas eficiente; es decir, si tenemos un
valor cercano a 1 eso significa que todos los azucares totales presentes fueron
hidrolizados y convertidos a azucares reductores, como algunos monosacaridos y

disacéridos, entre ellos la glucosa.

GRADO DE GRADO DE
MATERIAL POLIMERIZACION | POLIMERIZACION
COCTEL E9 COCTEL E10
Pasto Taiwan 1.81+0.10 1.50 £ 0.08
Bagazo de cafa 0.98 + 0.00 1.26 £0.13
Residuos de malta 3.10 +0.09 1.65+0.15

Tabla 17. Grados de polimerizacion de los tres materiales lignoceluldsicos

empleando los dos cdOcteles enzimaticos comerciales (E9 y E10).
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Para el coctel enzimético comercial E9, se observa que el material que obtuvo el
menor grado de polimerizacion fue el bagazo de cafia, con un grado de
polimerizacién cercano a 1, lo que resulta ideal, ya que indica que ademés de
tener una alta eficiencia en la produccion de azlcares, la actividad de la enzima
esta logrando hidrolizar a todo el substrato, generando monosacaridos. El Pasto
Taiwan tuvo un grado de polimerizacion cercano a 2, lo que indica que aun hay
substrato por hidrolizar, y que la enzima no esta realizando la sacarificacién por
completo, es decir, que no se estan obteniendo azucares fermentables. Y por
ultimo, los Residuos de Malta obtuvieron un grado de polimerizacion de 3, debido
a que las actividades enziméticas de endo y exocelulasas no estdn generando los
oligosacaridos y por ende los disacaridos necesarios para la generacion de

glucosa a partir de la actividad enzimatica de B-glucosidasas (Figura 45).

Grado de Polimerizacion
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0.00 COCTEL E9 COCTEL E10

Figura 45. Grados de Polimerizacion del Pasto Taiwan, el Bagazo de Cafay los

Residuos de Malta con los cActeles enzimaticos comerciales E9 y E10.

Los resultados obtenidos para el coctel enzimatico comercial EL0 muestran que
para el bagazo de cafia se obtiene nuevamente el grado de polimerizacion mas
bajo, lo que se interpreta como una eficiente hidrdlisis enziméatica, ya que logra
hidrolizar el substrato generando azucares reductores; el pasto Taiwan obtuvo un

grado de polimerizacion de 1.5 (Figura 45), lo que indica que aunque la
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sacarificacion enzimética es buena, aun quedan polisacaridos u oligosacaridos por
hidrolizar. Por ultimo, para los residuos de malta el grado de polimerizacion fue de
1.65, un valor muy cercano al obtenido por el Pasto Taiwan, y a diferencia del

coctel E9, en ambos materiales el grado de polimerizacion fue menor.

7.8.4 Cuantificacion e Identificacion de AzUcares mediante HPLC

Para el Pasto Taiwan usando el céctel enziméatico comercial E9, se identificaron
monosacaridos como xilosa, fructosa, glucosa y sacarosa, siendo ésta un
disacarido formado por glucosa y fructosa. El azlicar que se encuentra en mayor
proporcion es la glucosa, con 0.2899 mg de ésta por miligramo de muestra,
seguida por la sacarosa, la xilosa y la fructosa, siendo el aztcar con menor
concentracion, con 0.0216 mg de fructosa por miligramo de muestra. Comparando
estos resultados con los obtenidos con el coctel enziméatico comercial E10, se
observa que la glucosa es en ambos casos el azicar con mayor concentracion,
pero se comprueba que la actividad de B-glucosidasas para el coctel E9 es mayor
gue para el coctel E10, al generar mas glucosa en la sacarificacion enzimatica
(Tabla 18). Ademas, usando el céctel enzimatico E10 no se obtienen cantidades
cuantificables de fructosa, a diferencia del coctel enzimatico E9, que aunque da

concentraciones muy bajas, si se logran cuantificar.

PASTO TAIWAN
COCTEL XILOSA FRUCTOSA GLUCOSA SACAROSA
ENZIMATICO | (mg/gmtra) (mg/gmtra) (mg/gmtra) (mg/gmtra)
E9 0.0789 0.0216 0.2899 0.0580
E10 0.0220 0.0000 0.2326 0.0363

Tabla 18. Azucares cuantificados e identificados mediante HPLC después de la

hidrolisis enzimatica con los cocteles E9 y E10 para el Pasto Taiwan. Cada

determinacion se realiz6 sélo una vez.
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Para el caso del bagazo de cafia se observa que la glucosa vuelve a ser el azlcar
con mayor concentracion usando los dos cocteles enzimaticos comerciales,
presentando una mayor concentracién con el céctel E9. La mayor concentracion
de fructosa se obtiene usando al céctel E9, y el azGcar con menor concentracion
fue la xilosa para ambos casos (Tabla 19). Con el coctel E10 también se identifico
celobiosa, cosa que no ocurre con ninguno de los otros dos materiales usando
ambas enzimas; esto significa que la actividad de exocelulasas si realiz6 cortes al
extremo generando celobiosa, y las B-glucosidasas presentes en el céctel, no

lograron hidrolizar toda la celobiosa a glucosa.

BAGAZO DE CANA

COCTEL XILOSA | FRUCTOSA | GLUCOSA | SACAROSA | CELOBIOSA
ENZIMATICO | (mg/gmtra) | (mg/gmtra) | (mg/gmtra) | (mg/gmtra) | (mg/gmtra)
E9 0.0778 0.2363 0.3172 0.2808 0.0000
E10 0.0229 0.0000 0.2347 0.0363 0.1353

Tabla 19. Azucares cuantificados e identificados mediante HPLC después de la
hidrolisis enzimatica con los cocteles E9 y E10 para el Bagazo de Cafa. Cada

determinacion se realiz6 s6lo una vez.

Por ualtimo, para los residuos de malta, se encontr6 que usando el coctel
enzimatico E9, el azicar en mayor concentracion es la sacarosa, con 0.3091 mg
de ésta por miligramo de muestra, a diferencia de los casos anteriores, donde el
azucar mayoritario habia sido la glucosa; ademas, al igual que en el bagazo de
cafia, el azucar con menor concentracion fue la xilosa, lo que difiere con la
hidrolisis realizada con el coctel E10, donde sélo se identificd glucosa y sacarosa,
siendo la primera la que presentd una mayor concentracion, con 0.1567 mg de

glucosa por miligramo de muestra (Tabla 20).
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RESIDUOS DE MALTA

COCTEL XILOSA FRUCTOSA GLUCOSA SACAROSA
ENZIMATICO (mg/gmtra) (mg/gmtra) (mg/gmtra) (mg/gmtra)
E9 0.0198 0.0242 0.1467 0.3091
E10 0.0000 0.0000 0.1567 0.0366

Tabla 20. Azucares cuantificados e identificados mediante HPLC después de la
hidrélisis enzimatica con los cécteles E9 y E10 para los Residuos de Malta. Cada

determinacion se realiz6 sélo una vez.

Con los azucares identificados y cuantificados mediante el método de HPLC se
observa que las diferencias en azucares y en concentraciones dependen del
residuo lignocelulésico que se esté estudiando, pero sobre todo del coctel
enzimatico comercial que se esté utilizando, ya que los azucares cuantificados son

los que se generan a partir de la hidrélisis enzimatica de los materiales.

7.8.5 Hidrdlisis Enzimatica con variacion de Temperaturas y Tiempos usando

el coctel enzimatico comercial E9

Se analizaron los parametros estudiados previamente de cada una de las
actividades (pH, temperatura, cinética, presencia de inhibidores), y se opté por
realizar modificaciones a la metodologia. Sélo se realizaron estos cambios en el
coctel enziméatico comercial E9, ya que con los estudios realizados previamente de
las actividades enzimaticas de celulasas (Tabla 8), endocelulasas (Tabla 9),
exocelulasas (Tabla 10) y B-glucosidasas (Tabla 11) , se concluye que la actividad
del coctel enzimatico comercial E10 es considerablemente menor a la del coctel
E9, por lo que no resulta costeable realizar modificaciones en los parametros,
debido a que la diferencia en cuanto a la hidrélisis enzimatica y sus actividades no

seria significativa.

Analizando los grados de polimerizacion y las eficiencias obtenidas para cada

caso se realizaron dichas modificaciones. En general, las actividades enziméaticas
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determinadas para el coctel enzimatico comercial, fueron maximas al emplear el

pH al cual se esta trabajando, de 4.8, por lo que este parametro no se modifico.

En el caso del pasto Taiwan, se obtuvo un grado de polimerizaciéon de 1.81, por lo
que se buscé incrementar la actividad tanto de endocelulasas, ya que generan
nuevos oligosacaridos, y por ende se favorece la actividad de exocelulasas (que
se encargan de hacer cortes en los extremos), como de B-glucosidasas, que se
encargan de hidrolizar a la celobiosa en 2 monémeros de glucosa. Como la
actividad de endocelulasas se favorece a los 50°C y la de B-glucosidasas a 60°C,
se optd por realizar una hidrélisis enzimatica con una rampa de temperatura,
donde los primeros 30 minutos de la reaccion se llevan a cabo a 50°C, y los
ultimos 30 minutos a 60°C, con la finalidad de incrementar ambas actividades y

con ello, obtener un mayor grado de produccion al generar mas azUcares

reductores.
Pasto Taiwan
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= S 92+0.02
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Figura 46. Comparacion de la hidrélisis normal del pasto Taiwan con la hidrolisis

modificada para el céctel E9. Cada determinacion se realizé por triplicado.

Como se muestra en la Figura 46, con la hidrolisis que se realiz6 modificando el
tiempo y la temperatura, se obtuvo una menor concentracion tanto de azucares

reductores como de azUcares totales, obteniéndose en cada caso,
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aproximadamente 10 mg de azlcares menos, tanto totales, como reductores. Esto
puede ser debido a que como se disminuye el tiempo en el cual la reaccién se
encuentra a 50°C, de 1 hora a 30 minutos, tanto las endocelulasas como las
exocelulasas no generan los oligosacaridos y disacaridos necesarios, y por ende,
las B-glucosidasas disminuyen su actividad al no tener substrato por hidrolizar,

obteniendo una menor concentracion de azUcares reductores.

Para el Bagazo de cafa, el grado de polimerizacion fue de 1, obteniendo la
eficiencia Optima hidrolizar los polisacaridos y oligosacaridos presentes en el
material. La modificacion que se realiz6 fue de tiempo, ya que en el progreso de
reaccién de celulasas realizado previamente (Figura 47), en los primeros 30
minutos de reaccion, el comportamiento es lineal, por lo que la velocidad de la
reaccion es constante, y si al disminuir el tiempo se obtiene un grado de
polimerizacion cercano a 1, esto indica que no es necesario hacer la hidrolisis

enzimatica durante una hora.

Bagazo de Caha
= 1.11+0.04 1.1310.04
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E modificaciones
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0.00 T T
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Figura 47. Comparacion de la hidrolisis normal del bagazo de cafia con la
hidrélisis modificada para el coctel E9. Cada determinacion se realiz6 por

triplicado.
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Como se puede observar en la Figura 47, las concentraciones de azlcares totales
disminuyen en aproximadamente 20 mg por miligramo de muestra, y los azlcares
reductores disminuyen a mas de la mitad, por lo que al reducir el tiempo de
reaccion, el rendimiento en la generacién de azucares reductores disminuye, ya
que las enzimas no realizan la hidrélisis enziméatica por completo, por lo que es
necesario realizar la sacarificacion con una hora como tiempo de reaccion, para

que el coctel enzimético logre hidrolizar por completo los substratos presentes.

El grado de polimerizacion obtenido con los residuos de malta fue de
aproximadamente 3, por lo que en este caso se requiere favorecer la actividad de
las endocelulasas, por consiguiente a las exocelulasas y también a las B-
glucosidasas, para la generacion de glucosa. En este caso también se realizara
una rampa de temperatura, empezando con una hidrolisis durante hora y media a
50°C para favorecer la actividad de las endocelulasas y exocelulasas, seguida por
un incremento de temperatura a 60°C durante media hora mas, donde se favorece

la actividad de B-glucosidasas.

Residuos de Malta
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Figura 48. Comparacion de la hidrolisis normal de los residuos de malta con la
hidrélisis modificada para el coctel E9. Cada determinacion se realiz6 por

triplicado.
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Al analizar la comparacién de ambas hidrélisis enzimaticas (Figura 48), se puede
observar que el incrementar el tiempo de reaccion a una hora y media usando una
temperatura de 50°C no favorecié la actividad de endocelulasas, ya que la
cantidad de azucares producidos fue similar a la obtenida en la hidrélisis normal,
es decir, dejando la reaccion durante una hora a 50°C; al no favorecer la actividad
ni de endocelulasas ni de exocelulasas, los disacaridos presentes fueron minimos,
por lo que la actividad de B-glucosidasas no tuvo fue considerable, lo que se
refleja en el incremento minimo de azucares reductores generados. Es poco
probable que se deba a una inhibicién por producto, ya que el céctel enzimético
E9 da resultados muy favorables para el bagazo de cafia, aunque debe de
considerarse gue la naturaleza de los materiales es distinta. Ademas, a diferencia
de los otros dos materiales, los residuos de malta no fueron secados, por lo que
probablemente el agua presente modifico la accesibilidad del material, lo que
caus0 que los residuos de malta estuvieran menos propensos al ataque
enzimatico, o incluso que el coctel enzimatico no hidrolice la sacarosa presente en

glucosa y fructosa.

Hernandez, en el 2010, menciona que el pretratamiento acido diluido resulta ser
una opcion viable para los residuos de malta, obteniendo 47% de azUcares
reductores y 147% de azlcares totales; con los antecedentes obtenidos y
utilizando el coéctel enzimatico E9 se pueden obtener mejores resultados en
azucares reductores, ya que como se ha dicho, es un coctel que presenta muy
buenas actividades enzimaticas. Ademas, la adicion de H,SO, mejora la posterior
hidrolisis enzimatica y disminuye la produccion de compuestos inhibitorios.
(Cuervo, 2009).
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7.8.6 Grados de Polimerizacion de los 3 Residuos Lignocelulésicos con el
coctel enzimatico comercial E9 usando la Hidrélisis Enziméatica con

modificaciones

Como se puede observar en la Figura 49, el pasto Taiwan obtuvo un menor grado
de polimerizacion al realizar la hidrdlisis durante una hora a 50°C, lo que indica
gue las modificaciones a la hidrdlisis no lograron mejorar la sacarificacién del
material. En el caso del bagazo de cafia, al reducir el tiempo de reaccién a la
mitad, no se logra una hidrélisis eficiente por parte del coctel enzimatico, por lo
que el grado de polimerizacion aumentd. En cambio, para los residuos de malta si
existe una disminucion en el grado de polimerizacién, lo que indica que el
aumentar el tiempo de reaccion y utilizar una rampa de temperatura si causa que

se tenga una mejor hidrdlisis enzimatica.

Grados de Polimerizacion, Coctel E9
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1.00 -
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Grado de Polimerizacion
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Pasto Taiwdn Bagazode  Residuosde
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Figura 49. Comparacion de los grados de polimerizacién obtenidos con la
hidrdlisis normal y con modificaciones usando el céctel E9 para los 3 materiales.
Para el pasto Taiwan se emple6 una rampa de temperatura (30 minutos a 50°C y
30 minutos a 60°C); el tempo de reaccion del bagazo de cafia se redujo a 30
minutos y para los residuos de malta se empled una rampa de temperatura (90

minutos a 50°C y 30 minutos a 60°C).
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De acuerdo a los estudios de Difraccion de Rayos X encontrados en la literatura
(Aburto, 2013), para el pasto Taiwdn como para el bagazo de cafia, se puede
observar que el material presenta una estructura cristalina (Figuras 50 y 51) ya
qgue ambos materiales tienen una banda caracteristica, lo que indica que hay una
parte del material que es cristalina, a diferencia de los residuos de malta, donde
esta banda no se observa y por ende indica que solo existe parte amorfa de
celulosa. (Figura 52). Se esperaria que los residuos de malta obtuvieran mayor
eficiencia en la hidrélisis enzimatica, debido a que sélo presenta una fraccion
amorfa; en cambio, para el pasto Taiwan y para el bagazo de cafia, en los
difractogramas se observa una fraccién cristalina para ambos materiales, lo que
indica que la hidrdlisis enzimatica no se favorece, ya que las enzimas sélo pueden
degradar a la parte amorfa de la celulosa. Estas suposiciones no corresponden
con los resultados experimentales, ya que el material que presentd un menor

grado de polimerizacion es el bagazo de cafia, seguido por el pasto Taiwan.

Esto se debe probablemente a que en la difraccién de rayos X no se observa la
lignina, que es un heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado formado por
alcoholes aromaticos, que da soporte estructural, rigidez, impermeabilidad vy
proteccion a los polisacaridos estructurales (celulosa y hemicelulosa) y es
altamente resistente a la degradacion quimica y biolégica (Aro et al, 2005; Cuervo
et al, 2009), lo que puede estar causando que la sacarificacion enzimatica no sea

tan eficiente como se espera.
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S
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Figura 50. Difractograma obtenido del Pasto Taiwan.
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Figura 51. Difractograma obtenido del Bagazo de Caiia.
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Figura 52. Difractograma obtenido de los Residuos de Malta.

Ademas, en los estudios encontrados en la bibliografia con respecto a la
Microscopia Electrénida de Barrido Ambiental (ESEM; Aburto, 2013), el bagazo de
cafia presenta una estructura fibrosa, lo que muestra que el material se encuentra
en una estructura tridimensional sin deterioro notable, presentando una superficie
lisa y no porosa (Figura 53); el pasto Taiwan, al igual que el bagazo de cafia
presenta una estructura de fibras, y una superficie lisa, aunque a diferencia del
bagazo de cafia, si presenta algunas porosidades (Figura 54). En cambio, para los
residuos de malta, se observa que tiene una menor disposicion fibrilar, siendo mas

compacta la estructura, con una superficie menos lisa y con un mayor grado de
deterioro (Figura 55).
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Figura 54. Estructura del pasto Taiwan en ESEM

117



*

AccV SpotMagn Det WD F—— 50um
25.0kV 5.0 500x GSE 11.8 1.7 Torr Residuo de malta
¥ " \

Figura 55. Estructura del bagazo de cafia en ESEM.

Al comparar la Microscopia Electronica de Barrido Ambiental para los tres
materiales, se observa que la estructura del bagazo de cafia, asi como del pasto
Taiwan, es muy parecida, ya que ambas presentan fibrillas y una superficie lisa,
con la unica diferencia de que el pasto Taiwan presenta ciertas porosidades. En
cambio, los residuos de malta no presentan la estructura fibrilar, y su conformacion
es mas compacta, lo que puede indicar un mayor deterioro a comparacion de los
otros dos materiales, lo cual puede estar interfiiendo en la produccion de

azucares reductores y totales.

7.8.7 Cuantificacion e Identificacion de Azucares mediante HPLC, después

de la Hidrolisis Enzimatica con modificaciones

En el caso del pasto Taiwan, al comparar ambas hidrolisis (Tabla 21) se puede
observar que tanto para xilosa, glucosa y sacarosa se obtiene una mayor
concentracion que con la hidrélisis normal, lo indica de que se produjeron una
mayor cantidad de monosacaridos y disacaridos, pero aun quedaron
oligosacaridos y polisacéaridos por hidrolizar, ya que el grado de polimerizacion es
de 2.
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PASTO TAIWAN, COCTEL E9

HIDROLISIS XILOSA FRUCTOSA GLUCOSA SACAROSA
(mg/gmtra) (mg/gmtra) (mg/gmtra) (mg/gmtra)
Normal 0.0789 0.0216 0.2899 0.0580
Con
. 0.2616 0.0000 0.5382 0.4681
modificaciones

Tabla 21. Comparacién de los azUcares cuantificados e identificados mediante
HPLC con las dos hidrdlisis enzimaticas usando el céctel E9 para el Pasto Taiwan.

Cada determinacion se realizé una vez.

Para el bagazo de cafa, las concentraciones de xilosa y de glucosa son las
mismas en ambas hidrolisis enzimaticas, lo que indica que para las pB-
glucosidasas, como para las xilanasas, los 30 minutos son suficientes para llevar a
cabo la hidrdlisis de los azucares (Tabla 22). En cuanto a la concentracion de
fructosa es dréastico el cambio, ya al disminuir 30 minutos el tiempo de reaccion, no
se obtiene fructosa. Por ultimo, la sacarosa mostr6 una mayor concentracion al

reducir el tiempo, lo que indica que aun quedaron disacaridos sin hidrolizar.

BAGAZO DE CANA, COCTEL E9

HIDROLISIS XILOSA FRUCTOSA GLUCOSA SACAROSA
(mg/gmtra) (mg/gmtra) (mg/gmtra) (mg/gmtra)
Normal 0.0778 0.2363 0.3172 0.2808
Con
e 0.0843 0.0000 0.3186 0.3202
modificaciones

Tabla 22. Comparacion de los azucares cuantificados e identificados mediante
HPLC con las dos hidrdlisis enzimaticas usando el céctel E9 para el Bagazo de

Cara. Cada determinacion se realizé una vez.

Por dltimo se analiz6 la comparacion entre ambas hidrolisis para los residuos de

malta (Tabla 23), donde se observa que al incrementar el tiempo de reaccién la
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concentracion de fructosa aumenta, disminuyendo en cambio la de xilosa, glucosa

y sacarosa. Esto nos puede indicar que aunque el pretratamiento utilizado puede

ser un factor que influya en las bajas eficiencias, puede ser que los residuos de

malta estén generando inhibidores durante la reaccién, lo que impide la

generacion de azuUcares reductores, aspecto que se ve reflejado con las bajas

concentraciones tanto de xilosa, como de fructosa.

RESIDUOS DE MALTA, COCTEL E9

HIDROLISIS XILOSA FRUCTOSA GLUCOSA SACAROSA
(mg/gmtra) (mg/gmtra) (mg/gmtra) (mg/gmtra)
Normal 0.0198 0.0242 0.1467 0.3091
Con
0.0000 0.0643 0.0852 0.3005

modificaciones

Tabla 23. Comparacion de los azucares cuantificados e identificados mediante

HPLC con las dos hidrdlisis enzimaticas usando el coctel E9 para los Residuos de

Malta. Cada determinacion se realizé una vez.
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8. CONCLUSIONES

La caracterizacion de los cécteles enzimaticos demostrd que el cictel E9 presento
actividades enziméticas mayores en comparacién con el coctel E10, teniendo los
valores més altos en valores de pH cercano a 4.8. En cambio, la influencia de la
temperatura resulté ser un factor importante, ya que ciertas actividades se vieron

favorecidas a 50°C mientras que otras lo hicieron a 60°C.

Al realizar la hidrdlisis enzimatica de los tres materiales lignocelulésicos, el bagazo
de cafia fue con el que se obtuvieron mejores resultados, con un grado de
polimerizacién cercano a 1, presentando un rendimiento ideal con generacion de
azucares totales y reductores cercanos al 100%, a diferencia de los residuos de
malta, que fueron los que presentaron el menor rendimiento y la menor eficiencia,
por lo que se sugiere realizar un pretratamiento acido diluido en lugar del béasico
oxidante con la finalidad de aumentar la eficiencia del proceso y evitar la

generacion de inhibidores.

Ademas, tanto para el pasto Taiwan, como para el bagazo de cafa, la mejor
sacarificacion enzimatica se obtuvo con el coctel E9, a diferencia de los residuos
de malta, los cuales obtuvieron un mejor rendimiento empleando el coctel E10, por
lo que probablemente el coctel enzimatico empleado también influya en el alto
grado de polimerizacion obtenido para los residuos de malta, lo que indica que la

hidrélisis no fue eficiente.
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10. ANEXOS

10.1 ANEXO A. Elaboracion de Curva Patron de Glucosa para el Método DNS
% Preparacion del reactivo DNS

En un vaso de precipitados de 250 mL disolver 1 g de acido 3,5 dinitrosalicilico en

50 mL de agua a los que se les ha adicionado 20 mL de una solucién de hidréxido

de sodio 2 N. Una vez disuelto lo anterior adicionar 30 g de tartrato de sodio y

potasio. Agitar hasta lograr una mezcla homogénea y aforar a un volumen final de

100 mL con agua destilada. Conservar en un frasco ambar a temperatura

ambiente.

% Elaboracion de Curva Patrén
Pesar 0.01 g de glucosa y disolver en 10 mL de agua destilada, para obtener una
solucién con una concentraciéon de 1000 ug/mL (1 mg/mL). Tomar de esta solucion
los volumenes especificados en la Tabla 24, para lograr las concentraciones
requeridas para la curva. Preparar una curva patrén en concentraciones de 100 a
1000 pg/mL de glucosa de acuerdo a la tabla. Calentar por 5 minutos en un bafio a
ebullicion, enfriar y diluir con 8 mL de agua destilada y homogeneizar los tubos en
el vortex. Leer la absorbancia a 540 nm. Construir una grafica de absorbancia
contra concentracion de glucosa y mediante una regresion lineal, encontrar la

ecuacion de la recta (Figura 56).

MUESTRA SOLUCION DE AGUA DNS
GLUCOSA 1 mg/mL (uL) (mL)
(uL)

Blanco 1000 1
100 900 1
200 800 1
300 700 1
400 600 1
500 500 1
600 400 1
700 300 1
800 200 1
900 100 1
1000 0 1

Tabla 24. Datos para la elaboracion de la curva patrén para el método de DNS.
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Figura 56. Curva patron elaborada para el método de DNS.

10.2 ANEXO B. Elaboracion de Curva Patrén de Glucosa para el Método
Fenol-Sulfurico

% Preparacion del reactivo de Fenol al 5% (p/v)
Pesar 5 g de fenol, disolverlo en agua. Trasvasar a un matraz aforado de 100 mL y

aforar.

% Elaboracion de Curva Patron

Pesar 0.01g de glucosa y disolver en 10 mL de agua destilada. Tomar de esta
solucion 1 mL y aforarla con 10 mL, para obtener una soluciéon de 100 ug/mL.
Utilizar esta ultima solucién para preparar la curva patrén. Preparar una curva
patron de glucosa en concentraciones de 10 a 100 pg/mL como se especifica en el
Tabla 25. Afladir 1 mL de la solucion de fenol al 5%, adicionar cuidadosamente 5
mL de acido sulfurico concentrado y homogenizar con vortex. Dejar enfriar la
mezcla a temperatura ambiente y determinar la absorbancia de la mezcla a 490
nm, frente al blanco. Construir una grafica de absorbancia contra concentracion de
glucosa y mediante una regresion lineal, encontrar la ecuacion de la recta (Figura
57).
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MUESTRA SOLUCION DE AGUA FENOL AL H,SO,4
GLUCOSA 1 mg/mL (L) 5% (p/v) CONCENTRADO
(uL) (mL) (mL)
Blanco 0 1000 1 S
1 100 900 1 5
2 200 800 1 5
3 300 700 1 5
4 400 600 1 5
5 500 500 1 5
6 600 400 1 5
7 700 300 1 5
8 800 200 1 5
9 900 100 1 5
10 1000 0 1 5

Tabla 25. Datos para la elaboracion de la curva patron para el método de Fenol-

Sulfdrico.

, , . y=10.627x - 0.0161
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Figura 57. Curva patron elaborada para el método de Fenol-Sulfarico.

137



10.3 ANEXO C. Elaboracién de Curva Patréon de Albiumina de Suero Bovina

para el método de Bradford

% Preparacion del reactivo Bradford
Diluir 1 parte del Dye Reagent Concentrate con 4 partes de agua destilada. Filtrar
con papel Whatman
no. 1.

% Elaboracion de Curva Patrén
Tomar 0.65 mL de solucion de Albumina de Suero Bovina (BSA) 1.38 mg/mL y
adicionarle 0.35 mL de aguadestilada. De esta manera se tendra una solucién de
BSA de 0.9 mg/mL. Preparar una serie de tubospara la curva patron, cuya
concentracion de BSA ira de 0.2 mg/mL a 0.9 m/mL, de acuerdo a la Tabla 26.
Construir una grafica de absorbancia contra concentracion BSA y mediante una

regresion lineal, encontrar la ecuacion de la recta (Figura 58).

SOLUCION BSA BSA AGUA REACTIVO DE
MUESTRA (mg/mL) (uL) (uL) BRADFORD
(mL)
Blanco 0 0 100 5
1 0.225 25 75 5
2 0.36 40 60 5
3 0.54 60 40 5
4 0.72 80 20 5
5 0.9 100 0 5

Tabla 26. Datos para la elaboracion de la curva patrén para el método de
Bradford.
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Figura 58. Curva patron elaborada para el método de Bradford.

10.4 ANEXO D. Calculos para la cantidad de Buffer y de Enzima necesarios

para la Hidrolisis Enziméatica
Para la hidrdlisis enzimatica, es necesario pesar 50 mg de la muestra en base
seca. En dado caso de que la muestra se encuentre humeda, se determina la

humedad de la misma y se realiza el siguiente ajuste:

Si se tiene que la muestra tiene una humedad de 72.55 %, significa que se tienen

27.45 mg de muestra seca por cada 100 mg de muestra humeda:

100 mg base himeda

27.45 mg base seca * 50 mg base seca = 182.15 mg base himeda

Por lo que se tienen que pesar 182.15 mg de la muestra humeda.
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Ademas, en el ajuste de la cantidad de enzima se considera que se requieren
900puL de enzima por cada 1000 mg de muestra, por lo que se realiza el siguiente

calculo:

900 uL Enzima
1000 mg muestra

* 50 mg muestra = 45 uL Enzima

La hidrdlisis enzimatica se realiza con un 10% de sélidos, por lo que para saber el

volumen de buffer a afiadir se calcula lo siguiente:

50mg - 10%
x - 100%

Donde x es el volumen de buffer a afiadir, siendo en este caso 500 L.
Y después de realizar la hidrdlisis enzimatica se realiza un aforo a 5 mL,
considerando que la reaccion tiene 500 uL de buffer de citratros 0.05 M pH 4.8, 45

ML de enzima, por lo que se agregan:

5000 uL de aforo — 500 uL de buffer de citratros — 45 uL de enzima = 4455 uL
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10.5 ANEXO E. Curvas de Calibracién para el Método HPLC con Estandar

Interno de los diferentes AzUcares
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Figura 59. Curva de calibracion de glucosa para el método HPLC.
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Figura 60. Curva de calibracién de xilosa para el método HPLC.
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Relacién de areas

Curva de Calibracion SACAROSA =443 0.5635
4.5

4

= N w
BN W »

o
o wun

2=0.9989

et

o~

pd

g

o

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentracién (mg/mL)

Figura 61. Curva de calibracion de sacarosa para el método HPLC.
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Figura 62. Curva de calibracion de celobiosa para el método HPLC.
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Figura 63. Curva de calibracion de fructosa para el método HPLC.
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Figura 64. Curva de calibracién de maltosa para el método HPLC.
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10.6 ANEXO E. Cromatogramas de los 3 Materiales Lignoceluldsicos

Figura 65. Cromatograma del jarabe obtenido a partir de la hidrdlisis enziméatica con el céctel enziméatico comercial E9
para el Pasto Taiwan. Se utilizé6 una columna con fase estacionaria polar aminada marca Restek, y una fase moévil con
mezcla de acetonitrilo y agua.

DAD1 E, Sig=280,16 Ref=600,50 (D:\CHEM32\1\DATAJORGE\15011402 2014-01-15 12-20-2911501140000002.D)
ELS1 A, Voltage (D:\CHEM232\1\DATACRGE\15011403 2014-01-15 12-20-28\1501140000003.D)
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Figura 66. Cromatograma del jarabe obtenido a partir de la hidrdlisis enzimatica con el coctel enzimatico comercial E10
para el Pasto Taiwan. Se utilizé6 una columna con fase estacionaria polar aminada marca Restek, y una fase moévil con
mezcla de acetonitrilo y agua.

DAD1 E, Sig=280,18 Ref=600,50 (D:\CHEM22\1\DATA\JORGE\16011402 2014-01-16 08-28-4111601140000007.D)
ELS1 A, Voltsge (D:'\CHEM22\1\DATAJORGE\16011402 2014-01-18 09-23-41\1601140000007.0)
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Figura 67. Cromatograma del jarabe obtenido a partir de la hidrdlisis enzimética con el coctel enzimatico comercial E9
para el Bagazo de Cafia. Se utiliz6 una columna con fase estacionaria polar aminada marca Restek, y una fase mévil con
mezcla de acetonitrilo y agua.

DAD1 E, Sig=280,16 Ref=600,50 (D:\CHEM22\1\DATAORGE\28011401 2014-01-28 10-04-2112801140000004.0)
ELS1 A, Voltsge (D:\CHEM32\1'DATAWORGE\28011401 2014-01-28 10-04-2112801140000004.D)
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Figura 68. Cromatograma del jarabe obtenido a partir de la hidrdlisis enzimatica con el coctel enzimético comercial E10
para el Bagazo de Cafia. Se utilizé una columna con fase estacionaria polar aminada marca Restek, y una fase movil con

mezcla de acetonitrilo y agua.
DAD1 E, Sig=280,18 Ref=600,50 (D:\CHEM32\1\DATAWORGE\16011402 2014-01-16 09-28-4111601140000005.0)
ELS1 A, Voltage (D:\CHEM32\1\DATAWORGE18011402 2014-01-18 09-29-4111801140000005.D)
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Figura 69. Cromatograma del jarabe obtenido a partir de la hidrdlisis enzimatica con el coctel enzimatico comercial E9
para los Residuos de Malta. Se utilizé6 una columna con fase estacionaria polar aminada marca Restek, y una fase movil
con mezcla de acetonitrilo y agua.

DAD1 E, 5ig=280,16 Ref=800 50 (D:\CHEM32\1'\DATAJORGE 31011402 2014-01-31 13-35-0113101140000002.0)
ELS1 A, Vaoltage (D:CHEM3Z\1'DATALIORGE'21011402 2014-01-31 13-35-0113101140000002.0)
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Figura 70. Cromatograma del jarabe obtenido a partir de la hidrdlisis enzimética con el céctel enzimatico comercial E10
para los Residuos de Malta. Se utilizé6 una columna con fase estacionaria polar aminada marca Restek, y una fase movil
con mezcla de acetonitrilo y agua.

DAD1 E, Sig=280,16 Ref=600,50 (D:\CHEM32\1\DATA\JORGE\16011402 2014-01-16 09-29-4111801140000007.D)
ELS1 A, Voltage (D:\CHEM3211\DATAJORGE!18011402 2014-01-18 09-23-4111601140000007 D)
mall -
: Gl Uﬂ.osa
400~
300
200-
100~ Sacarosa
g Celobiosa
g & _(\w \\’\—»NJ \'\NV‘//AWAV W
f g L ! [ [ g g [ ! f ! [ g ! L ] ) [ ) I L ! ! r ! y L T f ! f T ; d
0 2 4 6 8 10 12 14 16 min

149



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	1. Antecedentes
	2. Objetivos   3. Hipótesis
	4. Justificación
	5. Diagramas de Actividades
	6. Metodología   
	7. Resultados y Discusión
	8. Conclusiones
	9. Bibliografía
	10. Anexos 



