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Introduccion:
Biomasa y Bioetanol

En los ultimos afos ha existido una necesidad de proteger el medio ambiente y
maximizar el potencial de uso de los subproductos agricolas, cuya disposicion final
es un problema ambiental, ademas de una constante preocupacion por la
disminucién en las reservas mundiales de petroleo, lo que pone en peligro la
seguridad energética. Esto ha motivado a cientificos de todo el mundo a encontrar
métodos que logren transformar estos subproductos agricolas, siendo
principalmente materiales lignoceluldsicos, en compuestos mas sencillos que se
puedan comercializar o se utilicen como fuentes de energia renovable, para
producir biocombustibles de segunda generacién como el etanol, que se mezcla
con petroleo para reducir la utilizacion de este.

Ademas el etanol se utiliza en grandes cantidades en la industria, es el segundo
solvente mas utilizado después del agua, es un material clave en la manufactura

de plasticos, barnices, perfumes, cosméticos, pinturas, etcétera.®?

Existi6 una década definitiva para los biocombustibles, de 1996-2006, cuando la
produccion de etanol a partir de maiz o cafia de azucar se expandié en todo el
mundo, el bioetanol de primera generacién. Se elaboraron gran cantidad de
publicaciones a nivel internacional sobre la participacion de estos biocombustibles
para disminuir los niveles de CO, emitidos a la atmdsfera o el calentamiento
global. Sin embargo en el 2006 comenzd una controversia contra estos, se cito
una amplia gama de problemas, impacto en los precios de los alimentos debido a
la produccion de los biocombustibles y el colapso de la idea que eran amigables al
medio ambiente las plantaciones de cultivos destinados a su produccion, puesto

que acabaron con los bosques del Sureste de Asia, por ejemplo.(g)

Afortunadamente a la par se investigaba una forma alternativa de biocombustibles,
en 1996 se publico una Enciclopedia que compilaba aspectos cientificos,
tecnolégicos y econdmicos en etanol derivado de biomasa, conceptualmente

separado de etanol producido de granos y jugo de cafia de azucar, es decir
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bioetanol de segunda generacion. Las oportunidades de poder utilizar ese recurso
masivo como plantas o residuos agroindustriales, fue mas atractiva en términos
medio-ambientales y comerciales. Entonces la lignocelulosa se convirtio
rapidamente en la opcion preferida por su bajo costo, por ser un sustrato sin

controversias para la produccion de bioetanol.“?

Esta biomasa lignoceluldsica es un recurso masivo con una tasa de sintesis de
4x10° t por afio “?), representa al principal componente de una inmensa variedad
de desperdicios y residuos, domeésticos, de la industria alimentaria, etcétera.
Representa un gran potencial de uso debido a que es barata y renovable porque
se crea con la energia solar. Pero al contener polimeros estructurales complejos
como celulosa, hemicelulosa y lignina, existe la problematica logistica y de
procesamiento para conseguir una Optima conversibn a compuestos mas
sencillos como azucares reductores, glucosa y pentosas que son de interés y se
utilizan en procesos como fermentaciones, asi como para obtener aditivos

alimentarios, acidos organicos, enzimas y otros*?
Caracteristicas del sustrato lignocelulésico:

Clasificacion de los materiales lignoceluldsicos, dependiendo de su origen(g):

- Residuos agricolas

- Residuos agroindustrial

- Maderas duras

- Maderas suaves

- Biomasa herbacea

- Residuos celulosos

- Desechos sélidos (drenaje)

El material lignocelulésico puede ser dividido en tres componentes principales:
- Celulosa (30-50 %)

- Hemicelulosa (15-35 %)
- Lignina (10-20%)




La celulosa junto con la hemicelulosa estan estrechamente ligadas a la lignina
mediante enlaces covalentes y enlaces de hidrégeno que generan una estructura

resistente a cualquier tratamiento.

Este proyecto tiene como propdsito final garantizar de una manera sustentable la
utilizacion de los recursos agricolas como medio para la obtencién de sustancias
utiles como azucares y/o biocombustibles. Que permitan una transformacion de

los procesos actuales de la generacion y obtencion de energia.

I.  Antecedentes:

ETHANOL

‘, Sugarcane
O Sweet sorghum
D Sugar beet

BIODIESEL
_/_\ Jatropha
. Castor oil plant
® rino

Figura 1. Cultivos que se utilizan para obtener bioenergia en México (PROINBIOS 2010)

Los cultivos que se observan en la figura 1, se han considerado para producir
etanol y biodiesel a partir de ellos. En México la produccién de energia
proveniente de esta biomasa, fue de un 0.86 % del total®®. Ademas de estos
cultivos, se comienza a utilizar agave, olote, aserrin, por lo que en México se
tienen los suficientes recursos para comenzar a tener una adecuada produccion
de biocombustibles y asi lograr incrementar el aporte energético de estos cultivos

al pais.
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Physical pre-treatment,
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Solar energy

Figura 2. Esquema de la conversién de la Energia Solar en biocombustibles (Rubin, 2008)

El proceso de obtencidén de biocombustibles a partir del material lignocelulésico se
puede resumir en grandes etapas como se representa en la figura 2, donde se
explica que mediante la conversion de la energia solar por las plantas, con la
aplicacién de tratamientos fisicos, quimicos y/o enzimaticos se obtienen azucares

los cuales son el sustrato de microorganismos que producen los biocombustibles.

La materia lignocelulésica contiene principalmente 2 biopolimeros, celulosa y
hemicelulosa, que se utilizan para los fines antes mencionados, ademas contiene
lignina que tiene otras aplicaciones como obtencion de derivados aromaticos como
vainillina, catecoles, guayacol; ademas que puede utilizarse como ligno-sulfonatos
que se aplican como dispersantes de pesticidas o emulsificantes, etcétera!’?; sus

caracteristicas se explican a continuacion:
1.1 Celulosa

Principal componente estructural de la materia vegetal. Es el polimero mas
abundante en el planeta Tierra, su sintesis esta en 10" -10"" toneladas por afio.
Es el polisacarido formado por unidades de glucosa unidas a través de enlaces [3-
1,4 glucosidicos, con una férmula quimica de H-(CgH1005),-OH, donde n

representa el grado de polimerizacion.
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Figura 3. Estructura molecular de la celulosa (Macarron, 1992)

En la figura 3 se describe la estructura de este polimero, donde se distinguen las
unidades basicas de glucosa, que conforman a su vez a la celobiosa con 2

unidades de glucosa, y la unién de celobiosas forma en conjunto a la celulosa.

La celulosa presenta cadenas lineales con varios miles de unidades de glucosa,
estas cadenas se unen via enlaces de hidrégeno formando microfibrillas
organizadas en regiones cristalinas ocupando el centro de la estructura vegetal y
amorfas en la superficie de esta. Las zonas amorfas son mas susceptibles a los
tratamientos hidroliticos, contrario a las zonas cristalinas que estan muy bien

organizadas y estabilizadas por enlaces de hidrégeno entre los grupos hidroxi.

En la pared celular de la planta las microfibrillas se agregan en macrofibrillas
combinadas con material no celulésico como hemicelulosa y lignina, haciendo a la
fibra de celulosa insoluble y muy resistente al ataque quimico, siendo estas

estructuras las que confieren rigidez a las plantas.
1.2 Hemicelulosa

Estructura amorfa y variable constituida de heteropolimeros que tienen hexosas
(D-glucosa, D-galactosa y D-manosa) asi como pentosas (D-xilosa y L-arabinosa)
y puede tener acidos urdnicos (acido D-glucurénico, D-galacturdnico y acidos
metilgalacturénicos). La cadena principal esta compuesta de enlaces B-1,4 xilanos
que contienen alrededor del 90 % de D-xilosa y 10% de L-arabinosa. Se puede
clasificar segun la cadena principal en: xilanos, xiloglucanos, mananos vy
glucomananos(56). Son ramificados con una cadena principal de glucosa, xilosa y/o

manosa con enlaces B-(1->4).

—
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ecuatorial

127 T

p-(1- 4 ) glucano p-(1-4) glucomanano
p-(1-4) xilano B-(- 4) manano

Figura 4. Estructura de las principales unidades de disacaridos presentes en la
hemicelulosa. (Prinsen, 2010)

La estructura de la hemicelulosa varia segun el tipo de planta, en general los
enlaces B-(1->4) que unen a los atomos C1-O-C4 en la hemicelulosa ocurren en
posicion ecuatorial, entre unidades de glucosa, xilosa y manosa, como se observa

en la figura 4.

Los xilanos se encuentran en la mayoria de las células de las plantas, compuestos
principalmente de xilosa, a veces pueden estar parcialmente acetilados, las formas
en las que se encuentran pueden ser como glucuronoxilanos,
arabinoglucuronoxilanos y arabinoxilanos. Los mananos también se encuentran en
casi todas las plantas y estan compuestos principalmente de manosa y glucosa

unidas de formas aleatorias.®®

Las cadenas de hemicelulosa no se agregan entre ellas como la celulosa,
solamente forman enlaces de hidrégeno con la celulosa para proveer de integridad
estructural a la pared vegetal. Ademas tiene otras funciones como mantener y
determinar la forma de la células de la planta y la senalizacion célula a célula,
donde se liberan oligosacaridos cuando, por ejemplo, un hongo libera
hemicelulasas para alimentarse de la planta, por lo que se estimulan los sistemas
de defensa. Debido a la diversidad en sus azucares, se requiere un amplio rango

de enzimas para alcanzar una hidrélisis completa.




1.3 Lignina

Polimero fendlico complejo, compuesto por unidades de propano fenol, con
enlaces éter (C-O-C) y uniones carbono-carbono (C-C), con una estructura

amorfa y tridimensional. ©
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Figura 5. Estructura de la lignina (Chavez-Sifontes, 2013)

Como se observa en la figura 5, es un heteropolimero muy complejo, de
composicién variable. Compuesto de unidades de fenilpropilen-alcohol que estan
interconectadas por enlaces éter y éster estables, sus principales precursores son
tres mondmeros del fenilpropano llamados alcohol colifenirico, cumarico y
sinapilico. Tiene caracteristicas hidrofdbicas, su funcion principal es mantener
unidas las células de la planta, como pegamento. Al estar enlazado
covalentemente a xilanos de la hemicelulosa confiere una alta compactacion a la
pared celular vegetal lo que dificulta su degradacion por lo que también sirve

como el mayor sistema de defensa contra patégenos e insectos, para las plantas.
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Figura 6. Estructura de la lignocelulosa en las plantas. (Rubin, 2008)

La unién de estos tres compuestos conforma a la lignocelulosa, la cual constituye
a las microfibrillas que en conjunto forman a las macrofibrillas que existen en las
células de la planta, como se observa en la figura 6, en general todas las plantas
tienen esta composicion con cantidades variables de celulosa, hemicelulosa

lignina.
1.4 Materiales lignocelulésicos:
1.4.1 Bagazo de Agave tequilana:

Existen al menos 200 especies de Agave en el mundo, en México se encuentran
mas de 150 ?"). El area de cultivo ha incrementado en los ultimos afios, en 2014
se cosecharon 27689.34 ha, es decir 2408884. 28 t de agaves, de donde

solamente la pifia es lo que se utiliza para la produccion de esta bebida. El bagazo




de agave es el material residual fibroso que queda después de haber cortado,
cocinado y molido la pifia del Agave tequilana Weber var. Azul que se utiliza para
la produccién del tequila en México. El bagazo representa el 40 % del agave

procesado 9

y puede servir para producir 28 millones de litros de etanol por aio,
se generan anualmente alrededor de 1.05x10°t “9°®, de las cuales solamente una
pequefia porcion es utilizada para preparar composta y el resto se desecha. Por
ejemplo el Agave tequilana que tiene una densidad de 2500 plantas/ ha puede
llegar a producir 21 300 L etanol/ ha "% %), La Secretaria de Energia (SENER)
tiene identificados 13 proyectos de investigacion para la produccion de etanol de
segunda generacion, utilizando residuos de podas y de algas, siendo el mas
relevante el de la empresa Blue Fuel, ubicada en el estado de Jalisco, dedicada a
la produccién de etanol anhidro a partir de agave y sus residuos, la cual alcanza

los 9.2 millones de litros mensuales®®.

El agave es buen sustrato por su bajo contenido en lignina y una pared celular con
poca presencia de polisacaridos no-celulésicos, cuya funcion es proteger a las
microfibrillas de celulosa. Al tener cantidades pequefas de estos, en un ataque
enzimatico, las enzimas tendran mas facil acceso a la celulosa, asi que tiene una
baja recalcitrancia, es decir que existe un gran potencial de liberacion de azucares

con un pretratamiento y/o una hidrdlisis para transformarlo en bioetanol. (34)

De manera adicional su siembra ofrece atributos como evitar la desertificacion y
ayuda a remover iones de metales pesados del suelo contaminado. Como utiliza la
via metabdlica Crassulacea Acida (CAM) por sus siglas en inglés, que es una
adaptacion fotosintética que facilita a la planta la toma de CO, en la noche
disminuyendo el gradiente de agua hacia las hojas y optimizando el requerimiento
de agua, es una forma eficiente de asimilar la fuente de carbono de plantas que
crecen en habitats aridos®, reditia en una alta productividad de biomasa con la
minima necesidad de agua y nutrientes. Puede crecer en tierras semiaridas
(ocupan el 18 % de la superficie terrestre), donde no se necesita mucha agua para

crecerlo.




Los materiales lignoceluldsicos comunes tienen hasta un 30 % de lignina ©®, que
le brinda fuerza al xilema de la planta para soportar tensiones que ocurren durante
la transpiracién, en plantas con metabolismo CAM la tension creada en el xilema
es baja debido a la baja transpiracidon, por lo que requieren poca cantidad de

lignina.
1.4.2 Aserrin:

La madera es una de las fuentes de energia mas utilizadas por la humanidad,

proveyendo del 9% de energia renovable al mundo.

En México, la industria del aserrio genera alrededor de 0.35 m® de aserrin de pino

®) lo cual representa en promedio 206,000 m*® al afo®.

3(68)

por m® de madera
Considerando que su densidad promedio es de 500 kg/m™™*, esta produccién
equivale a 103,000 ton anuales, a partir de los cuales se podria obtener alrededor

de 33x10° L de etanol combustible.

El estado de Durango tiene las mayores de reservas de bosques de pino en
México. Con un area total de 12.3 millones de hectareas, de las cuales el 40 % se
dedica a la produccion forestal. Alrededor de 2.7 millones m3 de arboles son
cortados anualmente representando un 30 % de la produccién de madera en
México. Debido a la forma en que se cortan los arboles, una cantidad considerable
de biomasa se deja en el suelo (alrededor del 5-10 % del volumen cortado). Una
parte de este residuo es cortado en piezas pequenas y colocadas en el suelo para
prevenir incendios forestales y la erosion de este, o que favorece su incorporacion
al suelo como materia organica. Aun asi mucho material que sobra como el
aserrin y los co-productos industriales, son simplemente apilados y quemados
para reducir los costos de contar con una apropiada manera de deshacerse de

ello, lo que nuevamente conlleva a una mayor contaminacién.®?

10
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1.4.3 Bagazo de cafia de azucar:

Es uno de los cultivos mas importantes en el mundo. Se comenzé a utilizar para
obtencion de bioetanol a mediados de 1990 en Brasil, como alcohol de primera

generacion.

El bagazo es un co-producto de la industria azucarera, la produccién global se
puede estimar en 312 kg de bagazo /ton de cafa, con un rendimiento de 140 L de
Etanol/ ton de bagazo.®) Y representa alrededor del 25 — 40 % del total de la
materia procesada, dependiendo del contenido de fibra de la cafia y la eficiencia

en la extraccion del jugo.®”

En Brasil existen plantas de produccion con una capacidad de 109 -180 L de
bioetanol/ t de bagazo. En México el rendimiento tedrico de etanol que se puede

obtener de esta materia prima es de 422 L/t de materia seca.®

México es el séptimo productor de azucar en el mundo y la agroindustria cafiera
es la mas antigua del pais. Su cultivo ocupa alrededor de 675 mil hectareas, con
una produccion de 50 millones de toneladas de cafia al afo, las que se procesan
en 57 ingenios distribuidos en quince estados de la Republica y cuya produccion
promedio en los ultimos cinco afos es de 5.2 millones de toneladas de azucar;
asimismo, genera alrededor de 3 millones de empleos directos e indirectos y es el
sustento de casi 5 mil familias campesinas por ingenio en promedio. Es por ello
que esta industrial es considerada de interés publico y como un importante
detonador del desarrollo econdmico regional. Entre las industrias en México que
producen azucares a partir de cafna, se encuentran los ingenios azucareros; de
estos, 18 cuentan con destileria para la produccion de etanol y unicamente lo
producen La Concepcion (19 751 m3/afo), San José de Abajo (2027 m3/afo), San
Nicolas (4159 m3/afo), Constancia (1709 ma3/ano), Puljitic (8640 m3/afio),
Tamazula (1795 m3/ano), Calipan (426 m3/ano) y San Pedro (196 m3/afio). Dicha
produccion se destina a satisfacer la demanda de bebidas alcohdlicas y de la

industria quimica®®).
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Por su parte, Veracruz es la entidad que registra la mayor produccion de azucar
en el pais; para ello utiliza aproximadamente 260 mil hectareas de cafaverales, y
en sus 22 ingenios se genera 40% de la producciéon nacional. Y si bien la
superficie cultivada se ha incrementado, su productividad se ha estancado en un
rendimiento promedio de 72 toneladas por hectarea, que es el mismo que se
registra en el resto del pais. Pero potencialmente, y tomando en consideracion la
calidad de las tierras, con un cultivo y riego adecuados, se podrian alcanzar mas
de las 100 toneladas anuales por hectarea; de hecho, en el estado hay campos

cafieros que obtienen hasta 120 toneladas por hectarea.®

El gobierno de México inicidé una serie de medidas para crear un mercado interno
de biocombustibles, elevar los niveles de eficiencia en el uso final de la energia y
disminuir emisiones de gases de efecto invernadero. El 22 de Agosto del 2005 se
publicd la Ley de Desarrollo Sustentable de la Cafa de Azucar, en la que se

fundan los lineamientos para su futuro aprovechamiento como energético.!”
1.4.4 Olote de maiz (Zea mays):

Es un subproducto o residuo agricola que se genera en grandes cantidades en el
proceso de separacion del grano de la mazorca y se estima que por cada tonelada
de maiz se obtienen 170 kg de olote!". En México se produjeron mas de 35
millones de t de maiz en el 2010; y se puede llegar a obtener 428 L de EtOH/ t de

masa seca de olote.®¥ Es la cuarta potencia mundial en produccién de maiz.®?.

El uso del olote ha estado muy restringido debido a que es dificil acceder a sus
componentes (tiene un gran caracter recalcitrante), solamente se ha esparcido a la
intemperie generando problemas de contaminacidon ambiental por o que se ha

buscado utilizarlo para otras funciones como forraje para rumiantes('?

, soporte
para disminuir la erosion en la tierra y como sustrato para producir enzimas
xilanasas.®? Por otro lado teniendo un alto contenido de hemicelulosas, del cual el
94 % corresponde a xilanas lo hace muy atractivo para desarrollar fertilizantes

nitrogenados con accién de lenta liberacion. ©" Por lo anterior en este trabajo se
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buscé darle otro uso potencial al olote, que es hidrolizarlo enzimaticamente para

obtener glucosa y posteriormente mediante una fermentacion obtener bioetanol.

En México el 2 de Febrero del 2008 entré6 en vigor la Ley de Promocion y
Desarrollo de los Bioenergéticos, en el articulo 11 fraccion VIl de esta ley, se
estipula el otorgamiento de permisos para la produccion de biocombustibles a
partir de granos de maiz cuando existan inventarios excedentes de produccion
interna de maiz para satisfacer el consumo interno." Al contrario de esta ley se
busca con el olote lograr la produccion de bioetanol sin tener que comprometer la

autosuficiencia alimentaria del pais, los granos de maiz.

Se tienen datos de la produccién mundial de maiz del 2010, de 844 millones de ty

se estima que con esto se pueden generar alrededor de 144 millones de t por
afio.('®

Tabla 1. Contenidos tedricos de celulosa, hemicelulosa y lignina en las fuentes de
fibra utilizadas.

Fuente de | % celulosa % hemicelulosa | % lignina Referencia
fibra
Agave 47.2 18.5 16.4 Iniguez-

Covarrubias
G. et al (2001)

Aserrin 40-55 24-40 18-25 Sung and
Cheng (2002)

Cana de | 48.8 24.4 25.8 Area, (2002)

azucar

Olote 45 35 15 Torney F. et
al (2007)
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MATERIALES
LIGNOCELULOSICOS

Fermentacidn Pretratamiento
MICROORGANISMO !

CELULOUTICO Y 1
CELULOSA [ HemicelulosaJ I Lignina i

CELULASAS HIDROLISIS Hidrolisis Compuestos
ENZIMATICA enzimatica fendlicos
GLUCOSA Pentosas
FERMENTACION

'

ETANOL, BIOMASA MICROBIANA, FARMACOS, ETC.

Figura 7. Esquema del proceso de Hidrdlisis de residuos lignoceluldsicos. (Macarron,
1992)

1.5 Pretratamiento acido.

Para lograr un buen rendimiento en la hidrélisis enzimatica se requiere de un
tratamiento previo de la biomasa con el fin de mejorar la interaccion enzima-
sustrato, asi como reducir la cantidad de celulosa cristalina y el grado de
polimerizacion de esta, también para aminorar las interacciones lignina-
hemicelulosa que rodean a la celulosa y para aumentar el area de accesibilidad de
las enzimas en la hidrdlisis, es decir generar un residuo celuldsico hidrolizable mas

facilmente que la biomasa nativa.®¥

Varios procesos se han investigado como:

- Pulverizacién mecanica
- Pirdlisis

- Explosion de vapor

- Explosion de CO;

- Ozonolisis

- Proceso de Organosolv

- Hidrdlisis acida y alcalina
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En este trabajo las muestras se recibieron con un pretratamiento acido diluido.
Una de las razones porque las muestras fueron pretratadas de este modo es
porque se trata de un proceso barato y efectivo, permite un alto rendimiento de
glucosa con poca formacion de co-productos, lo que favorece la subsecuente

hidrdlisis, para utilizarse en la fermentacion.
1.6 Hidrdlisis Enzimatica:

La hidrdlisis enzimatica es una reaccion altamente selectiva que sirve para
convertir polisacaridos en sus unidades mas pequefas que lo componen como

dimeros y monomeros, a una gran velocidad.

En este trabajo se hidrolizé principalmente la celulosa, convirtiéndola a glucosa,

segun la siguiente reaccion:

n CeH10O05+ n H,O > n CegH1206

Tabla 2. Comparacion entre hidrdlisis acida diluida e hidrélisis enzimatica
(Adaptado de Hamelinck et al, 2005; Taherzadeh et al, 2007)

Variable en comparacion  Hidrdlisis acida diluida Hidrolisis Enzimatica
Condiciones amables NO S

para la Hidrdlisis

Altos rendimientos de la NO Si

Hidrdlisis

Inhibicion de los NO Si

productos formados
durante la Hidrolisis

Formacion de productos | Sl NO

de inhibicién durante la

Hidrolisis

Bajo costo de catalisis Sl NO

Corto tiempo de la Sl NO
Hidrdlisis

Insumo <1% H2S04 Celulasas
Temperatura 215 °C 50 °C
Tiempo 3 min 24 -48h
Sacarificacion 50 - 70 % 75 -95 %
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La celulosa se puede hidrolizar de forma quimica con la ayuda de acidos ya sea
diluidos o concentrados, como H,SO4 0 HCI; con los acidos diluidos se necesitan
altas temperaturas de 200 a 240 °C, y se obtienen ademas de azucares,
hidroximetilfurfural (HMF) y otros productos no deseados; si se utilizan altas
concentraciones de acido se alcanza hasta un 90 % de rendimiento de glucosa en
relativamente poco tiempo, 10 a 12 horas, pero la recuperacion de ese acido es un
proceso costoso que implica mucha energia y la construcciéon de reactores

resistentes a la corrosion.®

En la tabla 2 se ilustran las diferencias entre una hidrélisis acida diluida y una
enzimatica, la cual puede sobrellevar las desventajas de la hidrolisis quimica y
para conseguir un buen rendimiento (de 75-95 %) en esta hidrélisis se utilizan
enzimas, catalizadores biolégicos que no generan productos secundarios de

degradacion y trabajan a condiciones faciles de alcanzar como:

-Temperatura: en el intervalo de 45 — 55 °C
- pH: 3a5.59
- Agitacion (mayor a 100 rpm hasta 200 rpm)

Aunque el tiempo de reaccion es mayor en una hidrolisis enzimatica que en una
hidrdlisis quimica y el costo de las enzimas es mas elevado que el de los acidos,
como por ejemplo el acido sulfurico; se prefiere el método enzimatico debido a su
gran potencial de evoluciéon, de mejora continua y la posibilidad de tener una

reduccion de costos a largo plazo.

Para lograr una eficiente hidrdlisis enzimatica de estos materiales se debe tomar
en cuenta que existen ciertos factores que pueden limitar una hidrélisis completa.
Algunos de estos, de importancia son la concentracién del substrato y del producto
ya que una alta concentracion del sustrato recae en una disminucion de la
hidrdlisis, es decir la inhibe, el grado de inhibicion depende de la cantidad de
enzima agregada por el total del sustrato; factor de mezclado, si se presenta una
deficiente agitacion puede repercutir en una hidrdlisis deficiente; la estructura de la

celulosa; las interacciones entre las enzimas y la lignina, las cuales no permiten
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que se formen azucares; la disminucion de la hidrélisis conforme avanza la
conversion del sustrato; una dosis precisa de las enzimas; necesidad de
suplementar las celulasas con B-glucosidasas para disminuir la inhibicion que la
celobiosa formada crea en las celulasas; incluso la inhibicion que la glucosa

liberada genera en la accién de la B-glucosidasa.®

Probablemente, en la degradacion de celulosa participan también otras enzimas
como la celobiosa-oxidasa, detectada en caldos de cultivo de otros hongos, que
oxida celobiosa y celodextrinas a sus correspondientes acidos alddnicos. Una
funcidén de esta enzima puede ser la oxidacion del extremo reductor formado tras
la accién de una EG, evitando que el enlace pudiera formarse de nuevo por
transglicosilacion. La celobiono-lactona no sélo se ha encontrado en caldos de
cultivo de T. reesei, sino que ademas es un potente y especifico inductor de la

sintesis de celulasas®?
1.6.1 Celulasas

Existen 4 tipos nombradas en la Tabla 1.3, secretadas principalmente por
microorganismos como hongos y bacterias, estan se clasifican por la reaccion a la

que catalizan:

Tabla 3. Celulasas, sitios de accion y productos.

Celulasa | Numero Sitio de accion Producto
EC
Endocelulasas o EC 1,4-3-D-glucan-4- Oligémeros,
endoglucanasas 3.2.14 glucanohidrolasas como
celobiosa,
celotriosa
Exocelulasas o EC 1,4-B-D- Celobiosa
celobiohidrolasas 3.2.1.91 glucancelobiohidrolasas
Celobiasas o B- EC Celobiosa Glucosa
glucosidasas 3.2.1.21
Celulasas oxidativas | EC Celulosa, celobiosa Acidoglucénico
3.21.4 y celobidnico,
oligosacaridos
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Para hidrolizar la celulosa las celulasas deben ser absorbidas en la superficie del

sustrato, la estructura tridimensional de estas, su tamafio y forma determinan si

los enlaces beta-glicosidicos son o no accesibles a la ruptura enzimatica, por lo

que el proceso es mas lento en comparacion a la hidrdlisis enzimatica de otros

biopolimeros. ©

Al menos tres de estas clases actuan sinérgicamente:

Endocelulasas: que disminuyen el grado de polimerizacion de la celulosa
mediante la hidrélisis de sitios accesibles de la celulosa, rompiendo
cadenas lineales y creando nuevas cadenas mas pequenas, esta enzima se
adsorbe fuerte pero reversiblemente a la celulosa microcristalina presente,
la fuerza de la absorcidn se incrementa a bajas temperaturas

Exocelulasas: remueven unidades de celobiosa (disacarido, 1,4-3-D-
glucosil glucosa) de los extremos terminales de la cadena producidos por
las endocelulasas, estas enzimas también se adsorben fuertemente en la
celulosa cristalina y amorfa, si su actividad es muy alta la concentracion de
celobiosa aumenta y entonces la actividad de las exocelulasas es inhibida
por la acumulacion de celobiosa en solucién

Celobiasas o B-glucosidasas que hidrolizan celodextrinas solubles (1,4-B-D-

glucanos) y celobiosa en g —D-glucosa.®®
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Figura 8. Mecanismo de Hidrdlisis enzimatica de la celulosa

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa es complicada, tiene ciertas desventajas

para lograr una eficiente sacarificacion:

- Se sabe que las celulasas son catalogadas como enzimas cataliticamente
inferiores a otras glucosidasas, el efecto es mayor cuando el sustrato es celulosa
cristalina, la actividad catalitica aumenta si se encuentran las enzimas con zonas

amorfas o mas accesibles.

- Ocurre un rapido decaimiento de la hidrélisis cuando la celulasa entra en
contacto con la celulosa, modelos cinéticos demuestran que los enlaces B-
glucosidicos que son accesibles a las celulasas se van acabando conforme

avanza la hidrolisis, por lo tanto es menor y se alenta la reaccién.*"
1.6.2 Hemicelulasas

En la tabla 1.4 se tiene las clases de hemicelulasas que existen, sus sitios de

accién y sus productos.

Tabla 4. Hemicelulasas, sitios de accion y productos. (Adaptado de Mousdale, 2010)
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Hemicelulasa Numero | Sitios de accién Productos
EC
Endo-p-1,4- 3.2.1.8 Enlaces internos 3-1,4 en | Xilosa, xilobiosa,
xilanasa xilanos, L-arabino-D- oligbmerosxilanos
xilanos
Exo-B-1,4- 3.2.1.37 | Enlaces externos en Xilosa
xilosidasa oligdmeros de xilanos
Endoarabinanasa 3.2.1.99 | Enlaces internos a-1,5 y/o | Arabinosa
a-1,3 en arabinanos
a-L- 3.2.1.55 | Cadenas laterales a-1,2 Arabinosa y
Arabinofuranosidas y/o enlaces a-1,3 en oligdbmerosxilanos
a xiloarabinanos y enlaces
externos a-1,5 en
arabinanos
Endo-p-1,4- 3.2.1.78 | Enlaces internos 3-1,4 en | Manosa, oligdmeros
mananasa mananos, galatomananos | de mananos
y glucomananos
Exo-B-1,4- 3.2.1.25 | Enlaces externos 3-1,4 en | Manosa
manosidasa oligdmeros de mananos
Endo- B-1,4- 3.2.1.89 | Enlaces internos p-1,4 en | Galactosa,
galactanasa galactanos y oligobmerosgalactano
arabinogalactanos S
a-galactosidasa 3.2.1.25 | Cadenas laterales a-1,6 Galactosa,
en oligbmerosmananos
oligbmerosgalactomanano
S
B-glucosidasa 3.2.1.21 | Enlaces externos -1,4 en | Glucosa,
oligdmerosglucomananos | oligbmerosmananos
a-glucuronidasa 3.2.1.13 | Cadenas laterales 4-O- Galactosa,
9 metil-a-1,2 en oligbmerosmananos
glucuronoxilanos
Acetil esterasa 3.2.1.6 Grupos 2- o 3-Oacetilen Acido acético,
mananos y xilosa manosa, xilosa
Arilesterasa 3.21.2 Cadenas laterales 3-O- Acidos fertlico,

feruoil/coumaril-a-L-
arabinofuranosa

coumarico,
arabinoxilanos

Las estructuras de la hemicelulosa pueden ser lineales o ramificadas con una

base de residuos de xilosa o polixilanos en angiospermas, en gimnospermas la

estructura basica son residuos de glucomananos de D-manosa y D-glucosa. Para

hidrolizarla actuan las endoxilanasas que fragmentan xilanos, las xilosidasas

liberan xilosa de estos. Remueven las cadenas laterales las glucuronidasas,

arabinofuranosidasas y acetilesterasas.
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El principal producto de la hidrdlisis es la D-glucosa, la cual tiene muchas

posibilidades de uso como:
-Si se refina, se destina a la industria alimentaria
- Por isomerizacion se puede transformar en fructosa, un potente edulcorante

- Se puede usar como sustrato para procesos fermentativos que generan etanol,
biomasa microbiana, biopolimeros, antibiéticos, L-aminoacidos, acetona, butanol,

acido citrico, etcétera.
1.7 Fermentacion:

La palabra fermentacion la pronuncié por primera vez Louis Pasteur (1822-1895),
como “vida sin aire”, refiriéndose a las células de levaduras, sobre como alteraban
sus funciones respiratorias cuando el aire era limitado (mas preciso, oxigeno, O5).
Estas células utilizan a la glucosa como una fuente de carbdn organico para
generar energia, parte de esta se transforma por reacciones bioquimicas, dentro
de la célula, en sustancias para nuevas células (division celular), pero cuando el
oxigeno es insuficiente pueden producir combinaciones de alcoholes (etanol,
butanol, glicerol), acidos (férmico, lactico, acético). Esta fermentacién siempre va

(35

acompafiada de la formacion de CO,®. La ecuacion quimica que representa este

proceso es la siguiente:

NCeH1206 + MO,~> células + pCO, + gH20 + r C,H50H + calor

Entonces es una via natural, biolégica para transformar los azucares producidos
via hidrédlisis enzimatica en biocombustibles como etanol, en este caso. Las
fuentes mas importantes de azucares en la industria del etanol son el almidon y la

celulosa.
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Figura 9. Rutas metabdlicas de la glucdlisis y fermentacion por las cuales Saccharomyces

cerevisiae sintetiza etanol.

Mediante una ruta bioquimica de 10 reacciones enzimaticas diferentes conocida
como la glicdlisis, una molécula de glucosa se oxida para producir dos moléculas
de piruvato. En el proceso, también se sintetizan dos moléculas de Adenosin
Trifosfato (ATP) a partir de Adenosin Difosfato (ADP) y dos de Dinucleétido de
Adenina y Nicotinamida reducido (NADH) a partir de NAD+ también llamado NAD
oxidado.

El ATP es una molécula de alta energia que se utiliza en la célula para transportar
la energia extraida de la glucosa, y el NADH es un acarreador de electrones. Para
que la glicdlisis continue funcionando, el NAD+ necesita ser regenerado a partir de
NADH; esto se logra gracias a la fermentacion. La fermentaciéon consiste en la
conversidén de piruvato en etanol gracias a la catalisis de las enzimas piruvato
descarboxilasa (PDC) y de la alcohol deshidrogenasa (ADH). Asi, se puede
considerar que el etanol es el residuo metabdlico de la extraccion de energia de la
glucosa.™

Esta etapa del proceso requiere el uso de microorganismos etanologénicos que

deben tener tres rasgos esenciales®:
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1. Alto rendimiento
2. Alta tolerancia al etanol

3. Rango amplio de sustratos que pueda utilizar

Existe una suficiente variedad de microorganismos que sirven para ello, en este
trabajo se utilizé la levadura mas comun Saccharomyces cerevisiae, catalogada
como GRAS, es decir un aditivo seguro para su uso en la industria alimentaria.
Utiliza la via Embden-Meyerhof en condiciones anaerobias, para generar etanol.
Con ayuda de un medio favorable, con una suplementaciéon de fuente de

Nitrégeno, con control de temperatura (alrededor de 30 °C).

Es un microorganismo adecuado puesto que puede generar un gran rendimiento
de etanol (12.0 -17.0 % m/v) proveniente de hexosas. Ademas que resiste una

alta presion osmotica asi como bajos niveles de pH, de 4 a 5.5.

En un estado completamente fermentativo, donde ni una molécula de glucosa es
utilizada para la respiracion aerobia y no hay formacién de productos secundarios,
51.1 g de etanol se producen por cada 100 g de glucosa, es decir 0.51 g de etanol
por g de glucosa. Cualquier crecimiento de células o formacién de otros productos,

como glicerol, reducira la eficiencia de esta tedrica maxima conversion.“?

El sistema de fermentacion que se llevd a cabo se conoce como fermentacion
sumergida, es la forma de cultivar microorganismos en un medio liquido que
contiene la fuente de carbdn y nutrientes solubles, sin una agitacion requerida.
Permite que la interaccion de las levaduras con los nutrientes sea uniforme para
que funcionen bien, es facil de mantener y controlar las condiciones como
temperatura y pH, el control de la temperatura es favorecido por la alta

conductividad del calor en el medio.“%

Estos azucares liberados de los polisacaridos provenientes de los materiales
lignoceluldsicos, se pueden convertir via fermentaciéon en muchos productos de
interés como, acidos organicos, etanol, glicerol, aditivos alimentarios, butanol,

etcétera.
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Para lograr una bioconversién de los azucares liberados, como hexosas y
pentosas, se prefiere tener un microorganismo que sea capaz de consumir y

convertir ambos tipos de carbohidratos.

La conversidn de la lignocelulosa, en mayor proporcidn de la celulosa, se realiza
con el fin principal de obtener bioetanol, pero se pueden obtener otros productos
como biohidrégeno, Hy; biogas que es rico en Hy y CHy; también se fermenta para
obtener acidos organicos como el lactico, citrico, acético; inclusive se logra la
produccion de carotenoides (pigmentos naturales utilizado como aditivo en la
industria alimentaria) como la astaxantina. Esta variedad de conversiones se logra
gracias a los diferentes metabolismos de las distintas levaduras y bacterias que se

utilizan para cada una de estas fermentaciones.?

En general se tienen objetivos dirigidos a la mejora ambiental y el
aprovechamiento de estos recursos masivos que con ayuda de la tecnologia se

convierten en productos de valor agregado.
Los principales objetivos para el desarrollo de la bioenergia en México son 2

- Mitigar los cambios climaticos

- Mejorar el medio ambiente

- Aumentar la seguridad energética
- Promover el desarrollo rural

- Fomentar el desarrollo tecnoldgico
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ll.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis:

Al modificar las condiciones y los parametros fisicoquimicos en la hidrolisis
enzimatica de diferentes materiales lignocelulésicos se obtiene un mayor
rendimiento de azucares reductores que son de interés para la industria

alimenticia y energética.

La conversion de estos azucares reductores obtenidos, glucosa pricipalmente, a

bioetanol se logra mediante una Fermentacién controlada.

Objetivos:

Objetivo General

- Evaluar el efecto de los materiales lignocelulésicos Bagazo de Agave,
Aserrin, Bagazo de Cafia de Azucar y Olote sobre el rendimiento de
azucares reductores, como glucosa y pentosas (xilosa y arabinosa),

obtenidos durante la hidroélisis enzimatica.

Objetivos Particulares:

- Evaluar la actividad enzimatica de distintas mezclas de enzimas
comerciales para conocer su efectividad en el proceso de la hidrolisis
enzimatica de distintos materiales lignocelulosicos.

- Conocer el efecto de dos tipos de buffer en la hidrdlisis enzimatica.

- Modificar la concentracion de enzima utilizada en la sacarificacion para
lograr un mayor rendimiento en los azucares reductores.

- Determinar cual de los cuatro materiales es el menos recalcitrante, es decir
el mas redituable.

- Fermentar la glucosa obtenida de la hidrélisis enzimatica para obtener

bioetanol, un producto de interés bioenergeético.
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. METODOLOGIA

3.1 Diagrama de flujo del procedimiento general
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3.1 Caracterizacion de las fibras con un pretratamiento acido

1) A las muestras tratadas previamente con un proceso acido se les determiné
carbohidratos reductores por el método del acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller,
1959).

El sobrenadante del pretratamiento acido diluido se diluye a una concentracion
entre 0.2 — 2 mg/mL. Se compara con el carbohidrato de interés, en este caso la
glucosa. Una vez realizada la dilucion se sigue el método de Miller, se obtiene una
absorbancia en un espectrofotometro Perkin Elmer UV/Vis Lambda 3B a 540 nm

frente a un blanco manipulado de la misma manera que las muestras.

En disolucién alcalina el azucar se hidroliza produciendo un compuesto que se
reduce a un grupo nitro del DNS, para el producto mono amino correspondiente,
esta reaccion produce una ozazona colorida que se cuantifica

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 540 nm (Nielsen, 2003).

HO_ O qHo e COoH
——oH —t—cH
OH + HO—T— OH , HO——
o\ N-° - o —t—CH
i i [—OH N NH —1—CH
o o CHOH S CHOH
Acido 3, 5-dinitrosalicilico D-Glucosa Acido 3-amino-5-nitro Acidgo D-glucénico
(amarillo) salicilico (rojo)

Figura 10. Esquema de la reaccion con DNS y moléculas que participan . (Vazquez,2012)

2) Se determind los carbohidratos totales por el método del Fenol-Sulfurico
(Dubois et al, 1956).

Al sobrenadante del pretratamiento acido diluido se le hace una dilucién entre 10-
100 pg de glucosa/ mL. Se lleva a cabo la metodologia descrita por Dubois et al, y
se obtiene la absorbancia medida en un espectrofotometro Perkin Elmer UV/Vis
Lambda 3B a 490 nm frente a un blanco manipulado de la misma manera que las

muestras.
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El fundamento de esta metodologia se basa en la sensibilidad se los carbohidratos
hacia los acidos fuertes y a las altas temperaturas, se llevan a cabo reacciones

complejas en estas condiciones:
- Primero una deshidratacion simple

- Se continua el calentamiento se da una catalisis acida, donde se producen
derivados del furano que se condensan entre ellos y con otros subproductos que
generan compuestos coloridos producto de la condensacion de compuestos
fendlicos y con heterociclos con el nitrgeno como heteroatomo, la condensacion

mas comun es con fenol. (Nielsen, 2003).

—

R ( \> cHO + 2 I/\/\’ H_SO. R@_(j !u.u-

/
(=4 ~~~  calor O \\I, .

\\' v ‘“o

Figura 11. Esquema de la reaccion global del método Fenol-Sulfarico (Caballero, 2010).

3) Se calculdo la concentracion de glucosa y pentosas mediante HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Resolucidon) con una Bomba Beckman, System
Gold Programmable Solvent Module 126. Detector de indice de refraccién (IR)
Perkin Elmer Modelo LC-30. Horno Knauer. Columna Unison Almktak, UKAmino,
250 x 4.6 mm, 3 ym.

Para analizar las muestras durante todo el proceso, se utilizd una técnica de
extraccion en fase solida, con los cartuchos Oasis WCX 1cc Cartridge 30 mg
30um, Sep-PAK marca Waters. Permitiendo que los azucares de interés se
separen de los demas compuestos daninos para la columna de separacion, como

las proteinas, es decir enzimas.
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Tabla 5. Parametros para determinar carbohidratos por HPLC

Fase movil Acetonitrilo: Agua, en proporcion 75:25
respectivamente

Flujo 1.4 mL/minuto

Temperatura 40 °C

3.2 Evaluacion de la actividad enzimatica

Se evaluaron 4 tipos de enzimas diferentes para conocer con cual se tendria una

mayor hidrolisis de las fibras. Mediante el método del ensayo del Papel filtro.

(Ghose, 1987)

Tabla 6. Nombre comercial, proporciones y actividades de las enzimas que se

utilizaron.

Nombre comercial de Proporciones de la Actividad de la mezcla

enzimas mezcla

Acellerasa y Celic 3:2 Celulasa, xilanasa

Celuzyme XB, Zymafilt L- 2:1:1 Celulasa, hemicelulasa

130 y B-glucanasa y B-glucanasa

Celuzyme XB y Zymafilt L- | 1.5:0.5 Celulasa, xilanasa y B-

300 glucanasa

Celuzyme en polvo 0.5% Celulasa, hemicelulasa
y B-glucanasa

3.3 Hidrdlisis enzimatica

Se realizé de dos maneras:

1. En una incubadora Boekel scientific CAN/CSAC22.2 con control

temperatura y agitacion.

2. En un reactor RX720 con control de temperatura y agitacion

Tabla 7. Especificaciones para la hidrdlisis enzimatica:

de

Método Temperatura (°C) Agitacién (rpm) Tiempo (horas)
Incubadora 50 110 24
Reactor 50 600 24

( ]

L 2 )




Las enzimas que se eligieron fueron de la marca Enmex, con el nombre comercial
de Celuzyme XB y Zymafilt L-300, obtenidas de la fermentacion controlada de
Trichoderma longibrachiatum, debido a que en la evaluacion enzimatica se obtuvo

el mayor numero de FPUs.

3.4 Optimizacion de condiciones de Hidrdlisis

Se modificaron ciertos parametros para conocer sus efectos en la hidrdlisis:
3.4.1 Efecto del buffer
Se utilizaron dos buffers:

- Buffer de acetatos 200 mM (acetato de sodio), pH 5.
- Buffer de fosfatos 50 mM (fosfato de potasio), pH 5.

3.4.2 Efecto de la concentracion de enzima:

Se utilizaron concentraciones diferentes de la misma mezcla de enzimas para

conocer su efecto en el rendimiento de carbohidratos fermentables.

- 0.05mL/g
- 0.1mL/g
- 0.2mL/g

3.5 Fermentacion

Se fermentd el sobrenadante de la hidrélisis enzimatica.

Tabla 8. Especificaciones para el indculo de levadura

Medio de cultivo YPD (0.2 % de glucosa y 1% extracto
de levadura)

Levadura Saccharomyces cerevisiae,
Thermosacc®

Preparacioén del inéculo 9.6 mg de levadura en 5 mL de medio
de cultivo, incubado por 18 horas con
un agitacion de 150 rpm.
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Tabla 9. Condiciones para llevar a cabo la fermentacion

Porcentaje de inéculo 5%
Temperatura 30°C (sin agitacion)
Tiempo 70 horas

1) Al sobrenadante se le determind carbohidratos reductores por el método del
acido dinitrosalicilico (DNS) (James, 1999).

2) Se determind los carbohidratos totales por el método del Fenol-Sulfurico
(Dubois et al, 1956).

3) Se calculd la concentracion de glucosa y pentosas mediante HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Resolucion). Con una Bomba Beckman, System
Gold Programmable Solvent Module 126. Detector de indice de refraccién (IR)
Perkin Elmer Modelo LC-30. Horno Knauer. Columna Unison Almktak, UKAmino,
250 x 4.6 mm, 3 ym.

4) Se calculo la concentracion de Etanol mediante HPLC (Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion). Con una Bomba Beckman, System Gold Programmable
Solvent Module 126. Detector de indice de refraccion (IR) Perkin Elmer Modelo
LC-30. Columna Biorad: HPLC Organic Acid Analyses, Aminex HPX-87H, ion

exclusion column, 300 mm x 7.8 mm.

31

—
| —




IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis de Azucares contenidos en las muestras recibidas con un
Pretratamiento acido diluido.

Los bagazos de los cuatro materiales lignoceluldsicos se recibieron con un
pretratamiento acido, se determinaron los azucares reductores y totales antes de
la hidrdlisis, por medios espectrofotométricos, y el porcentaje de glucosa vy
pentosas por HPLC. La eficacia de este pretratamiento radica en que se ha
hidrolizado parcialmente la celulosa y hemicelulosa en conjunto, lo que facilita la

hidrodlisis.

46.3

B pentosas

glucosa

M carbohidratos
redutores

M carbohidratos
totales

Agave Aserrin Olote Cafia de
azucar

% carbohidratos en general (g /100 g bagazo)

Figura 12. Concentracion de carbohidratos reductores y totales, asi como de glucosa y
pentosas, obtenidos de las muestras de los 4 materiales lignocelulésicos con

pretratamiento acido diluido, (g/ 100 g de bagazo).

En la Figura 12 se muestran los resultados obtenidos de los azucares
cuantificados, donde se obtuvo alrededor de un 30 a 46 % de los carbohidratos
totales existentes en los cuatro tipos de bagazos. Se observa que el

pretratamiento acido es util para convertir alrededor de un 25 % de las fibras en
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carbohidratos reductores, los cuales fueron de principal interés en este trabajo.
Pero esta evaluacion todavia no es representativa debido a que permanece el
bagazo residual no hidrolizado, donde los azucares de interés siguen siendo
insolubles, pues no se han hidrolizado de la celulosa y hemicelulosa remanentes

como polimeros.

4.2 Evaluacion de la actividad enzimatica

Se determind usando la metodologia descrita por Ghose, 1987, para celulasas,
obteniendo unidades FPU (Unidades de Papel Filtro) para cada mezcla de
enzimas. Esta unidad se define en términos de la cantidad necesaria de enzima
para formar 0.10 mg de glucosa en un minuto, medida como azucares reductores,
usando como sustrato una tira de papel filtro Whatman No.1, en determinadas
condiciones (pH = 4.8, buffer de citrato de sodio 0.05 M, 50°C). Es una medida de

las actividades combinadas de los tres tipos de enzima en el sustrato.®?

Tabla 10. Actividad enzimatica medida como Unidades de Papel Filtro , de

distintas mezclas de enzimas

Enzima FPU ( Unidades
de Papel Filtro)
1.Celic y acellerasa (3:2) 114
2. Enmex, mezcla Celuzyme XB + Zymafilt L-
300 + beta glucanasa (2:1:1) 4.93
3. Enmex, mezcla Celuzyme XB+ Zymafilt L-
300 (1.5:0.5) 28.9
4. Celuzyme en polvo 1.98

La mezcla con la actividad enzimatica mas alta, fue la de Enmex, mezcla
Celuzyme XB+ Zymafilt L-300, porque tiene 28.9 FPU, lo que significa que al
tener una mayor cantidad de unidades de papel filtro hidrolizadas por ml de
enzima se sugiere que tiene una conversidbn mayor de la fibra, permite una
hidrélisis simultdnea de los componentes hidrolizables de las fibras (celulosa y
hemicelulosa) en una mayor proporcion. Ademas de que la mezcla tiene tres

actividades especificas de celulasa, hemicelulasa y beta-glucanasa, cuya
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combinacién tiene mayor potencial para hidrolizar el material lignocelulésico, en

comparacién a las otras mezclas pues no todas tienen las 3 actividades.

4.3 Optimizacion de condiciones de Hidrodlisis

Al no obtener los resultados esperados, es decir un alto rendimiento de azucares,
se buscd modificar las condiciones de la hidrdlisis enzimatica para mejorar y
optimizar el proceso asi como la obtencion de una mayor cantidad de
monosacaridos fermentables como la glucosa y de las pentosas arabinosa y

xilosa.

4.3.1 Efecto del buffer

6.0

5.0

4.0
L
Q
% 3.0
- =fl=olote
O
;U 2.0 9—2agave

cana de azucar
1.0 === 3serrin
== control
0.0
o B0 » N
"bob &0\\(‘)\ <§Q Q/&,’b 'b(}o
<9 \2\\6 \z\\b Q}((\ Q,é'
& R & @ &
r&@ Q/Q 0'0‘9 J Qj(
% 2 >
& N K & &
Q¢ » 9 S N
N

Figura 13. Variacion del pH en cada paso del proceso, con los 4 materiales
lignoceluldsicos. Condiciones: buffer fosfatos 50mM, 0.25 mL de buffer / g de material.
Control: se ajusto el pH con hidréxido de Sodio 0.5 M}
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Tabla 11. Valores de pH en cada paso del proceso, con los 4 materiales
lignoceluldsicos.

Muestra Pretratamiento | Ajuste Después Ajuste para | Después de
acido para de fermentar | la
hidrolisis hidrolisis fermentacién
Olote 4.2 5.0 4.9 5.5 5.2
Agave 3.0 5.0 4.8 5.5 5.3
Cana de|3.9 4.9 5.0 5.5 5.1
azucar
Aserrin 2.8 5.0 4.9 5.5 5.2
Control 2.8 5.0 4.3 5.5 4.8

Se realizd una prueba de la hidrélisis enzimatica sin adicion del buffer, el
tratamiento control. En la figura 13 se observa que en el tratamiento Control,
donde no se anadié buffer para llevar a cabo la hidrdlisis enzimatica, solamente se
ajusté el pH con ayuda de un potenciometro y se utilizé NaOH 0.5 M, el pH
disminuy6 drasticamente en comparacion con los tratamientos regulados por el
buffer. Y se sabe que el control del pH es crucial para obtener altos rendimientos
de azucares en la hidrolisis enzimatica asi como altos rendimientos de etanol en la
Fermentacion. Y al utilizar un buffer el pH se mantuvo en el rango necesario para
lograr la hidrdlisis enzimatica asi como la fermentacion, por lo tanto se decidio

utilizar un buffer y comparar con dos tipos de buffer, el mismo procedimiento:

- Buffer de acetatos 200 mM (acetato de sodio), pH 5. Se escogié este
debido a que en las recomendaciones de Enmex es el buffer mas util para
que las enzimas trabajen adecuadamente.

- Buffer de fosfatos 50 mM (fosfato de potasio), pH 5. Se encontr6é en la
literatura que este buffer también se utilizaba en hidrélisis enzimaticas de
materiales lignoceluldsicos, por lo que se decidié probarlo. Como en el
articulo de Galindo, 2005"®, que utiliz6 buffer fosfatos (sodio) para

determinar la actividad enzimatica de celulasas.
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Porcentaje de glucosa de Bagazo de Agave
con 2 buffers
40.0
35.0
< 350
3
& 300
s
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s H pretratamiento acido
8 200
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8
g 15.0 m hidrélisis
; 10.0 -
3
g 5.0 -
3
[V
N 0.0 -
buffer acetatos  buffer fosfatos sin buffer

Figura 14. Porcentaje de glucosa obtenido de Bagazo de Agave con 2 tipos de buffer,
acetatos 200 mM y fosfatos 50 mM. (0.2 mL de enzima/g de bagazo, 24 h de hidrdlisis,
110 rpm).

En el experimento sin buffer, se obtuvo un menor rendimiento de glucosa,
demostrando que la reduccién del pH desde 5 a 4.3, resulta en una disminucion de

un 63 % en el rendimiento de la hidrélisis enzimatica con buffer fosfatos.

Se determind por duplicado por medio de HPLC el porcentaje de glucosa del
bagazo de agave al tiempo cero, es decir, con pretratamiento acido y después de
la hidrdlisis enzimatica, con los dos tipos de buffer. En la grafica se presentan los
promedios, observandose que se obtuvo un rendimiento mayor con el buffer
fosfatos. Los dos buffer permitieron una hidrdlisis adecuada del bagazo, pero fue

mas eficaz el buffer de fosfatos.
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Porcentaje de glucosa de Aserrin con 2 buffers

35.0

31.7
30.0
B Pretratamiento
25.0 acido
20.0
m Hidrdlisis

15.0

10.0

5.0

% glucosa (g glu/100 g aserrin)

0.0

Buffer fosfatos Buffer acetatos sin Buffer

Figura 15. Porcentaje de glucosa obtenido de Aserrin con 2 tipos de buffer, acetatos 200
mM vy fosfatos 50 mM. (0.2 mLde enzima/g de bagazo, 24 h de hidrdlisis, 110 rpm).

En el caso de la hidrdlisis con el aserrin sucedio lo mismo, el mayor contenido de
glucosa se obtuvo con el buffer fosfatos y la menor cantidad sin la presencia de un

buffer, solamente controlandose el pH del medio.

Porcentaje de glucosa de Bagazo de Caiia con 2
buffers
©
8 250 232
()]
©
8 200
o
©
£3
o g 150 123 ,
=] 11.1 M Pretratmiento acido
? ()] 9.4 8.9
% © 10.0 1 ® Hidrolisis
&
©
§ 5.0 -
3
o
N 0.0 A
Buffer fosfatos Buffer acetatos sin Buffer

Figura 16. Porcentaje de glucosa obtenido del Bagazo de cana de azucar con 2 tipos de
buffer, acetatos 200 mM y fosfatos 50 mM. (0.2 mLde enzima/g de bagazo, 24 h de
hidrdlisis, 110 rpm).
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Se realiz6 el mismo procedimiento para el bagazo de cafa de azucar y se obtuvo
el mismo patrén, denotando asi que la influencia del buffer y su concentracion
juegan un rol importante al momento de sacarificar estos materiales. Las
diferencias en las variables de operacién y la naturaleza de sustrato contribuyen a

la eficiencia del tratamiento.

Al comparar los tratamientos con o sin buffer, el rendimiento de glucosa y
pentosas es mayor cuando esta presente el buffer lo que denota una mayor
actividad enzimatica al tener un medio controlado por un buffer. Debido a la
capacidad de regulacién del pH por el buffer. Basandose en esta informacién es
necesaria la presencia de un buffer para regular el pH y asi mantener la 6ptima

actividad enzimatica de las celulasas.

Como la produccién industrial se lleva a cabo en reactores donde el pH es
controlado, se sugiere que este control podria ser suficiente para tener una buena
actividad y productividad de las celulasas, sin embargo en estudios previos donde
se ha escalado de laboratorios a reactores con medios sin buffer pero con control
de pH no se ha encontrado que esta hipotesis sea certera, de hecho se observo
una menor actividad de las celulasas, lo que sugiere que un buffer puede mejorar
el rendimiento de las enzimas y este mecanismo de mejoramiento de la

produccion no solamente se puede explicar por el control del pH.“B)

La concentracion del acido sin disociar esta en funcion del pH. La concentracion
de estos en hidrolizados lignocelul6sicos es variable de acuerdo a desviaciones

minimas alrededor de un pH=5.

Para conocer cual de los dos seria mas eficaz en controlar el pH y permitir a las
levaduras fermentar los azucares en el proceso de fermentacion, se fermentaron

los sobrenadantes ya hidrolizados de esta experimentacion.
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Porcentaje de etanol de la fermentacion de
Bagazo de Agave

25.0 Buffer

acetatos
20.0

Hm Buffer
15.0 fosfatos

10.0 -

50 —10.7

% Etanol (g EtOH/100 g Bagazo)

0.0

Figura 17. Porcentaje de etanol obtenido de la fermentaciéon de Bagazo de Agave, con
buffer de acetatos 200mM vy fosfatos 50 mM. (Condiciones: 5 % de in6culo, 1 % de
extracto de levadura, 68 h, 30 °C, sin agitacion).

Se puede observar en la figura 17 que el rendimiento de etanol con el buffer
fosfatos es un 49 % mayor que con el buffer acetatos, asi que resulta ser mas
efectivo, siendo un punto importante del porque se decidié también utilizar el
buffer de fosfatos, porque las levaduras se reproducen, rinden mejor con este

buffer, y es menos dafiino para las células.

Se encontrd en la literatura que los acidos débiles, como el acido acético utilizado
para el buffer de acetatos, inhiben el crecimiento de las células, es por ello que se
usan como conservadores de alimentos, al estar sin disociar son liposolubles y se
pueden difundir a través de la membrana plasmatica de las levaduras, aumentan
en el citosol y se comienzan a disociar debido al pH intracelular que es neutro, lo
que disminuye el pH del citoplasma y por ende se inhibe la proliferacion de las
levaduras. Dos mecanismos se han propuesto para explicar el efecto inhibitorio

de acidos débiles®®:

1.- Desacoplamiento : al entrar el acido débil a la membrana celular, disminuye el
pH intracelular y la ATPasa de la membrana busca neutralizarlos y bombea

protones fuera de la célula con ayuda de la Hidrdlisis de ATP, pero este debe

39

—
| —



seguirse generando para controlar el pH interno, y la capacidad de la bomba de
protones se acaba, resultando en una caida del contenido de ATP de la célula, y el
citoplasma de la célula se acidifica lo que dificulta la generacion de energia y otros

procesos celulares.

2.- Acumulacion intracelular de aniones: la forma anidnica del acido es capturada
en la célula y la forma no disociada del acido se difunde a la célula hasta que se
alcanza el equilibrio, como la concentracion en equilibrio del acido sin disociar esta
en funciéon del pH , la acumulaciéon intracelular de aniones esta en funcion del
gradiente de pH alrededor de la membrana plasmatica, es decir a un pH
extracelular bajo, la acumulacion intracelular de aniones aumenta en S. cerevisiae
que intenta mantener su pH intracelular neutro, y deja de ser viable para producir

etanol.

Una baja concentracién de acidos débiles (<100 mM) ayuda a mantener el
rendimiento de etanol a un pH=5.5, pero el rendimiento disminuye a mayores
concentraciones (>200 mM).®® Es por esto que el buffer de fosfatos resulto
benigno para el funcionamiento de las levaduras, al tener una menor
concentracion de acido y sal conjugado (50 mM), permiti6 que el rendimiento de
etanol aumentara. El buffer acetatos (200 mM) con una alta concentracién del
acido conjugado tuvo un efecto contraproducente en la produccion de etanol en
este trabajo. Por lo que se decidio realizar las posteriores experimentaciones con

buffer fosfatos a una concentraciéon 50 mM.
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4.3.2 Efecto de la concentracion de enzima

Porcentaje de glucosa después de

20 hidrdlisis enzimatica
§ '§ 35 m Bagazo de
:; % 30 |- Agave
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mL de enzima/g de bagazo

Figura 18. Porcentaje de glucosa, después de la Hidrdlisis enzimatica, con distintas
cantidades de enzima, mezcla de EnmexCeluzyme XB y Zymafilt L-300 con proporciones
1.5:0.5 (0.05 mL, 0.1mL y 0.2 mL por gramo de bagazo) en bagazo de cafa y agave.

En la figura 18 se muestran los rendimientos totales (pretratamiento acido +
hidrdlisis enzimatica) de glucosa, con los dos tipos de fibra, donde el mayor
rendimiento se alcanzé con la dosis de 0.2 mL por g de sustrato, lo que indica que
a mayor concentracion de enzima hay una mayor interaccion con la celulosa y
hemicelulosa. Existe una diferencia mayor entre las concentraciones de glucosa
obtenidas a cada concentracion de enzima para el Agave, en el caso de la caia
de azucar las concentraciones de enzima 0.1 y 0.2 mL/g liberaron alrededor de 34

% de glucosa.

4.4 Hidrdlisis enzimatica

Después de haberse evaluado los diferentes cocteles enzimaticos, al obtener el
mejor resultado con las enzimas Enmex, Celuzyme XB y Zymafilt L-300, con
actividades de celulasa, hemicelulasa y B-glucanasa, se llevd a cabo la hidrélisis

de los diferentes materiales lignoceluldsicos con esta mezcla de enzimas.
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Al conocer las ¢6ptimas condiciones para una eficaz Hidrdlisis Enzimatica, se

realizd esta con:

- Buffer fosfatos 50 mM, 0.25 mL/g sustrato
- 0.2 mL enzimas, EnmexCeluzyme XB y Zymafilt L-300 / g sustrato

En busca de hidrolizar el 100 % de los cuatro materiales lignocelulésicos, se llevo
a cabo la sacarificacion; las hidrdlisis se realizaron por 24 h, a 50 °C con agitacién
constante a 110 rpm. Con la adicién de 0.5 mL de buffer fosfatos 50 mM/g de

muestra pretratada acidamente.

Concentracion de carbohidratos de los 4
materiales lignoceluldsicos | Pentosas

M Glucosa

M Carbohidratos
reductores

M Carbohidratos
totales

% Carbohidratos ( g / 100 g materia prima)

Cafa de
Azucar

Figura 19. Concentracion de carbohidratos reductores y totales, asi como de glucosa y
pentosas, obtenidos de las muestras de los 4 materiales lignoceluldsicos después de la

Hidrdlisis enzimatica, (g/ 100 g de bagazo).

En la figura 19 se observa la concentracion de los azucares que se obtuvieron

después de la hidrdlisis, sin tomar en cuenta los del pretratamiento acido.
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Al comparar las figuras 12 y la 19, es posible observar que en la hidrdlisis
enzimatica se obtiene un mayor rendimiento de azucares totales para los cuatro
materiales, un 0.6 % mas para el Agave, un 31.5 % mas para el Aserrin, un 19.2%
mas para el Olote y un 37.2 % mas para Cafia de Azucar, lo que es logico debido
a que las enzimas son altamente especificas en el rompimiento de los

polisacaridos contenidos en las fibras, mejores que el pretratamiento acido diluido.

En cuanto a la concentracion de azucares reductores se mantiene similar a la
obtenida del pretratamiento acido, es decir del rendimiento alcanzado en el
pretratamiento se obtuvo una cantidad similar al hidrolizar enzimaticamente las

fibras.

Para analizar mas de cerca el rendimiento de glucosa y pentosas en la hidrolisis

se puede observar la figura 20.

. 52
} Pentosas

Glucosa

Figura 4.4.1 Cromatograma de Glucosa y Pentosas.
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Figura 20. Porcentaje de glucosa y pentosas obtenidos antes y después de hidrolizar las
fibras medidos por HPLC.
Condiciones de Hidrdlisis: 0.2 mL enzima/g de bagazo, 0.25 mL de buffer fosfatos 50
mM/g de bagazo, pH 5, 110 rpm, 50 °C, 24 h.

Se busco tener una hidrdlisis eficaz de estos materiales, se observa que después
de la hidrdlisis se obtuvo una mayor liberacion de glucosa para las cuatro fibras,
pero la mayor liberacidon de pentosas se obtuvo con el pretratamiento acido,
excepto con el Olote donde se obtuvo mayor concentracién de pentosas después
de la Hidrdlisis. La mayoria de los reportes de la literatura muestran que las
pentosas, en mayor medida la xilosa, se liberan en mayor proporcidn como
producto de la Hidrdlisis acida, es decir con el pretratamiento acido.”"

Para el Agave se obtuvo un 78.3 % de glucosa mas que en el pretratamiento, del
Aserrin se obtuvo un 26.5 % mas de glucosa, para el bagazo de Cafia de azucar
un 50.2 % mas, para el Olote un 5.2 % mas de glucosa.

En el caso de las pentosas el rendimiento para el Agave con el pretratamiento e
Hidrdlisis fue el mismo, para el Aserrin se obtuvo un 69 % mas de pentosas en el
pretratamiento, para la caia de azucar se obtuvo un 91.2 % mas de estas en el

pretratamiento y para el Olote se obtuvo un 55.7 % mas de estas en la hidrdlisis.

En total hubo un mejor rendimiento para la glucosa que para las pentosas, debido

a que estas fibras tienen un mayor contenido de celulosa que de hemicelulosa,
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ademas que la hemicelulosa también contiene glucosa en sus cadenas, por lo que

en suma la glucosa obtenida resulta siempre mayor en estas determinaciones.

Concentracion de carbohidratos suma de

pretratamiento acido e hidrolisis
94- 95-6 95- 98.6

Pentosas

100
90
80
70
60

50
40
30
20
10

Glucosa

MW Carbohidratos
reductores

Carbohidratos totales

% carbohidratos (g / 100 g de materia prima)

Olote

Cana de
azucar

Figura 21. Concentracion total, suma del pretratamiento acido + hidrélisis enzimatica, de
carbohidratos reductores y totales, asi como de glucosa y pentosas, obtenidos de las
muestras de los 4 materiales lignoceluldsicos (g / 100 g de bagazo).

En la figura 21 se muestra el valor total de los carbohidratos, la suma del
rendimiento del pretratamiento mas la hidrdlisis enzimatica. Con el dato de los
carbohidratos totales se observa que se alcanz6 una hidrdlisis mayor al 90 % de
los polisacaridos contenidos en las 4 fibras, se obtuvo un porcentaje de
carbohidratos reductores mayor al 50 % para las 4 fibras, por lo que se puede
asegurar que el complejo enzimatico es eficaz para sacarificar estas materias

primas.

Para analizar el porcentaje en peso, de glucosa y pentosas obtenidas en todo el
proceso se realizé la Tabla 12, comparando el porcentaje de glucosa y pentosas

tedricos, de la literatura, con los obtenidos experimentalmente.
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Tabla 12. Comparacién entre porcentajes obtenidos tedricos y experimentales de

glucosa y pentosas.

Materia | % % Glucosa % de % % Pentosas | % de

I Glucos | Experimenta | diferenci | Pentosa | Experimenta | diferenci
a I a s Teodrico | | a
Tedrico

Agave |47.2 42.6 9.8 18.5 15.6 15.7

Aserrin | 40-55 55.1 0 24-40 7.6 68.4

Cana 40 34.3 14.25 27 8.6 68.2

de

Azucar

Olote 45 38.1 15.4 35 11.4 67.4

Al analizar los datos se observa que el rendimiento tedrico de glucosa y pentosas
es mayor para todas los materiales excepto en el caso del rendimiento de glucosa
del aserrin, donde de acuerdo a las determinaciones practicas se logroé obtener el

100 % de rendimiento de glucosa.

Se tuvo una hidrélisis de celulosa mas eficiente quede la hemicelulosa, pues se
logré obtener mas del 85% de glucosa en todos los casos y de pentosas se logré
obtener alrededor del 30 %, excepto para el Agave donde se obtuvo el 84 % de

pentosas.

Lo que significa que la mezcla enzimatica tiene una actividad mas eficiente de
celulasa que de hemicelulasa, aunque se debe tomar en cuenta que las pentosas
calculadas por HPLC son solamente 2, xilosa y arabinosa, y el polisacarido
hemicelulosa contiene otras pentosas como manosa, galactosa, ramnosa,
etcétera, que se hidrolizaron pero no se cuantificaron, es asi que el rendimiento de

estas resulta menor.

Aunque esta biomasa lignocelulésica tiene un gran potencial de utilizacion, posee
una estructura recalcitrante, compleja que recae en un obstaculo econémico y
técnico para hidrolizarla.”™ Esto se debe a su composicién y matriz fisicoquimica

propia de cada material, donde la celulosa y hemicelulosa estan encapsuladas via
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enlaces de hidrogeno y covalentes a la lignina, lo que ademas de brindar la

estructura compacta también limita el acceso de las enzimas.

Por lo que para obtener una exitosa conversion de estos materiales se requiere de
un pretratamiento eficiente, que también se busca consuma menos energia y que
produzca la minima cantidad de compuestos de inhibicion, tradicionalmente el de
acido diluido es el mas usado. Como sea, ademas de estas complejidades del
material, la composicion de distintas fuentes lignoceluldsicas varia dependiendo su

origen y locacion geografica.

Las materias primas ricas en lignina poseen una mayor recalcitrancia y
resistencia.®®La exposicion de las enzimas, sobre todo las celulasas a la lignina y
a los compuestos fendlicos derivados de la lignina estan sujetas a efectos

adversos, pues tienen una accion inhibitoria en ellas, generando dos efectos:

- Adsorcion no productiva

Limitacion de accesibilidad de la celulasa a la celulosa.®®

De otros articulos®®, se sabe que el Agave es poco recalcitrante, que es mas facil
hidrolizarlo, que tiene la capacidad de acumular en sus tejidos, carbohidratos
solubles no estructurales, entonces con el bajo contenido de lignina y las reservas
de estos carbohidratos, requiere menos energia para convertirse en azucares de
interés®: en este trabajo del bagazo de Agave se pudieron extraer facilmente y
obtener altos rendimientos de componentes como glucosa ademas de azucares
no celulésicos como pentosas, lo cual indica que tiene bajos niveles de resistencia
contra la degradacién enzimatica, obteniendo asi un rendimiento de 90 % de

glucosa y de 84 % de pentosas.

De acuerdo a los resultados en la tabla 11, fue mas complicado lograr una alta
conversion de glucosa para el bagazo de cafa de azucar y el Olote, pues
alrededor de un 15 % de celulosa permanecio sin hidrolizarse. En el caso de las
pentosas para Aserrin, Bagazo de Cana de azucar y Olote, se obtuvieron bajos

rendimientos de estas debido a que la hemicelulosa esta estructurada con
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pentosas distintas, aunque en menor proporcién, no solamente con xilosa y

arabinosa.

4.5 Fermentacion

Para este paso del proceso global se utilizé a la levadura Saccharomyces
cerevisiae, Thermosacc®, la cual permitié obtener etanol de los sobrenadantes de
las hidrélisis enzimaticas previas.

Se conoce que el pH externo éptimo para un buen funcionamiento de S. cerevisiae
es 5.0 - 5.5 " por lo que se llevo a un pH de 5.5 a los sobrenadantes y se

fermentaron como se explica en el capitulo de Metodologia.

Se necesita una fuente de proteina a la cual las levaduras tengan acceso y
puedan funcionar adecuadamente, ademas se sabe que su crecimiento es rapido
en medios que contengan ingredientes complejos que en medios con ingredientes
minimos, pues juegan un papel no nutricional en la promocion del crecimiento y la
sobrevivencia de las levaduras, ademas las protege de los efectos inhibitorios de

©6) En la literatura se sugiere que componentes

acidos organicos por ejemplo
como extracto de levadura ofrece algun tipo de proteccion contra condiciones de
estrés en la fermentacion, lo cual se llevo a cabo en este trabajo, se afiadié el 1%
de extracto de levadura a la formulacion de la fermentacion.

Es necesario que exista un control en el pH del medio puesto que un pH bajo en la
Fermentacion inhibe la proliferacién y viabilidad de las células, debido a que el
gradiente de protones aumenta en la membrana plasmatica, por lo que es crucial
mantener un pH neutro intracelular para mantener a las células viables, se
encontré que la actividad replicativa de las células disminuye conforme el pH

intracelular también disminuye®®.
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Porcentaje de etanol de Bagazo de Agave
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Figura 22. Porcentaje de etanol calculado mediante HPLC , obtenido después de la
Hidrdlisis enzimatica con buffer fosfatos 50 mM. Condiciones: 5 % de indculo, 1 % de
extracto de levadura, 30 °C, sin agitacion, 70 h.

Se llevé a cabo la fermentacion solamente con tres materiales lignocelulésicos,
puesto que no se contd con la suficiente cantidad de sobrenadante para fermentar
el Olote. Se observa en la grafica 22 que la levadura trabajé correctamente
sintetizando etanol a partir de la glucosa en el medio, y se obtuvieron altos
rendimientos de EtOH.
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Figura 23. Cromatograma de Etanol

Tabla 13. Comparacion entre el rendimiento de glucosa y etanol obtenidos en la

fermentacion.
Material % glucosa % etanol obtenido | % de glucosa
lignoceluldsico obtenido (g etanol/100 g transformada en

(g glucosa/100 g
materia prima)

materia prima)

etanol

Agave 42.6 20.8 97.6
Aserrin 551 211 76.6
Canfa de azucar 34.3 14.3 834

Se calculd el rendimiento de glucosa convertida a etanol.

Se observa que el

mayor porcentaje de conversion se alcanzé con el Agave, después con el bagazo

de cafa de azucar y por ultimo con el aserrin que a pesar de lograr el mayor

contenido de glucosa no se logré convertir una mayor cantidad de esta a etanol.

—
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CONCLUSIONES

Se logré una alta conversion de las fibras. Para el agave: 42.6 % de
glucosa y un 15.6 % de pentosas. Aserrin: 55.1 % glucosa y 7.6 %
pentosas. Bagazo de cana de Azucar: 34.3 % glucosa y 8.6 % pentosas.
Olote: 38.1 % glucosa 'y 11.4 % de pentosas.

La mezcla de enzimas Enmex, mezcla Celuzyme XB+ ZymafiltL — 300
(1.5:0.5) tiene una mayor actividad enzimatica, con 28.9 FPUs. Fue eficaz
en la hidrolisis enzimatica.

El buffer mas eficiente tanto para la hidrdlisis enzimatica como para la
fermentacion fue el buffer fosfatos 50 mM.

La concentracion de enzima 0.2 mL/ g sustrato, fue la que liberdé la mayor
cantidad de azucares.

El material lignocelulésico con mayor bioconversion fue el Bagazo de
Agave, concluyendo asi que las afirmaciones de la literatura son correctas,
es menos recalcitrante que las otras fibras y una alternativa perfecta a las
demandas de nuevos biocombustibles. Le brinda una oportunidad a México
para aprovechar sus recursos y residuos y poder transformarlos en nuevos
aditivos, biocombustibles, etcétera.

Se logro utilizar los azucares liberados en la hidrdlisis para bioconvertirlos a

etanol, con rendimientos favorables.

La utilizacion de estos materiales lignocelulésicos como los residuos forestales y

agroindustriales, contienen un gran potencial de aprovechamiento para obtener

productos de valor energético e industrial.

El desarrollo de una mejora en las condiciones de la hidrdlisis enzimatica es de

gran interés para lograr mayores rendimientos y aprovechar la disposicién de

estos residuos que causan problemas ambientales si no se utilizan.

Un factor que debe ser considerado en caso de los residuos agricolas, es que su

utilizacion total puede terminar en una erosion del suelo y una reduccion en su

contenido de materia organica. Se debe definir una fraccion de residuos
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sustentable para ser utilizada, que depende de las condiciones climaticas, rotacion
de los cultivos, fertilidad del suelo, practicas agronémicas empleadas. Por ejemplo
se estima que para cubrir la superficie del suelo después de cosechar es
necesario mas del 30 % de los residuos de la cosecha para evitar la erosion del

suelo.
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