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1. Introduccion

Con la disminucién de las reservas mundiales de petréleo, se ha intensificado la
busqueda de alternativas energéticas para su reemplazo. En las ultimas décadas, el
etanol obtenido a partir de la fermentacion de materia prima de origen biolégico, o
bioetanol, perteneciente a los llamados “biocombustibles de primera generacion”,
procedentes de cultivos anuales como la cafia de azucar y la remolacha, se ha
empleado como una alternativa energética frente a los combustibles fésiles. No
obstante, debido a probleméticas de orden alimentario, las recientes investigaciones
en materia energética se enfocan en el desarrollo de biocombustibles de segunda,

tercera y cuarta generacion, segun la materia prima con la que se producen.

En particular, los biocombustibles de segunda generacion se obtienen de materias
primas que no son de uso alimentario, tales como la biomasa lignocelulosica de
residuos agricolas o procedentes de madera, hojas y pastos (Honty, 2009; Faba,
Diaz y Ordoiiez, 2014). Las tendencias energéticas actuales implican el uso de estos
biocombustibles debido a que los cultivos destinados a la obtencion de bioetanol de
primera generacion no suplen las necesidades energéticas de bajo costo que hoy en
dia cubre el petréleo y derivados (Serna, Barrera y Montiel, 2011). De esta manera,
una produccion rentable de bioetanol mediante la hidrdlisis enzimatica de
lignocelulosa de residuos agricolas permitiria satisfacer la demanda de
biocombustibles sin afectar la seguridad alimentaria. La produccion mundial de
bioetanol depende cada vez mas del desarrollo de tecnologias para su obtencion a
partir de materiales lignocelulésicos ricos en celulosa y hemicelulosas (Vifials-Verde,
Bell-Garcia, Michelena-Alvarez y Ramil-Mesa, 2012). La lignocelulosa es el principal
componente estructural de la madera y representa una fuente organica renovable
(Irbe et al., 2013). La fermentacion tradicional convierte la glucosa en etanol, sin

embargo, la materia lignoceluldsica debe tratarse e hidrolizarse previamente.

La presente investigacion tiene como fin establecer condiciones Optimas para la
hidrolisis enzimatica de madera de teca (Tectona grandis), previamente tratada en
un proceso de deconstruccién gas/liquido, para lograr su conversion total de celulosa

y hemicelulosa a glucosa y pentosas para su posterior fermentacion alcohdlica.




2. Antecedentes

Ademaés de los problemas concernientes a la seguridad energética, el creciente nivel
de las emisiones de didéxido de carbono (CO2), ha propiciado el interés por la
investigacion de fuentes energéticas no basadas en petrdleo y, como resultado de
ésta, han surgido los biocombustibles (Ayala-Villalobos, 2013). El término
biocombustible se refiere a un combustible sélido, liquido (bioetanol y biodiesel) o
gaseoso (biogas) producido predominantemente a partir de biomasa (la biomasa es
la materia organica de origen vegetal o animal, incluyendo residuos y desechos
organicos, susceptible de ser aprovechada energéticamente) (Moreno-Gonzalez,
2011; Garcia Garrido, 2012).

Los biocombustibles son renovables y de bajo impacto ambiental, y son
especialmente accesibles en paises que disponen de tierras para su cultivo, mano
de obra rural y aquellos en los que historicamente la biomasa tiene representacion

en su matriz energética (Vazquez-Bolafios, 2012; Ayala-Villalobos, 2013).

La biomasa es el Unico recurso de energia primaria adecuado y renovable que
proporciona combustibles de transporte alternativos como el bioetanol o el biodiesel

a corto plazo (Alvira, Tomas-Pej6, Ballesteros y Negro, 2010).

De acuerdo con el insumo o materia prima y tecnologia empleada para producirlos,

los biocombustibles se clasifican en (Ayala-Villalobos, 2013):

e De primera generacion. Algunos de los insumos son de procedencia agricola y
estan conformados por las partes alimenticias de las plantas. Los cultivos
adecuados son los que tienen altas concentraciones de azUcares, como la cafia
de azucar, el sorgo dulce o la remolacha, o altas concentraciones de almidon,
como el maiz, yuca y papa, debido a que en estos productos los carbohidratos
estan muy disponibles y los pretratamientos son mas econémicos en comparacion
con materias primas de otras clasificaciones (Vazquez-Bolafios, 2012; Ayala-
Villalobos, 2013; Cruz-Tamayo, 2015).




e De segunda generacion. Los insumos son residuos agricolas y forestales
compuestos por celulosa, hemicelulosa y lignina, asi como residuos de la madera
o de cultivos alimenticios como maiz y trigo o el bagazo de la cafia de azUcar.

Su procesamiento requiere de tecnologias avanzadas, por lo que, en general, es
mas costoso que el de primera generacion (Cruz-Tamayo, 2015).

e De tercera generacion. Los insumos son vegetales que no son usados para
consumo humano, de crecimiento rapido y con una alta densidad energética
almacenada en sus componentes quimicos, por lo que se les denomina “cultivos
energéticos”. Entre éstos se encuentran los pastos perennes, arboles y plantas de
crecimiento rapido, las algas verdes y las verde-azules (Ayala-Villalobos, 2013).

e De cuarta generacion. Son aquellos donde la produccion de etanol la realizan
bacterias o levaduras genéticamente modificadas que utilizan CO o alguna otra
fuente de carbono para la obtencion de biocombustibles. A diferencia de las
generaciones anteriores, en este caso los microorganismos participan en todas
las etapas de la produccion de biocombustibles (Ayala-Villalobos, 2013; Cruz-
Tamayo, 2015).

Dentro de esta gama de biocombustibles destaca el bioetanol de segunda
generacion, que ha sido propuesto como via para el aprovechamiento de
subproductos agricolas (Ayala-Villalobos, 2013). La producciéon de bioetanol puede
partir de cualquiera de las materias primas mencionadas anteriormente. El proceso
general para su obtencion implica la hidrdlisis de la biomasa o la materia prima, ya
sea de tipo enzimatico o quimico, y la posterior fermentacién y destilacion del

producto hasta la obtencion de etanol anhidro (Cruz-Tamayo, 2015).

La Figura 1 muestra el diagrama general de produccion de bioetanol a partir de tres
distintos tipos de biomasa: azucarada, proveniente de cafia de azucar o remolacha,;
amilacea, presente en cereales como maiz y trigo o en tubérculos como mandioca,
y celulésica, de acuerdo con Diez y Garrido (2014). El primer tipo se extrae por
presion o difusién, mientras que la biomasa amilacea y la de tipo celulésico se

obtienen por trituracion de la materia prima seguida de hidrolisis enzimética, de una




posterior fermentacion y, finalmente, de una etapa de destilacion para
recuperacion de etanol.
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Figura 1. Diagrama general de produccion de etanol a partir de diferentes tipos de biomasa (Diez y
Garrido, 2014).




La produccién actual de bioetanol se basa en la obtencion del alcohol partiendo de
almidén y azucares, pero su sostenibilidad ha sido considerablemente debatida. En
este contexto, el bioetanol producido a partir de biomasa lignocelulésica significa una
alternativa interesante, ya que estos materiales no compiten con los cultivos
alimenticios y son menos costosos que las materias primas convencionales, ademas,
son accesibles y presentan una alta disponibilidad en cualquier parte del mundo
(Alvira et al., 2010; Cruz-Tamayo, 2015).

2.1 Lignocelulosa
La biomasa lignocelulésica estd compuesta de polimeros de carbohidratos muy
complejos no digeribles por los humanos (Sanchez-Toro y Cardona-Alzate, 2007).

Las fuentes celulosicas potencialmente utilizables son los desechos de la industria
maderera, residuos de cosechas (bagazos), hierbas y aserrin (Cuervo, Folch y
Quiroz, 2009). La lignocelulosa es la sustancia mas abundante de la biomasa
producida en la fotosintesis, ya que forma parte de la pared celular vegetal, la cual
esta constituida por un entramado de microfibrillas de celulosa recubiertas por capas
de hemicelulosa sobre las que se deposita la lignina, como se ilustra en la Figura 2.
Esta pared permite sostener la estructura vegetal a la vez que favorece la absorcion
de radiacion solar. Ademas, confiriere una elevada resistencia mecanica frente a

condiciones ambientales y al ataque de patégenos (Morales de la Rosa, 2015).
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Figura 2. Estructura de biomasa lignocelulésica (Morales de la Rosa, 2015).

La Figura 2 muestra la estructura general de las fibras de celulosa dentro de una
célula vegetal, en la que se encuentran hemicelulosa y lignina, esta ultima constituida

por monomeros de alcohol p-cumarilico, coniferilico, y sinapilico.

La biomasa lignoceluldsica comprende aproximadamente 50% de la biomasa en el
mundo, y su produccién anual ha sido estimada en 1x10° millones de toneladas
(Alvira et al., 2010). Ademas de la generacion de energia, esta biomasa permite el
aprovechamiento de un amplio intervalo de residuos de las actividades domésticas,
agricolas e industriales. Aparte del etanol, es también un recurso procesable por
diferentes vias para la obtencion de una gran variedad de productos: gas de sintesis,

metanol, hidrogeno y electricidad.

Dependiendo de su origen, los materiales lignocelulésicos pueden clasificarse de la

siguiente manera (Sanchez-Toro y Cardona-Alzate, 2007):




e Residuos agricolas. Comprenden aquellos materiales lignocelulésicos derivados
del cultivo y recoleccién de especies vegetales de importancia econémica.

e Residuos agroindustriales. Cabe destacar el bagazo o residuo de un material
después de extraer su jugo.

e Biomasa herbacea. Materiales que provienen de las plantas que no generan
madera, no presentan tallos ni raices lefiosos; por ejemplo, el pasto de pradera.

e Desechos celuldsicos. Residuos generados como resultado de actividades
industriales principalmente relacionadas con el procesamiento de papel.

e Residuos soélidos urbanos (fraccion organica). Se compone de materiales con alto
contenido del complejo lignocelulésico: papel, cartdn, cascaras de fruta y
verduras, residuos de jardineria y articulos de madera.

e Maderas suaves. En este grupo se sittan las maderas de arboles de
gimnospermas, es decir, que no dan frutos, como el pino, abeto y cedro. Presentan
un mayor contenido de lignina que las maderas duras.

e Maderas duras o lefiosas. Constituyen un subgrupo aparte, debido,
principalmente, a su composicion contrastante con las maderas blandas o
coniferas. Comprenden tanto a la madera como al aserrin, virutas y la biomasa
recolectada en practicas silvicolas, en particular las ramas y troncos.

A las maderas lefiosas pertenece la procedente de especies angiospermas, es
decir, que dan évulos o frutos, tales como el roble, abedul, el palo de rosa, la

caobay la teca.

El material lignocelulésico consiste en 40-50% de celulosa, 20-40% hemicelulosa y
10-30% lignina (Chaminda y Kumar, 2011). Los porcentajes de los polimeros varian
entre las diferentes especies de plantas, incluso entre la edad y la etapa de
crecimiento (Cuervo et al.,, 2009). Las propiedades fisicoquimicas de estos
materiales dependen de las condiciones climaticas y del terreno donde se hayan
cultivado (Ayala-Villalobos, 2013). Ademas, el material lignocelulésico también
contiene componentes minoritarios como proteinas, lipidos y minerales (Morales de
la Rosa, 2015). En la Tabla 1 se muestra el contenido de celulosa, hemicelulosa y

lignina en residuos lignocelulésicos.
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Tabla 1. Contenido de celulosa, hemicelulosay lignina en residuos agricolas comunes y desechos
(Sun y Cheng, 2002).

Material lignoceluldsico Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
Madera dura 40-55 24-40 18-25
Madera suave 45-50 25-35 25-35
Céscara de nuez 25-30 25-30 30-40
Olote de maiz 45 35 15
Desechos de pastos 25-40 35-40 18-30
Papel 85-99 0 0-15
Paja de trigo 30 50 15
Hojas 15-20 80-85 0
Algodoén 80-95 0 0
Papel periédico 40-55 25-40 18-30
Desecho de papel de pulpeos quimicos 60-70 10-20 5-10
(suspensiones de fibra en agua)
Desechos so6lidos de aguas residuales 8-15 ND 24-29
Desechos animales 6 28 ND
Desechos sélidos de ganado 1.6-4.7 1.4-3.3 2.7-5.7
Hierba Bermuda 25 35.7 64
Pastos de crecimiento rapido 45 31.4 12

ND: No disponible.
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2.2 Teca

2.2.1. Clasificacion

La teca (Tectona grandis L. f.) es un arbol grande y frondoso de hoja caduca y copa
redondeada que corresponde a la familia Verbenaceae, la cual pertenece al grupo
de las angiospermas o maderas duras (Pandey y Brown, 2000; Fonseca, 2004;
Miranda-Valencia y Quifiones-Castro, 2018). Se le conoce con varios hombres, por
ejemplo, sehun y sagon en la India, y sak en Tailandia, pero el mas conocido es teca,
y su nombre internacional de mercadeo es teak (International Society of Tropical
Foresters [ISTF], 2009; Mufioz, Sdenz y Rueda, 2012). Es una madera de rapido
crecimiento (Miranda-Valencia y Quifiones-Castro, 2018). En su lugar de origen los
arboles pueden alcanzar mas de 50 metros de altura y dos metros de didmetro. Su

division taxondmica se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Descripcion taxondmica de Tectona grandis L. f. (Ypushima-Pinedo, 2015).

Descripcién taxondmica de Tectona grandis
Reino Plantae
Division Angiosperma
Clase Dicotyledonae
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Verbenaceae
Género Tectona L. f.
Especie Tectona grandis L. f.

2.2.2. Distribucion
La zona de distribucién natural de la teca son los bosques de tipo monzdnico
incluyendo bosque seco tropical y bosque himedo tropical (Fonseca, 2004; Mufioz

et al., 2012). En la Figura 3 se puede observar una plantacion de teca en Ecuador.
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Figura 3. Plantacién de teca en Ecuador (Ecuador forestal, 2010).

Los arboles de teca son nativos de paises del sureste asiatico: India, Myanmar
(Birmania), Republica Democratica Popular de Lao y Tailandia; se han aclimatado
en Java (Indonesia), donde probablemente se introdujeron desde hace 400-600
afios. También, se han cultivado en toda la zona tropical de Asia, en Africa tropical
(Costa de Marfil, Nigeria, Sierra Leona, la Republica Unida de Tanzania y Togo), y
en varios paises de América Latina y el Caribe (Costa Rica, Colombia, Brasil,
Ecuador, El Salvador, Panama, Trinidad y Tobago y Venezuela) (Pandey y Brown,
2000; Mufoz et al., 2012; Vincent, 2018). Asimismo, se ha introducido en algunas
islas de la region del Océano Pacifico (Papua Nueva Guinea, Fiji y las Islas Salomon)
y en el norte de Australia en forma experimental (Flérez, Trugilho, Tarcisio-Lima,
Gherardi-Hein, & Moreira da Silva, 2014).

En América Tropical fue introducida primero en Trinidad, de donde se exportaron
semillas a Belice, Antigua, Republica Dominicana, Jamaica, Costa Rica, Cuba,
Colombia, Venezuela, Haiti, Puerto Rico, Ecuador, Guayana Francesa y México
(Fonseca, 2004). Sin embargo, las principales plantaciones de teca se encuentran
en Africa y en algunos paises de América como Trinidad, Venezuela, Honduras y
Ecuador (Vincent, 2018).




2.2.3. Composicion y caracteristicas

La madera de teca esta definida como un biopolimero tridimensional compuesto
principalmente por celulosa y hemicelulosa, los cuales representan entre 65-75%, y
la lignina, presente entre 18-35%. La composicién quimica varia dependiendo del
origen, clima, edad, condiciones del suelo y parametros fisicoquimicos como la
temperatura (Miranda-Valencia y Quifiones-Castro, 2018). Por ejemplo,
Abarca, Blanco y Solano (2005) informan un 64.8% en base seca de holocelulosa
(celulosa y hemicelulosa) y 30% de lignina para arboles de seis afos y Pardo-
Sequeira (2013) informa 57.9% de holocelulosa, y 31.8% de lignina para arboles de
17 afnos, ambos cultivados en Costa Rica. Por otro lado, Fengel y Wegener (1989)
indican que la composicién de material lignoceluldsico proveniente del Congo es
66.9% de holocelulosa y 29.3% de lignina, y de 64.5% de holocelulosa y 32.8% de
lignina para teca proveniente de Tailandia.

La teca es una madera tropical dura de tipo frondoso de las mas importantes en el
mundo. Es, junto con el cedro (Cedrela odorata) y la caoba, una materia prima fina
de gran valor en el mercado (Pandey y Brown, 2000; Flérez et al., 2014; Proteak uno,
2015). La teca es valiosa por su belleza, color, ligereza, durabilidad, fuerza y
resistencia a la intemperie; no se deteriora al contacto con el agua ni metales gracias
a su alto contenido de aceites y resinas naturales, que contribuyen a su resistencia
al ataque de insectos y hongos, y a la temperatura y humedad (ISTF, 2009; Mufioz
et al.,, 2012; Alabi y Oyeku, 2017; Miranda-Valencia y Quifionez-Castro, 2018;
Pandey y Brown, 2000; Hallett, Diaz-Calvo, Villa-Castillo y Wagner, 2011; Vergara-
Cordoba, Cardona-Ayala, Murillo-Gamboa, Jarma-Orozco y Araméndiz-Tatis, 2013;
Pérez-Miranda, 2015). Ademas, la parte mas compacta o duramen de la teca
combina cualidades como resistencia a las termitas, a la pudricidn, al agua de mary
a organismos marinos como moluscos, debido a que contiene silicatos que preservan
la madera y evitan la corrosion (Hallett et al., 2011). Dichas caracteristicas la hacen
practicamente insustituible en el sector de la construccion naval (Vergara et al.,
2013). Posee, asimismo, una notable facilidad para trabajarla con herramientas
como el torno (Mufioz et al.,, 2012; Flérez et al., 2014; Pérez-Miranda, 2015;
Directorio Forestal Maderero [DFM], 2018).
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La teca posee una corteza gruesa que le permite resistir el calor de los incendios.
Una vez que los arboles alcanzan alturas de ocho a diez metros y diametros mayores
de 10 o 15 centimetros, la madera se ha desarrollado lo suficiente para tener una
buena resistencia frente a ese tipo de siniestros (ISTF, 2009). Estas propiedades
convierten a la teca en la madera tropical con mayor demanda y valor de sus
productos en el mercado internacional (Baez-Daeza, 2018).

Actualmente, el mercado de la madera tiene un gran interés por los extractos de teca,
debido, en parte, a que inhiben el desarrollo de ciertas plagas. Al respecto, se ha
confirmado su contenido en quinonas con actividad antitermitica (Lukmandaru, 2012;
Alabi y Oyeku, 2017). En particular, la durabilidad del duramen de teca se atribuye a
la proporcién de tectoquinona (2-metil-9,10-antraquinona) y 1,4-naftoquinona
(Miranda-Valencia y Quifiones-Castro, 2018). La 1,4-naftoquinona presenta actividad
antifangica contra Polyporous palustris y Gloeophyllum trabeum, hongos de
putrefaccion parda (Berrocal-Jiménez y Rojas-Acuiia, 2007; Sigoillot et al., 2012;
Ypushima-Pinedo, 2015). Por su parte, Thulasidas y Bhat (2006) detectaron tres
antraguinonas: tectoquinona, 2-hidroximetilantraquinona y acido antraquinona-2-
carboxilico; dos naftoquinonas: lapachol, 1,4-naftoquinona y un compuesto no
identificado denominado P1. Los autores encontraron una fuerte correlacion entre la
resistencia a la pudricion y la presencia de compuestos tipo P1, 2-
hidroximetilantraquinona y tectoquinona en el duramen (Amaya, 2014; Ypushima-
Pinedo, 2015). Haupt et al. (2003) concluyeron que la tectoquinona es un compuesto
bioactivo que inhibe a Coniophora puteana, hongo causante de la pudricion himeda
(Gijaba, 1998). En la Figura 4 se muestran algunas estructuras de las quinonas

mencionadas.

0 o) o) OH 0 o) o)
OO O OOy T Qo
OH
o) o) o) o) o)

| l 1] \% \%

Figura 4. Estructuras de 1,4-Naftoquinona (1), tectoquinona (ll), 2-hidroximetilantraquinona (lll), lapachol
(IV) y &cido antraquinona-2-carboxilico (V).
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2.2.4. Usos

Las maderas finas son principalmente utilizadas para la fabricacion de muebles y
construcciones exteriores. En esta categoria destacan las maderas duras tropicales
como la caoba, el cedro rojo y la teca (Proteak uno, 2015). La teca se emplea también
en la construccion de puentes y muelles, edificios, trabes, vagones y durmientes de
ferrocarril, muebles de lujo y de exteriores, carpinteria, pisos, enchapado y contra-
enchapado, madera para parket, compuertas en agua dulce, pisos expuestos al
trdnsito de peatones, postes de lineas de transmision eléctrica, instrumentos
musicales, juguetes, y es excelente para la fabricacion de barriles para almacenar
productos quimicos (Fonseca, 2004; Hallett et al., 2011; Proteak uno, 2015).

Por otro lado, las poblaciones de teca cumplen importantes funciones ambientales,
ya que pueden utilizarse en programas agroforestales y en la recuperacion de
bosques. Por esa razon, ha despertado mucho interés en proyectos de reforestacion,
y su uso ha ido en aumento debido a su buen crecimiento inicial y a la calidad de la
madera. Estas caracteristicas hacen de la teca uno de los arboles mas cultivables y
economicamente mas rentables en todo el mundo (Mufoz et al., 2012; Vazquez-
Garcia, Mufiz-Castro, Salcedo-Pérez, Hernandez-Alvarez y Diaz-Echavarria, 2012).
La posicion de la teca entre las maderas ha sido comparada a la del oro entre los

metales y a la del diamante entre las piedras preciosas (Hallett et al., 2011).

2.2.5. Produccion mundial

Los géneros que mas se plantan a nivel mundial son Pinus, con el mayor porcentaje:
20%, Eucalyptus con 10%, Hevea con 5%, Acacia con 4%, y Tectona con 3%
(Vazquez-Garcia et al.,, 2012). Respecto a las plantaciones de maderas duras
(hardwoods), se estima que 74% del total en el mundo son de teca, con una
superficie aproximada de 5.8 x 10° hectareas (ha); sin embargo, de acuerdo con la
resefia bienal 2015-2016 de la Organizacion Internacional de Maderas Tropicales
(International Tropical Timber Organization, por sus siglas en inglés) (ITTO, 2016),
sé6lo el 8% de la superficie total de las plantaciones forestales a nivel mundial es de
teca. Dentro de este comparable, el 82.8% de las mismas se encuentra en Asia, que
es la region donde se concentra la mayor demanda, en China e India, principalmente
(Flérez et al., 2014; Proteak uno, 2015).
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A nivel mundial, Malasia e Indonesia son los principales productores de maderas
tropicales, abarcando mas del 58% de la produccion. Myanmar es el Unico productor
asiatico que permite la exportacion de trozas de teca con pocas limitaciones (Proteak
uno, 2015). El otro exportador importante de trozas es Costa de Marfil. Varios paises
africanos y algunos de América Latina: Trinidad y Tobago, y Ecuador exportan
volimenes bajos de este insumo (Fonseca, 2004).

La oferta mundial de teca madura de bosque natural esta siendo suplida por los
paises productores tradicionales: Myanmar, India, Indonesia, Sri Lanka, Bangladesh,
Trinidad y Tobago, mientras que otros producen madera en rollo madura procedente
de plantaciones (Fonseca, 2004). En los ultimos diez afos, las plantaciones de teca
mas importantes provienen de Iberoamérica, exportando troncos jovenes hacia India,
Europa y Estados Unidos (Vazquez-Garcia et al., 2012). Los principales fabricantes
de productos de teca son Indonesia, Tailandia, India y China. Las industrias de
elaboracion de teca en China y Tailandia trabajan con madera en rollo, siendo los
principales importadores. Por su parte, Indonesia procesa toda la teca cultivada en
plantaciones y exporta gran parte de su produccion en forma de articulos a Europa
y América del Norte (Proteak uno, 2015). India produce madera aserrada para la
construccion y tableros decorativos practicamente solo para su consumo interno. A
pesar de ser uno de los mayores productores de teca, importa grandes cantidades
de madera en troza y aserrada procedente de Africa y América Latina para satisfacer
su demanda de chapas y contrachapas (Pandey y Brown, 2000; Fonseca, 2004).
En 2012, la produccion mundial de maderas tropicales se incrementd 0.7%, mientras
gue la demanda aumento en 10.2%. Aunque existe una creciente demanda de estas
maderas, la mayor parte de la producciéon proviene de fuentes no sustentables
(bosques naturales) (Proteak uno, 2015). En el caso de la teca, el consumo mundial
ha ido en ascenso con la alarmante reduccion de sus bosques naturales, mientras
gue su oferta se ha reducido significativamente. Los grandes bosques de teca
restantes en el mundo estan ubicados en Burma (Birmania), pero ese gobierno
puede depredarlos indiscriminadamente, por lo que la demanda mundial tendra que
satisfacerse con las plantaciones restantes de otros paises (Mufioz-Flores, Saenz-
Reyes, & Rueda-Sanchez, 2012).
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Las politicas y la legislacion prohiben o restringen estrictamente la explotacion de
bosques naturales en todos los paises comprendidos en el area de distribucion de la
teca (Pandey y Brown, 2000), disminuyendo progresivamente la oferta de esta
madera. Consecuentemente, muchas industrias forestales han establecido
plantaciones en tierras privadas con la ayuda de agricultores a los que proporcionan
asistencia financiera y técnica, por lo que se espera que en un futuro esas
plantaciones lleguen a ser la fuente primaria de teca. Muchas de esas plantaciones
de teca han establecido en América Latina: Trinidad, Venezuela, Honduras, Ecuador
y México. También se encuentran plantaciones importantes en Africa (Fonseca,
2004; Hallett et al., 2011; Vincent, 2018).

La alta demanda de la madera de teca ha atraido la atencion de inversionistas en
todo el mundo. Algunos reportan altas tasas de dividendos que comienzan en poco
tiempo, por ejemplo, de cinco afios en Costa Rica y México (Hallett et al., 2011). La
prohibicion de la comercializacion de madera en las naciones donde se obtiene teca
de bosques naturales ha promovido las importaciones. Es decir, aunque la oferta de
teca proveniente de bosques naturales estd disminuyendo, su demanda ha
aumentado. Este desajuste entre la oferta y la demanda mundial ha generado
incrementos constantes en los precios desde hace mas de 40 afios. De acuerdo con
ITTO (2016), los precios del rollo de teca de alta calidad han superado los
US$2,800/m?3, debido a que no se ha encontrado ningiin material sintético que pueda
sustituir efectivamente sus propiedades, siendo la Unica opcion la teca de
plantaciones (Proteak uno, 2015).

Por otro lado, la madera para aserrio tiene un alto valor comercial (Vazquez-Garcia
etal., 2012). A ese respecto, existe un amplio intervalo en la valuacién de la madera,
ya que el precio esta determinado por la oferta/demanda, diametro de la troza,
calidad y fletes. En septiembre de 2016, el precio internacional de la teca se ubicaba
entre $1918 MX (US$98) y $2094 MX (US$107) /m?3 (Proteak uno, 2015; ITTO, 2016).
Los principales mercados para la madera de teca son Norteamérica, Europay Japon,
teniendo gran demanda para la construccion de casas sometidas a condiciones
ambientales extremas y en el recubrimiento de superficies exteriores e interiores de
yates (Mufioz et al., 2012; Alabi y Oyeku, 2017).
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2.2.6. Produccion de Teca en México

Con mas de 269,600 hectareas plantadas de diferentes especies maderables en
México, los estados de Veracruz, Tabasco, Campeche, Chiapas y Puebla son lideres
en el esquema de Plantaciones Forestales Comerciales con especies como caoba,
eucalipto, melina y teca al concentrar mas del 65% del total (Comisién Nacional
Forestal, 2014).

La teca es un arbol que, por su rapido crecimiento y alto valor econémico de su
madera, se ha plantado en grandes extensiones en México en los ultimos afios,
principalmente en el sureste del pais en forma de plantaciones forestales
comerciales (PFC), las cuales cubren mas de 118,000 ha (Camacho-Linton,
Ramirez-Maldonado, De los Santos-Posadas, y Zamudio-Sanchez, 2013).

La teca se introdujo en el pais en 1945 en los estados de Chiapas, Veracruz,
Tabasco, Campeche y Quintana Roo (Ypushima-Pinedo, 2015). También, se han
establecido plantaciones en Michoacan, Nayarit y Jalisco (Vazquez-Garcia et al.,
2012). En 2011, la empresa mexicana Bienes Ecoforestales (Bieeco) comenzo una
plantacién de 840 ha de teca en Tizimin, Yucatan (Miranda, 2018). En Nayarit, las
plantaciones se han establecido desde 1995, principalmente en tierras de cultivo
abandonadas, tales como sembradios de platano y mango, y en tierra desgastada
planeada para restauracion o reforestacion. En la Figura 5 se muestra una plantacion

de teca de 13 afios en el estado de Nayarit.
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Figura 5. Plantacion de teca de trece afios en Nayarit, México (Hallett et al., 2011).
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Como se ha indicado, las plantaciones de teca proveen una alternativa
econémicamente atractiva para el uso de tierras de cultivo abandonadas, areas
dominadas por especies invasivas y areas que necesitan proteccion, y se consideran
sistemas alternativos a los cultivos agricolas, revirtiendo un futuro promisorio a
mediano plazo, puesto que tiene mercado internacional y el apoyo potencial de las
instituciones gubernamentales (Hallett et al., 2011; Vincent, 2018).

Se estima que el consumo anual de teca en México es de 12.5 x 10° m3, mientras
que la produccién local es de 9.4x 10°m?3, lo que impone la necesidad de
importacion. Actualmente el costo/m® en México va de los $295 a $808 ddlares
(ITTO, 2018). Al 2014 existian 25,324 ha plantadas de teca, cuya distribucion por
estado productor se muestra en la Figura 6 (Proteak uno, 2015):

Area de teca plantada por estado productor (%)

8.1%

7.7%

= Veracruz
Nayarit
Otros

Figura 6. Area de teca plantada por estado productor (Proteak uno, 2015).

= Campeche

= Tabasco
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2.3. Celulosa

La celulosa es el principal componente estructural de la materia vegetal. Es un
polisacarido insoluble en agua, disolventes organicos o en acidos y alcalis diluidos.
No obstante, su hidrdlisis puede realizarse mediante ciertos procesos acidos o
enzimaticos (Oliva-Dominguez, 2003). La celulosa representa entre 40-60% del
contenido de la pared celular de los vegetales (Fonseca-Maldonado, 2006).
Quimicamente es un polimero lineal de alta masa molar que consiste en unidades
de D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos -(1,4). La férmula es (CsH10O0s)n,
donde n puede ser mayor a 500 monosacaridos por cadena de polisacéarido. La
unidad béasica que se forma es el disacarido celobiosa. A su vez, la unién repetida
de n celobiosas forma la celulosa. Las unidades de celobiosa se estructuran en
largas cadenas lineales denominadas microfibrillas, formadas por unas 50 moléculas
de celulosa orientadas con la misma polaridad, unidas por puentes de hidrogeno y
fuerzas de van der Waals intramoleculares, formando una estructura cristalina
resistente a la hidrolisis y regiones amorfas susceptibles a la degradacion enzimatica
(Gong, Cao, Du y Tsao, 1999; Cuervo et al., 2009; Eveleigh, Mandels, Andreotti y
Roche, 2009). En la Figura 7 se muestra la estructura molecular de una unidad de

celobiosa presente en una cadena de celulosa.

-—— ynidad de celobiosa ———
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Celobiosa, unidad repetitiva de la celulosa

Figura 7. Estructura molecular de la celulosa (Bruice, 2008).
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Estructura de la pared celular

Fibrillas de
Pared celular ~ Celulosa -
- 7‘5 :
Microfibrilla
de celulosa
Fibrilla de
: celulosa
Célula Vegetal ¥
CHQOH CHZOH
= o ﬂ Kf X ﬂ
‘<’_ ﬁ
CH,OH H CHZOH ' CH,OH

Molécula de celulosa (polimero de glucosa con enlaces f§ 1-4)

Figura 8. Estructura de la pared celular vegetal (Garcia-Breijo, 2015).

En la Figura 8 se muestra la estructura general de la pared de una célula vegetal, la
cual consta de fibrillas y microfibrillas de celulosa. Tanto las microfibrillas como las
fibrillas estan compuestas por zonas cristalinas y zonas amorfas. Las zonas
cristalinas se producen cuando las moléculas se enlazan con un alto grado de
ordenacion, mientras que las regiones amorfas no presentan dicha caracteristica
(Damodaran, Parkin y Fennema, 2008). Estas ultimas son mas accesibles y, por
tanto, mas susceptibles a todas las reacciones quimicas (Roncero-Vivero, 2001). Por
otro lado, son, precisamente, las zonas cristalinas las que dificultan la hidrdlisis para
la obtencion de azucares fermentables. Adicionalmente, en la Figura 9, se ilustra la
organizacion de las moléculas de celulosa en los materiales lignocelulésicos, la
presencia de pectina y hemicelulosa, asi como la disposicion de las zonas cristalinas

y las regiones amorfas.
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Figura 9. Organizacién de las moléculas de celulosa en los materiales lignocelul6sicos (Megias, Molist y
Pombal, 2019).




2.4 Hemicelulosa

La hemicelulosa es un polimero complejo de heteropolisacédridos de cadenas
ramificadas, de aproximadamente 200 azucares, y de menor peso molecular que la
celulosa. Con respecto a ésta, es mucho mas facil de hidrolizar debido a que en
estado natural existe en forma amorfa (Gong et al., 1999; Oliva-Dominguez, 2003;
Sanchez-Toro y Cardona-Alzate, 2007; Morales de la Rosa, 2015). Esta formada por
pentosas: D-xilosa y L-arabinosa, y en menor cantidad hexosas: D-glucosa, D-
manosa y D-galactosa, L-ramnosa, L-fucosa, y los acidos 4-O-metilglucurénico, D-
galacturénico y D-glucurénico (Zaldivar, Nielsen y Olson, 2001; Cuervo et al., 2009).
Sus propiedades fisicas y quimicas dependen de su composicién, asi como de las
condiciones climaticas y del terreno de produccion (Ayala-Villalobos, 2013). Los
azucares estan unidos por enlaces -1,4 y, ocasionalmente, por enlaces p-1,3. A
diferencia de la celulosa, la hemicelulosa contiene grupos acetilo que esterifican

algunos de los OH de sus distintos azucares.

Una clasificacion de las hemicelulosas se basa en la cadena principal que conforma
sus moléculas: xilanos, xiloglucanos, mananos y glucomananos, siendo las uniones
predominantes los enlaces 3-1,4 (Scheller y Ulvskov, 2010). Las principales cadenas
son xilanos y glucomananos, y las primeras son las mas abundantes, representando
entre 20-30% de la madera dura y plantas herbaceas. Se pueden encontrar grandes
cantidades de xilanos en residuos forestales y agricolas, y en la madera e industrias
papeleras (Girio et al., 2010). Los glucomananos son polimeros lineales de glucosa
y manosa unidas por enlaces 3-1,4 con predominio de manosas que no presentan

ramificaciones ni sustituyentes (Oliva-Dominguez, 2003; Vazquez-Bolafios, 2012).
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Figura 10. Estructura de las principales unidades de disacaridos de la hemicelulosa (Scheller y Ulvskov,

2010).
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Figura 11. Seccion de la estructura de un xiloglucano (Belitz, Grosch y Schieberle, 2009).

Los xilanos se encuentran en la mayoria de las células de las plantas, estan
compuestos por cadenas lineales de B-D-xilosa con enlaces 1,4-glucosidicos. Las
cadenas constan de 30 a 100 unidades de xilosa y presentan diversas ramificaciones
y sustituciones. Algunos xilanos también presentan arabinosa, glucosa, galactosa y
glucuronato (Carrillo, 2003), mientras que los xiloglucanos presentan moléculas de
xilopiranosa (Xylp) unidas a la posicion 6 de glucopiranosa (Glcp). Asimismo, las
moléculas de xilopiranosa presentan diversas sustituciones en la posicién 2 de
azucares como L-fucopiranosa (L-Fucp), galactopiranosa (Galp) y arabinofuranosa

(Araf). En la Figura 11 se indica la estructura de un xiloglucano.
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Las cadenas de hemicelulosa no se agregan entre ellas, sino que forman puentes de
hidrégeno con moléculas de celulosa para proveer integridad estructural a las
paredes vegetales. Su papel es fungir como puente entre la lignina y la celulosa
(Roncero-Vivero, 2001). Para incrementar la digestibilidad de la celulosa, y asi
obtener azucares fermentables, la hemicelulosa debe ser removida, ya que limita la
disponibilidad de las fibras de celulosa para la hidrélisis._Debido a la diversidad en
azucares de la hemicelulosa, se requiere de un amplio grupo de enzimas para
alcanzar su hidrélisis completa. Sin embargo, las hemicelulosas son relativamente
sensibles a las condiciones quimicas de algunos pretratamientos madereros, por lo
gue parametros como la temperatura y el tiempo de reaccién deben controlarse
eficazmente para evitar la formacién de productos indeseables, como el furfural y el
5-hidroximetil-2-furfuraldehido (HMF), que inhiben el posterior proceso de
fermentacion (Mood et al., 2013). En la Figura 12 se muestra la estructura de la

hemicelulosa y su union con lignina (Moreno-Gonzalez, 2011).
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Figura 12. Estructura de la hemicelulosa (Moreno-Gonzélez, 2011).
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2.5. Lignina

La lignina es el segundo polimero mas abundante en la Tierra después de la
celulosa. Es un heteropolimero amorfo, tridimensional, Opticamente inactivo y
ramificado que estd4 conformado por fenoles que le confieren soporte estructural,
rigidez, impermeabilidad y proteccion a los polisacaridos celulosa y hemicelulosa; es
altamente resistente a la degradacion quimica y biolégica, y se encuentra enlazado
covalentemente a xilanos de la hemicelulosa (Roncero-Vivero, 2001). Desde el punto
de vista quimico, la lignina muestra un alto grado de variabilidad estructural,
dependiendo de la especie, tejido y tipo de célula. Es el polimero fendlico natural
més abundante. Los tres fenoles monoméricos (lignoles) que la conforman son los
alcoholes cinamilicos p-cumarilico, coniferilico y sinapilico (Zaldivar et al., 2001),
cuya estructura se muestra en la Figura 13, que se diferencian por las sustituciones
en el anillo aromatico; por ello, la lignina no presenta una estructura unica (Oliva-
Dominguez, 2003). La mayor parte se encuentra en la corteza media de los arboles.
Dependiendo del tipo de madera, el contenido de lignina es variable; por ejemplo, las
maderas de coniferas contienen de 25-33%, y las maderas frondosas de 18-34%
(Jones, Ennos y Turner, 2001). En patrticular, la lignina de las maderas duras esta
formada por unidades de guayacilo y siringilo, que determinan caracteristicas como
el grado de polimerizacién y condensacion. De esta forma, las maderas duras son
mas faciles de deslignificar que las maderas blandas (Oliva-Dominguez, 2003). En

la Figura 14 se muestra la estructura de dos distintos tipos de cadena de lignina.

OH OH OH
= = =
H;CO H,CO OCH3
OH OH OH
Alcohol p-cumarilico coniferilico sinapilico
Unidad p-hidroxifenilo guayacilo siringilo

Figura 13. Alcoholes cinamilicos precursores de lignina (Oliva-Dominguez, 2003).

29

——
| —



O

OH

HO OH H3;CO

Lignina
Lignina—O _CH3
e
OCH 2
3 o
HO 0
O HO
OH O H3C\O O
OCH3
OH HO

HO
O OH HO ©
HO
0

OH

Figura 14. Estructura de la lignina (Oliva-Dominguez, 2003).

——
w
o

| —



2.6 Madera como materia prima para obtener etanol

Los bosques y las selvas son las principales fuentes de madera. Durante afios, la
madera se ha utilizado en la elaboracion de muebles y material para la construccion,
ademas de emplearse como combustible. Diversas industrias y aserraderos han
considerado los residuos de madera como un subproducto complicado, con su
consiguiente eliminacién para relleno de terrenos o incineradndolos en quemadores.
Sin embargo, los problemas ambientales, asi como el aumento de los costos
energéticos, ha motivado que las industrias se planteen el uso de este material como
fuente alternativa de combustible (FAO, 1991). Ademas, los residuos madereros
pueden aprovecharse para la obtencién de productos con alto valor agregado, tal es
el caso del bioetanol. En estos residuos la lignocelulosa es el principal componente
guimico, y constituye una fuente importante de materia organica renovable (Ayala-
Villalobos, 2013; Irbe et al., 2013). En particular, los residuos de la industria forestal
pueden dividirse en dos clases: los que proceden de su recoleccidn y extraccion en
bosques, y aquellos generados directamente por la industria serradora, y de madera

procesada.

Existen diversas clasificaciones de la madera, siendo la mas comun por su dureza
en relacidon con su peso especifico, la cual varia en funcién del contenido de lignina,
gue depende del tipo de arbol o planta y de la edad de éste (Ayala-Villalobos, 2013).
Taxonomicamente, las maderas pueden clasificarse en dos categorias (Fonseca-
Maldonado, 2006):

a) Gimnospermas. También llamadas coniferas, resinosas, no porosas o

maderas suaves. Por ejemplo, el pino y el abeto.

b) Angiospermas. También llamadas foliosas, porosas o maderas duras. Por

ejemplo, el roble, el cerezo, el nogal, la teca.
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Tabla 3. Caracteristicas anatémicas de maderas suaves y maderas duras (Ledn-Hernandez y Espinoza
de Pernia, 2001).

Maderas suaves (gimnospermas) Maderas duras (angiospermas)
e Plantas con flores poco vistosas e Plantas con flores muy vistosas
e No tienen frutos e Poseen frutos (alimentos de
e Conservan sus hojas todo el afio (hoja origen vegetal)

perenne) e Hojas perennes o caducas
e Su tallo siempre es lefioso e Tallo lefioso o herbaceo
e La mayoria son coniferas, €j. pino e Grupo heterogéneo

Tanto las maderas duras como las blandas contienen dos tipos de hemicelulosas:
los xilanos y los glucomananos. En el primer caso, las hemicelulosas predominantes
son los xilanos, un polimero de B-xilopiranosas unidas por enlaces 3-1,4, mismo que
presenta ligeras ramificaciones. Los grupos hidroxilo pueden estar sustituidos por
residuos de acido 4-O-metilglucuronico unidos por enlaces a-1,2, y por grupos acetilo
unidos mediante enlaces éster a las posiciones 2 y 3 del anillo de pentosa (Figura
15). Los glucomananos de maderas duras son polimeros lineales de glucosa y
manosa unidas mediante enlaces B-1,4 en los que predominan las manosas, los
cuales carecen de sustituyentes laterales. Por otro lado, en los xilanos de maderas
blandas, el esqueleto polimérico es idéntico al presente en las maderas duras, es
decir, contienen sustituyentes 4-O-metilglucuronilo unidos por enlaces a-1,2. Por otro
lado, presentan restos de arabinosa unidas por enlaces a-1,3. Los glucomananos de
maderas blandas tienen mayor cantidad de manosa que los de las maderas duras, y
tiene dos tipos de sustituyentes: grupos O-acetilo unidos por enlaces éster a la
posiciones 2 y 3 del esqueleto de azucar, y galactosa, unida mediante enlaces a-1,6,

por lo que se denominan galactoglucomananos (Oliva-Dominguez, 2003).
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Figura 15. Estructura del O-acetil-4-O-metilglucuronoxilano (Oliva-Dominguez, 2003).

2.7 Conversion de lignocelulosa a etanol
Existen tres pasos principales en el proceso de conversién de la lignocelulosa:

1. Pretratamiento: mejora el acceso de las enzimas a la celulosa.
2. Sacarificacion enzimatica: uso de celulasas y ocasionalmente hemicelulasas.

3. Fermentacioén de los azucares liberados.

En la Figura 16 se muestra un diagrama con las principales etapas de la produccion

de etanol a partir de material lignoceluldsico.

I IA Xilosa + xilanas

Biomasa

Celulosa + lignina

Enzimas
—_y

Lignina

Figura 16. Etapas de la produccion de etanol a partir de material lignoceluldsico (Ayala-Villalobos,
2013).




2.7.1. Pretratamiento

La biomasa lignoceluldsica representa la fuente mas abundante en la naturaleza de
azucares fermentables no solamente para la produccién de alcohol carburante, sino
de una amplia gama de productos de fermentacion. Sin embargo, para que este
recurso renovable se pueda aprovechar, es necesario someter el complejo
lignoceluldsico a un pretratamiento para romper su estructura con el fin de que sus
azucares y polisacéridos constituyentes estén disponibles para la accién tanto de las
enzimas hidroliticas como de los microorganismos fermentadores, asi como del

ataque quimico (Sanchez-Toro y Cardona-Alzate, 2007; Vifials-Verde et al., 2012).

La estructura de la biomasa lignocelulosica es compleja, ya que la lignina y la
hemicelulosa forman un empaque que cubre a la celulosa. Ademas, la estructura
cristalina de la celulosa le confiere una gran estabilidad y resistencia a la hidrdlisis,
mientras que la presencia de lignina refuerza, mediante puentes de hidrégeno, la
matriz que forma la hemicelulosa con las microfibrillas de celulosa. De esta manera,
factores como el grado de cristalinidad de la celulosa, el area superficial disponible
(relacionada con la porosidad del material), la proteccion de la celulosa por parte de
la lignina, el resguardo tipo “vaina” que le ofrece la hemicelulosa a la celulosa y el
caracter heterogéneo de las particulas de biomasa contribuyen a la resistencia

hidrolitica de los materiales lignoceluldsicos (Sanchez-Toro y Cardona-Alzate, 2007).

Considerando lo anterior, el pretratamiento del material lignocelulésico tiene los

siguientes objetivos (Oliva-Dominguez, 2003):

e Rompimiento de la matriz de celulosa-hemicelulosa.

e Reduccion en el grado de cristalinidad de la celulosa y aumento de la
fraccion de celulosa amorfa.

e Hidrdlisis de la hemicelulosa.

e Liberaciéon y degradacion parcial de lignina.

e Aumento de la porosidad del material lignocelulésico.

e Disminucién de la presencia de sustancias que dificultan la hidrolisis.
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En la Figura 17 se representa el cambio estructural de la biomasa lignocelulésica
después de un pretratamiento de fragmentacién (Vazquez-Bolafios, 2012). El
pretratamiento de esta biomasa es una etapa clave en el proceso de produccion de
alcohol carburante, y también una de las més costosas (Sanchez-Toro y Cardona-
Alzate, 2007). Para que un pretratamiento sea efectivo debe cumplir con lo siguiente
(Gupta y Verma, 2015):

e Formacion de azucares directa o subsecuentemente por hidrdlisis.
e Evitar la pérdida y/o degradacién de los azucares formados.

e Limitar la formacién de productos inhibitorios.

e Reducir las demandas de energia.

e Minimizar los costos.

Lignina
/_/— Celulosa

(s " ® 7

.\'J/I\' / ,(:

{ - / e R

Pretratamiento C .\(_ ): i Z?I (K\),,;
M PR

Hemicelulosa

Figura 17. Cambio estructural de biomasa lignoceluldsica con un pretratamiento de fragmentacién
(Vazquez Bolafos, 2012).

Existen diversos procesos para el pretratamiento de materiales lignocelulésicos,
pueden ser métodos fisicos, quimicos, fisicoquimicos o biolégicos. Debido a que
existen biomasas lignocelulésicas con diferentes caracteristicas, es necesario

adoptar un pretratamiento adecuado para cada una (Moreno-Gonzalez, 2011).

En las Tablas 4-7 se resumen las ventajas y desventajas de los pretratamientos de

materia lignocelulésica mas comunmente usados:




Tabla 4. Métodos fisicos para el pretratamiento del material lignocelulésico.

Métodos Fisicos

Método

mecanica

Pirélisis

Fragmentacion

Condiciones

Troceado,
astillado,
molienda

T>300°C,
enfriamiento y
condensacion

Ventajas

e Reduce la
cristalinidad
de celulosa

e Aumentala
superficie
especifica

e Reduce la
cristalinidad
de celulosa

Desventajas

e Elevado
requerimiento
energeético

e Elevado

requerimiento
de energia

Referencias

Oliva-
Dominguez
(2003);
Sanchez-Toro
y Cardona-
Alzate (2007)

Morales de la
Rosa (2015)

Tabla 5. Métodos fisicoquimicos para el pretratamiento del material lignocelulésico.

Métodos Fisicoquimicos

Método

Explosion
a vapor

Explosion
de fibra
con
amoniaco
(AFEX)

Explosion

con CO2

Agua
caliente

Condiciones

Vapor
saturado a
160-290°C,

0.69-4.85 MPa

1-2 kg
amonio/kg
biomasa seca,
90°C, 30 min,
1.12-1.36 MPa

4 kg CO2/kg,
5.62 MPa

Agua caliente
> 5 MPa, 170-
230°C

Ventajas

Degradacion de
hemicelulosa y
lignina

Nula formacién
de inhibidores
Aumenta la
superficie de
acceso

Degradacion de
lignina

No produce
residuos toxicos

Baja o nula
formacion de
inhibidores
Econdémico

Desventajas

Degradacion
de azucares
Generacion de
inhibidores
microbianos
Alta toxicidad

No es eficiente
para biomasa
rica en lignina
El amonio
debe ser
reciclado

No es eficiente
para biomasa
rica en lignina

No logra la
deslignificacion
total

Referencias

Oliva-
Dominguez
(2003); Alvira
et al. (2010);
Mood et al.
(2013)

Suny Chen
(2002)

Suny Chen
(2002)

Sanchez-Toro
y Cardona-
Alzate (2007);
Tomas-Pejo,
Alvira,
Ballesteros y
Negro (2011)
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Tabla 6. Métodos quimicos para el pretratamiento del material lignocelulésico (Adaptado de Morales de la Rosa, 2015).

Métodos Quimicos

Método

Ozondlisis

Hidrolisis acida

Hidrélisis
alcalina

Deslignificacion
oXxidativa

Oxidacién
himeda

Disolventes
organicos

Condiciones

Ozono, T ambiente

HCI/HNO3 0.75-
5.0%, 160-200°C,;
H2S04 10-30%,
170-190°C

NaOH (dil.), 24 h,
60 °C; Ca(OH)2,
4 h, 120°C

Peroxidasa y H20:2
(2%), 20°C, 8 h

1.2 MPa de presién
de O3, 195°C,
15 min

Disolventes
organicos o
mezclas de ellos,
pH 2.0-3.4,
30-60 min

Ventajas

Reduce el contenido de lignina
Nula formacion de inhibidores

Hidroliza la hemicelulosa a
xilosa y otros azucares
Altera la estructura de la lignina

Elimina hemicelulosa y lignina
Aumenta la superficie de
acceso

No hay degradacion de
azucares a HMF

Solubiliza la mayor parte de la
hemicelulosa y lignina
Disminuye la cristalinidad de la
celulosa

Solubilizacion de la
hemicelulosa y lignina
Poca o nula generacién de
HMF vy furfural (inhibidores)

Hidrdlisis de la hemicelulosa y
la solubilizacion de lignina

Desventajas

Requiere grandes
cantidades de O3
Costoso

Corrosion del equipo
Requiere neutralizacién
Formacion de
sustancias téxicas
Costoso

Requiere largos
tiempos de residencia
Formacion de sales
irrecuperables y que se
incorporan a la
biomasa

En algunos casos el
oxidante no es
selectivo y ocasiona
pérdidas de
hemicelulosa y celulosa

Costoso (gran
requerimiento de O2)

Los disolventes deben
drenarse del reactor,
evaporarse,
condensarse y
reciclarse

Alto costo

Referencias

Tomas-Pejo et al. (2011)

Sun y Chen (2002)

Tomas-Pejo et al. (2011);

Mood et al. (2013)

Cuervo et al. (2009);
Quintero, Rincon y
Cardona (2011); Ayala
Villalobos (2013)

Tomés-Pejo et al. 2011)

Sanchez-Riafio,
Gutiérrez-Morales,
Mufioz-Hernandez y
Rivera-Barrero (2010)
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Tabla 7. Métodos biolégicos para el pretratamiento de material lignocelulésico.

Métodos Biologicos

Método Condiciones Ventajas Desventajas Referencias
e Degradacion e Hidrolisis QUGS
o Dominguez
de la lignina 'y lenta )
. . (2003);
Hongos de la hemicelulosa e Requiere de Sanchez-
Pretratamiento pudricion e Requiere poca un control de Riafio et al
fungico parda, blanca energia las o
- (2010);
y blanda e Moderadas condiciones
- Morales de
condiciones de de
roceso crecimiento U2 RS
P (2015)

2.7.2. Sacarificacion enzimatica
Después del pretratamiento, se lleva a cabo la conversion de celulosa a azucares

fermentables en un proceso llamado sacarificacion o hidrolisis (Binod et al., 2011).

Los procesos de conversion de celulosa a azucares fermentables y, posteriormente,

a etanol, pueden dividirse en dos grandes grupos:

a) Procesos en dos etapas. La hidrdlisis -acida o enzimatica- y la fermentacion se
realizan por separado (HFS). La ventaja de este proceso es que, al estar separada
la etapa de hidrélisis de la fermentacion, ambas pueden realizarse en sus
condiciones Optimas. La principal desventaja del proceso de HFS es que, la
celobiosa y la glucosa liberadas durante la hidrélisis enzimatica inhiben la actividad
de las enzimas implicadas en el proceso, obteniéndose bajos rendimientos (Oliva-
Dominguez, 2003).

b) Procesos en una etapa. En este tipo de procesos, la hidrélisis y la fermentacion
se realizan en el mismo reactor. La principal ventaja es que se reduce la inhibicién
por producto final que se produce en la operacion en dos etapas. La principal
desventaja es que requiere de diferentes condiciones de pH y temperatura para la
etapa de hidrdlisis y fermentacién. Por ello, es necesario realizar el proceso en

condiciones compatibles para ambas etapas.
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Por su parte, los procesos en una etapa se pueden dividir en dos grupos: aquellos
en los que el mismo microorganismo produce las enzimas y realiza la fermentacion,
proceso conocido como conversién directa por microorganismo (CDM); y procesos
de sacarificacién y fermentacion simultanea (SFS), en los que se emplean celulasas
provenientes de un microorganismo celulolitico (normalmente un hongo), junto con

la presencia de un microorganismo productor de etanol.

La celulosa también se puede hidrolizar de forma quimica con la ayuda de acidos
diluidos o concentrados, sin embargo, las desventajas de este proceso implican la
formacion de una gran cantidad de subproductos en el caso de la hidrélisis con acido
diluido, mientras que la recuperacion del acido implica mucha energia y es un
proceso costoso en el caso de la hidrdlisis con acido concentrado. Ademas, ambos
procesos se realizan a altas temperaturas (100-200°C), lo que degrada los
azucares, reduciendo la fuente de carbono para la enzima, disminuyendo asi el

rendimiento de etanol (Viials-Verde et al., 2012).

En el caso de la hidrdlisis enzimatica, ésta es una reaccion altamente selectiva que
permite convertir grandes polisacaridos en unidades mas pequefas. Las celulasas
reemplazan el &cido concentrado en la etapa de hidrolisis y las temperaturas son de
30-50°C, lo cual reduce la degradacion de azucares. Aungue el tiempo de reaccion
€S mayor en un proceso enzimatico y el costo de las enzimas es elevado, en muchos

casos se prefiere este método por su potencial de mejora continua.

Para el desarrollo y control de la cinética de hidrdlisis enzimatica se deben
considerar cuatro factores relevantes: la estructura y propiedades fisicoquimicas del
sustrato, las propiedades y el mecanismo de accién de la enzima, el modo de
interaccion entre las moléculas de enzima y celulosa, y las condiciones del medio
del sistema reaccionante (Navarrete, 2002). Para poder hidrolizar via enzimatica un
material lignoceluldsico, existen dos tipos de sistemas enzimaticos extracelulares:
los que producen hidrolasas, que degradan la celulosa (celulasas) y la hemicelulosa
(hemicelulasas), y los que despolimerizan la lignina por reacciones de oxidacién

(peroxidasas y lacasas).
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Las celulasas son enzimas capaces de degradar la celulosa que se derivan de
algunos procesos naturales de fermentacion microbiana. En realidad, una enzima
celulasa es una mezcla de diversos componentes enzimaticos, formando lo que se
denomina un “complejo enzimatico”, el cual actia de forma sinérgica en la
degradacion de celulosa, hidrolizando los enlaces glucosidicos B-1,4 del
polisacérido (Navarrete, 2002; Pérez, Mufioz-Dorado, de la Rubia y Martinez, 2002).
Este complejo esta formado por tres tipos de enzimas: 1) las endoglucanasas
(EGs), que hidrolizan azarosamente en regiones amorfas de la celulosa, 2) las
exoglucanasas o celobiohidrolasas (CBHSs), que actian sobre las cadenas de
celulosa liberando glucosa o celobiosa, ésta ultima de los extremos no reductores
de la cadena y de las celodextrinas (Uhlig, 1998), y 3) las B- glucosidasas, que
hidrolizan la celobiosa y las celodextrinas (fragmentos de celulosa de tres a seis
residuos de glucosa) para liberar dos moléculas de glucosa. A continuacion, se

detalla el modo de accién de los tres tipos de enzimas:

e Endoglucanasas (endo-B-(1-4)-glucanasas) (EGs). Cortan azarosamente
enlaces glucosidicos 3-1,4 internos de la celulosa atacando regiones amorfas
accesibles, generando oligosacaridos de varias longitudes y una disminucion
en el largo de la cadena de celulosa, asi como un ligero aumento de azlcares
reductores. Son las primeras enzimas que actuan sobre la celulosa
produciendo nuevos extremos reactivos para el siguiente paso, la accion de
la celobiohidrolasa (Uhlig, 1998; Ballesteros, 2010; Gupta y Verma, 2015).
No actuan de forma significativa sobre las regiones cristalinas (Lynd, Weimer,
van-Zyl y Pretorius, 2002).

e Exoglucanasas o celobiohidrolasas (CBHs). Representan del 40-70% del
componente total del sistema celulasa siendo capaces de hidrolizar celulosa
cristalina. Actuan tanto en el extremo reductor como en el no reductor de la
celulosa y celodextrinas liberando celobiosa como producto principal. Este
paso crucial debido a que la celobiosa en alta concentracion inhibe la accion

de la exoglucanasa (celobiohidrolasa) (Uhlig, 1998; Gupta y Verma, 2015).

40

——
| —



e [-glucosidasa. Esta enzima hidroliza la celobiosa y otras celodextrinas para
producir glucosa. A veces se emplea para reducir la inhibiciéon por producto
final en condiciones donde se acumula celobiosa (Ballesteros, 2010; Gupta

y Verma, 2015).

En la Figura 18 se muestra un esquema donde se resume el mecanismo de accion

del complejo Celulasa.
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Figura 18. Representacioén de la hidrolisis de celulosa.
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2.7.3. Fermentacion

La produccion de etanol derivado de almidén ha sido comercialmente dominada por
la levadura S. cerevisiae. Sin embargo, los azucares derivados de la biomasa son
una mezcla de hexosas, principalmente glucosa, y de pentosas, mayoritariamente
xilosa. Debido a que la produccion de bioetanol a partir de materiales
lignocelulésicos requiere que tanto las hexosas como las pentosas sean
fermentadas y ya que, la mayoria de las cepas de S. cerevisae no metabolizan la
xilosa, las investigaciones han tomado dos enfoques para aumentar los
rendimientos de la etapa de fermentacion.

El primer enfoque ha sido modificar los genes de algunas levaduras por ingenieria
genética, de modo que puedan también fermentar pentosas; el segundo, mejorar
los rendimientos de etanol mediante la ingenieria genética de microorganismos que
tienen la capacidad de fermentar tanto hexosas como pentosas. Sin embargo, aun
no se han alcanzado los rendimientos para hacerlo comercialmente viable. Ademas,
a diferencia de los hidrolizados derivados de almidoén y sacarosa, los hidrolizados
derivados de la biomasa suelen tener inhibidores de la fermentacion, como acido
acético y furfural, que deben ser removidos cuando las concentraciones son altas
(Gray, Zhao y Emptage, 2006; Sigoillot y Faulds, 2016).
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3. Justificacion y objetivos

Los biocombustibles de segunda generacién se obtienen a partir de materias primas
gue no tienen usos alimentarios, biomasa lignocelulésica como residuos agricolas

o procedentes de la madera, hojas y pastos (Honty et al., 2009; Faba et al., 2014).

La madera se encuentra entre las materias lignocelulésicas con mayor
disponibilidad en el mundo y en los ultimos afios los principales paises productores
de madera han centrado su interés en la busqueda de alternativas para la gestion y
la utilizacion de los residuos derivados de las actividades forestales (Gomez, Rios
y Peiia, 2012).

A diferencia de la mayor parte de las otras industrias, la industria maderera tiene la
ventaja de poder utilizar sus residuos para contribuir a cubrir sus necesidades
energeéticas. Sin embargo, para poder aprovechar de manera eficaz los residuos es
necesario estudiar los factores que pueden influir en la viabilidad econdmica, tales
como la disponibilidad y fiabilidad de los suministros de residuos, el costo de capital
del equipo necesario para tratar los residuos, entre otros. Solo realizando un estudio
profesional de estos elementos es como podria disefiarse un sistema eficaz de

manipulacion y tratamiento de residuos (FAO, 1991).

Como resultado del incremento en la demanda de productos forestales y estrategias
de proteccion de los bosques naturales, la superficie de plantaciones forestales
comerciales (PFC) en el mundo va en aumento. Desde hace varios afos existe en
México un esfuerzo empresarial para plantar maderas finas como teca, cedro y
caoba. El gobierno mexicano ha apoyado el establecimiento de mas de 20,000
hectareas de PFC (Asociacion de Investigacion de las Industrias de la Madera
[AITIM], 2003; Balam, Gémez, Vargas, Aldrete y Obrador, 2015). En el periodo del
2001 al 2017, con apoyos de la Conafor, se han establecido 29,302 hectareas de
PFC, de las cuales la teca ocupa el tercer lugar en importancia por superficie

establecida (Espino Ortega y Montiel Aguirre, 2019).
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La teca es una especie importante por el alto precio que alcanza su madera; la
rapidez de su crecimiento es mas rapida que la del cedro y la caoba y tiene una
gran resistencia a plagas (Asociacion de Investigacion de las Industrias de la
Madera [AITIM], 2003; Camacho-Linton, Ramirez-Maldonado, De los Santos-
Posadas, y Zamudio-Sanchez, 2013).

Aproximadamente del 45 al 55 por ciento de las trozas que entran en un aserradero
o fabrica de contrachapados se convertird en residuos. Todos estos residuos de la
madera y su corteza tienen valor como combustible, por lo que seria incongruente
no aprovecharlos (FAO, 1991). Por ello, los residuos de Tectona grandis
potencialmente pueden considerarse como una materia prima para la produccion

de biocombustibles.
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3.1 Objetivos

Objetivo general

Establecer condiciones de hidrdlisis enzimatica de madera de teca (Tectona
grandis L. f.), previamente tratada en un sistema fase gas liquido, para
obtener la maxima conversién de celulosa a glucosa, para su posterior

conversion a bioetanol mediante fermentacion.

Objetivos particulares

Evaluar la actividad hidrolitica de tres diferentes sistemas enzimaticos
comerciales para conocer su efectividad en el proceso de sacarificacion de
la madera de teca.

Evaluar el efecto de la concentraciéon de enzima sobre el rendimiento de
carbohidratos reductores.

Evaluar el efecto del tiempo del proceso de hidrolisis enzimatica de madera

de teca sobre el rendimiento de carbohidratos reductores.
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4. Metodologia

La metodologia consistié en cinco etapas: 1) caracterizacion de las muestras pre-
tratadas, 2) cuantificacién de la proteina soluble de los sistemas enzimaticos, 3)
evaluacién de la actividad enzimatica, 4) optimizacion de la hidrélisis, que
comprendié el estudio del efecto de la concentracion enzimética y del tiempo de
hidrélisis sobre los rendimientos, y 5) la cuantificacion de carbohidratos. La
identificacion y cuantificacion de carbohidratos especificos se realizO mediante
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés).
Todas las determinaciones se realizaron al menos por duplicado, comenzando por

la gravimetria de las muestras pre-tratadas.

4.1 Caracterizacion de las muestras pre-tratadas

La madera de teca fue molida y se sometié a un pre-tratamiento en un reactor a
presion en un sistema gas-liquido, desarrollado en la Facultad de Quimica (Patente
en tramite), utilizado para deconstruir la lignina y perturbar la estructura cristalina de
la celulosa (Alvira et al., 2010). A las muestras obtenidas se les realizé la
determinacion de carbohidratos reductores por el método del acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (Ghose, 1987), que se basa en la reduccion de uno de los
grupos ¢-NO2 del DNS (reactivo de color amarillo) por el grupo aldehido de los
azucares reductores, con la consecuente formaciéon de un producto de color rojo
ladrillo en solucion alcalina, el acido 3-amino-5-nitrosalicilico, cuya produccion se
puede detectar espectrofotométricamente a A 540 nm (Vazquez-Bolafnos, 2012;
Iturbe y Sandoval, 2013). Para realizar dicha determinacion, se registro el peso de
la muestra y se prepard una suspension acuosa de volumen conocido, la cual se
centrifug6 a 6000 rpm por 15 min. El sobrenadante se diluy6é a una concentracion
comprendida entre =~ 0.2-2 mg/mL para, posteriormente, realizar la reaccién de
acuerdo con lo descrito por Iturbe y Sandoval (2013) y conocer la concentracion de
reductores mediante el método de la curva patrén del carbohidrato mayormente
esperado, en este caso la glucosa. La absorbancia se midi6 en wun

espectrofotometro Perkin Elmer UV/VIS Lambda 3B.
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Considerando la coloracién parduzca de las muestras pre-tratadas, ademas de la
medicion de un blanco de muestra, se midi6 la absorbancia de un blanco de DNS,
de tal modo que la absorbancia debida a la presencia de carbohidratos reductores

se calculé como sigue: Abs 540 nm = Abs blanco muestra — Abs blanco DNS.

4.2 Cuantificacion de la proteina soluble de los sistemas enzimaticos
En total, se probaron tres sistemas enziméticos comerciales para la hidrdlisis de la
madera pre-tratada de teca, cuyos datos se indican en la Tabla 8.

Tabla 8. Datos de los sistemas enziméticos comerciales empleados.

Sistema enzimético comercial
Celluzyme XB y Zymafilt L-300
(liquido, proporcion 1.5:0.5) marca Enmex

Cellulase 500 XP (polvo) marca Enziquim

Cellulase 50 XL (liquido) marca Enziquim

Para establecer las cantidades de cada sistema enzimatico que se emplearia en las
hidrolisis, se cuantific la concentracion de proteina soluble, partiendo del supuesto
de que proteina soluble y concentracibn enzimatica presentes en dichas
formulaciones son equivalentes. Para tal propésito, se empleo el método de Lowry,
gue se fundamenta en la formacion de un complejo colorido estable entre proteinas
y Cu(ll) en medio basico con la reduccion del reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de
fosfomolibdato [PM012040%] y fosfotungstato [OsPW12%]) por la oxidacién de
tirosina, triptéfano, cisteina y cistina de las cadenas polipeptidicas (Sanchez-Nieto,
2012; Iturbe y Sandoval, 2013). Cabe mencionar que el principal constituyente del
reactivo de Folin-Ciocalteau es el acido fosfomolibdotingstico, de color amarillo,
gue al ser reducido por lo grupos fendlicos de los residuos de tirosina da lugar a un
complejo de color azul intenso, el cual se puede medir espectrofotométricamente a
A= 750 nm (Lowry, Rosebrough, Farr y Randall, 1951).
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Para cada sistema enzimético se preparé una solucién de 1 mg/mL, a la que se
agregaron 3 mL del reactivo denominado C (50 mL de reactivo A + 2 mL de reactivo
B). El reactivo A consiste en una solucion de Na>COs al 2% vy tartrato de sodio al
0.02%, que se afora con NaOH 1 M; el reactivo B es una solucion al 0.5% de
Na>SO.e5H>0. Después de 10 min de reposo, se adicionaron 0.3 mL del reactivo
de Folin- Ciocalteu previamente diluido (una parte de dicho reactivo + una parte de

agua destilada) a la mezcla de reaccion, la cual se homogeneizé con vortex.

La nueva mezcla de reaccién se dejé reposar a temperatura ambiente durante 30
min para después medir la absorbancia. Igualmente, se midi6 la absorbancia de un
blanco preparado mediante el mismo protocolo. La absorbancia se calculé6 como
sigue: Abs 750 nm = Abs muestra — Abs blanco, y la concentracion de proteina se
calculé a partir de una curva patrén preparada con albumina bovina sérica en
concentraciones de 10-100 pg/mL tratadas de la forma descrita. La Tabla 9 muestra
los resultados de la determinacion de proteina soluble para cada sistema

enzimatico:

Tabla 9. Concentraciéon de proteina soluble en los sistemas enzimaticos comerciales.

% de proteina soluble (m/m o m/v) y su

Sistema enzimatico comercial equivalencia (mg/g o mL)

Celluzyme XB y Zymafilt L-300 (liquido,
proporcién 1.5:0.5) marca Enmex

Cellulase 500 XP (polvo) marca Enziquim 46% (90 mg/0.2 g)

18% (90 mg/mL)

Cellulase 50 XL (liquido) marca Enziquim 29% (90 mg/mL)
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4.3 Evaluacion de la actividad enzimética hidrolitica

Se evaluaron distintas concentraciones de los tres diferentes sistemas enzimaticos
comerciales mediante el ensayo de papel filtro descrito por Eveleigh et al. (2009).
La composicion y actividad hidrolasa especificada en la etiqueta de cada sistema
se indica en la Tabla 10.

Tabla 10. Actividad hidrolitica de los sistemas enziméticos empleados.

Nombre comercial Actividad de la mezcla

Celluzyme XB y Zymafilt L-300 (liquido, )
. Celulasa, xilanasa y p-glucanasa
proporcion 1.5:0.5) marca Enmex

o Endo- y exo-celulasa, B-glucanasa,
Cellulase 500 XP (polvo) marca Enziquim _
B-glucosidasa

o o Endo- y exo-celulasa, B-glucanasa,
Cellulase 50 XL (liquido) marca Enziquim i
B-glucosidasa

Para cada evaluacion de la actividad enzimatica hidrolitica, se pesaron 50 mg de
papel filtro Whatman No. 1. En el caso de los sistemas enzimaticos liquidos, se
agregaron 0.5 mL de la formulacion y 0.5 mL de una solucion amortiguadora de
citrato de sodio 0.05 M (pH=4.8) al papel filtro previamente troceado, incubandose
por 1 h a 50°C sin agitacion. La actividad enzimatica, calculada como azucares
reductores mediante el método de DNS, se expres6 como unidades de papel filtro
(PFU). Esta medicion se obtuvo al multiplicar los mg de azucares reductores/mL por
la constante 0.185 Ul/mL que corresponde a las unidades internacionales de
enzima/mL equivalentes a la concentracion enzimatica uM que libera 1 mg de
glucosa/ mLemin (umol/mLemin) (Jaen, Alvarez, Angulo y Moreno, 1986; Bath y
Maheshwari, 1987; Eveleigh et al., 2009).

En el caso de la enzima en polvo, no se prepard suspension, sino que se agregaron
0.2 g de sdlido enzimatico, equivalentes a 90 mg de proteina soluble (Tabla 9), a un
medio de reaccion conformado por 0.5 mL de la solucion amortiguadora

mencionada, 0.5 mL de agua destilada y 50 mg de papel filtro Whatman No. 1.
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4.4 Hidrolisis enzimatica

La hidrdlisis enzimatica de las muestras de teca se llevo a cabo en un bafio de agua
con agitacion Boekel Scientific Large Shaking Water Bath, 290400, 28 Liter
Laboratory Shaking Water Bath (115V/230V), empleando una temperatura del agua
de 50+1°Cy agitacion constante de 100 rpm. El pH se ajust6 a 4.5-5.0 -dependiendo
del sistema enzimatico- con NaOH 1 M antes de comenzar la hidrélisis y se reajusto

repetidamente durante la misma hasta concluir el proceso.
Las condiciones de preparacion de los sistemas enziméaticos fueron las siguientes:

1. La mezcla enzimética Celluzyme XB y Zymafilt L-300 marca Enmex se
prepard antes de agregarla al sustrato.

2. Para el sistema Cellulase 500 XP en polvo, primero se pesé la cantidad
correspondiente a 0.5, 1.0, 100, 200 y 300 mg enzima/g de biomasa (Tabla
11), y en el mismo recipiente se peso la cantidad de biomasa a hidrolizar.

3. La Cellulase 50 XL liquida se agrego directamente al medio de reaccion.

El sistema enziméatico que se selecciono para hidrolizar las muestras pre-tratadas
fue la enzima Cellulase 500 XP en polvo, misma que se deriva de una cepa no
genéticamente modificada del hongo Trichoderma reesei (Jaen et al., 1986), puesto
gue, de acuerdo con la prueba del papel filtro, present6 el mayor niumero de PFU
(ver Tabla 12, en Resultados). A ese respecto, se modificaron dos parametros del
proceso para conocer sus efectos sobre el rendimiento de carbohidratos reductores:
la concentracion de la enzima y el tiempo de hidrdlisis, como se describe a
continuacion (4.4.1y 4.4.2).

En el caso del sistema Cellulase 500 XP en polvo, se observaron problemas de
dispersion del solido. Por esta razon, se prepar6 una suspension dejando hidratar
el polvo (10.87 g polvo) durante 12 h con 20 mL de agua destilada sin agitacion.
Posteriormente, se afiadio la muestra problema a esta suspension de enzima y se

acondiciond como los demas sistemas.
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4.4.1 Efecto de la concentracion de enzima

Se utilizaron diferentes concentraciones para los tres sistemas enziméticos con el
fin de conocer su efecto sobre el rendimiento de carbohidratos reductores, como se
muestra en la Tabla 11.

Tabla 11. Concentraciones de enzima empleadas en el proceso hidrolitico de la madera de teca.

) o ) Concentracién de enzima
Sistema enzimatico comercial )
(mg/g de biomasa)
Celluzyme XB y Zymafilt L-300

. L 100, 300, 400, 600, 800
(liquido, proporcion 1.5:0.5) marca Enmex

Cellulase 500 XP (polvo) marca Enziquim 0.5, 1.0, 100, 200, 300

Cellulase 50 XL (liquido) marca Enziquim 50, 100

4.4.2 Efecto del tiempo de hidrdlisis

Se realiz6 una cinética de hidrolisis enzimatica que comprendio tiempos entre 12,
36, 48, 72,96 y 110 h tomando en cuenta las condiciones Optimas de estabilidad de
cada sistema enzimatico en cuanto a temperatura y pH; la finalidad fue conocer el

tiempo de hidrélisis que producia el mayor rendimiento de carbohidratos reductores.

4.5 Cuantificacion de carbohidratos

La concentracion de azucares reductores se midié mediante el método de DNS, de
acuerdo con las etapas descritas en la seccion 4.1, mientras que aquella de
carbohidratos como glucosay xilosa se determiné mediante HPLC. Las condiciones

de preparacion de muestra y analisis cromatografico fueron las siguientes:

e Preparacion de las muestras: Se peso6 una fraccion de material lignocelulésico de
teca pre-tratada con la que se prepard una suspension con agua destilada. Dicha
suspension se trasladé a un tubo Falcon® para su centrifugacion a 6000 rpm por
15 min; posteriormente, se tom6 1 mL del sobrenadante que, a su vez, se
centrifug6é en tubos Eppendorf por 7 min a 11,000 rpm. A la porcion acuosa
resultante se agregaron aproximadamente 30 mg de acido 5-sulfosalicilico para
precipitar el material proteinico, el cual fue decantado. Nuevamente, se centrifugo

a la misma velocidad, repitiéndose el proceso hasta que no hubiese precipitado
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alguno después de agregar acido 5-sulfosalicilico. La solucion coloidal obtenida
fue pasada a través de un acrodisco de 0.45 micras y 25 mm de diametro.
Finalmente, se tomd 1 mL de la solucién filtrada para realizar una extraccién en
fase solida empleando cartuchos Oasis WCX 1cc Cartridge con 30 mg de
adsorbente, 30 ym de tamafo de particula, Sep-PAK marca Waters, los cuales
se acondicionan previamente con 1 mL de acetonitrilo (CHs-C=N) grado HPLC
(J. T. Baker) y, subsiguientemente, con 1 mL de agua destilada. La extraccion de
los componentes solubles se efectio con ayuda de un equipo Extraction
Manifold, 20 pos, 13x75 mm tubes [WAT200606]. Por ultimo, se realizaron
diluciones 0.5/10 mL, las cuales se analizaron mediante el equipo de HPLC.
Condiciones cromatograficas: se utilizo un Equipo AZURA® Analytical HPLC
marca Knauer, con detector de indice de refraccion (IR) en conexion con un horno
de la misma marca. La fase estacionaria fue una columna Aminex HPX-87P 300
X 7.8 mm, 9 um; la separaciéon de glucosa y xilosa se llevé a cabo a 85°C con un
flujo de 0.6 mL/min utilizando agua desionizada como fase movil y un volumen
de inyeccion de 5 pL, como se indica en la ficha técnica del fabricante. Como
estandar interno se empled D-galactosa, un isomero de glucosa, obteniendo
99.9% de “recobro”.
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5. Resultados y discusién

5.1 Evaluacion de la actividad enzimatica

Se evaluaron tres diferentes enzimas comerciales mediante el ensayo de papel filtro
(Eveleigh et al., 2009). Los resultados se muestran en la Tabla 12, donde se puede
observar que el sistema enzimético con mayor actividad es la Cellulase 500 XP
(24.01 PFU). En estos sistemas, las enzimas actian de manera sinérgica en una
hidrélisis eficiente. Al respecto, se han descrito cuatro tipos de sinergia, uno de ellos
entre exoglucanasas y B-glucosidasas, es decir, entre exo- y endoglucanasas, que,
de modo respectivo, producen celodextrinas y celobiosa (Gutiérrez-Rojas, Moreno-
Sarmiento y Montoya, 2015). Aunque la xilanasa presente en la mezcla enziméatica
marca Enmex interviene en la hidrolisis, la actividad de la B-glucosidasa es de mayor
importancia, pues esta ultima enzima, ademas de actuar de manera sinérgica con
las exoglucanasas, es responsable de hidrolizar las celodextrinas y la celobiosa a
glucosa (Figura 18), carbohidrato con mayor poder reductor que los oligosacaridos.
Lo anterior se refleja en los valores de actividad enzimatica de la Tabla 12, donde
se observa que la mezcla Enmex tiene una actividad menor que los dos sistemas
Cellulase. En el caso del sistema Enmex, los datos sugieren la presencia de
oligosacaridos sin hidrolizar, por lo que se puede mencionar que las B-glucosidasas
son indispensables en el sistema enzimatico para obtener un mayor rendimiento de

celodextrinas, y para la transformacion de celobiosa a glucosa.

Tabla 12. Actividad enzimética (PFU) de los tres sistemas enziméticos evaluados.

Nombre comercial Actividad de la mezcla Unidades de papel filtro
(PFU)
Celluzyme XB y Zymafilt Celulasa. xilanasa
L-300 (liquido, proporcién 1.5:0.5) ’ y 2.78
B-glucanasa
Enmex
Cellulase 500 XP (polvo) Marca Endo- y exo-celulasa,
. B-glucanasa, B- 24.01
Enziquim }
glucosidasa
- Endo- y exo-celulasa,
Cellulase 50 XL (Il_qmdo) Marca B-glucanasa, p- 3.02
Enziquim .
glucosidasa
( ]
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5.2 Efecto de la concentracidn de enzima en el rendimiento de
reductores

5.2.1 Ensayo con enzima Celluzyme XB y Zymafilt L-300 marca Enmex

Zulueta (2016) concluyé rendimientos de 51.6% de carbohidratos reductores para
bagazo de agave pre-tratado con &cido diluido utilizando la mezcla enzimatica
Celluzyme XB y Zymafilt L-300 Enmex en proporcién 1.5:0.5, por lo que, para la
presente investigacion con madera de teca se decidi6 probar este mismo sistema.
No obstante, el nuevo sustrato fue sometido a un pretratamiento diferente al del
acido diluido (seccion 4.1). Para la madera de teca, la hidrélisis se realiz6 a pH 4.5
por 24 h empleando 100 mg enzima/g biomasa, equivalente a 3.09 PFU. Con estas
condiciones, se obtuvo un rendimiento de 7.92% de reductores, un valor inferior al
reportado para el agave (Zulueta, 2016). Considerando que el bagazo de agave es
un sustrato menos resistente a la degradacion enzimatica, a diferencia de la teca,
gue es una madera dura, si se esperaban diferencias, en particular, una mayor
conversion de celulosa a carbohidratos reductores en el caso del bagazo. Esto
ultimo, debido a que el sistema Celluzyme XB y Zymafilt L-300 Enmex 1.5:0.5 con
actividad de celulasa, hemicelulasa y B-glucanasa tiene el potencial para hidrolizar

el material lignocelulosico.

Por otro lado, Navarrete (2002) menciona que cuando hay una elevada
concentracion de enzima, el proceso de hidrdlisis de celulosa se lleva a cabo mas
rapidamente. Por esa razon, se procedié a aumentar la concentracion del sistema
enzimatico mencionado, a fin de saber si el porcentaje de carbohidratos reductores
se incrementaba sin necesidad de extender el tiempo de hidrdlisis. Para ello, se
probaron 300, 400, 600 y 800 mg enzima/g biomasa, cuyas equivalencias en PFU

se muestran en la Tabla 13 y los resultados en la Figura 19.
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Tabla 13. Equivalencia de mg enzima/g biomasa en PFU

mg enzima/g biomasa PFU
300 9.28
400 12.37
600 18.56
800 24.74

Como se puede observar en la Figura 19, cuando se empled una concentracién de
300 mg enzima/g biomasa, se obtuvo el mayor rendimiento de azUcares reductores
(8.86%), y cuando se emplearon 100 mg enzima/g biomasa, se obtuvo una
concentracion aritmética menor (7.92%). Para saber si existia diferencia significativa
entre ambas concentraciones, se realizo un analisis de varianza (ANOVA) de un
solo factor con un nivel de significancia de a= 0.05. Los resultados se muestran en
la Tabla 14, donde se observa que el valor critico de F es mayor que el valor F
calculado, por lo que se puede afirmar que no existe una diferencia estadisticamente
significativa (a= 0.05) respecto a la produccién de carbohidratos reductores cuando

se compara el uso de las concentraciones de 300 y 100 mg de enzima/g de biomasa.
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Figura 189.Efecto de la concentracién de enzima en el rendimiento de azlcares reductores; mezcla

enzimatica Enmex, proporcién 1.5:0.5, 24 h de hidrdlisis.

Tabla 144. ANOVA de un factor para 300 y 100 mg enzima/g biomasa de mezcla Enmex.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade Grados de Promedio de los = Probab Valor
Ny . calcu . o
variaciones cuadrados libertad cuadrados lada ilidad critico F
Entre grupos 2.33 1 2.33 1.39 0.36 18.51
Dentro de los 3.35 > 167
grupos
Total 5.67 3
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Respecto a las demés concentraciones de enzima, cuando se emplearon 800 mg
de enzima/g de biomasa, no se obtuvo el mayor rendimiento de carbohidratos
reductores (Figura 19), por el contrario, fue menor en comparacién con el sistema
de 300 mg de enzima/g de biomasa, y practicamente igual al obtenido para una
concentracion de 400 mg de enzima/g de biomasa. Por su parte, la concentracion
de 600 mg enzima/g biomasa produjo el mayor rendimiento de reductores, sélo
después de aquella de 300 mg enzima/g biomasa. Para saber si existia diferencia
significativa entre estas dos concentraciones (300 y 600 mg enzima/g biomasa), se
realizé un ANOVA de un solo factor con un nivel de significancia de a= 0.05. Los
resultados se muestran en la Tabla 15, donde se observa que el valor critico de F
es mayor que el valor F calculado, por lo que se puede afirmar que no existe una
diferencia estadisticamente significativa (a= 0.05) respecto a la produccion de
carbohidratos reductores cuando se compara el uso de las concentraciones de 300
y 600 mg de enzima/g biomasa.

Tabla 155. ANOVA de un factor para 300 y 600 mg enzimal/g biomasa de mezcla enzimatica Enmex.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen Suma de Grados Promedio E Valor
de las de de los Probabilidad critico
o cuadrados . calculada

variaciones libertad cuadrados F
Entre 0.6889 1 0.6889 1.00 0.42 18.51
grupos

Dentro de

los grupos 1.378 2 0.689
Total 2.0669 3

En resumen, el hecho de que no haya habido un aumento en el rendimiento de
azucares reductores al aumentar la concentracion de enzima a mas de 300 mg/g de
biomasa es un comportamiento que podria justificarse con la saturacion de la

superficie de reaccion de la enzima (Navarrete, 2002).

58

——
| —



Por otro lado, para saber si se podia obtener un mayor rendimiento de reductores,
se probaron otros sistemas enziméticos: una mezcla de endo- y exo-celulasas, -
glucanasa y B-glucosidasa, la cual se comercializa en dos presentaciones que,
segun el fabricante, tienen la misma actividad, con la Unica diferencia de que una
es liquida (Cellulase 50 XL) y la otra es un polvo (Cellulase 500 XP). Ambos
sistemas se probaron para evaluar si habia diferencia en la actividad hidrolitica

sobre el sustrato lignocelulésico y en el rendimiento de reductores.

5.2.2 Ensayo con enzima Cellulase 50 XL (liquido) marca Enziquim

Se evaluaron las concentraciones sugeridas en la ficha técnica del producto
Cellulase 50 XL (liquido) Enziquim: 50 y 100 mg enzima/g biomasa, equivalentes,
de modo respectivo, a 1.68 y 3.36 PFU. En la Tabla 16, se muestra el rendimiento
de reductores después de 24 h de hidrdlisis a pH 5.0 (valor 6ptimo, segun el
fabricante), para el sistema Cellulase 50 XL (liquida) y el de Cellulase 500 XP
(polvo).

Tabla 16. Efecto de la concentracién de enzima Cellulase 50 XL en el rendimiento de reductores, 24 h

de hidrdlisis.
Concentracién de enzima Rendimiento de azlUcares
(mg/g biomasa) reductores (g/100 g biomasa)
50 10.38
100 10.29

Para saber si existia diferencia significativa entre estas dos concentraciones (50 y
100 mg enzima/g biomasa), se realiz6 un ANOVA de un solo factor con un nivel de
significancia de a= 0.05. Los resultados se muestran en la Tabla 17, donde se puede
observar que para la enzima liquida Cellulase 50 XL no hay diferencia significativa
(a= 0.05) en el rendimiento de carbohidratos reductores cuando se comparan las
concentraciones 50 y 100 mg enzima/g biomasa ya que, el valor critico de F es
mayor que el valor F calculado. Al mismo tiempo, con la presentacion liquida de la
enzima se observé el mismo inconveniente que con la enzima en polvo: para
aumentar la concentracién de enzima es necesario agregar un volumen muy grande

de ésta, lo que resultaria muy costoso.
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Tabla 16. ANOVA de un factor para 50 y 100 mg enzima/g biomasa de Cellulase 50 XL

ANALISIS DE VARIANZA

Origen Suma de Grados Promedio = Valor
de las de de los Probabilidad critico
S cuadrados . calculada

variaciones libertad cuadrados F
Entre 0.00903 1 0.009025 0.0871 0.796 18.51
grupos

Dentro de 0.207 2 0.104

los grupos
Total 0.216 3

Por lo anterior, se evaluod la actividad hidrolitica de ambos sistemas enzimaticos
para identificar el mas eficiente en cuanto a la fragmentacion del material
lignocelulésico. Dicha actividad se midio por el método del papel filtro conforme a la
descripcion de Mandels, Andreotti y Roche (1976), y de Jaen et al. (1986),
empleando las condiciones mencionadas en la seccion 4.2: pH=4.8, amortiguador
de citrato de sodio 0.05 M, 50°C, 1 h de reaccion. Cabe mencionar que las PFU son
una medida de la actividad conjunta de los diferentes tipos de enzima sobre el
sustrato, dato coincidente con lo descrito por Zulueta-Santoyo (2016). En la Tabla
18 se muestra la actividad hidrolitica (PFU) de los sistemas enziméaticos Cellulase
50 XL (liquido) y Cellulase 500 XP (polvo).

Tabla 17. Actividad enzimética (PFU) de los dos sistemas enzimaticos de Cellulase.

Sistemas enzimaticos Unidades de papel filtro (PFU)
Cellulase 50 XL (liquido) 3.02
Cellulase 500 XP (polvo) 24.01

De las dos presentaciones comerciales de la Tabla 18, la que muestra mayor
actividad enzimatica es la presentacion en polvo, Cellulase 500 XP, porque rindio
24.01 PFU, dato que sugiere que es una opcion viable para obtener una conversion

eficaz del sustrato a carbohidratos reductores.
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De acuerdo con la informacion dada por el fabricante, tanto la presentacién en polvo
como la liquida poseen actividad de endo- y exo-celulasas, asi como de 3-glucanasa
y B-glucosidasa, sin embargo, el sistema liquido muestra una actividad enziméatica
ocho veces menor con respecto al sistema en polvo. Considerando que ambas
enzimas fueron evaluadas empleando las mismas condiciones de reaccion, la
diferencia en actividad puede deberse a su diferente capacidad de adsorcién sobre
el sustrato en cuestién (Navarrete, 2002; Fockink, Urio, Chiarello, Sanchez, y
Pereira-Ramos, 2016), pero, sobre todo, a la actividad intrinseca de cada sistema

enzimatico.

5.2.3 Ensayo con enzima Cellulase 500 XP (polvo) marca Enziquim

Se probaron las concentraciones sugeridas en la ficha técnica del producto
Cellulase 500 XP en polvo Marca Enziquim: 1 y 0.5 mg enzima/g biomasa,
equivalentes, de manera respectiva, a 0.27 y 0.13 PFU; Tabla 19.

Tabla 18. Equivalenciade 0.5y 1 mg enzima en polvo/g biomasa en PFU.

mg enzima/g biomasa PFU
0.5 0.27
1.0 0.13

Debido a la obtencidon de valores bajos de PFU (Tabla 19), se decidio evaluar el
rendimiento de reductores aumentando la concentracion a 50 y 100 mg enzima/g
biomasa que, como lo muestra la Tabla 20, correspondieron a los valores de PFU
de 13.34y 28.68.

Tabla 19. Equivalencia de 50 y 100 mg enzima en polvo/g biomasa en PFU.

mg enzima/g biomasa PFU
50 13.34
100 28.68

En la Tabla 21 se resumen los resultados del rendimiento de carbohidratos

reductores correspondientes al uso del sistema Cellulase 500 XP en polvo.
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Tabla 20. Efecto de la concentracion de Cellulase 500 XP (polvo) sobre el rendimiento de reductores.

Cellulase 500 XP (polvo)
concentraciéon enzima rendimiento de reductores
(mg/g de biomasa) (g/100 g de biomasa)
0.5 4.28
1 4.29
50 8.68
100 24.31

En la Figura 20 se muestra el rendimiento de reductores después de 24 h de
hidrélisis a pH 5.0, valor 6ptimo para esta forma comercial segun la informacién
dada por el fabricante. No obstante, las concentraciones de 1y 0.5 mg enzima/g de
biomasa recomendadas produjeron un bajo rendimiento de reductores, por lo que

no se considera una concentracion adecuada para la hidrolisis de las muestras.

30

25 4
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10 A

Rendimiento de reductores (g/100 g de biomasa)

O T
0.5 1.0 50.0 100.0

Concentracion enzima (mg/g de biomasa)

Figura 20. Efecto de la concentracion de Cellulase 500 XP (polvo) sobre el rendimiento de reductores;
24 h hidrolisis.
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Segun la Figura 20, el rendimiento de reductores aumenta cuando se usan
concentraciones mayores a las recomendadas en la ficha técnica, lo que podria
explicarse por la complejidad del sistema teca, que son muestras pre-tratadas con
bastante material insoluble, encontrandose tanto celulosa amorfa como
microcristalina, y considerando que las especificaciones pueden referirse a
muestras celuldsicas de menor complejidad. Respecto a la relacién 100 mg de
enzima/g de biomasa, se obtuvo el mayor porcentaje de reductores, confirmandose
una aceleracion de la reaccion (Ballesteros, 2010; Fockink et al., 2016); sin
embargo, se tendria que utilizar una gran cantidad de mezcla enzimatica/muestra
para obtener 100 mg enzima/g biomasa. En vez de ello, se utilizaron 50 mg

enzima/g biomasa dejando la hidrdlisis por mas tiempo.
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5.3 Efecto del tiempo de hidrdélisis sobre el rendimiento de
carbohidratos reductores empleando Cellulase 500 XP (polvo) marca
Enziquim

5.3.1 Analisis cromatografico: concentracion de glucosa y xilosa

Después de conocer el porcentaje de carbohidratos reductores en las muestras
pretratadas de teca, se evaludé la conversion de celulosa a glucosa, y de
hemicelulosa a xilosa, mediante HPLC. La Figura 21 corresponde al cromatograma
de los azUlcares reductores glucosa y xilosa provenientes de la hidrélisis enziméatica
en la que se empled Cellulase 500 XP en polvo en concentracion de 50 mg/g
biomasa para una muestra pretratada de madera de teca.

Glucosa

10 12

Figura 191. Cromatograma de glucosa y xilosa en muestra hidrolizada de teca.

64

——
| —



La Figura 21 muestra el cromatograma de glucosa y xilosa para teca hidrolizada. La
separacion se llevo a cabo a 85°C con un flujo de 0.6 mL/min utilizando agua
desionizada y volumen de inyeccion de 5 pL. Los picos cromatogréficos
corresponden a una concentracion de 6.35% de glucosay 0.68% de xilosa. La suma
de estas concentraciones no corresponde a la cantidad total de carbohidratos
reductores, lo que indica la presencia de otros oligosacaridos con poder reductor.

5.3.2 Efecto del tiempo de hidrdlisis sobre el rendimiento de carbohidratos
reductores, Cellulase 500 XP (polvo) Enziquim

La cinética de hidrdlisis de las muestras pre-tratadas de madera de teca se realiz6é
con la enzima en polvo Cellulase 500 XP en concentracién de 50 mg enzima/g de
biomasa (equivalente a 13.34 PFU, Tabla 20) a 50°C durante 64 h. Los rendimientos
de carbohidratos reductores y, en particular de los azUcares glucosa y xilosa, se

muestran en la Tabla 22 y en la gréafica de la Figura 22.

Tabla 21. Rendimiento de reductores, glucosay xilosa del sistema en polvo Cellulase 500 XP, sin
hidratacién previa.

Tiempo hidrélisis (h) % Reductores (g/100 g Glucosa (g/100 g Xilosa (g/100 g de
de biomasa) de biomasa) biomasa)
20 10.78 5.73 0.67
36 8.68 9.91 1.15
46 10.47 6.00 0.69
64 8.61 5.72 0.71
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Figura 22. Efecto del tiempo de hidrdlisis sobre el rendimiento de carbohidratos reductores empleando
50 mg de Cellulase 500XP/g biomasa sin previa hidratacion.

De acuerdo con la Figura 22, a las 46 h de hidrélisis enzimatica se alcanzo6 el mayor
rendimiento de reductores, mientras que la mayor conversion de celulosa a glucosa
se registré a las 36 h. Asimismo, a partir de 46 h disminuy6 progresivamente la
concentracion de reductores, resultado que puede deberse a factores relacionados
con el catalizador, como son la adsorcion irreversible enzima-sustrato, la
inactivacion térmica de la enzima, y la inhibicién por productos de reaccion. Por otro
lado, una progresiva disminucion de reductores durante la hidrdlisis enziméatica
puede ser consecuencia de factores relacionados con la complejidad del sustrato,
como se menciond en la seccion 5.2.3. En ese contexto, antes de la hidrdlisis, la
enzima tiene que adsorberse a la materia prima (Mansfield, Mooney y Sandler,
1999), siendo esta etapa determinante en el proceso (Ballesteros, 2010). Con lo
anterior, es posible plantear que algunas cadenas y fragmentos de hemicelulosa
periféricos a las microfibrillas de celulosa (Figura 9) impidan parcialmente la

adsorcion de la enzima tanto en muestras pre-tratadas como sin pretratamiento.
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Para comprobar que la complejidad del material lignocelulésico era un factor
limitante en la hidrdlisis, se realiz6 un experimento paralelo a partir de celulosa pura:
se sometié B-celulosa cristalina a las mismas condiciones hidroliticas y cinéticas
empleadas para la madera de teca (50°C, pH 5.0 y agitacién constante a 100 rpm y
tiempos de 24, 48 y 72 h). Los resultados fueron rendimientos muy altos de
reductores y glucosa para el polisacarido puro: de 71.67, 98.83 y 100% para
reductores en los respectivos tiempos de 24,48y 72 h, y de 53.72, 71.28 y 84.51%
para glucosa en los mismos periodos. Estos hallazgos sustentan la afirmacion de
gue algunos compuestos en el medio de reaccion limitan la adsorcion enzimatica.
Por ejemplo, durante el pretratamiento de las muestras de teca se utiliza SO, un
hecho que explica la formacién de compuestos como sulfitos, acido sulfénico y
lignosulfonatos. En particular, estos ultimos se adsorben a la superficie de la
celulosa haciéndola menos accesible a la accion enzimatica. Por su parte, los
sulfitos pueden reaccionar con puentes disulfuro (Damodaran et al., 2008), en este
caso de las enzimas, inactivandolas parcialmente. Del mismo modo, en estas
condiciones, esencialmente acidas, se generan furfurales provenientes de la

deshidratacion de azucares, que pueden afectar la actividad enzimatica.
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5.3.3 Efecto del tiempo de hidrdlisis sobre el rendimiento de carbohidratos
reductores, Cellulase 500 XP (polvo) Enziquim previamente hidratada

Para descartar inconvenientes debido a una homogeneizacion inadecuada del
sistema enzimatico en polvo, de manera preliminar, se prepard una suspension con
la cantidad necesaria de Cellulase 500 XP para obtener una concentracién de 50
mg de enzima/g de biomasa, la cual se dejo hidratar durante un minimo de 12 horas
sin agitacion. Posteriormente, se afiadié la muestra problema de teca a la
suspensién de enzima y se sometié a hidrolisis a pH 5.0 con el ajuste periédico del
mismo. En la Tabla 23 y en la grafica de la Figura 23, se muestran los resultados:
el porcentaje de reductores, glucosay xilosa a tiempos de 24, 48,96 y 110 h a 50°C.

Tabla 22. Rendimiento de reductores, glucosay xilosa empleando Cellulase 500 XP (polvo)
previamente hidratada.

Tiempo hidrolisis (h) Reductores (g/100 g Glucosa (g/100 g Xilosa (g/100 g de
de biomasa) de biomasa) biomasa)
24 11.01 5.06 0.62
48 10.30 5.60 0.64
96 11.09 5.39 0.30
110 11.40 6.35 0.68
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Figura 203. Efecto del tiempo de hidrolisis sobre el rendimiento de carbohidratos reductores, glucosa
y xilosa; concentracion de enzima: 50 mg/g biomasa; enzima hidratada previamente.
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Comparando las Figuras 22 y 23, se observa que, a mayor tiempo de hidrélisis e
hidratando previamente el sistema enzimético, el rendimiento de reductores
aumenta ligeramente. También, se aprecia una mayor produccién de glucosa,
especialmente entre los periodos de 20-50 y 95-110 h de hidrdlisis. En ese sentido,
se puede observar el efecto positivo de la hidratacion, ya que, aunque, en realidad,
no se alcanza un mayor rendimiento de reductores para 110 h de hidrdlisis, sino
soOlo concentraciones similares a las obtenidas con el sistema enzimatico sin hidratar

(Tablas 22 y 23), si se registr6 mayor homogeneidad en la cinética de reaccion.

Cabe mencionar que, aunque es deseable un rendimiento alto de reductores, el
objetivo de este proyecto es maximizar la concentracion de glucosa, por lo que las
mejores condiciones de hidrolisis son aquellas que favorecen una mayor conversion
del material lignocelulosico a ese monosacarido, resultado que se alcanza partiendo
del sistema enzimatico Cellulase 500 XP en polvo, en concentracion de 50 mg
enzima/g biomasa, con hidratacion previa. Adicionalmente, el rendimiento de
reductores indica la presencia de una cantidad considerable de compuestos con

poder reductor distintos a xilosa y glucosa, por ejemplo, celodextrinas y celobiosa.

Por otro lado, a partir de los datos de las Tablas 22 y 23, se puede decir que no
todos los carbohidratos reductores corresponden a glucosa, sino sélo la mitad, pues
la suma de glucosa + xilosa no corresponde en ningun tiempo de hidrolisis al nimero
total de reductores, ni para el sistema enzimatico sin hidratar ni para el hidratado.
También se observa que los reductores disminuyen en el periodo de 0-24 horas, es
decir, se van degradando. Este resultado puede deberse, en parte, a que las
celodextrinas producidas por la accion de las endo- y exoglucanasas (Figura 18)
reaccionan con los grupos amino de las moléculas enzimaticas, observandose un
bajo rendimiento de carbohidratos reductores. Y esa puede ser la razén por la que
una elevada concentracién de celulasas no necesariamente significa una mayor
produccién de reductores, como se constatd para los sistemas liquidos Celluzyme
XB-Zymafilt L-300, y Cellulase 50 XL (secciones 5.2.1 y 5.2.2), debido a una
ralentizacion de la catalisis debido a la reaccion de los grupos laterales enzimaticos

con los reductores recién formados, ya sea celodextrinas, celobiosa o glucosa.

69

——
| —



Respecto al periodo de 48-96 h se verifica la hidrdlisis simultanea de largas cadenas
de celodextrinas por parte de las exoglucanasas, produciendo en consecuencia
celodextrinas de menor masa molar, celobiosa y glucosa, incrementando con ello la
produccion de carbohidratos reductores. Por otro lado, la disminucion de glucosa en
este periodo puede explicarse por su degradacion a furfurales como el 5-
(hidroximetil)furfural (HMF) (Damodaran et al., 2008), reaccion favorecida a pH
acido y altas temperaturas. En lo que se refiere a la xilosa, los resultados de las
Figuras 22 y 23 para el tiempo de 96-110 h, sugieren cierta actividad celulolitica de
la mezcla enzimética sobre la hemicelulosa de teca al hidrolizar posiblemente
enlaces glucosidicos donde estén involucradas xilosa y glucosa, por ejemplo,
aquellas uniones B-1,6 (Figura 11, Seccioén 2.4), liberando ambos monosacéridos.
Dicha actividad es, sin embargo, menos cuantitativa y veloz con respecto a la
hidrdlisis de los enlaces glucosidicos B-1,4 entre unidades de glucosa, ya que la
unidén xilosa-(B-1,6)-glucosa no es un sustrato especifico para las celulasas
empleadas. Ademas, el impedimento estérico debido a la presencia de largas
cadenas de celulosa, que limita el acceso a mas sitios de hidrolisis, disminuye
conforme avanza la reaccion, permitiendo de manera progresiva el acceso

enzimatico a otras zonas del polisacarido sin hidrolizar.

En sintesis, la variable que mas influye en la actividad hidrolitica del sistema
Cellulase 500 XP en polvo es su concentracion (mg enzimal/g de biomasa), en
contraste con el tiempo de hidrdlisis, que no muestra un efecto importante sobre la
produccion de reductores. De hecho, los rendimientos de reductores, glucosa y
xilosa no aumentan con el tie-mpo de reaccion, pues se observaron en promedio
aproximadamente 11% de reductores, aproximadamente 6% de glucosa y

aproximadamente 0.6% de xilosa a lo largo de toda la cinética.

Las condiciones 6ptimas de hidrdlisis de la madera pre-tratada de teca fueron la
hidratacion del sistema enzimatico Cellulase 500 XP en polvo en concentracién de
50 mg enzima/g biomasa, 50°C, pH 5.0 y 24-48 h de hidrdlisis, con las que se logro

el mayor rendimiento de reductores y de glucosa en el menor lapso posible.

70

——
| —



Finalmente, la hidratacion previa del sistema enzimético en polvo es un factor
importante en la generacién de reductores, evitando asi la escasa integracion de las

enzimas a la mezcla de reaccion.
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6. Conclusiones

e La mezcla enzimatica Enmex, la cual tiene actividad celulasa, xilanasa y [3-
glucanasa, no es adecuada para hidrolizar la madera pre-tratada de teca
debido los bajos rendimientos que genera de carbohidratos reductores.

e El sistema enzimatico Enziquim de Cellulase 50 XL (liquido) y el sistema
Cellulase 500 XP (polvo) permiten la hidrdélisis de la madera pre-tratada de
teca en distintos grados.

e Con el sistema enzimatico en polvo Cellulase 500 XP se logr6 el mayor
rendimiento de carbohidratos reductores, ya que presenté la mayor actividad
enzimatica.

e Un hallazgo importante relacionado con una baja variabilidad en la
produccion de carbohidratos reductores fue la hidratacion previa del sistema
enzimatico Cellulase 500XP en polvo.

e Se establecié que no hay efecto de un tiempo de hidrolisis 96 y 110 horas de
las muestras de teca utilizando el sistema enzimatico Cellulase 500 XP en
polvo previamente hidratado.

e Las condiciones 6ptimas de hidrdlisis de la madera pre-tratada de teca fueron
la hidratacion del sistema enzimatico Cellulase 500 XP en polvo en una
concentracion de 50 mg enzima/g biomasa, 50°C, pH 5.0 y 24-48 horas de
hidrolisis, con las que se logré el mayor rendimiento de carbohidratos
reductores y de glucosa en el menor lapso posible.

e La presencia de B-glucosidasa, ademas de B-endo- y B-exogluconasas, es
esencial para incrementar la produccion de carbohidratos reductores y
consecuentemente de glucosa en las muestras pre-tratadas de madera teca.

e La cinética de la hidrdlisis empleando el sistema Cellulase 500XP en polvo
refleja el orden predominante de actividad enzimatica: B-endoglucanasas >

B-exoglucanasas > B-glucosidasas.
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Perspectivas

Se establecieron las condiciones 6ptimas de hidrdlisis de la madera pre-
tratada de teca, sin embargo los resultados obtenidos sugieren que no se
obtuvo la conversion total de celulosa a carbohidratos reductores, por lo que
es importante evaluar el efecto de otros sistemas enziméaticos sobre este
sustrato con los cuales se obtengan mayores rendimientos de carbohidratos
reductores para su posterior fermentacion.

En un estudio paralelo realizado con [B-celulosa cristalina a las mismas
condiciones hidroliticas y cinéticas empleadas para la madera de teca (50°C,
pH 5.0 y agitacion constante a 100 rpm y tiempos de 24, 48 y 72 h), se
obtuvieron rendimientos muy altos de reductores y glucosa, lo que sugiere la
presencia de compuestos en el medio de reaccion que limitan la adsorcion o
la actividad de la enzima sobre la celulosa. Por lo tanto, es importante
investigar la naturaleza de dichos compuestos para saber de qué manera se
pueden eliminar del medio de reaccion o evitar o controlar su formacion y asi

optimizar la etapa de hidrdlisis de las fibras de teca.
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