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RESUMEN

Moran Aguilar, Maria Guadalupe. Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica.
Unidad de Investigacion y Desarrollo en Alimentos del Instituto Tecnolégico de
Veracruz. Abril, 2018. “Estudio de la sacarificacion del bagazo de cafia de azlcar y
Agave angustifolia para la produccion de azucares fermentables”. Asesores: Aguilar
Uscanga Maria Guadalupe, Torrestiana Sanchez Beatriz, Castafion Rodriguez Juan
Francisco.

El bagazo de cafa de azucar (BC) y Agave angustifolia (BAA) por su compaosicion
lignoceluldsica poseen potencial para la generacion de productos de valor agregado,
sin embargo, debido a la complejidad de su estructura lignocelulosa, es necesaria la
optimizacién de cada etapa del proceso de pretratamiento, para asi lograr una mayor
produccion de azlcares fermentables durante la etapa enzimatica. Por lo que el
objetivo general del trabajo fue obtener las mejores condiciones de pretratamiento
considerando dos procesos: proceso (1), pretratamiento acido (HA) y alcalino (HAL)
seguido de la hidrolisis enzimatica (HE), proceso (2), pretratamiento HAL e HE. Cada
pretratamiento fue optimizado utilizando un disefio de experimentos Box Behnken
seguido de la etapa de sacarificacion utilizando la enzima Cellic CTec3 para la
obtencion de glucosa y xilosa. Para ello se evalu6 la concentracion de H2SOa4 (viv), la
relacion liquido-sélido RLS (mL:g) y el tiempo de reaccion (min) en la HA, mientras que
en la HAL se evaluo la concentracion de H202 (v/v), la RLS y el tiempo de reaccion (h).
Para la HA las mejores condiciones obtenidas fueron: 3% H2SO4, una RLS de 6:1y 15
min para el BC, y 4% H2SO4, una RLS de 4:1y 35 mina 121°C para el BAA, obteniendo
una concentracion final de 29.17 g/L y 27.73 g/L de xilosa, respectivamente. En la HAL
las condiciones que removieron la mayor cantidad de lignina fueron: 9% H202, RLS
19:1y 44 h para el BCy en el BAA 6% H202, RLS 15:1 y 45 h a temperatura ambiente,
removiendo hasta una concentracion de 2.76 y 10.23% de lignina respectivamente.
Para el proceso (2) las condiciones 6ptimas utilizando bagazo crudo fueron: 6% H202,
RLS de 12:1y 37 h en el BCy 6% H202, RLS 10:1 y 37 h para el BAA, dando como
resultado un porcentaje de lignina residual de 7.54 y 10%, respectivamente. La
produccion de azucares finales para el primer proceso fue de 167.92 y 117.12 g/L en
BC y BAAY para el proceso No. 2, 159.57 y 44.32 g/L para BC y BAA. Se generé mayor
cantidad de azucares fermentables en el proceso (1) utilizando una etapa acida y una
alcalina antes de la hidrdlisis enzimatica, sin embargo, el proceso (2) alcanzd una
conversion del 80 y 55% en glucosa y 98 y 17% en xilosa para BC y BAA, utilizando
Unicamente un pretratamiento alcalino y una celulasa (Cellic CTec3), lo que disminuye
el niumero de etapas del pretratamiento y por ende el costo del proceso. Por lo anterior
se puede concluir que el uso de Cellic CTec3 en comparacion con lo reportado en la
literatura, utilizando otros complejos enzimaticos mejora la conversién de azucares
fermentables, por lo que el uso industrial de esta enzima de Ultima generacion es viable
para el proceso de obtencion de glucosa y xilosa.



ABSTRACT

Moran Aguilar, Maria Guadalupe. Master of Science in Biochemical Engineering. Food
Research and Development Unit of the Veracruz Institute of Technology. April, 2018.
“Study of the saccharification of sugarcane and Agave angustifolia bagasses for
fermentable sugar production”. Advisors: Aguilar Uscanga, Maria Guadalupe,
Torrestiana Sanchez, Beatriz, Castafiéon Rodriguez, Juan Francisco.

Sugarcane bagasse SB) and Agave angustifolia bagasse (AAB) due to their
lignocellulosic composition, have the potential to generate value-added products.
However, due to the complexity of their lignocellulosic structure, it is necessary to
optimize each stage of the pretreatment process, in order to generate a higher
production of fermentable sugars during the enzymatic stage. Therefore, the approach
of this work was to obtain the best pretreatment conditions considering two processes:
either acid pretreatment (AP) and alkaline pretreatment (ALP) followed by an enzymatic
hydrolysis (EH) or only ALP followed by EH. Each pretreatment was optimized using a
Box Behnken experiment design followed by the saccharification stage using the Cellic
CTec3 enzyme to obtain glucose and xylose. In the AP, H2SO4 (v/v) concentration,
liquid-solid ratio (LSR;mL:g) and reaction time (min) were assessed, while in the ALP
H20:2 (v/v) concentration, LSR (mL:g) and reaction time (h) were tested.

The best conditions obtained in the AP were a 3% H2SO4 concentration, a 6:1 LSR for
15 min for SB, and 4% H2SO4, a 4:1 LSR for 35 min at 121°C for AAB, obtaining final
concentrations of 29.17 and 27.73 g/L xylose, respectively. Likewise, in the ALP, the
conditions that removed the highest amount of lignin were 9% H202, a 19:1 LSR for 44
h with SB and 6% H202, a 15:1 LSR for 45 h at room temperature for AAB, removing
2.74 and 10.23% lignin respectively. During the second process, the optimal conditions
using raw bagasse were 6% H202, a 12:1 LSR for 37 h for SB and 6% H202, a 10:1
LSR for 37 h in AAB, obtaining final percentages of 7.54 and 10% residual lignin
respectively. The final productions of fermentable sugars according to the first process
were 167.92 and 117.12 g/L in SB and AAB respectively and for the second process,
159.57 and 44.32 g/L SB and AAB respectively. The first process generated a greater
production of fermentable sugars using an acid hydrolysis and an alkaline stage before
enzymatic hydrolysis; however, during the second process percentage conversions of
80 and 55% glucans and 98 and 17% xylans in SB and AAB respectively were obtained
using only an alkaline pretreatment and a cellulase (Cellic CTec3), which decreases
the number of pretreatment stages and therefore process cost. Consequently, it can be
concluded that the use of Cellic CTec3, in comparison with other enzymatic complexes
reported in the literature, improves the conversion of fermentable sugars, making he
industrial use of this last generation enzyme viable for the process of obtaining glucose
and xylose
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I. INTRODUCCION

En la actualidad la generacion de alternativas energéticas distintas a las tradicionales
obtenidas principalmente de la explotacion del petroleo, ha llevado al uso,
investigacion y desarrollo de materias primas renovables que sustituyan el uso de

fuentes no renovables.

En México, con la nueva reforma energética se ha implementado el uso del etanol
como sustituto oxigenante de la gasolina en un 5.8%, lo que implica un incremento en
la demanda nacional, asi mismo, esto ha generado el interés de la industria alcoholera
en aumentar su produccién considerando otras materias primas alternas, entre las que

se encuentran los residuos lignocelulésicos.

La biomasa lignoceluldsica generada principalmente de los desechos agroindustriales
se ha convertido en materia prima potencial para diversos procesos tanto de tipo
agricola como industrial, siendo la producciéon de alcohol carburante uno de los mas
importantes. Sin embargo, debido a su estructura lignocelulésica de compleja
degradacion es necesario la aplicacion de diversos pretratamientos (fisicos, quimicos,
y/o biologicos) los cuales liberen los polisacaridos estructurales en azlcares simples,

para su posterior fermentacion a bioetanol (Sanchez-Riafio et al., 2010).

El bioetanol de segunda generacion producido a partir de residuos lignocelulésicos ha
tomado un reciente interés debido a sus ventajas tales como: no compite con la materia
prima para producciéon de insumos de consumo humano, hay disponibilidad en

abundancia y es considerado un desecho.

México es un pais cafiero y mezcalero por tradicion, por lo cual su industria azucarera
y alcoholera genera grandes cantidades de bagazo de cafia de azucar y de Agave
angustifolia las cuales son materias primas con un alto contenido lignocelulésico que

pueden ser utilizados para la produccion de etanol.



Sin embargo, el material lignocelulésico debe ser sometido a pretratamientos previos:
fisicos, quimicos y biologicos, que reduzcan el contenido de lignina, disminuyan la
cristalinidad de la celulosa e incrementen el area de contacto (Hernandez-Salas et al.,
2009). Esto es, para una mayor accesibilidad de los azucares durante la hidrdlisis
enzimatica, y asi obtener una mayor eficiencia en la conversion de glucosa y xilosa,

gue son los principales carbohidratos que se fermentan a etanol.

Debido a que los procesos para la produccion etanol de segunda generacién no han
mostrado eficiencias por arriba del 80%, el objetivo de este trabajo fue determinar las
mejores condiciones de pretratamiento y sacarificacion del bagazo de cafa de azucar
y del Agave angustifolia utilizando las enzimas de Ultima generacion Cellic CTec3 y

Cellic HTec3 para la produccion de azlcares fermentables.

En este trabajo se describe en la primera parte una revisién bibliografica sobre
residuos lignoceluldsicos, enzimas y descripcién de procesos de etanol de segunda
generacion, posteriormente los materiales y métodos utilizados y finalmente los

resultados obtenidos y conclusiones.



2. ANTECEDENTES

2.1. Materiales lignocelulésicos

En la actualidad la biomasa lignoceluldsica, en especial los residuos agroindustriales
(bagazo de cafia, agave, rastrojo de maiz y paja) se generan en gran cantidad, siendo
utilizados solo el 30% de estos en alimento para ganado y fertilizante principalmente,
mientras que el resto es quemado generando contaminacion al ambiente. Debido a
esto se han realizado investigaciones para la obtencién de productos de alto valor en

el mercado (Figura 2.1) a partir de estos desechos (Venkatesh y Pradeep, 2013).

(1, 2y 3) Materiales y

Biomasa guimicos

(3y 4) Energia

1.-Extracto (biogas)
Pretratamiento 2.- Lignina ~ X 7
a S 3.-Hemicelulosa
4.- Celulosa (3 y 4) Etanol
s A

(4) Pléasticos
biodegradables

FIGURA 2.1. Representacion esquematica de las etapas involucradas en la
conversion de la biomasa en bioetanol y otros productos de valor agregado en
el mercado (Alvira et al., 2010).



2.1.1. Bagazo de cafia de azUcar.

El bagazo de cafia de azucar (BC) (Figura 2.2) es un material lignoceluldsico
abundante y de bajo costo que se obtiene como residuo del proceso de extraccion del
jugo de la cafia de azucar (Ferrara et al., 2002; Takahashi et al., 2000). Este
corresponde generalmente al 25% del peso total y contiene entre 60-80% de

carbohidratos.

FIGURA 2.2. Bagazo de cafia de azucar obtenido después de la molienda.

Se ha reportado que una tonelada de cafia de azUcar genera entre 280 a 300 Kg de
bagazo (Sun et al., 2004). Por lo que la fermentacién de los carbohidratos de este
material podria incrementar significativamente la productividad de etanol en la
industrial alcoholera, asi como la sostenibilidad del proceso, sin embargo, el bagazo
se desecha como residuo agricola o es quemado para el suministro de energia en las

calderas de las fabricas de azucar y etanol.



2.1.2. Bagazo de Agave angustifolia.

El bagazo de Agave angustifolia (BAA) (Figura 2.3) es un desecho lignoceluldsico
proveniente del proceso de produccién de mezcal, que se genera después de la
coccion, molienda y extraccién del jugo fermentable de la pifia del agave.

FIGURA 2.3. Fibras de bagazo de Agave angustifolia apilado en el tradicional
“Palenque” (Hidalgo-Reyes et al., 2015).

Se sabe que la industria del mezcal en Oaxaca genera aproximadamente 123 mil
toneladas de bagazo de agave mezcalero anualmente y se considera que el 40% del
peso total de agave corresponde al bagazo residual, lo que ocasiona grandes
volimenes de desecho sin uso alguno, ademas de generar problemas en la
modificacion del pH del suelo, contaminacion al ambiente y presencia de

microorganismos patogenos (Martinez-Guitiérrez et al., 2013).
2.1.3. Composicion y estructura de la materia lignocelulésica.

Los materiales lignocelulésicos (MLC) derivados de los residuos agricolas,
agroindustriales, forestales y desechos sélidos municipales (Tabla 2.1) estan
principalmente constituidos de carbohidratos estructurales (celulosa y hemicelulosa) e
incrustados en una matriz de lignina (Figura 2.4). Estos generalmente se obtienen a

partir de la extraccion del jugo de la planta, que representa aproximadamente entre el



25 y 40% del material procesado dependiendo del contenido de fibra en la materia
primay la eficiencia de la extraccion del molino utilizado (Pernalete et al., 2008; Vargas
et al., 2011).

TABLA 2.1. Composicion lignocelul6sica promedio de materiales de desecho.

Cascarilla de arroz 26-39 18-21 18-25 (Valverde et

al., 2007)
Bagazo de cafa 49 25 26 (Area, 2002)
Bagazo de Agave 48 34 20 (Hidalgo-Reyes
angustifolia et al., 2015)
Subproductos de 13.2 14.8 14 (Monsalve et
Platano (cascaray al., 2006)
banano)



Lignina\
Hemicelulosa \

FIGURA 2.4. Estructura esquematica del material lignocelulésico
(Conde-Mejia et al., 2012).

2.1.3.1. Celulosa.

La celulosa es un homopolisacarido lineal compuesto de mondémeros de D-glucosa
unidos por enlaces glicosidicos 8 (1-4) (Li et al., 2010). Los numerosos grupos hidroxilo
de la celulosa favorecen la formacion de enlaces de hidrégeno intra e intermoleculares,
formando en cada unidad de glucosa dos enlaces intramoleculares y uno
intermolecular. Los enlaces de hidrégeno intermoleculares se establecen con otras
cadenas que estan en el mismo plano, asi como con cadenas en planos superiores e
inferiores, de este modo, las cadenas de celulosa se unen dando lugar a microfibrillas,
y la unién de estas entre si da lugar a la fibra de la celulosa (Tomas, 2010; Marques,
2010).

2.1.3.2. Hemicelulosa.

La hemicelulosa es un heteropolisacarido ya que su estructura estd compuesta por
pentosas como: D-xilosa, D-arabinosa y hexosas tales como: D-glucosa, D-manosa,
D-galactosa, asi como también de acido D-glucurénico y acido 4-Ometil-D-glucurénico
(Li et al., 2010). Este heteropolisacarido sirve de conexion entre la lignina y las fibras

de celulosa, ademas de proporcionar rigidez a la planta.
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2.1.3.3. Lignina.

La lignina, es un polimero tridimensional aromatico, el cual esta formado por la
condensacion oxidativa de precursores fendlicos (unidades de fenilpropano
oxigenadas) como p-coumaril, coniferil y alcohol sinapilico unidas por enlaces carbono-

carbono o enlaces tipo éter (Mooney et al., 1998; Camparros, 2009; Ahuja, 2011).

La lignina provee de rigidez estructural al endurecer y sostener las fibras de
polisacaridos, asi mismo participa en el transporte interno de agua, nutrientes y
metabolitos. Las uniones lignina-hemicelulosa se realizan mediante intermediarios
cinamilicos tales como el acido ferulico, el acido diferulico y el acido p-cumarico, los
cuales se unen mediante diferentes intermediarios monomeéricos a la cadena principal
del xilano (Tomas, 2010).

2.2. Pretratamientos para la obtencién de azlcares fermentables.

Las tecnologias implicadas en la transformacion del material lignocelulésico son
necesarias para mejorar los rendimientos de azucares simples fermentables que se
liberan por hidrélisis enzimatica, por lo que un pretratamiento efectivo debe minimizar
la degradacién de carbohidratos, la produccion de inhibidores enzimaticos y productos
toxicos para la fermentacion de microorganismos (Taherzadeh y Karimi, 2008;
Krishnan et al., 2010).

Asi mismo estos deben de generar una modificacion macro y microscépica de la
estructura del material lignocelulésico, favorecer la explosion de las fibras de celulosa
para facilitar el acceso de las enzimas, esto es incrementando la porosidad del material
lignocelulésico, disminuir y remover la lignina (deslignificacion), y promover las
regiones amorfas de la celulosa (Sun y Cheng, 2002; Taherzadeh y Karimi, 2008;
Cardona et al., 2010)

2.2.1. Pretratamiento mecéanico.

La trituracion mecanica consiste en la molienda para reduccién del tamafio de particula
de malla inferior a 40, sin embargo, este pretratamiento solo, tiene un efecto minimo
en los rendimientos de hidrélisis para azucares estructurales (Chang y Hotzapple,
2000).



2.2.2. Pretratamiento quimico.
2.2.2.1. Hidrolisis acida.

La hidrdlisis acida es un proceso quimico que emplea catalizadores acidos para
transformar las cadenas de polisacaridos que forman la biomasa (hemicelulosa y
celulosa) en sus mondmeros elementales. Utilizando diferentes clases de &cidos:
sulfuroso, clorhidrico, sulfurico, fosforico, nitrico y férmico. Este método se agrupa en
dos tipos: acidos concentrados (10-30%), los cuales trabajan a bajas temperaturas
(30-90°C) y mayor tiempo de residencia y acidos diluidos (1-5%): utilizan temperaturas
altas (100-240°C) y el tiempo de reaccion de minutos (Galbe y Zacchi, 2002; Liu y
Wyman, 2003). Este ultimo método es el mas utilizado debido a su efectividad y bajo
costo, ya que los métodos basados en acidos concentrados son muy caros y causan
significativos problemas operacionales (Wyman, 1994; Carvalheiro et al., 2008; Chen
etal., 2011).

2.2.2.2. Hidrdlisis alcalina.

La hidrdlisis alcalina promueve la digestibilidad de la celulosa, debido a que los grupos
hidroxilo generan un hinchamiento en el material lignocelulésico, asi mismo debido a
la remocién de la lignina disminuye el grado de polimerizacion y cristalinidad de la
celulosa (Arni et al., 2007; Carvalheiro et al., 2008).

Este pretratamiento consiste en la adicion de un compuesto alcalino, y se pueden
dividir en dos grupos: los que utilizan hidréxido de sodio (NaOH), potasio (KOH), y
calcio (Ca (OH)z2) y los que utilizan hidréxido de amonio (NH4OH). Este método genera
reacciones tales como: sustitucion electrofilica, el desplazamiento de cadenas
laterales, rompimientos de vinculos de alquil, aril, éter o de nucleos arométicos (Hon 'y
Shiraishi, 2001).

2.2.2.3. Deslignificacion oxidativa.

Este proceso implica el tratamiento de la biomasa lignocelulésica mediante agentes
oxidantes como el peroxido de hidrogeno, el ozono y oxigeno (Nakamura et al., 2004).
Durante el pretratamiento oxidativo pueden tener lugar varias reacciones quimicas

tales como la sustitucion electrofilica, los desplazamientos de la cadena lateral y la



escision oxidativa de los enlaces de éter en el anillo aromético, lo que causa la
deslignificacion fraccionando la lignina en acidos, sin embargo, estos pueden actuar

como inhibidores, por lo que deben ser eliminados (Alvira et al., 2010).

El agente oxidante mas comunmente empleado es el peréxido de hidrogeno. Se ha
encontrado que la hidrélisis del peroxido de hidrogeno conduce a la formaciéon de
radicales hidroxilos (OH") los cuales son responsables de la degradacion de la lignina
y la produccion de productos de bajo peso molecular. La eliminacién de la lignina de
la lignocelulosa expone celulosa y hemicelulosa, lo que conduce a una mayor hidrélisis

enzimatica (Hammel et al., 2002).

Segun Saha y Cotta (2007) el pretratamiento con peroxido en condiciones alcalinas
(adicion de NaOH) aumento la produccion de azucares reductores con mas del 96%
de conversion celuldsica en comparacion con la ausencia de élcali, asi mismo Cao et
al. (2012) realizaron el pretratamiento de bagazo de sorgo dulce a través de diferentes
procesos de pretratamiento y encontraron el mayor rendimiento con NaOH diluido

seguido de pretratamiento con H20:2.

Esto ocurre ya que la descomposicion del H202 en condiciones alcalinas es rapida y
como consecuencia genera radicales mas reactivos (OH") y aniones superoxidos (Oz

) los cuales degradan la lignina de la biomasa lignocelulésica.
2.2.3. Pretratamientos bioldgicos.
2.2.3.1. Hidrdlisis enzimatica.

Esta reaccion es catalizada por las enzimas denominadas celulasas, cuyo proposito
es la degradacién de celulosa, este complejo enzimatico (Figura 2.5) esta compuesto
principalmente de: endo-(1,4)-B-D-glucanasa, exo-(1,4)-B-D-glucanasa y -
glucosidasa (Percival et al., 2006; Kuhad et al., 1997; Deswal et al.,, 2011). Las
endoglucanasas atacan aleatoriamente el enlace interno O-glicosidico, produciendo
cadenas de glucosa de diferentes tamafos. Las exoglucanasas actuan en los
extremos de la cadena de celulosa y genera como producto final la B-celobiosa. La B-
glucosidasa actua especificamente en el disacarido B-celobiosa generando el

monosacarido de glucosa (Bayer et al., 1994; Singh, 1999).
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Endo-pB -(1,4)-glucanasa

Exo-B -(1,4)-glucanasa

i

B-glucosidasa

FIGURA 2.5. Sitios de accion del complejo enzimético en la celulosa
(Saini et al., 2015).

Asi mismo el uso de xilanasas (Figura 2.6) como pretratamiento para la degradacion
de hemicelulosa en sus mondmeros utilizando un sistema complejo de enzimas, las
cuales atacan la cadena principal, lo que origina el desprendimiento de grupos
laterales unidos a los residuos de xilosa (endo-B-1,4-xilanasas, B-1,4-xilosidasas y

exo-xilanasas) (Loera-Corral, 2002).

Xilanasa S

—, ROH o<
o 0
OH
|
o O

FIGURA 2.6. Sitios de accion del complejo enzimético en la hemicelulosa
(Coughlan y Hazlewood, 1993).
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Las endo-B-1,4-xilanasas (E.C. 3.2.1.8.) rompen los enlaces glicosidicos internos del
esqueleto del heteroxilano, este atague depende de la cantidad y tipo de sustituyentes
en la cadena principal (Coughlan, 1992). Las enzimas [-xilosidasas o 1,4-
xilosidoxilohidrolasas (E.C. 3.2.1.37) pueden ser mono, di o tretraméricas, son
expresadas por hongos o bacterias, las cuales son capaces de romper enlaces [3-
xilésidos artificiales, asi como oligdbmeros puros de xilosa con enlaces [B-1,4,

incluyendo xilobiosa, generando dos moléculas libres de xilosa (Coughlan et al., 1993).
2.2.3.2. Celulasas comerciales

La conversion biotecnoldgica de biomasa celuldsica es un enfoque potencialmente
sostenible para desarrollar nuevos bioprocesos y productos, en donde las celulasas
microbianas se han convertido en los biocatalizadores principales debido a su
naturaleza compleja y sus diversas aplicaciones industriales. Las celulasas son
enzimas inducibles sintetizadas por una gran diversidad de microorganismos que
incluyen hongos y bacterias durante su crecimiento en materiales celulésicos (Tabla
2.2). Estos microorganismos pueden ser aerdbicos, anaerobicos, mesofilos o
termdfilos, entre los cuales destacan los géneros de Clostridium, Cellulomonas,
Thermomonospora, Trichoderma y Aspergillus, ya que son los microorganismos

productores de celulasas mas estudiados
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TABLA 2.2. Microorganismos y propiedades bioguimicas en la produccion de

celulasas.

B-glucosidasas

Apergillus niger

Ceriporiopsis
subvermispora

Fomitopsis pinicola
Melanocarpus sp.

Penicillium
purpurogenum

Celulasas
Trichoderma reesei
Aspergillus nidulans

Geotrichum sp.

Fusarium
oxysporum

105-330

NR

105

92

110

48

83

80

42.7

Fuente: Rashid y Siddiqui (1998)
NR: no reportado
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2.2.3.2.1. Aplicacion industrial.

Las celulasas microbianas encuentran aplicaciones en varias industrias como se

muestra en la Tabla 2.3.

TABLA 2.3. Aplicaciones de las celulasas en la industria.

Agricultura

Bioconversiéon

Detergentes

Fermentaciones

Alimenticia

Papel

Textil

Otros

Mejoramiento de la calidad del suelo y menor dependencia de
los fertilizantes minerales.

Conversion de materiales celuldsicos en etanol, disolventes,
acidos organicos, proteinas de células individuales y lipidos.

Eliminacion de protuberancias asperas en tejidos de algodon.

Mayor calidad en el malteado, macerado y aroma de vinos.
Mejoramiento del rendimiento en la fermentacién primaria y
calidad de la cerveza.

Mayor rendimiento en la extraccion de almidén y proteina,
maceracion, prensado y extraccion del color de frutas y
verduras.

Coaditivo en el blanqueamiento de la pasta, pulpa
biomecanica, destintado enzimatico, menor requerimiento de
energia y cloro en el proceso.

Mayor estabilidad de los tejidos celuldsicos y la eliminacion del
exceso de colorante de las telas

Mejoramiento de la calidad y extraccion de carotenoides y
aceite de oliva.

Menor riesgo de desechos de biomasa y residuos toxicos.

Fuente: Ramesh et al. (2011)
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2.2.3.3. Enzimas de ultima generacién.

La conversion de biomasa lignocelulésica en etanol implica la fraccion y liberacion de
azucares. Estos materiales se componen de tres fracciones principales: celulosa,
hemicelulosa y lignina. La celulosa y la hemicelulosa contienen azucares en forma
polimérica que pueden convertirse por enzimas en mondmeros para su fermentacion
y produccion de etanol. Por lo que en la actualidad el estudio para la generacion de
enzimas altamente especificas sobre sustratos lignocelulésicos y con mayores

rendimientos en cuanto a la conversién de azlcares fermentables ha incrementado.

Entre las enzimas de Ultima generacion destacan las enzimas Cellic CTec3 y Cellic
HTec3 catalizadores producidos por la empresa Novozymes las cuales poseen mayor

rendimiento que otras enzimas comerciales.

Cellic Ctec3
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FIGURA 2.7. Eficiencia de conversion de Cellic CTec3 (Novozymes, 2012).

En la Figura 2.7 se muestra la eficiencia de conversion de Cellic CTec3 la cual aumenta
1.5 veces en comparacion con sus antecesoras. Dentro de la familia Cellic, Cellic
CTec3 ha demostrado su eficacia en una amplia variedad de tipos de materia prima

pretratados, incluidos rastrojo de maiz, mazorca de maiz, fibra de maiz, paja de trigo,
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bagazo de cafia de azucar, pulpa de madera y desechos soélidos municipales

(Novozymes, 2012).
2.2.3.3.1. Cellic CTec3.

Cellic CTec3 (E.C. 3.2.1.4.) es un complejo enzimatico con una actividad celulasa y un
alto nivel de B-glucosidasas-xilanasa para degradacién de celulosa a glucosa
principalmente. Su presentacion comercial consiste en una preparacion liquida estable

a rangos de pH entre 4-9 con una densidad de 1.2 g/mL.

Sin embargo, el rendimiento O6ptimo del complejo se produce en un rango de
temperatura de 50-55°C (Figura 2.8) y en un pH de 4.75-5.25 (Figura 2.9), ademas
este contiene una actividad enzimatica de 1.700 BHU/g-producto (Unidades de

Hidrdlisis de Biomasa).

0% |

Desempefio relativo

20% ! l | | | i
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

Temperatura (°C)

FIGURA 2.8. Rendimiento relativo del producto de Cellic CTec3 con respecto a
la temperatura de reaccién para el rastrojo de maiz, durante 3-5 dias y pH 5
(Novozymes, 2012).

16



Desempefio relativo
‘:'3‘

pH

FIGURA 2.9. Rendimiento relativo del producto de Cellic CTec3 con respecto al
pH de reaccion para el rastrojo de maiz, durante 3-5 dias y temperatura 52.5°C
(Novozymes, 2012).

Se ha estudiado que este complejo enzimatico realiza un trabajo cinco veces mejor
gue el producto antecesor Cellic CTec2, ya que se estima que se requiere
aproximadamente 50 Kg de Cellic CTec3 para convertir una tonelada de biomasa a
azucares fermentables para la produccién de etanol, en comparacion con su antecesor
gue se requiere 250 Kg de enzima para la conversién de la misma cantidad de biomasa
(Novozymes, 2012).

2.2.3.3.2 Cellic HTec3.

Cellic HTec3 (E.C. 3.2.1.37) es un complejo enzimatico con actividad declarada de
xilanasa (endo-1,4), el cual consiste en una preparacion liquida de xilanasa, estable

en rangos de pH entre 4-9 con una densidad de 1.2 g/mL.

Cellic HTec3 ha demostrado mayor eficiencia de conversién de hemicelulosa a xilosa
principalmente en comparacion con su antecesor Cellic HTec2 como se muestra en la
Figura 2.10.
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FIGURA 2.10. Respuesta a la dosis de Cellic HTec3 en comparacion con Cellic
HTec2 para la produccion de xilosa a partir de mazorca de maiz (Novozymes,
2012).

El rendimiento 6ptimo de Cellic HTec3 segun la ficha técnica se produce a un rango
de temperatura de 40-45°C y a pH 4.8-5.2, sin embargo, las condiciones 6ptimas
pueden variar con los sustratos de pretratamiento especificos y las condiciones del

proceso.
2.3. Bioetanol.

El bioetanol (CH3CH20H) es producido debido a la fermentacién de azuUcares y
almidones presentes en diversas materias organicas. Bajo condiciones ordinarias, el
bioetanol es volatil, inflamable y se encuentra en estado liquido, incoloro, miscible en

agua y en solventes no polares.

En la actualidad el bioetanol ha tomado un interés potencial como biocombustible

debido a diversas ventajas tales como:

e No incrementa los niveles de CO:z en la atmdsfera, por lo cual reduce el efecto

invernadero y contaminacion ambiental.

e Proporciona una fuente de energia reciclable y por lo tanto inagotable.

18



e Reactivan la economia rural, debido a la generacién de empleo al favorecer la

puesta en marcha de un nuevo sector en el ambito agricola.

e Disminucién de los excedentes agricolas que se generan en grandes

cantidades sin uso alguno.

e Competitividad al no depender de las energias tradicionales extranjeras

(Nunez-Garcia y Garcia-Trifianes, s.f.).
2.3.1. Bioetanol de segunda generacion.

El bioetanol de segunda generacion (Figura 2.11) es aquel que se produce mediante
el pretratamiento (fisico, quimico y bioldgico) de residuos lignoceluldsicos en donde se
hidrolizan los polisacaridos estructurales generando azucares simples para su
fermentacion y produccién de materia prima potencial para diversos procesos tanto de
tipo agricola como industrial, siendo la produccion de alcohol carburante una de las

mas importantes (Sanchez-Riafio et al., 2010)

El proceso de obtencion de etanol de segunda generacion requiere de mas etapas
respecto al de primera generacion debido a la estructura compleja de la biomasa, asi
mismo de este proceso se obtiene una variedad de productos tales como: metanol,
gas de sintesis (mezcla de monoxido de carbono e hidrogeno), biodiesel, 2.5-

dimetilfurano (DMF), entre otros.

Sin embargo, durante el proceso de segunda generacion la etapa de pretratamiento
es un parteaguas para la mayor produccion de azucares y asi potencializar la etapa
de fermentacién. Por lo tanto, se buscan pretratamientos viables tanto en proceso
como econdmicamente para la conversion de los residuos, asi mismo el uso de
microorganismos, hongos y/o bacterias con caracteristicas deseables a nivel industrial
(Sanchez-Riafio et al., 2010).
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FIGURA 2.11. Pretratamientos utilizados parala conversién de los polisacaridos
estructurales en azlUcares simples para la produccién de bioetanol.
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3. JUSTIFICACION.

El reciente incremento del uso del etanol como biocombustible u oxigenante en la
gasolina ha provocado el interés de la industria alcoholera en aumentar su produccion
considerando otras materias primas alternas. En México, con la nueva reforma
energética se ha implementado el uso del etanol como sustituto oxigenante de la

gasolina en un 5.8%, lo que involucra un incremento en la demanda nacional.

Debido a lo anterior el bioetanol de segunda generacion, producido a partir de residuos
lignoceluldsicos ha generado un reciente interés ya que ofrece ventajas tales como:
no compite con la materia prima para produccién de insumos de consumo humano,
hay disponibilidad en abundancia y es considerado un desecho sin valor agregado. Asi
mismo, México es considerado un pais cafiero y mezcalero por tradiciéon, por lo cual
su industria azucarera y alcoholera genera grandes cantidades de bagazo de cafia de
azucar y de Agave angustifolia, los cuales son materias primas con un alto contenido
lignoceluldsico que pueden ser utilizados para la produccién de etanol de segunda

generacion.

Sin embargo, la optimizacion de cada etapa del proceso de pretratamiento del bagazo
de cafia de azlcar y agave, son elementos importantes para una obtencion eficiente
de azucares fermentables para obtener un maximo rendimiento y productividad de
etanol. Asi mismo se ha encontrado que el uso de enzimas de Ultima generacion Cellic
CTec3 y Cellic HTec3 en bagazo de sorgo es 2.5 veces mayor que el obtenido por
otras enzimas comerciales en cuanto a la conversién de azucares fermentables,
ademas no se han encontrado trabajos en donde reporten el uso de estas enzimas en

bagazo de cafia de azUcar y Agave angustifolia.

Por ultimo, se ha observado que el proceso de fermentacion a partir del hidrolizado de

residuos lignoceluldésicos no ha mostrado tener eficiencias por arriba del 85% por lo
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cual, es necesario el estudio y establecimiento de condiciones adecuadas para mejorar

el proceso de etanol de segunda generacion.
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4. OBJETIVOS.

4.1. OBJETIVO GENERAL.

Determinar las mejores condiciones para la sacarificacion del bagazo de cafia de
azucar y Agave angustifolia utilizando la enzima Cellic CTec3 para la produccién de

azUcares fermentables.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Caracterizar la composicion lignocelulosa del material (bagazo de cafa de
azucar y Agave angustifolia)

o Establecer las mejores condiciones de hidrdlisis acida en el bagazo de cafa de

azucar y Agave angustifolia.

e Establecer las mejores condiciones de hidrdlisis alcalina en el bagazo de cafia

de azlcar y Agave angustifolia en bagazo pretratado.

e Establecer las mejores condiciones de hidrdlisis alcalina en el bagazo de cafa

de azucar y Agave angustifolia en bagazo crudo.

e Sacarificar el bagazo de cafia de azucar y Agave angustifolia pretratado con la
enzima de ultima generacion Cellic CTec3, para la produccion de glucosa y

xilosa.
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5. MATERIALES Y METODOS.

Un factor importante en el proceso de produccién de azlcares fermentables a partir de
residuos agroindustriales es el establecimiento de las mejores condiciones en cada

una de las etapas de los pretratamientos.

Por lo anterior dos procesos utilizando diferentes etapas de pretratamientos fueron
evaluados, para obtener un rendimiento por arriba del 85% de conversion del material

pretratado a glucosa y xilosa.

Como se muestra en la Figura 5.1, el proceso No. 1 inicié con una pretratamiento acido,
el cual degrada el polimero de hemicelulosa a mondémeros (xilosa y glucosa
principalmente), teniendo como variable de respuesta la concentracion de xilosa (g/L)
presente en el sobrenadante liquido, posteriormente después de haber evaluado el
disefio Box Behnken y establecido las mejores condiciones de esta etapa, utilizando
bagazo pretratado con las condiciones &cidas determinadas pasa a una
deslignificacion utilizando H202, en donde las variables se evaluaron mediante un
disefio Box Behnken y una vez que se obtuvo el mejor pretratamiento deslignificador
pasO a una ultima etapa, la cual consisti6 en degradar la fraccion de celulosa que
gueda después de los dos pretratamientos utilizando la enzima de Gltima generacion
(Cellic CTec3), aplicando las condiciones establecidas por Guarneros-Flores (2017)

para la mayor produccién de glucosa.

Se ha reportado que durante el pretratamiento acido se generan productos inhibidores
tales como: el acido acético, hidroximetilfurfural y furfural, los cuales disminuyen el
rendimiento durante la fermentacion. Por tal motivo se optd por evaluar la aplicacién
de dos etapas de pretratamiento, por lo que en el proceso No.2 se eliminé la etapa de
hidrolisis acida, iniciando con la optimizacién de la hidrdlisis alcalina utilizando H202y
un disefio Box Behnken, una vez obtenidas las mejores condiciones de esta fase se
prosiguio a la sacarificacion de la biomasa utilizando una celulasa (Cellic CTec3) para

la conversion de glucanos a glucosa principalmente.

24



: Cellic CTec3 :

o - - -
Proceso No. 1 ‘
e, L . Hidrdlisis
Bagazo crudo Hidrdlisis acida Hidrélisis alcalina enziméatica
i o
| H2SO. | 1 HO2 | Azlcares

fermentables

Proceso No. 2

Bagazo crudo Hidrélisis alcalina Hidrdlisis enzimatica

I H0, | Azlcares
L 1

fermentables

FIGURA 5.1. Metodologia general para los dos procesos de produccion de
azucares fermentables evaluados.
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5.1. Obtencion del bagazo de cafia de azGcar y Agave angustifolia.

El bagazo de cafia de azucar (BC) fue donado del pueblo Rodriguez Tejeda, localizado
en el municipio de Tierra Blanca. El residuo lignocelulésico fue secado a temperatura
ambiente (35°C) durante 2 dias para evitar la proliferacion de microorganismos que
consuman los azlcares presentes en el bagazo, hasta disminuir su humedad <15%.
Seguido de esto fue molido en una picadora, guardado en bolsas de plastico y

almacenado a una temperatura de 25°C hasta su uso.

El bagazo de Agave angustifolia (BAA) fue donado de una mezcaleria localizada en
Sola de Vega, la cual se localiza en la parte sur occidental del Estado de Oaxaca a 98

kilometros de la capital.

El BAA fue secado durante dos dias a una temperatura de 50°C, hasta disminuir su
humedad <15%. Posteriormente se molié en una picadora, se guardd en bolsas de
plastico y se almacend a una temperatura de 25°C hasta su utilizacion.

5.2. Caracterizacion del bagazo de cafia de azucar y Agave angustifolia.

La caracterizacion del bagazo de cafia de azucar y Agave angustifolia consistié en
determinar: humedad, cenizas y contenido de glucanos, xilanos y lignina. Mediante las
normas AOCS (Sociedad Americana de Quimicos del Petrdleo) y el método

tecnoldgico NREL (Laboratorio Nacional de Energia Renovable) (Tabla 5.1).
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Tabla 5.1. Pardmetros para la caracterizacion del BC y BAA.

Humedad AOCD Ab 2-49
Cenizas AOCS Ba 52-49
Glucanos, xilanos y NREL
lignina

5.3. Evaluacion de factores para el disefio de experimentos del pretratamiento

acido del proceso No.1.

Durante el pretratamiento de hidrdlisis acida se pretende la mayor degradacién de la
hemicelulosa presente en la materia prima en xilosa y pequefias cantidades de
glucosa. Ya que estos monosacaridos son utilizados para la generacion de productos

de alto valor agregado, como el etanol, xilitol, entre otros.

De acuerdo a estudios previos (Aguilar et al., 2002; Herndndez-Salas et al., 2009;
Sausedo-Luna et al., 2011; Nochebuena, 2012; Castafién-Rodriguez, 2014; Guilherme
et al., 2015; Kaur et al., 2015) se opto6 por analizar la influencia de tres factores con el
fin de encontrar las mejores condiciones para cuantificar la conversion de hemicelulosa
a xilosa. Por lo anterior se plante6 un disefio de experimentos Box-Behnken de tres
variables y dos niveles respectivamente, resultando en un nimero total de corridas
experimentales de 15 (Tabla 5.2). Teniendo como variable de respuesta la

concentracion de xilosa (g/L) presente en la fase liquida.
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TABLA 5.2. Disefio de experimentos para el pretratamiento acido en BC.

Minimo 2 5:1 25
Central 3 10:1 35
Maximo 4 15:1 45

RLS: relacion liquido-sdlido

5.3.1. Optimizacion de la hidroélisis acida en el BC.

Para llevar a cabo la optimizacién acida (Figura 5.2) se utilizaron muestras de 20 g de
BC crudo. Posteriormente de acuerdo al disefio experimental se le adicion6é una
relacion liquido sélido (RLS) de 5:1, 10:1 y 15:1 (mL:g) de una solucién con una
concentracion de 2, 3 'y 4% (v/v) de H2SO4 y se aplicd una temperatura de 121°C
utilizando una autoclave marca AESA, modelo CV-250, a diferentes tiempos de
reaccion, 25, 35y 45 min (Tabla 5.2).
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Figura 5.2. BC después de ser sometido a una hidrélisis acida.

Una vez que finaliz6 el proceso térmico, las muestras son sacadas de la autoclave y
puestas a enfriar a temperatura ambiente (25°C), a continuacion, se prenso cada
muestra por separado, el liquido residual el cual contiene la xilosa y otros
monosacaridos producto del pretratamiento &cido fueron guardados y rotulados en

microtubos y posteriormente almacenados a una temperatura de -4°C.

Para el analisis de xilosa y glucosa (g/L), cada muestra fue centrifugada en una
centrifuga marca Eppendorf modelo 5424 a 10 000 rpm durante 10 min, se tomd 1 mL
de sobrenadante al cual se le adicionaron 125 pL de 6xido de bario 0.3 My 125 uL de
sulfato de zinc al 5% (p/v), se dej6 reposar unos minutos para después ser centrifugado

durante 10 min mas a 10 000 rpm.

Por ultimo, las muestras liquidas fueron filtradas en filtros de 0.2 um y analizadas en
HPLC marca Waters modelo 2414, el cual posee una columna Shodex SH1011 que
utiliza como fase mévil H2SO4 con una concentracién de 5 mM a un flujo de 0.6 mL/min

a 55°C y detector indice de refraccion a 50°C.
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5.3.2. Optimizacién de la hidrélisis acida en el BAA.

Para obtener las muestras correspondientes a esta etapa de pretratamiento se
utilizaron 5 g de BAA crudo. Posteriormente de acuerdo al disefio de experimentos se
le adicion6 una relacién liquido sdlido (RLS) de 4:1, 6:1 y 8:1 (mL:g) de una solucion
con una concentracion de 2, 3y 4% (v/v) de H2SOs y se aplicé una temperatura de
121°C utilizando una autoclave marca AESA, modelo CV-250, a diferentes tiempos de
reaccion: 25, 35 y 45 min (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Disefio de experimentos para el pretratamiento acido en BAA.

Minimo 2 4:1 25
Central 3 6:1 35
Maximo 4 8:1 45

RLS: relacion liquido-sdlido

Posteriormente cada muestra fue prensada para el analisis del licor rico en xilosa por

HPLC y pretratadas como se describe en la seccion 5.3.1.

5.4. Evaluacién de factores para el disefio de experimentos del pretratamiento
alcalino en el proceso No.1.

Durante el pretratamiento de hidrdlisis alcalina se pretende el mayor desprendimiento
de lignina presente en la estructura del bagazo, ya que esto incrementa la accesibilidad
de las enzimas a la superficie de la celulosa lo que genera una mayor eficiencia durante

la hidrélisis enzimatica.
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De acuerdo a la literatura revisada (Guilherme et al.,, 2015; Kaur et al., 2015;
Hernandez-Salas et al., 2009; Pietrobon et al.,, 2011) se plantedé un disefio de
experimentos Box-Behnken considerando tres variables y dos niveles para cada una:
concentracion de H202 (2 y 6%), RLS (5:1 y 15:1), tiempo de reaccién (25 y 45 h) con

un namero total de corridas experimentales de 15.
5.4.1. Optimizacién de la hidrélisis alcalina en el BC pretratado con acido.

Se pesaron 10 g de BC pretratado con las mejores condiciones de hidrdlisis acida de
la seccion 5.3.1. A continuacion, a cada muestra se le se le adicion6 una RLS de 5:1,
10:1 y 15:1 mL de solucion de H20: por 1 g de bagazo, con una concentracion de 2, 4
y 6% (v/v) de H20: a diferentes tiempos de reaccion: 25, 35 y 45 h a temperatura

ambiente de acuerdo al disefio de experimentos (Figura 5.3).

Al final de cada periodo de tiempo de reaccion el bagazo residual fue filtrado y lavado
con agua destilada para después ser secado a 50°C durante 48 h para reducir la

humedad (< 15%) del material.

FIGURA 5.3. Pretratamiento alcalino utilizando BC pretratado para la remocion
de lignina.

Para la cuantificacion de lignina residual en cada experimento se utiliz la metodologia
NREL para residuos lignocelulésicos (Figura 5.4), utilizando el bagazo residual
después de cada pretratamiento segun el disefio de experimentos, el cual fue molido
a un tamafio de particula de 0.6 mm, después fue sometido a una hidrolisis acida para

fraccionar la hemicelulosa, celulosa y lignina del material.
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FIGURA 5.4. Etapas de la metodologia NREL: a) BC molido; b) Hidrélisis con
acido concentrado; c¢) Hidrolisis con acido diluido; c) Residuo de lignina de
Klason para cuantificar.

Esto se llevo a cabo utilizando 0.3 g de muestra y adicionando 3 mL de acido sulfarico
al 72% (p/p), posteriormente se dejo 1 h a 30°C en un bafio de agua. Al finalizar este
periodo se diluyé el &cido hasta un 4% (p/p) para romper las cadenas de oligdmeros a
mondmeros y disacaridos, llevando cada muestra a un volumen final con agua
desionizada de 86.73 mL, posteriormente esta muestra se llevé a la autoclave a 121°C
(1.02 atm) durante 1 h. Una vez terminado este periodo la muestra fue enfriada y

filtrada en crisoles Gooch de peso conocido.

Para la cuantificacién de la lignina insoluble en acido o lignina de Klason (CLK) se
ocupd el residuo remanente del filtrado el cual fue secado en un horno (Modelo 3606,
marca Thermo SCIENTIFIC) a 105°C durante 24 h hasta alcanzar un peso constante,

para posteriormente ser pesada y aplicar la Ecuacion 5.1.

CLK = PRMS-PRS

= PMH~(1_H) * (100 — CE) (Ec.5.1)

32



Donde:

PRMS: Peso en gramos del crisol con la muestra seca
PRS: Peso en gramos del crisol seco

PMH: Peso en gramos del material lignocelulésico huamedo inicial que se

sometio a la hidrélisis acida cuantitativa

H: Es la humedad del material lignocelulésico en g de agua/g de material

lignocelulésico humedo

CE: Es el contenido de extractivos

La Ecuacion 5.1 esta calculada en g de lignina de Klason/100 g de material

lignoceluldsico en base seca. Para la cuantificacion de la lignina soluble en acido (LSA)

se utilizé la Ecuacién 5.2.

Abs+V filtrado*D
LSA =

(Ec. 5.2)
exPMS=*LO

Donde:

Abs: Absorbancia obtenida a 240 nm

V filtrado: Volumen del hidrolizado= 0.08673 L

. Es la absorbancia a 240 nm (L/g cm) = 25

D: la relacion de la dilucion

LO: Longitud de onda de la celda UV-Visencm =1

Para la cuantificacién de humedad se pes6 0.5 g de muestra de cada experimento en

crisoles de peso conocido, posteriormente se introdujeron en un horno (Modelo 3606,

marca Thermo SCIENTIFIC) a 105°C durante 24 h. Después se aplico la Ecuacion 5.3,

33



la cual esta calculada en gramos de agua por cada gramo de material lignocelulésico

humedo.

PRMH-PRMS
H= ———— (Ec. 5.3)
PRMH-PRS

Donde:
e PRMH: Es el peso en gramos del recipiente seco con la muestra himeda inicial
e PRS: es el peso en gramos del recipiente seco
e PRMS: es el peso en gramos del recipiente con la muestra seca

5.4.2. Optimizacién de la hidrélisis alcalina en el BAA pretratado con acido.

Los experimentos se llevaron a cabo utilizando muestras de 5 g de BAA pretratado con
las mejores condiciones de hidrolisis 4cida de la seccién 5.3.2. A continuacion, a cada
muestra se le adicion6 una RLS de 5:1, 10:1 y 15:1 mL de solucion de H202 por 1 g de
bagazo, de una solucién con una concentracion de 2, 4 y 6% (v/v) de H20: a diferentes
tiempos de reaccion: 25, 35 y 45 h a temperatura ambiente de acuerdo al disefio de

experimentos.

Cada muestra de bagazo residual fue filtrado y lavado con agua destilada hasta
neutralizar su pH, después cada una fue secada a 50°C durante 48 h para reducir la
humedad (< 15%) del material (Figura 5.5).
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FIGURA 5.5. Experimentos del pretratamiento alcalino en BAA.

Una vez que cada muestra fue secada, prosiguié a ser molida para la cuantificacion
de lignina residual siguiendo la metodologia NREL para residuos lignocelulésicos

descrita en la seccién 5.4.1.

5.5. Hidrolisis enzimatica del bagazo pretratado utilizando la enzima Cellic CTec3
de ultima generacion en el proceso No 1.

Debido a que después de los pretratamientos acido y alcalino el bagazo residual esta
compuesto principalmente de celulosa se utilizan enzimas celuloliticas con alta
especificidad por el sustrato, las cuales rompen el enlace glucosidico de la celulosa
para generar como producto glucosa, este proceso se lleva a cabo con un pH 4.5-5y
una temperatura entre 45-50°C. Entre las enzimas de Ultima generacion se encuentra
la Cellic CTec3 la cual ha mostrado 2.5 veces mayor eficiencia que las enzimas
comerciales, para la hidrdlisis en residuos lignoceluldsicos (Partida et al., 2017).

Por lo anterior tomando las condiciones (Tabla 5.4) establecidas por Guarneros-Flores
(2017), quien utilizando como materia prima bagazo de sorgo dulce pretratado y bajo
un disefio Box Behnkeny la enzima Cellic CTec3 obtuvo las condiciones éptimas para
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la mayor conversion de celulosa a glucosa. Obteniendo una concentracién de glucosa
alas 51 h de 125.20 g/L.

TABLA 5.4. Condiciones Optimas establecidas parala produccién de glucosa en
bagazo de sorgo dulce pretratado.

Concentracion de enzima 5 (% p/p)
Tiempo 51h
RLS 5:1 (mL:g)
250 rpm

50°C

Fuente: Guarneros-Flores (2017)

5.5.1. Hidrdlisis enzimética en el BC pretratado utilizando la enzima Cellic CTec3

de ultima generacion.

Una vez que se generd la celulosa (bagazo pretratado) procedente de los
pretratamientos acido y alcalino en el BC (Figura 5.6), se llevo a cabo una cinética
enzimatica utilizando la enzima de ultima generacién Cellic CTec3 ocupando las

condiciones éptimas reportadas por Guarneros-Flores (2017).

Se prepararon muestras utilizando 2.5 g de bagazo pretratado a las cuales se les
adicion6 12.5 mL de buffer de CH3COONa 0.05 M, ajustando el pH a 5 mediante
CH3COOH glacial, todo esto se realizo en matraces de 50 mL, tomando muestra cada
6 h por duplicado utilizando pruebas destructivas durante 42 h.
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FIGURA 5.6. BC residual después del pretratamiento acido y alcalino.

Al terminar la hidrélisis enzimatica de cada muestra se desnaturalizé la enzima
introduciendo el matraz en un bafio de agua a 100°C durante 10 min, posteriormente
cada muestra fue filtrada para separar la fraccién liquida de la celulosa no degradada
gue es una mezcla de celulosa amorfa y cristalina para de esta manera cuantificar los

azlcares hidrolizados.

La fraccion liquida de cada muestra se le analizé el contenido de glucosa (g/L) en
HPLC marca Waters modelo 2414.

5.5.2. Hidrdlisis enzimatica del BAA pretratado utilizando la enzima Cellic CTec3

de dltima generacion.

Se llevé a cabo una cinética enzimatica utilizando bagazo pretratado procedente de
los pretratamientos acido y alcalino (Figura 5.7), utilizando la enzima de Ultima
generacion Cellic CTec3 ocupando las condiciones Optimas reportadas por Guarneros-
Flores (2017).

Se utilizaron muestras de 2.5 g de bagazo pretratado a las cuales se les adicion6 12.5
mL de buffer de CH3COONa 0.05 M, ajustando el pH a 5 mediante CH3COOH glacial,
todo esto se llevé a cabo en pruebas de destruccion utilizando matraces con un

volumen de 50 mL, tomando muestra cada 12 h por duplicado durante 48 h.
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Cada punto muestreado fue pretratado como se describe en la seccién 5.5.1 para

cuantificar los azucares hidrolizados durante el pretratamiento enzimatico.

FIGURA 5.7. BAA residual después del pretratamiento 4cido y alcalino.

5.6. Evaluacién de factores para el disefio de experimentos del pretratamiento

alcalino del proceso No. 2

Esta etapa se llevo acabo con BC y BAA crudo utilizando las mismas condiciones que
en la seccion 5.4 para el disefio experimental alcalino utilizando un disefio de
experimentos Box-Behnken. Con la finalidad de deslignificar (Figura 5.8) y exponer los
polisacaridos al ataque enzimatico, ya que este es un paso importante para un mayor

rendimiento durante la hidrélisis enziméatica.

Durante esta etapa se obtuvo un modelo de regresion a través del andlisis del disefio
de superficie de respuesta empleando el software NCSS para predecir la respuesta
gue se aproxime a la éptima del proceso minimizando el porcentaje de lignina en el
bagazo residual del pretratamiento.
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FIGURA 5.8. Bagazo residual después del pretratamiento alcalino: a) BC;
b) BAA.

5.7. Hidrdlisis enzimatica del bagazo pretratado utilizando las enzimas Cellic

CTec3y Cellic HTec3 de ultima generacion en el proceso No. 2.

Debido a que la composicion predominante del bagazo pretratado es de celulosa y
hemicelulosa, el uso de enzimas altamente especificas es necesario para la mayor
conversion de los polimeros a azUcares fermentables. Por lo anterior se realiz6 una
hidrélisis enzimatica utilizando Cellic CTec3 para la degradaciéon de los polisacaridos,
debido a que en su composicion enzimatica posee celulasa y en menor cantidad

xilanasa.
5.7.1. Hidrdlisis enzimatica del BC pretratado utilizando Cellic CTec3.

La cinética enzimatica se realizo utilizando las mejores condiciones propuestas por
Guarneros-Flores (2017) en el bagazo pretratado con peréxido utilizando Unicamente
la enzima Cellic CTec3, durante esta etapa se evalud la sacarificacion del residuo
lignocelulésico a xilosa y glucosa (g/L) principalmente. Esto se llevo a cabo utilizando
pruebas destructivas tomando muestra cada 6 horas durante 42 horas, ocupando 2.5

g de bagazo de cafia hidrolizado Unicamente con un pretratamiento alcalino, utilizando

39



una solucién amortiguadora de acetato de sodio 0.05 M a una temperatura de 50°C,

una RLS de 5:1 (mL:g) y una concentracion de enzima del 5% (p/p).

Por ultimo, cada muestra fue filtrada y el liquido residual fue analizado para cuantificar

la concentracion de azucares fermentables por HPLC.

5.7.2. Hidrélisis enzimatica del BC pretratado utilizando las enzimas Cellic CTec3
y Cellic HTec3.

Se evaluo el uso de dos enzimas Cellic CTec3 y Cellic HTec3 para la mayor produccion

de azucares fermentables y reduccién de tiempo durante el pretratamiento enzimatico.

Utilizando una carga enzimética de 5% y 3% (p/p) de Cellic CTec3 y Cellic HTec3
respectivamente y 2.5 g de bagazo deslignificado, con una solucion de buffer de
acetato de sodio 0.05 M a una temperatura de 50°C, una RLS de 5:1 (mL: g) durante

54 h de reaccién, tomando muestra cada 6 h.

Posteriormente cada muestra fue filtrada y se analizd el liquido residual para la

cuantificacion de azucares totales por HPLC.
5.7.3. Hidrdlisis enzimatica del BAA pretratado utilizando Cellic CTec3.

Se utilizaron 3 g de bagazo pretratado al cual se le aplicaron las mejores condiciones
de hidrélisis enzimética obtenidas por Guarneros-Flores (2017), utilizando una
solucion amortiguadora de acetato de sodio 0.05 M. Tomando muestra por duplicado

cada 7 h durante 49 h utilizando pruebas destructivas.

Al termino de cada tiempo de reaccion cada muestra fue filtrada y posteriormente se
analizo el liquido residual para la cuantificacion de azucares fermentables por HPLC.
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6. RESULTADOS Y DISCUCION.

6.1. Caracterizacion del bagazo de cafia de azucar y Agave angustifolia.

La caracterizacion del BC y BAA se realizd de acuerdo a las normas AOCS (Sociedad
Americana de Quimicos del Petr6leo) para humedad y cenizas y el método NREL
(Laboratorio Nacional de Energia Renovable) para la determinacion de carbohidratos

estructurales y lignina en biomasa.

En la Tabla 6.1 se muestran los resultados obtenidos y el método utilizado para la

caracterizacion del bagazo de cafia de azucar.

TABLA 6.1. Valores de la caracterizacion lignoceluldsica obtenidos para BC.

Humedad AOCS Ab 2-49 6.74%
Cenizas AOCS Ba 52-49 2.08%
Xilanos NREL 24.25%
Glucanos NREL 33.40%
Lignina NREL 27.95%

El BC obtenido presenta una composicion respecto al contenido de glucanos y xilanos
parecida a lo reportado por Nochebuena (2012), Castafion-Rodriguez (2014) y
Guilherme et al. (2015). Sin embargo, la concentracion de lignina para esta muestra
ha reportado aproximadamente 10% mas de contenido de lignina que lo obtenido por
Nochebuena (2012), Castafion-Rodriguez (2014) y Guilherme et al. (2015), (12, 18.40
y 17.79% de lignina respectivamente), no obstante, se sabe que esta puede variar de

acuerdo al método utilizado para cuantificarla y la procedencia de la materia, asi mismo
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gue esta puede oscilar en un rango de 9-30% (Escamilla-Trevifio, 2012; Garcia-Moya

y Romero-Manzanares, 2011).

A continuacion, en la Tabla 6.2 se muestran los valores de la caracterizacion

lignocelul6sica encontrados utilizando el método NREL para el BAA.

Tabla 6.2. Valores de la caracterizacién lignoceluldsica obtenidos para BAA.

Componente Método Resultado
Humedad AOCS Ab 2-49 7.57%
Cenizas AOCS Ba 52-49 11.85%
Xilanos NREL 18.85%
Glucanos NREL 22.57%
Lignina NREL 25.85%

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en la literatura por Yang et al.
(2015), Vieira et al. (2002), Cedeno-Cruz y Alvares-Jacobs (1999) en cuanto a la
fraccion holocelulésica del bagazo, no obstante, en cuanto al contenido de lignina
estos reportaron un 15, 15.3 y 13.8% respectivamente utilizando bagazo de Agave
tequilana y lechugillla sin embargo Hidalgo-Reyes et al. (2015) utilizando bagazo de
Agave angustifolia reporta un contenido de lignina de 20.7% similar al reportado en el

presente trabajo.

La variabilidad lignoceluldsica presentada anteriormente se debe al tipo de especie de
agave, asi como el tipo de proceso utilizado durante la coccion y molienda de la pifia,
ya que el desecho lignoceluldsico puede arrastrar residuos de madera y hojas de la
pifia, por lo que durante la cuantificacion debido a la sensibilidad del método se

determina un mayor contenido de lignina (Escamilla-Trevifio, 2012).
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6.2. Evaluacién de factores para el disefio de experimentos del pretratamiento

acido del proceso No.1.

6.2.1. Optimizacion de la hidrolisis acida en el BC.
El pretratamiento acido (Figura 6.1) en el material lignocelulosico tiene como fin
hidrolizar la fraccion de hemicelulosa en monosacaridos como xilosa y glucosa

principalmente.

FIGURA 6.1. Bagazo residual después de la hidrélisis acida utilizando BC.

Por lo anterior, después de haber aplicado las condiciones del disefio Box Behnken
para cada experimento utilizando como materia prima BC como lo indica la seccién
5.3.1y utilizando el software estadistico NCSS se llevo a cabo un analisis de regresion,
utilizando el método de superficie de respuesta con el fin de determinar el polinomio
gue representa el comportamiento del proceso de hidrélisis acida y asi obtener las
condiciones Optimas para la mayor conversion de hemicelulosa del BC a xilosa (g/L)

principalmente.

Los resultados obtenidos que reportaron la mayor remocién de hemicelulosa (xilosa
g/L) predichas por el programa NCSS y validadas experimentalmente en el BC se

muestran en la Tabla 6.3.
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TABLA 6.3. Condiciones de operacién 6ptimas para la hidrélisis acida en BC.

[H2S04] 3% (v/v)

RLS 6:1 (mL/g)
Tiempo 15 min
Temperatura 121°C.

Valor predicho 28.21 g/L de xilosa
Valor experimental 29.17 g/L de xilosa

En la Figura 6.2 se muestra el grafico de superficie de respuesta con las distintas

combinaciones de los efectos de las variables.
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FIGURA 6.2. Gréaficas de produccion de xilosa (g/L) en la hidrélisis acida del BC
por el efecto de: a) RLS vs concentracion de H.SOsy b) RLS vs Tiempo.

Se puede observar que los niveles en donde se produce mayor concentracion de xilosa
oscilan dentro de las condiciones 6ptimas reportadas (3% (v/v) de una solucién de
H2S04, RLS 6:1 (mL/g) y 15 min de reaccion), asi mismo estas fueron comprobadas
de manera experimental realizando una prueba por triplicado, obteniendo
concentraciones de: 31.47, 29.17 y 26.90 g¢g/L teniendo como promedio una
concentracion de 29.18 g/L de xilosa, con lo que se valida el modelo matematico
obtenido reportado en la Ecuacion 6.1, el cual presenta un ajuste (coeficiente de
determinacion, R?) de 0.999, muy cercano a 1 lo que indica una buena correlacién en

los datos y una reproductibilidad del proceso.
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Xilosa gy = 64.75 + 607.92 H2SO4- 6 RLS - 1.30 Tiempo - 11755 H2S04?+ 0.11 RLS?
+ 0.01 Tiempo?- 50.06 H2SO4 RLS + 7.29 H2SO4 Tiempo + 0.10 RLS Tiempo + 2.45
H2S04 RLS? + 0 H2SO4 Tiempo? - 0 RLS Tiempo (Ec. 6.1)

En la Tabla 6.4 se muestran las concentraciones de xilosa obtenidos en este trabajo
en comparacion con otros reportados, utilizando BC. En donde se muestra que se
alcanzan valores similares a los obtenidos por Castafién-Rodriguez (2014) y Guiherme
et al. (2015) en un periodo de tiempo mas corto de 15 min aumentando la
concentracion de &cido sulfarico de 2% a 3% v/v, asi como también se obtuvieron
mejores rendimientos que los reportados por Aguilar et al. (2002) disminuyendo la RLS
de 10:1 a 6:1 (mL: g). Por lo anterior se obtuvo como resultado una remocion del 72%
de xilanos en el bagazo crudo, asi mismo un pretratamiento acido con menor
requerimiento energético debido a que se requiere menor tiempo (15 min) de

aplicacién de energia durante el proceso térmico que los procesos reportados.

TABLA 6.4. Antecedentes de la etapa de hidrélisis acida en BC.

Condiciones

[H2SO4] RLS Tiempo Concentracion Referencia
de xilosa (g/L)
2% (viv)  5:1 (mL:g) 30 min 20.89 (Guiherme et al., 2015)
2% (p/p) 10:1 (mL:g) 24 min 21.60 (Aguilar et al., 2002)
2% (viv)  6:1 (mL:Q) 40 min 30.00 (Castanon-Rodriguez,
2014)
3% (v/iv) 6:1(mL:g) 15 min 29.17 Presente trabajo

6.2.2. Optimizacion de la hidrélisis &cida en BAA.

Para la obtencion de las mejores condiciones que generen la mayor remocién de xilosa
(g/L) de la hidrdlisis acida utilizando BAA (Figura 6.3) se aplico el disefio Box Behnken
de la seccion 5.3.2, posteriormente se empled el software estadistico NCSS para el

analisis de los datos obtenidos utilizando el método de superficie de respuesta.
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FIGURA 6.3. Bagazo residual después de la hidroélisis acida utilizando BAA.

Por medio de una regresion lineal se obtuvo el polinomio (Ecuacion. 6.2) que
representa el comportamiento del proceso, para ello se consideraron como variables
independientes la concentracion de acido sulfarico (% v/v), la relacion liquido-solido
(mL:g) y el tiempo en minutos y como variable de respuesta la maxima concentracion
de xilosa (g/L) generada durante el pretratamiento acido. EI modelo presentado en la
Ecuacién 6.2, presenta un ajuste del 97%, lo que garantiza la reproducibilidad del

proceso.

Xilosa gy =- 7.1 + 5.78 H2SO4- 5.28 RLS + 2.14 Tiempo - 0.54 H2S04? + 0.503 RLS?
- 0.02 Tiempo? - 0.40 H2SO4 RLS + 0.04 H2SO4 Tiempo- 0.05 RLS Tiempo (Ec. 6.2)

En la Tabla 6.5 se muestran las condiciones Optimas obtenidas del disefio de
experimentos con un valor predicho por el polinomio de 27.36 g/L de xilosa. Estas

condiciones fueron validadas de manera experimental por triplicado.
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TABLA 6.5. Condiciones 6ptimas obtenidas del pretratamiento acido en BAA.

[H2SO4] 4% (vIv)

RLS 4:1 (mL/g)

Tiempo 35 min
Temperatura 121°C.

Valor predicho 28.09 g/L de xilosa

Valor experimental  27.73 g/L de xilosa

Finalmente, en la Figura 6.4 se muestran las graficas de superficie de respuesta que
se generaron con el fin de determinar las regiones de trabajo que muestren el efecto
de la variacién de la respuesta (xilosa g/L) en funcién de los rangos graficados de las
variables independientes para la mayor remocion de xilanos en el bagazo de BAA

crudo.
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Figura 6.4. Graficas de produccién de xilosa (g/L) en la hidroélisis acida del BAA
del efecto de: a) RLS vs H2SO4y b) Tiempo vs H2SOa.

Utilizando las condiciones Optimas de este trabajo (Tabla 6.5) se obtuvo una remocién
de 87% de xilanos en el bagazo crudo mezcalero. En la Tabla 6.6 se muestran las
condiciones de operacion utilizadas en este trabajo en comparacién con otros trabajos
reportados, utilizando diferentes variedades de bagazo de agave. En donde se
muestra que aplicando una mayor concentracion de acido de 2 a 4% y una RLS menor

de 10 a 4 mL:g se removid una mayor concentracién de xilosa que lo reportado por
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Saucedo-Luna et al. (2011), asi como también que el uso de acido sulfdrico respecto
al acido clorhidrico produjo mejores rendimiento de xilosa (27.73 g/L) en 35 min, menor
alas 4 h reportadas por Hernandez-Salas et al. (2009) con una concentracion de 22.13

g/L de xilosa.

TABLA 6.6. Antecedentes de hidrélisis acida en BAA.

Condiciones
Acido RLS Tiempo Concentracion Referencia
de xilosa (g/L)
HCI 1.2% (v/v) 15:1 (mL:g) 4h 22.13 (Hernandez-Salas et
al., 2009)
H2S04 2% (p/p) 10:1 (mL:g) 15 min 25.80 (Saucedo-Luna et
al., 2011)
H2S044% (viv) 4:1(mL:g) 35 min 27.73 Presente trabajo

Por lo anterior las condiciones Optimas reportadas para esta etapa presentan ventajas
econdmicas respecto al uso de periodos mas cortos de energia térmica durante el
pretratamiento acido (35 min) y RLS menores de 15-4:1 mL:g para la produccion de
un licor con una concentracion de 27.73 g/L de xilosa, mayor a lo reportado por otros

trabajos.

6.3. Evaluacion de factores para el disefio de experimentos del pretratamiento

alcalino del proceso No 1.
6.3.1. Optimizacion de la hidrolisis alcalina en el BC pretratado con acido.

Uno de los obstaculos para una hidrolisis enziméatica eficiente es la presencia de lignina
en el material lignoceluldsico ya que esta recubre la celulosa presente evitando la
accion enzimatica, por lo que en esta etapa se aplicaron las condiciones del disefio
Box-Behnken descritas en la seccion 5.4.1 utilizando bagazo pretratado con las
mejores condiciones acidas (Tabla 6.3), con el objetivo de remover la mayor cantidad
de lignina posible. Esta etapa se evalu6 cuantificando el porcentaje de lignina presente

después de cada experimento, utilizando la metodologia de NREL para residuos
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lignocelulésicos, tomando el porcentaje de lignina remanente en el bagazo pretratado

como variable de respuesta.

Los resultados obtenidos de aplicar el disefio de experimentos para la optimizacion

alcalina son los que se muestran en la Tabla 6.7.

TABLA 6.7. Resultados obtenidos de lignina remanente para el BC pretratado.

1 2 5 35 27.87 1.97
2 2 15 35 25.64 9.81
3 6 5 35 20.77 26.94
4 6 15 35 5.79 79.63
5 2 10 25 26.60 6.44
6 2 10 45 27.50 3.27
7 6 10 25 12.90 54.63
8 6 10 45 10.56 62.86
9 4 5 25 26.53 6.68
10 4 5 45 25.86 9.04
11 4 15 25 15.17 46.64
12 4 15 45 8.47 70.21
13 4 10 35 14.69 48.33
14 4 10 35 13.65 51.99

15 4 10 35 13.78 51.53
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En la Tabla 6.7 se puede observar que los rangos de lignina remante en el BC van de
5.79-27.87%, demostrando que concentraciones bajas de peroxido no remueven
fracciones considerables de lignina (2-10%), sin embargo, el uso de soluciones de
H202 con concentraciones mayores (6% v/v) deslignifican hasta un 79.63% de este

polimero.

Posteriormente empleando el software estadistico NCSS, se realiz6 un analisis de
regresion, utilizando el método de superficie de respuesta, para determinar el valor
Optimo de los factores experimentales (Tabla 6.8) que generen el valor minimo de la

variable de respuesta (lignina remanente %).

TABLA 6.8. Condiciones optimas del pretratamiento alcalino en BC pretratado.

[H207] 9% (V/Vv)
RLS 19:1 (mL:Q)

Tiempo 44 h

Valor predicho 2.87% de lignina remanente

Valor experimental  2.76% de lignina remanente

Las condiciones predichas en la Tabla 6.8 fueron llevadas a cabo de manera
experimental por triplicado obteniendo como resultado 2.8, 2.78 y 2.72% de lignina
presente en el BC después del pretratamiento alcalino, dando como promedio 2.76%
de lignina residual, lo que generé un 90% de remocién de este polimero. En la

Ecuacion 6.3 se muestra el polinomio que describe el comportamiento de esta etapa.
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Lignina () = 129.5618 - 4.0612 H202 - 6.4855 RLS - 5.3161 Tiempo + 0.8362 H202? +
0.0446 RLS? + 0.0810 Tiempo? - 0.6884 H202 RLS - 0.04062 H202 Tiempo + 0.3734
RLS Tiempo + 0.0184 H202 RLS? + 1.1493x101° H>O2 Tiempo? - 0.0057 RLS Tiempo?

(Ec. 6.3)

Con los datos obtenidos se generaron las siguientes graficas de superficie de
respuesta ilustradas en la Figura 6.5. En donde se observa que, aumentado la
concentracion de peréxido, la RLS y el tiempo de reaccion genera un mayor

desprendimiento de la fraccién de lignina en el bagazo pretratado.
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FIGURA 6.5. Porcentaje de lignina residual después del pretratamiento alcalino
en BC del efecto de: a) RLS vs Tiempo; b) H2O> vs Tiempo; c) H2O2 vs RLS.
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6.3.2. Optimizacién de la hidrdlisis alcalina en el BAA pretratado con acido.

En esta etapa se aplicaron las condiciones del disefio Box Behnken descritas en la
seccion 5.4.2 utilizando bagazo pretratado con las mejores condiciones acidas (Tabla

6.5), con el objetivo de remover la mayor cantidad de fibra remanente.

En el disefio de experimentos se evalud el porcentaje de lignina residual presente en
cada experimento después del pretratamiento alcalino, utilizando la metodologia de
NREL para residuos lignocelulésicos, tomando el porcentaje de lignina remanente

como variable de respuesta.

Después de haber deslignificado el BAA prehidrolizado, se procedié a cuantificar el
contenido de fibra remante, los resultados de la composicion lignoceluldsica se

muestran en la Tabla 6.9.

TABLA 6.9. Resultados obtenidos de lignina remanente para BAA pretratado.

1 2 5 35 21.50 36.54
2 2 15 35 14.20 58.08
3 6 ) 35 12.98 61.68
4 6 15 35 11.95 64.72
5 2 10 25 15.96 17.92
6 2 10 45 13.48 60.21
7 6 10 25 11.71 65.43
8 6 10 45 10.82 68.06
9 4 5 25 14.83 56.22

Continua Tabla 6.9
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11 4 15 25 10.47 69.09
12 4 15 45 10.73 68.32
13 4 10 35 15.12 55.37
14 4 10 35 15.28 54.89
15 4 10 35 14.45 57.34

Los resultados obtenidos después del pretratamiento alcalino muestran un rango que
va desde 18-69% de lignina removida del bagazo pretratado, teniendo que al aumentar
la concentracion de peréxido 4-6% v/v produce una mayor remocion de este polimero,

eliminando asi, hasta un 69% de lignina en el bagazo pretratado.

Posteriormente empleando el software estadistico NCSS, se llevé a cabo un analisis
de regresion, usando el método de superficie de respuesta, para determinar (Tabla

6.10) el valor minimo de la variable de respuesta (% lignina residual).

TABLA 6.10. Condiciones Optimas del pretratamiento alcalino en el BAA

pretratado.

[H202] 6% (VIV)

RLS 15:1 (mL: g)
Tiempo 45 h

Valor predicho 10% de lignina residual

Valor experimental ~ 10.23% de lignina residual
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Las condiciones predichas en la Tabla 6.10 fueron llevadas a cabo de manera
experimental por triplicado obteniendo como resultado 10.5, 9.89 y 10.3% de lignina
residual después del pretratamiento alcalino en el BAA dando un promedio de 10.23%,
lo que generd un 70% de remocidn de lignina en el bagazo pretratado. En la Ecuacion

6.3 se muestra el polinomio que describe el comportamiento de esta etapa.

Lignina @)= 7.2 - 3.14 H202 - 0.922 RLS + 1.33 Tiempo - 0.028 H202? + 0.0129 RLS?
- 0.01844 Tiempo?- 0.1567 H202 RLS + 0.0199 H>0> Tiempo - 0.0129 RLS Tiempo

(Ec. 6.3)

Con los datos obtenidos se generaron las siguientes graficas de superficie de
respuesta ilustradas en la Figura 6.6. En donde se observa que, aumentado la
concentracion de peroxido, la RLS y el tiempo de reaccidn se produce un mayor
desprendimiento de la fraccion de lignina en el bagazo de agave pretratado. Esto
debido a que a mayor concentracion de H202 hay mayor formacién de radicales
reactivos (OH") y aniones superoxidos (O2) los cuales son los responsables del

fraccionamiento de la lignina del material lignocelulésico.
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Figura 6.6. Graficas del porcentaje de lignina residual en el BAA después del
pretratamiento alcalino del efecto de: a) H202vs Tiempo; b) RLS vs Tiempo.

6.4. Hidrdlisis enzimética del bagazo pretratado utilizando la enzima Cellic CTec3

de Gltima generacion en el proceso No 1.

6.4.1. Hidrdlisis enzimatica del BC pretratado utilizando la enzima Cellic CTec3
de ultima generacion.

Ya que el objetivo principal de esta etapa es la conversion de celulosa a glucosa por
medio de enzimas con alta especificidad en el sustrato, se llevo a cabo un seguimiento
de la conversion del polisacéarido utilizando la enzima Cellic CTec3, tomando muestra
cada 6 h durante 42 h. Los resultados obtenidos son los que se muestran en la Figura
6.7.

57



180
160
140
120
100
80
60
40
20

Glucosa g/L

0 10 20 30 40 50
Tiempo (h)

FIGURA 6.7. Cinética enzimatica en BC pretratado utilizando Cellic CTec3.

En la Figura 6.7 se observa que a las 42 h se obtuvo una concentracion maxima de
167.92 g/L de glucosa teniendo una conversion del 98% del polimero, esto indica que
las optimizaciones de los pretratamientos fisicoquimicos empleados durante este
proceso generaron una modificacion macro y microscopica de la estructura de la
biomasa, incrementando la porosidad del material, asi como también la disminucion
de lignina, lo que favorecié la exposicion de las fibras de celulosa promoviendo las
regiones amorfas de este polimero, lo que facilito el acceso a las enzimas para una

mayor conversion de azucares fermentables.

EnlaTabla 6.11 se compara la produccién méaxima de glucosa obtenida en este trabajo
con lo reportado por otros autores utilizando diversos cocteles enzimaticos, obteniendo
hasta 8 veces mas lo reportado por Guiherme et al. (2015) en un tiempo de 48 hy 2.8

veces lo obtenido por Nochebuena (2012) en un tiempo menor a 96 h.
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Tabla 6.11. Hidrdélisis enziméatica con enzimas comerciales.

Bagazo de NS22074 Celulasas 20.89 2.39 48 Guiherme et
cana de NS50010 al., (2015)
azucar

B-Glucosidase

Bagazo de Celluclast1.5L 61.08 0 96 Nochebuena,
cana de Celobiosa (2012)
azucar Novozymes 188

Bagazo de Cellic CTec 3 125.20 0 51 Guarneros-
sorgo Flores,
dulce (2017)
Bagazo de Cellic CTec 3 167.92 0 42 Presente
cafade trabajo
azucar

En la Tabla 6.12 se muestra detalladamente el orden y condiciones de los
pretratamientos utilizados durante el proceso No. 1 para la obtencién de glucosa (g/L)
en el BC. La etapa No. 1, la cual consiste en el fraccionamiento de la hemicelulosa
utilizando un pretratamiento acido, produjo una remocién del 72% de xilanos en el
material crudo, esto gener6 una biomasa rica en celulosa y lignina. Debido a esto, este
bagazo residual paso a una etapa alcalina en la cual se removié la mayor cantidad de
lignina (90%) lo que genero un material mas poroso con mayores regiones de celulosa
amorfa la cual fue hidrolizada a moléculas de glucosa, mediante un pretratamiento
enzimatico utilizando enzimas de Ultima generacién. En esta etapa se produjo un licor

con una concentracion aproximada de 167.92 g/L de glucosa.

59



TABLA 6.12. Etapas de produccion para la obtencion de glucosa a partir del BC.

Acido H2S0a4 al 3% 6:1 121 15 min
(viv)
Alcalino H20: al 19:1 25-30 44 h
9% (v/v)
Enzimatico Enzima 5:1 50 42 h
5% (p/p)

6.4.2. Hidrolisis enzimética del BAA pretratado utilizando la enzima Cellic CTec3

de Gltima generacion

Se llevé a cabo una cinética enzimatica utilizando BAA pretratado, tomando muestra
cada 12 h durante 48 h de reaccién como se muestra en la Figura 6.8, con el fin de
evaluar la degradaciéon de los polimeros a través del tiempo, asi como encontrar el

punto en el cual alcanza la mayor conversion de glucosa.
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FIGURA 6.8. Cinética enzimatica utilizando BAA pretratado para la produccion
de glucosa.

En la Figura 6.8 se observa una concentracion maxima producida de 117.12 g/L de
glucosa a las 48 horas de reaccién, esto es, mas del doble de la concentracion final
reportada por Saucedo-Luna, et al. (2011), utilizando Celluclast 1.5L y Novozyme 188,
a las 72 h de hidrolisis enzimética, obteniendo una concentracion de 41 g/L de
azucares fermentables. Asi mismo Herndndez-Salas, et al. (2009) reportaron una
concentracion de 56.37 g/L de azucares reductores utilizando tres enzimas, Celluclast,
Novozyme y Viscozyme. Por otro lado, Avila-Lara, et al. (2015), utilizando Agave
tequilana weber y la enzima Cellic CTec2, antecesor de la enzima utilizada en este
trabajo, generaron una concentracion de 13.8 g/L de azUcares totales en dos horas de
hidrolisis.

De acuerdo a los resultados reportados por otros trabajos, se muestra que el uso de
las enzimas Cellic CTec3 respecto a otros cocteles enzimaticos muestran mayor
eficiencia en la conversion de polisacaridos a monosacéaridos en un rango que va
desde 41-117 g/L de glucosa, esto es un incremento del 65% en la produccién de

azlcares fermentables.
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6.5. Evaluaciéon de factores para el disefio de experimentos del pretratamiento

alcalino en el proceso No. 2.

La lignina es un complejo polifendlico asociado a las hemicelulosas y que forma
matrices que rodean a las microfibrillas de celulosa, lo que impide la degradacién de
la hemicelulosa y celulosa utilizando enzimas. Por lo tanto, en esta etapa se planteo la
remocion del mayor porcentaje de lignina presente en el material crudo del BC y BAA

para facilitar el ataque enziméatico de Cellic CTec3.

En esta etapa inicial se aplicaron las condiciones del disefio Box Behnken para cada
materia prima (BC y BAA) cruda, utilizando las condiciones ya descritas en la seccion
5.4., tomando como variable de respuesta el porcentaje de lignina residual,

cuantificado por el método NREL.
6.5.1. Optimizacion de la hidrolisis alcalina en el BC crudo.

Los resultados que se generaron del disefio de experimentos descrito en la seccion

5.4.1 son los que se muestran en la Tabla 6.13.
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TABLA 6.13. Resultados obtenidos de lignina remanente para el pretratamiento

alcalino en el BC.
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De acuerdo a la Tabla 6.13 los tratamientos que removieron mayor cantidad de lignina
son el experimento 4 y 8 los cuales presentan un porcentaje de lignina residual en la
biomasa de 8 y 11.62% respectivamente, esto es un 71 y 58% de lignina removida del
bagazo crudo. Estos resultados fueron analizados utilizando el programa NCSS para
minimizar el contenido de lignina residual después del pretratamiento alcalino,
utilizando el método de superficie de respuesta y asi obtener las mejores condiciones

de hidrélisis alcalina.

En la Tabla 6.14 se muestran las variables y sus rangos 6ptimos para una mayor

deslignificacion del material lignicelulosico.

TABLA 6.14. Condiciones O6ptimas del pretratamiento alcalino en el BC.

[H207] 6% (V/V)
RLS 12:1 (mL/g)

Tiempo 37 horas

Valor predicho 10.04% de lignina remanente
Valor experimental 7.54% de lignina remanente

LaEcuacion 6.4 representa el polinomio que describe el comportamiento del proceso
de deslignificacion, el cual presenta un ajuste (coeficiente de determinacion, R?) del
99%, lo anterior significa que cuanto mas cerca esté del limite superior (100%), posee

mejor ajuste y reproducibilidad.
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Lignina )= 58.0672 + 4.2893 H>0> - 2.0187 RLS - 2.8167 Tiempo - 0.0545 H202? -
0.1248 RLS?+ 0.0403 Tiempo?- 0.9769 H202RLS - 0.0042 H202 Tiempo + 0.3037 RLS
Tiempo + 0.0325 H202 RLS? + 2.4591x101° H202 Tiempo? - 0.0044 RLS Tiempo?

(Ec. 6.4)

Las condiciones 6ptimas establecidas en el modelo generaron una remocion de hasta
un 73% de lignina en el bagazo crudo, mayor a lo obtenido por Nochebuena, (2012) el
cual fue de 55.35% utilizando bagazo de cafia pretratado con acido, reportando como
condiciones 6ptimas 4.7% de H202, una RLS de 17:1 (mL:g) durante 26.7 h. Por lo
anterior se observa que utilizando una concentracion mayor de peréxido y un tiempo
mas prolongado de reaccion generan mejores condiciones de fraccionamiento de la
lignina, asi mismo el volumen de operacion disminuye de 17:1 a 12:1 mL:g lo que

mejora su reproducibilidad a gran escala.

En la Figura 6.9 se muestran las gréficas de superficie de respuesta en donde se
observa gue la regidon donde se minimiza la concentracién de lignina se encuentra en

los rangos Optimos reportados por el analisis del disefio.
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FIGURA 6.9. Gréficas del porcentaje de lignina residual en el BC después del
pretratamiento alcalino del efecto de: a) H202 vs RLS; b) H202 vs Tiempo; c) RLS
vs Tiempo.

6.5.2. Optimizacién de la hidrdlisis alcalina en BAA crudo.

Los resultados obtenidos después de aplicar el disefio de experimentos para minimizar
la cantidad de lignina residual en el bagazo crudo de BAA son los que se presentan en
la Tabla 6.15.
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TABLA 6.15. Resultados obtenidos de lignina remanente para el pretratamiento

alcalino en el BAA.

1 2 5 35 15.97 38.22
2 2 15 35 16.57 35.90
3 6 5 35 13.70 47.00
4 6 15 35 14.17 45.18
5 2 10 25 13.00 49.71
6 2 10 45 11.45 55.71
7 6 10 25 11.42 55.82
8 6 10 45 11.03 57.33
9 4 5 25 13.69 47.04
10 4 5 45 12.63 51.14
11 4 15 25 23.34 9.71
12 4 15 45 21.64 16.29
13 4 10 35 9.83 61.97
14 4 10 35 9.25 64.22
15 4 10 35 9.26 64.18

En la Tabla 6.15 se puede observar que los experimentos a los cuales se le minimizo
la mayor cantidad de lignina son el experimento 13, 14 y 15 en donde se removio hasta
un 64% de lignina en el material crudo. Posteriormente a los resultados obtenidos se

les realiz6 un analisis de regresion a través del andlisis de superficie de respuesta
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empleando el programa NCSS, minimizando la variable de respuesta, que en esta

etapa es el porcentaje de lignina residual en el BAA crudo.

En la Tabla 6.16 se muestran las condiciones de operacion éptimas que se obtuvieron

para una mayor deslignificacion de la biomasa.

TABLA 6.16. Condiciones 6ptimas del pretratamiento alcalino en el BAA.

[H207] 6% (V/V)
RLS 10:1 (mL/g)
Tiempo 37 horas

Valor predicho 8.76% lignina residual
Valor experimental 10% lignina residual

La Ecuacioén 6.5 representa el polinomio que describe el comportamiento del proceso
de deslignificacion, el cual presenta un ajuste (coeficiente de determinacién, R?) del
99%, lo anterior significa que cuanto mas cerca esté del limite superior (100%), posee

mejor ajuste y reproducibilidad del proceso.

Lignina @) = - 36.3391 - 1.6091 H202 + 5.1812 RLS + 4.3166 Tiempo - 0.0552 H2022 +
0.2881 RLS? - 0.0628 Tiempo? + 0.2623 H202 RLS + 0.0144 H>O Tiempo - 0.6184
RLS Tiempo - 0.0132 H202 RLS? - 2.3077x10%° H202 Tiempo? + 0.0087 RLS Tiempo?

(Ec. 6.5)
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Figura 6.10. Graficas de porcentaje de lignina residual en BAA después del
pretratamiento alcalino del efecto de: a) H202 vs RLS; b) Tiempo vs RLS.

6.6. Hidrolisis enzimatica del bagazo pretratado utilizando las enzimas Cellic

CTec3y Cellic HTec3 de ultima generacién en el proceso No. 2.
6.6.1. Hidrdlisis enzimética en el BC pretratado utilizando la enzima Cellic CTec3.

Los resultados que se obtuvieron del seguimiento de conversién del polisacarido a
monomeros se muestran en la Figura 6.10, en donde se tomd muestra cada 6 h hasta

42 h de hidrolisis enzimética.
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FIGURA 6.11. Cinética enzimatica en BC pretratado utilizando Cellic CTec3.

En la Figura 6.10 se observa que a las 12 h de hidrdlisis se obtiene una concentracion
de 77.39 y 36.26 g/L de glucosa y xilosa respectivamente, posteriormente después de
12 h aumenta a 80.76 y 42.38 g/L, por ultimo, a las 42 h se obtiene una concentracion
final de 87.42 y 72.15 g/L, este ultimo punto generd una conversion de biomasa de
80% de glucanos y 98% de xilanos.

Los resultados obtenidos muestran que a las 12 h se hidroliza aproximadamente el
80% del polimero a glucosa, sin embargo, es hasta las 42 h donde se obtiene la mayor

conversion de los xilanos a xilosa (98%).

Los datos obtenidos en comparacion a lo reportado por otros autores se muestran en
la Tabla 6.17. En donde se muestra que la eliminacién de lignina hasta un 73% de la
biomasa expuso el polimero de celulosa y hemicelulosa, facilitando el acceso a las
enzimas al material pretratado, generando conversiones por arriba del 80% con una
concentracion final de azlucares fermentables de 159.57 g/L utilizando Unicamente la
enzima Cellic CTec3 en 42 h, respecto al trabajo reportado por Guiherme et al. (2015)
con 41.37 y 37.60 g/L de azucares fermentables en 48 h, utilizando diferentes

pretratamientos quimicos.
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TABLA 6.17. Concentraciones de azlUcares fermentables obtenidos por
diferentes complejos enzimaticos.

Alcalino NS22074 25.79 15.58 41.37 48 Guiherme et
Celulasas al. (2015)
NS50010

B-Glucosidase

Peroxido NS22074 33.87 3.73 37.60 48 Guiherme et
Celulasas al. (2015)
NS50010

B-Glucosidase

Acido y alcalino Celluclast 1.5 L 61.08 0 61.08 96 Nochebuen

Celobiosa a (2012)

Novozymes 188

Alcalino Cellic CTec3 87.42 72.15 159.57 42 Presente
trabajo

AT: azUcares totales

Nochebuena (2012) reporta una concentracion final de 61.08 g/L de glucosa utilizando
un pretratamiento acido, alcalino y finalmente un enzimatico para la produccion de
glucosa, mientras que el presente trabajo se obtuvo mas del doble de la concentracion
de azucares fermentables disminuyendo el tiempo de reaccion de 96 a 42 h y utilizando
Unicamente un pretratamiento alcalino seguido de un enzimatico para la produccién de

azucares fermentables.

Debido a los datos reportados se concluye que el uso de las mejores condiciones de
pretratamiento reportadas en este trabajo para la deslignificaciéon del BC crudo y
utilizando la enzima Cellic CTec3 disminuye las etapas de produccion de azUcares

fermentables a dos pretratamientos (alcalino y enzimético), ademas del tiempo de
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reaccion (42 h) haciendo un proceso mas econémicamente rentable y factible para su

escalamiento.

6.6.2. Hidrolisis enzimética en el BC pretratado utilizando la enzima Cellic CTec3
y Cellic HTec3.

Debido a que durante la etapa de hidrolisis enzimatica se pretende la mayor
conversion de los polisacaridos presentes en sus respectivos monomeros, se llevo a
cabo una cinética utilizando dos cocteles enzimaticos (celulasas y xilanas) para la
mayor degradacion de celulosa y hemicelulosa a glucosa y xilosa respectivamente.
Durante la cinética se tomd muestra por duplicado cada 6 horas durante 54 h (Figura
6.11).
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FIGURA 6.12. Cinética enziméatica utilizando BC pretratado y las enzimas Cellic
CTec3y Cellic HTec3.

En la Figura 6.11 se muestra que a las 24 h de hidrdlisis se generé una concentracion
de 83.76 y 70.87 g/L de glucosa y xilosa, esto es un 76 y 95% de conversion de glucosa

y xilosa.
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Los resultados obtenidos en este trabajo utilizando dos enzimas y sélo Cellic CTec3
muestran que en el caso de utilizar Cellic CTec3 y HTec3 disminuyen el tiempo de
conversion del polimero de xilanos a 24 h, sin embargo, se obtienen rendimientos de
conversion bajos (<85%) de glucosa, teniendo una concentracion final de azUcares
fermentables de 154.63 g/L, resultado similar que se produjo utilizando sélo una

enzima (Cellic CTec3).

Por lo anterior y debido a que el costo de las enzimas es un factor importante para la
factibilidad y viabilidad econdmica y del escalamiento del proceso se concluye que
econdmicamente es mas factible utilizar anicamente el coctel enzimatico Cellic CTec3

para la produccion de azUcares fermentables.

6.6.3. Hidrélisis enzimatica en el BAA pretratado utilizando la enzima Cellic
CTecs.

Los resultados generados en esta etapa se presentan en la Figura 6.12 en donde se
muestra que a las 35 h se produce 35.39 y 8.93 ¢g/L de glucosa y xilosa
respectivamente, esto representa un 55y 17% de conversion de glucanos y xilanos.
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FIGURA 6.13. Cinética enzimatica en BAA pretratado utilizando Cellic CTec3.
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Sin embargo, se observa que la conversion de glucanos y xilanos a glucosa y xilosa
es baja (<85%), esto puede deberse a que el uso de un sélo pretratamiento alcalino
no favorecié la explosion de las fibras de glucanos y xilanos, minimizando el acceso
de las enzimas para la hidrdlisis de los polimeros. Asi mismo, la morfologia estructural
del bagazo de agave generada durante la coccién de la pifia en la produccién de
mezcal origina un material duro y seco en comparacion con el bagazo de cafia de
azucar y sorgo dulce. Lo que hace inadecuada la relacién liquido-sélido de la solucién
amortiguadora que se utiliz6 en este trabajo, ya que la enzima no alcanza la

penetracion suficiente por medio de la fase liquida utilizada (Avila-Lara, et al., 2015).

Avila-Lara, et al. (2015) utilizando bagazo de agave pretratado alcanzé una
concentracion de 13.8 g/L de azucares totales utilizando Cellic CTec2 y Cellic HTec2,
55 °C, 150 rpm y una concentracion de solidos agregados de 3% en 2 h, mientras que
en el presente trabajo se generé un maximo de 44. 32 g de azlcares totales a las 35
h. Asi mismo Hernandez-Salas, et al. (2009) hidrolizando bagazo de Agave atrovirens
pretratado con explosion de vapor, hidrélisis acida e hidrélisis alcalina y utilizando
Novozyme y Viscozyme L obtuvo 36 g/L de azucares fermentables tomando como
condiciones: 1.33% de carga enzimatica, una relacion liquido-solido de 15:1 (mL:g) y

55°C con una duracion de 4 h.
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7. CONCLUSIONES

La optimizacién de la etapa acida en bagazo de cafia de azucar alcanz6 una
concentracion de 29 g/L de xilosa, removiendo cerca del 72% de la fraccion de
xilanos, en un tiempo de 15 min. Por lo que en esta etapa se disminuyé el
requerimiento energético ya que se necesita menor tiempo de aplicacion de

energia durante el proceso térmico.

La aplicacion de un pretratamiento acido y un alcalino previo a la hidrolisis
enzimatica utilizando Cellic CTec3 en bagazo de cafia de azucar permitio
alcanzar una conversion de celulosa de hasta el 98% en un periodo menor (42

h) respecto a lo reportado en trabajos previos.

El uso de dos pretratamientos (acido y alcalino) previos a la hidrélisis enzimatica
generaron 167 y 117 g/L de glucosa en bagazo de cafia de azlcar y agave
respectivamente, en comparacion con el proceso No. 2 con so6lo una etapa
alcalina, en donde se obtuvo 159 y 44 g/L de azUcares totales para cafa de
azucar y agave. Esto quiere decir que la celulosa quedo mas expuesta al ataque

enzimatico utilizando el proceso No. 1.

Los resultados obtenidos utilizando Cellic CTec3 en comparacion con lo
reportado en trabajos previos utilizando otros complejos enzimaticos
comerciales, indican que el uso industrial de esta enzima de Ultima generacion

es viable para el proceso de conversion de azlcares fermentables.

La aplicacion de un solo pretratamiento Oxido-alcalino en los residuos
lignocelulésos junto con el uso de Cellic CTec3 alcanzaron una conversion del
80 y 55 % de la celulosa en bagazo de cafia de azlcar y agave respectivamente
en un tiempo de 42 h y 35 h. Obteniendo una concentracion de glucosa de 88y

35 g/L de glucosa.
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