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Resumen

La necesidad por combustibles limpios y amigables para el medio ambiente ha
convertido al bioetanol, en un producto de interés mundial. Este, puede ser producido
a partir de diferentes fuentes, sin embargo, la lignocelulosa es la fuente de carbono
renovable mas abundante y prometedora por su bajo costo y baja interferencia en el
precio de los alimentos. La ausencia de una tecnologia de bajo costo en lo que refiere
a la recalcitrancia de la lignocelulosa e hidrdlisis enzimaticas eficientes de la celulosa

con bajas concentraciones enzimaticas, constituyen los principales desafios.

En este trabajo se utiliz6 como materia prima la graminea Pennisetum
purpureum Schum o pasto elefante, analizandose en un primera instancia su
composicion, la cual fue de: 27% de glucano, 14.06% de xilano, 27.7% de lignina total
y 95.87% de sdlidos totales, datos expresados en base seca.

Posteriormente se evalu6 la digestibilidad enzimética (expresada como
porcentaje de conversion de celulosa a glucosa) del residuo sélido remanente luego de
la hidrdlisis acida del pasto elefante. En un principio se evaluaron condiciones de alta 'y
baja concentracion enziméatica (25 y 5 FPU/g de residuo sélido respectivamente), a 50
°C de temperatura y pH 4.8, obteniéndose valores de conversion de celulosa a glucosa
de 31.5 y 27.7% respectivamente. También se evalud el efecto de la adicion de (-
glucosidasa y sustancias surfactantes tales como BSA, polietilenglicol 6000 (PEGgon)
y Tween 80 sobre el porcentaje de conversidén en presencia de 5 FPU/g de residuo
sélido de complejo celulasico. Se obtuvo un efecto positivo en la hidrélisis enzimatica,
tanto frente a la adicion de B-glucosidasa como en la adicion de surfactante,
destacandose entre los surfactantes el efecto del polietilenglicol. Se obtuvieron valores
en porcentaje de conversion de celulosa a glucosa de 29.6 para el ensayo con adicion
de B-glucosidasa, 35.6 para el ensayo con adicion de PEGgpo ¥ 41.2 para el ensayo
con adicién tanto de B-glucosidasa como de PEGgyo. También se evalud el efecto de
la concentracion de sustrato sobre la digestibilidad enzimatica. Se obtuvieron, en los
casos sin adicion de PEGgy, valores de porcentaje de conversion de celulosa a
glucosa de 29.6 y 13.2% y para aquellos con adicién de PEGggn, S€ Obtuvieron valores
de 412 y 16% para concentraciones de residuo solido del 5 y 10% (p/v)

respectivamente.



A modo de eliminar un mayor porcentaje de lignina del residuo solido
remanente de la hidrélisis acida, y asi permitir una mayor accesibilidad de las enzimas
a la celulosa, se llevd a cabo sobre el residuo, un pretatamiento alcalino adicional.
Mediante éste, se elimind un 58% (p/p) de la lignina con respecto a la composicion del
residuo anterior. Se evalué la digestibilidad enzimatica de este residuo con respecto al
residuo proveniente de la hidrélisis acida, utilizdndose una concentracion de sdlido del
10% (p/v) a 50 °C. Se obtuvieron valores de porcentaje de conversion de 38 y 45%
para los casos sin y con agregado de PEGgqoo respectivamente, valores que resultaron
superiores a los obtenidos para la hidrélisis enzimética del residuo sin pretatamiento
alcalino. También se evalu6 el efecto de la temperatura sobre la digestibilidad
enzimatica de éste ultimo residuo, utilizandose una concentracion de soélidos del 10%
(p/v). El porcentaje de conversion de celulosa a glucosa a 37 °C fue de 34.4 y 38.8
para los casos sin y con agregado de PEGgqy respectivamente, valores inferiores a

aguellos obtenidos en las mismas condiciones a 50 °C, mencionados anteriormente.

En Ultima instancia, se llevé a cabo la hidrélisis y fermentacién en simultaneo
(SSF) del residuo sdlido remanente del pretatamiento alcalino. Se evalud tanto la
digestibilidad enzimética como la capacidad de la levadura Saccharomyces cerevisiae
de fermentar en condiciones de 10% (p/v) de sélidos y 37 °C. Se midieron el etanol
producido, eficiencia de la fermentacion y viabilidad celular, obteniéndose valores de
15.8 y 24 g/L de etanol, 71.4y 72.1% de eficiencia, 0.64 y 0.84 de células viables para
los casos sin y con agregado de PEGgo respectivamente. El porcentaje de conversion
de celulosa a glucosa aumenté hasta un 51.8 y 80.9% para los casos sin y con

agregado de PEGggq respectivamente.
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Capitulo 1

Introduccion
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“Surge fantasma de nueva crisis del petréleo”

(Diario “El Pais”, Montevideo, Uruguay, 26/02/2011)

1.1 Biocombustibles y sus antecedentes

Si bien no se conoce aln con certeza cuando el agotamiento de los recursos de
origen fésil llegara a un estado critico, este es un tema de gran preocupacion y debate
a nivel mundial. En el titular al comienzo de este capitulo, publicado el afio pasado por
un periodico local, se advierte que nuestro pais también se enfrenta a la crisis global
de los combustibles y es también afectado por el continuo aumento del precio del
crudo. Desde hace varios afos especialistas estudian y especulan acerca de este
tema. Algunos muy reconocidos como el Dr. J. Campbell* y el Dr. John D. Edwards?,
estiman que las reservas mundiales de petréleo habrian comenzado a descender a
partir del 2010 en el caso de Campbell, o que lo haran a partir del 2020 segun
Edwards (Campbell y Laherrére, 1998). Mas all4d de las diferentes opiniones, el
agotamiento del petréleo fosil parece ser una realidad inevitable en el correr de los
préximos afios, lo que alerta a los gobiernos sobre la importancia de investigar en las

diferentes energias renovables, como los biocombustibles.

Los biocombustibles, han sido utilizados desde hace muchisimos afios. En 1897
Nikolas Otto, inventé el motor de combustién interna, alimentado con etanol, el cual
mas tarde luego de la crisis del petrdleo en 1970, convirtié al etanol en un combustible
de uso alternativo (Balat et al., 2008). Los biocombustibles tienen varias cualidades
atractivas, entre ellas se pueden destacar: su caracter renovable, su participacion en la
mitigacion del cambio climético a través de la reduccion de emisiones de gases con
efecto invernadero, generan empleos y promueven el desarrollo econémico de zonas
rurales, y no menos importante, contribuyen a la independencia energética. Pueden
ser obtenidos a partir de fuentes muy diversas, tales como granos, melazas, frutas,
celulosa, etc., y se clasifican segun su origen y la tecnologia usada en biocombustibles

de primera o segunda generacion.

! Gedlogo asesor del ODAC (Oil Depletion Analysis Centre)
% Gedlogo del American Geological Institute, Universidad de Colorado.
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1.1.2 Biocombustibles de primera generacion

Los combustibles de primera generacion, son aquellos obtenidos a partir de
cultivos tradicionales tales como granos (maiz), remolacha azucarera, semillas
oleaginosas (soja, girasol y colza), cafia de azucar, etc. Si bien sus efectos positivos
en cuanto a la disminucién de los gases de efecto invernadero han sido ya
comprobados y cuentan con la ventaja del amplio conocimiento existente en sus
tecnologias de produccion, tienen la gran desventaja de competir con la industria

alimenticia, provocando el aumento de los costos de dichos alimentos.

1.1.3 Biocombustibles de segunda generacion

Se conocen como combustibles de segunda generacién aquellos producidos
principalmente a partir de materias primas no tradicionales como los materiales
lignocelulésicos. Pero su origen varia desde semillas oleaginosas no comestibles,
residuos forestales hasta desechos sélidos municipales. También se puede recurrir al
cultivo de distintas especies herbaceas, que a diferencia de las plantaciones de
cultivos alimenticios, no necesitan tierras de alta calidad. La biomasa lignocelulésica
representa una de las fuentes biolégicas mas abundantes y poco utilizadas del
planeta, por lo que se la considera una fuente potencial de material para
biocombustibles. Si bien el principal atractivo de este tipo de biocombustible es la
abundancia de su materia prima, su baja interferencia en el precio de los alimentos y
menor agotamiento de recursos, tienen la desventaja de que alin queda mucho por
conocer y mejorar en lo que refiere a sus tecnologias de produccién y transformacion

para aumentar sus rendimientos (Sims et al., 2010).

1.2 Bioetanol

El bioetanol, es producido ampliamente a nivel mundial a partir de diferentes
materias primas, pero casi un 90 % de éste proviene del maiz y la cafia de azlcar
(Hamelinck et al., 2005). El primero producido principalmente en EE.UU y el segundo
en Brasil, en ambos casos con subsidio del estado a modo de superar el alto costo de
produccion y estimular a los compradores a consumir biocombustibles (Coyle, 2007).

Como ventajas del bioetanol se puede destacar que, dado que es un
combustible oxigenado (aproximadamente un 35%), permite que se lleve a cabo una
combustion mas completa hacia diéxido de carbono (CO,), disminuyendo de esta

13



forma la emision de compuestos aromaticos y de monoxido de carbono (CO), lo que lo
hace mas amigable al medioambiente (Balat et al., 2008). El etanol, también tiene un
mayor nimero de octano®, mayor velocidad de ignicién y mayor calor de vaporizacion
que la gasolina, lo que le confiere una mayor eficiencia. Sin embargo el bioetanol tiene
menor capacidad energética (66% de la energia que la gasolina) y es también
altamente corrosivo, a su vez, podria aumentar las emisiones de éxidos de nitrégeno y
aldehidos (Balat et al., 2008). En cuanto a lo que refiere a emisiones de CO,, dado
gue la biomasa utilizada en la produccién de biocombustibles absorbe CO, para el
crecimiento vegetal, se puede considerar que las emisiones generadas por la

produccion y uso de biocombustibles se equilibran (Figura 1).

En la actualidad, se utiliza una mezcla de la gasolina de origen fésil y etanol en
porcentajes que varian de un 10 a un 20% generalmente. El porcentaje de etanol en
gasolinas en EEUU promedia el 10% y en Brasil existen mezclas con un contenido de
23% de etanol, llegandose también a utilizar como combustible bioetanol hasta en un
100% (Ghoshy Prelas, 2011).

CO> TRABAJO
ATMOSFERICO
1

Fertilizacion

Cultivo
Cosecha
Transporte
FOTOSINTESIS COMBUSTION
Quemailo
Proceso
BIOMASA| Residuos Distribucion ETANOL
, = Marterial
CONVERSION Energia

Figura 1. Flujo de material y energia para la produccién y utilizacién de bioetanol

lignoceluldsico. Adaptado de (Lynd, 1990).

* Nimero de octano: parametro que se utiliza como medida de la calidad de una gasolina y que
implica una baja capacidad autodetonante y un incremento en la resistencia a la compresion,
gue puede ser utilizado para prevenir la ignicién temprana, lo que puede llevar a la rotura del
cilindro. Las maquinas de combustién interna, necesitan combustibles con un alto nUmero de
octano (Sanchez y Cardona, 2005).
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1.2.2 Bioetanol en el Uruguay

Nuestro pais, cuya matriz energética es altamente dependiente de la importacion
de petréleo, no es ajeno a la realidad de la disminucién de las reservas del crudo y su
precio cada vez mas elevado. Es por este motivo, que ya a partir del afio 2002, se
declara de interés nacional, mediante la Ley 17.567, a la produccion de combustibles
alternativos, renovables y sustitutivos de los derivados del petréleo, elaborado con
materia prima nacional. Sin embargo, el interés en nuestro pais por los
biocombustibles se remonta a casi cien afos atras. Ya en 1917 Latham Clarke,
director del Instituto de Quimica Industrial, creado en 1911-1912 durante la segunda
presidencia de José Batlle y Ordofiez, propone la fabricacién estatal de alcohol y su
utilizacion como carburante nacional. En 1923 se llevaron a cabo las primeras pruebas
con mezcla de alcohol con gasolina en vehiculos, con resultados exitosos, pero no
hasta el 2005 se retoman los planes para producir biocombustibles nacionales. En el
2006 nace la empresa Alur S.A. (Alcoholes del Uruguay), con los objetivos de
disminuir la dependencia energética, diversificar su matriz, colaborar en la reduccion
de emisiones que producen efecto invernadero e impulsar el desarrollo de cadenas
agroindustriales nacionales.

En Noviembre del afio 2007 el parlamento elaboré una Ley de Agrocombustibles
(Ley 18.195), la cual tiene como objeto, el fomento y la regulacion de la produccion y
comercializacion asi como la utilizacion de agrocombustibles. También en ella se
establece, en el Articulo 6°, que se debera incorporar alcohol carburante producido en
el pais con materias primas nacionales, en una proporcion de hasta un 5% sobre el
volumen total de la mezcla entre dicho producto y las naftas (gasolinas) de uso

automotivo que se comercialicen internamente hasta el 31 de Diciembre de 2014.

Como se puede ver en la Figura 2, nuestro pais, ya se encuentra incursionando
en la utilizacion de biomasa como fuente energética, aumentando su participacion en
un 6% hasta el afio 2010. Si bien, la capacidad prevista de produccién de bioetanol en
la actualidad cubriria una sustitucién de gasolina del 5 al 8% en volumen, a medida
gue se requiere aumentar el nivel de sustitucién en los proximos afios, sera necesario
diversificar las materias primas y las zonas de produccion del bioetanol
(http://www.miem.qub.uy/gxpsites/hgxpp001?5,6,239,0,S,0,MNU;E;72;1:73;6;MNU;

acceso julio 2012).

Las principales materias primas utilizadas en nuestro pais para la produccion de
bioetanol combustible son la cafia de azucar, y en menor medida, el sorgo dulce. Pero
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también se estan evaluando otros cultivos potenciales para la produccion de etanol
tales como la remolacha azucarera, trigo, maiz, boniato, sorgo dulce y materiales

lignocelulésicos (http://www.alur.com.uy/etanol.html, acceso julio 2012).

rE.EIdl.IDS 2007 carbdn mineral L 2010
biomasa 0% carbon mineral

3%

Q%

electricidad
importada

1%

gas natural

3% 1%

gas natural

Figura 2. Balance energético de Uruguay para los afios 2007 y 2010: consumo final por
fuente, adaptado de
(http://www.miem.gub.uy/gxpsites/hgxpp001?5,6,239,0,S,0,MNU;E;72:1;73;6;MNU Direccion
Nacional de Energia, 2011).

Dentro de los cultivos lingoceluldsicos, el Miscanthus (Miscanthus giganteus),
Switchgrass (Panicum virgatum) y Pasto Elefante (Pennisetum purpureum Schum) se
muestran como los mas prometedores para el cultivo y produccién de etanol en

nuestro pais (Siri et al., 2007, www.iica.org.uy/index.php?option=com_docman&task,

acceso julio 2012).

1.2.3 Produccién de Bioetanol

El bioetanol puede ser producido a partir de diferentes materias primas, y el
proceso de produccion dependera del origen de ésta. Sin embargo, una etapa comudn
en el proceso para cualquier materia prima, es la fermentacién de sus azlcares a
etanol. La complejidad de estos procesos va de la mano con la complejidad de los

azUcares a fermentar.

Los azlcares simples, tales como sacarosa, glucosa, fructosa y lactosa,
provenientes de materias primas tales como remolacha azucarera, cafia de azlcar,
sorgo dulce, melazas, suero de leche, cuentan con una tecnologia de produccion de
etanol sencilla y ampliamente conocida, como se muestra en la Figura 3. En estos
casos, los jugos azucarados son tratados con levaduras que fermentan las hexosas a

etanol el cual es posteriormente destilado.
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Figura 3. Modelo de produccion de bioetanol a partir de azlcares simples, adaptado de
(http://www.xtec.cat/~jescodal/SergiRocamora/1024x768/bio_1.htm Rocamora, 2009-2010).

En el caso de materias primas de origen amilaceo, como granos (maiz, trigo,
sorgo, etc.) y batatas (boniato, yuca, etc.) cuentan con un proceso de produccion de
etanol un tanto mas complejo. En este caso, al ser el almidén un polisacarido
(polimero de glucosa), es necesaria una etapa adicional de hidrélisis del polimero,
llevada a cabo con enzimas amiloliticas con el fin de obtener los azlcares
fermentables.

El proceso de produccién de bioetanol a partir de amilaceos se puede resumir
de la siguiente manera: molienda de la biomasa, su posterior coccion (gelatinizacién),
hidrélisis enzimatica (licuefaccion y sacarificacion) y posterior fermentacién con
microorganismos y destilacion (Ghosh y Prelas, 2011). La Figura 4 muestra un
esquema del proceso. La etapa de sacarificacion generalmente se realiza en forma

simultanea a la fermentacion.

Coct:lon Licuefaccion/
Molienda Sacarificacion Fermentacion
] 1
i i ; +Agua .
E l. ,.{ ™ + Enzimas + Levaduras . Alcohol
i < - 1| | B .
k | PE-CA DN, | ’ ’
Amilaceo > ‘ g}ﬁ\ | 4 ’ U
2 ; o & o . |
Destilacion
residuo sélido ’ = X
e Azicar e g
Levadura ...-. 1 = ‘. = ;
Etanol . .. B i |
: Enzima Deshidratacion Al =
99 %
Bioetanol

Figura 4. Modelo de produccion de bioetanol a partir de amilaceos, adaptado de Rocamora
(http://www.xtec.cat/~jescodal/SergiRocamora/1024x768/bio_1.htm, 2009-2010).
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La producciéon de bioetanol a partir de material lignocelulésico es el mas
complejo de los procesos. La biomasa lignocelulésica no sélo tiene sus azlcares
formando polimeros como la celulosa y hemicelulosa, sino que también contiene
lignina, un polimero complejo de origen aromatico entrelazado con la celulosa y
hemicelulosa (Malherbe y Cloete, 2002). Por lo tanto, es necesaria una etapa de
pretratamiento para hidrolizar la hemicelulosa, asi como para remover la lignina y dejar
la superficie celulésica expuesta al ataque enzimatico. En estas etapas de
pretratamiento, existe una gran variedad de opciones, desde tratamientos quimicos,
fisicos, fisicoquimicos o biol6gicos. Luego, la celulosa es hidrolizada por enzimas
especificas a azdcares que seran fermentados a etanol (Mielenz, 2001). La Figura 5

muestra un esquema del proceso.

Hidralisis
Molienda Pretratamiento Enzimatica Fermentacion

| + Enzimas Alcohol

Destilacion
‘ Material lignoceluldosico = i B
& residuo de Lignina o I
& monomeros de Glucosa : : - |
n residuo de Hemicelulosa Deshidratacion [ 1
# Enzimas ‘ B 1
Etanol r | | - - ‘
Levaduras = T —
.v

99% Bioetanol 4:”—”

Figura 5. Modelo de produccion de bioetanol a partir de material lignocelulésico, adaptado
de Rocamora (http://www.xtec.cat/~jescodal/SergiRocamora/1024x768/bio_1.htm, 2009-
2010).

1.3 Pasto elefante

El pasto elefante o Pennisetum purpureum Schum, es una graminea de origen
tropical, ampliamente utilizada como forraje por su gran capacidad fotosintética y por
ende, de producir materia seca en cortos periodos de tiempo. Consta este pasto
generalmente, de una cafia maciza de 1,5 a 2 cm de didmetro, pudiendo alcanzar los 3
metros de altura y sus hojas hasta unos 100 cm de largo, aunque esto varia mucho de

acuerdo a las condiciones del suelo y clima (Siri et al, 2007,
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www.iica.org.uy/index.php?option=com_docmané&task, acceso julio 2012, Anderson et
al., 2008).

El pasto elefante, muestra una amplia adaptacién a diversidad de suelos, pero

su crecimiento es mas favorable en aquellos suelos mas fértiles y bien irrigados. Su
temperatura 6ptima de crecimiento esta entre los 30 y 35 °C. Si bien su follaje se ve
afectado por las heladas severas, tiene la capacidad de rebrotar nhuevamente en la

primavera (Anderson et al., 2008).

Si bien no existe mucha informacién acerca del desarrollo de esta especie en
otros paises, Facultad de Agronomia, ha llevado a cabo estudios preliminares sobre el
desarrollo de esta graminea en nuestro pais. Se ha visto, que dado su buen desarrollo
de su sistema reticular, esta graminea lleva a cabo una buena exploracién del suelo, lo
que resulta muy ventajoso en épocas de sequia. También, tiene una buena respuesta
al riego suplementario y no necesita de altos niveles de fertilizantes. Estas
caracteristicas, asi como su condicion de cultivo perenne, sugieren que el pasto
elefante tendria un alto potencial de rendimiento en nuestro pais (Siri et al., 2007,

www.iica.org.uy/index.php?option=com_docmané&task, acceso julio 2012).

1.4 Estructura de la biomasa lignocelulésica

La biomasa lignocelulésica es el material mas abundante del planeta, ya que es
parte estructural del tejido vegetal (Figura 6). Las células vegetales de las plantas
verdes fijan la energia recibida por el sol mediante el mecanismo de fotosintesis, para
su conversién en biomasa vegetal, por lo que la biomasa lignocelulésica puede ser
vista como una “fuente de energia” (Chang et al., 1981).

La lignocelulosa consta de tres componentes principales: celulosa,
hemicelulosa y lignina, y otros componentes minoritarios como pectinas, proteinas,
cenizas, sales y minerales pero son los dos primeros los que conciernen para la
produccion de bioetanol. La proporcion de cada uno de ellos depende de las

caracteristicas estructurales de la planta.
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Figura 6. llustracion diagramatica de la estructura lignoceluldsica y sus componentes.

En la Tabla 1, se presentan valores aproximados de materiales tipicos.

Tabla 1. Composicién quimica tipica de distintos materiales lignocelulésicos (Betts et al., 1991)

Materia Prima

Lignina (%)

Celulosa (%)

Hemicelulosa (%)

Madera dura
Madera blanda
Pastos

18-25 45-55
25-35 45-50
10-30 25-40

24-40
25-35
25-50

Datos expresados en base seca.

1.4.1 Celulosa

La celulosa es un polimero de D-glucopiranosas,

unidas por enlaces

glucosidicos B-1,4 formando de esta manera largas cadenas. Estas, se asocian

mediante fuertes enlaces de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals para formar

microfibrillas. Esta estructura es de naturaleza cristalina y resistente a la degradacion

aunque algunas zonas son de naturaleza amorfa y por lo tanto mas susceptibles a ser
hidrolizadas (Cuervo et al., 2009).
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1.4.2. Hemicelulosa

La hemicelulosa es un polimero complejo de heteropolisacéaridos: xilano,
manano, galactano y arabinano. El mas importante y abundante de estos polisacaridos
es el xilano, llegando a constituir hasta un 30-35% en peso seco de la pared celular
vegetal, variando segun las diferentes especies. El xilano varia su composicion en los
diferentes tipos de materiales lignoceluldsicos. En las maderas blandas (ej: pino y
abeto), presenta residuos de B-D-xiloprandsido unidos por enlaces glucosidicos 1-4,
sin embargo en las maderas duras (ej: dlamo y sauce), se presenta como 0-acetil-4-0-
metilglucuronoxilano con altos niveles de acetilacion. Este polisacarido se entrelaza
con la celulosa interactuando mediante enlaces de hidrégeno y también con la lignina
mediante enlaces covalentes (Van Dyk y Pletschke, 2012).

1.4.3 Lignina

La lignina tiene un rol importante en la planta, le da rigidez, permite el
transporte de agua y de nutrientes y le brinda proteccion frente al ataque microbiano.
La lignina es un heteropolimero amorfo formado por alcoholes arométicos:
p-cumarilico, p-coniferrilico y sinapilico. Durante la polimerizacion de la lignina, estos
alcoholes se asocian sin un orden especifico mediante diversos enlaces tipo 3,

formando una estructura amorfa, tridimensional (Buranov y Mazza, 2008).

1.5 Vision general del proceso producciéon de bioetanol lignoceluldsico

Si bien la biomasa lignoceluldsica es muy rica en azucares fermentables, éstos
se encuentran formando la celulosa, atrapados en una red de interacciones lignina-
hemicelulosa-pectinas que la rodean. Por lo tanto, el primer paso en el proceso global
de obtencion del etanol, es la liberacion de estos azlcares, mediante un
pretratamiento. Este es el paso mas importante y limitante del proceso global. Los
siguientes pasos involucran la hidrélisis de la celulosa y hemicelulosa para obtener
azucares fermentables, y la posterior fermentacion de los mismos a etanol (Joshi et al.,
2011).

La hidrdlisis de la celulosa y hemicelulosa a sus correspondientes monémeros
puede ser llevada a cabo mediante la adicion de catalizadores quimicos (hidrolisis
quimica) o mediante la adicidbn de enzimas (hidrélisis enzimatica). Las hexosas
obtenidas en la hidrdlisis pueden ser facilmente fermentadas a etanol, ya que existe un

amplio “pool” de microorganismos capaces de hacerlo, en cambio, las pentosas

21



obtenidas en la hidrélisis de la hemicelulosa, sélo pueden ser fermentadas a etanol por

pocas especies microbianas (Hendriks y Zeeman, 2009).

El ultimo paso en el proceso de produccion de etanol, es la separacion y
purificacién del mismo a partir del caldo de cultivo. Para ello se recurre a las técnicas

de rectificacion, destilacion y deshidratacion.
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1.6 Pretratamientos

El pretratamiento es una etapa fundamental en la produccién de bioetanol a
partir de biomasa lignocelulésica. Su objetivo, es el de separar la lignina vy
hemicelulosa de la celulosa, reducir la cristalinidad y aumentar la porosidad de esta
tltima. De esta manera, la celulosa queda mas expuesta a la accion de las enzimas
hidroliticas, aumentando por lo tanto, la eficiencia de esta etapa posterior.

El primer paso, suele siempre ser la molienda o trituracion de la biomasa para
lograr particulas mas pequefias, facilitando la accesibilidad para los tratamientos
posteriores. A continuacion, suele llevarse a cabo un pretratamiento fisico y/o quimico,
tales como: tratamiento con acido diluido, alcalino, extraccién por solventes, explosion
por vapor, etc., liberando la hemicelulosa y lignina y rompiendo parcialmente la
estructura celulésica. De aqui, se obtiene una fraccion liquida rica en pentosas,
derivadas de la hemicelulosa, y una fraccion solida compuesta principalmente de

celulosa y lignina.
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¢, Como se elige un pretratamiento adecuado para determinada materia prima?
Un pretratamiento eficiente, debe aumentar la formacion de azlcares y/o su
exposicion a la hidrélisis enzimatica, evitar la degradacion o pérdida de carbohidratos,
evitar la formacioén de subproductos téxicos o inhibitorios para las etapas siguientes y
ser rentable (Sun y Cheng, 2002). Por lo tanto, para la eleccién del pretratamiento se
debera tener en cuenta la naturaleza de cada materia prima y la evaluacion de su
impacto econémico y ambiental. A pesar de que se han propuesto muchos
pretratamientos, es dificil encontrar uno que cumpla con todos las expectativas, ya que

cada uno tiene sus ventajas y desventajas intrinsecas.

En la Tabla 2, se exponen alguno de los pretratamientos mas prometedores

existentes en el mercado de los biocombustibles.
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Tabla 2. Tecnologias de pretratamientos mas prometedoras. Adaptado de, (Menon y Rao, 2012).

Rendimiento

Método de pretratamiento

en azlicares

Mecanico

Acidos minerales

Alcalino

Agua caliente

Solventes organicos

Oxidacién hiumeda

Ozondlisis

Explosién por CO,

Explosién por vapor

AFEX (Explosion de Fibra por

amoniaco)

Solventes iénicos

A: - Alto y B: - Bajo.

AoB

A/B

Formacion
de

Inhibidores

Generacion de

subproductos

No

Reutilizacion de
reactivos

guimicos

No

Si

Si

No

Si

No

No

No

Si

Si

Aplicabilidad a
diferentes

materias primas

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Costo de

equipamiento

Prueba a
escala

piloto

Si

Si

Si

Si

Si

No

Si

Ventajas

Reduce la cristalinidad de la celulosa

Hidrdlisis de celulosa y hemicelulosa,

alteracién de la estructura de la lignina

Remocién de la hemicelulosa y lignina,

aumenta el area superficial accesible

Remocién de la hemicelulosa, aumento
de la accesibilidad enzimatica a la
celulosa

Hidroliza hemicelulosa y lignina.

Eliminacién de la lignina, disolucién de la
hemicelulosa y decristalinizacion de la
celulosa.

Reduce el contenido en lignina, no
genera residuos toxicos.
Eliminacion de la hemicelulosa,
decristalinizacion de la celulosa,
rentable.

Eliminacion de la hemicelulosa y
modificacién en la estructura de la

lignina.

Eliminacién de la hemicelulosa y lignina.

Disolucion de la celulosa, mayor
accesibilidad a las celulasas.

Limitaciones y

desventajas

Mayor consumo energético
que la energia inherente a
la biomasa
Peligroso, toxico y
Corrosivo
Largo tiempo de residencia,
las sales formadas no son

recuperables.

Largo tiempo de residencia,

menor remocion de lignina

Los solventes deben ser
drenados, evaporados,

condensados Yy reutilizados.

Se necesitan grandes

cantidades de ozono.

No modifica la lignina.

Destruccion incompleta de
la matriz lignina-
carbohidratos.

Poco eficiente para
biomasa con alto contenido

en lignina.

AUn en las etapas iniciales.

24



1.6.1 Pretratamientos Fisicos

Pretratamiento mecanico: Su objetivo es la disminucién en el tamafio de
particula y cristalinidad de la biomasa. Esto lleva a un aumento del area superficial
disponible y una disminucion del grado de polimerizacion (Palmowski y Muller, 1999).
Estos factores aumentan el rendimiento total de la hidrdlisis (dependiendo del tipo de
biomasa y el tipo y duracion del triturado), hasta en un 25%, y reducen el tiempo de
digestiébn en un rango de 23-59%, permitiendo de esta manera un aumento en la
velocidad de hidrodlisis (Hendriks y Zeeman, 2009).

Pretratamiento térmico: Entre los pretratamientos térmicos mas utilizados se
encuentran el tratamiento con agua caliente y explosion por vapor. En este Ultimo la
biomasa se cocina con vapor a altas temperaturas (superiores a los 240 °C) y presién
durante pocos minutos. Luego de pasado los minutos de coccién el vapor es liberado,
y el medio con la biomasa es enfriado rapidamente. En el tratamiento de agua caliente,
se utiliza el mismo mecanismo pero con la utilizacion de agua caliente en vez de
vapor. En ambos casos, se llega a la solubilizacion de la hemicelulosa y solubilizacion

parcial de la lignina (Hendriks y Zeeman, 2009).
1.6.2 Pretratamientos Quimicos

Hidrdlisis acida: La hidrdlisis acida diluida ha sido ampliamente usada en la
industria de la produccion de biocombustibles. Los &cidos cominmente usados son el
acido clorhidrico (HCI), fosférico (HsPO,), nitrico (HNOs) y sulfarico (H,SO,), siendo
este ultimo el de mas amplio uso. Las condiciones de concentracion y temperatura son
variables, el rango de concentraciones utilizadas varia de 0,7-3% y la temperatura
varia en un rango de 120-220°C (Ghosh y Prelas, 2011; Menon y Rao, 2012). De
este proceso, se obtiene una fraccion liquida, rica en pentosas y una fraccion sélida
compuesta principalmente de celulosa y lignina. El pretratamiento acido, es eficiente
en la solubilizacion de la hemicelulosa, en especial el xilano, puesto que el
glucomanano es resistente al 4cido (Hendriks y Zeeman, 2009). Sin embargo, este
método, no resulta del todo efectivo para la eliminacién de la lignina.

Hidrolisis alcalina: El pretratamiento alcalino es capaz de separar tanto la
hemicelulosa como la lignina, sin tener grandes efectos sobre los demés
componentes. Los reactivos més utilizados son la soda (NaOH), amoniaco (NH3) y cal
(CaO, Ca(OH),), y a diferencia de los pretratamientos &cidos, no necesitan
temperaturas tan altas, aunque si por lo general, necesitan tiempos mas prolongados

de reaccion. Los pretratamientos con NaOH, logran que la biomasa se hinche,
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llevando a un aumento del area superficial, una disminucién del grado de cristalinidad
y una disrupcion en la estructura de la lignina. Sin embargo, este pretratamiento tiene
como desventaja, que algunas bases se convierten a sus sales no pudiendo
recuperarlas y algunas de estas sales pueden quedar incorporadas en la biomasa en
el proceso del pretratamiento (Balat et al., 2008).

Solventes organicos: El pretratamiento con solventes orgénicos es efectivo
en la eliminaciéon de la lignina, pero no tanto para la eliminacion de la hemicelulosa
pudiendo aumentar su rendimiento cuando se los combina con catalizadores &acidos.
Los solventes mas utilizados son el metanol, etanol, etilenglicol, trietilenglicol y
acetona. Si bien este método tiene la ventaja de que los solventes se pueden
recuperar luego del pretratamiento por métodos tales como la destilacion, se necesita
grandes cantidades de estos asi como de equipos capaces de alcanzar altas
temperatura (160-190°C) (Cuervo et al., 2009; Joshi et al.,2011).

Ozondlisis: Es un método muy efectivo para la remocién de lignina pero no asi
de la hemicelulosa. Las reacciones se llevan a cabo a temperatura y presién ambiente
sin la produccion de toxicos indeseables. Sin embargo se necesitan grandes
cantidades de ozono para llevarlo a cabo lo que lo convierte en un pretratamiento caro
(Sun y Cheng, 2002).

Oxidacion humeda: Es un método efectivo en aumentar la digestibilidad
enzimatica de la celulosa y en eliminar la lignina. Sin embargo, es bastante
inespecifico, por lo que durante el pretratamiento se degradan muchos azucares,
sobre todo de la hemicelulosa. El método consiste en la adicion de agentes oxidantes
tales como peroxido de hidrégeno (H,O,) y el acido peracético (CH;COzH), a la
biomasa suspendida en agua. Este pretratamiento no requiere de altas temperaturas

pero si de largos tiempos de reaccion (18-24 horas) (Hendriks y Zeeman, 2009).
1.6.3 Pretratamientos Fisico-Quimicos

Explosion por CO,: Su metodologia es igual a la del pretratamiento de
explosion por vapor, pero con la adicién de diéxido de carbono (CO,). EI CO, formaria
acido carbonico aumentando la velocidad de hidrélisis. En la practica, este
pretratamiento no ha ofrecido mejores rendimientos que otros similares; sin embargo,
tiene la ventaja de que no forma compuestos inhibitorios como en el caso de la

explosion por vapor (Sun'y Cheng, 2002).
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Explosién de fibra por amoniaco (AFEX): Este pretratamiento funciona igual
que la explosién por vapor, con la diferencia que la biomasa es remojada en
amoniaco. Es un método efectivo en la remocion de la hemicelulosa, modifica la
estructura de la lignina y aumenta la digestibilidad enzimética de la celulosa. Resulta
mejor para aquellas materias primas de origen herbaceo que para maderas duras y
blandas (Ghosh y Prelas, 2011).

1.6.4 Pretratamiento Bioldgico

El pretratamiento de la biomasa con microorganismos se muestra como una
técnica prometedora, ya que cuenta con varias ventajas: no necesita de reactivos
quimicos que comprometan el medio ambiente, bajo costo energético, y en general
sus mecanismos asi como sus condiciones de trabajo son amigables al medio
ambiente. Los microorganismos mas utilizados son los hongos, que segun su
mecanismo de degradacion de la biomasa lefiosa se pueden identificar como, hongos
de pudriciéon blanca, parda o blanda. Los dos ultimos tienen comprobada accion
celulolitica; sin embargo, solo los hongos de pudriciébn blanca tienen capacidad de
degradar la lignina. El pretratamiento biol6gico también se extiende al reino procariota,
pero la degradacion bacteriana de la lignocelulosa es un proceso lento, ya que
carecen de enzimas potentes en la degradacion de la lignocelulosa. Los
pretratamientos bioldgicos son lentos, y requieren de un riguroso control del
crecimiento micobiano, ademdas, muchos de los microorganismos ligninoliticos
consumen parte de la celulosa y hemicelulosa por lo que aun este tipo de
pretratamiento no resulta comercialmente atractivo (Malherbe y Cloete, 2002; Menon y
Rao, 2012).

1.7 Hidrélisis enziméatica

Durante la Segunda Guerra Mundial, un hongo se encargé de romper carpas y
prendas de algodon. Este hongo, identificado como Trichoderma reesei, produce
enzimas celuloliticas o celulasas, capaces de hidrolizar la celulosa (Hamelink et al.,
2005). Pero la produccién de estas enzimas no es exclusiva de este hongo, existen
otros hongos- pertenecientes a los géneros Aspergillus, Schizophyllum y Penicillium
capaces de producir celulasas, asi como también algunas bacterias pertenecientes a
los géneros Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, Thermonospora, Streptomyces entre
otras (Sun y Cheng, 2002).

27



Las celulasas se pueden clasificar en tres grandes grupos de acuerdo a su
actividad catalitica: (1) endoglucanasas o 1,4-B-D-glucano-4-glucanohidrolasas, (2)
exoglucanasas (1,4-B-D-glucanohidrolasas y 1,4-B-D-glucano celobiohidrolasas) y (3)
B-glucosidasas o B-glucosido glucohidrolasas. Las endoglucanasas, cortan enlaces en
las regiones amorfas internas de la cadena del polisacérido generando oligosacéaridos
de variados tamafios. Las exoglucanasas trabajan de manera procesiva hidrolizando
desde los extremos de las cadenas de celulosa liberando ya sea glucosa (por las
glucanohidrolasas) o celobiosa (por las celobiohidrolasas). Las B-glucosidasas

hidrolizan oligosacéridos y celobiosa a glucosa (Lynd et al., 2002)
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Endoglucanasas 1 &® Cellobiosa
@ Glucosa
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| ' Regidn Cristalina ’

Exoglucanasas

p-glucosidasas %O @ ® 5 o

Figura 8. Representacion esquematica de la hidrélisis enziméatica de la celulosa.
Adaptado de -Malherbe y Cloete, 2002-.

Desde el punto de vista estructural, las celulasas, estdn formadas por un
médulo catalitico y un médulo de union, el cual se conoce cominmente por su sigla en
inglés CBM (Carbohydrate Binding Module). EI CBM esté asociado a varias funciones
importantes, entre ellas: encontrar al sustrato blanco, agrupar a las enzimas sobre éste
y mantener su selectividad. Este médulo se adhiere a sitios especificos en la celulosa
mediante interacciones no covalentes, ayudando a que el modulo catalitico se

posicione para llevar a cabo la hidrélisis (Arantes et al., 2010).

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa, a diferencia de las hidrdlisis quimicas,

es muy especifica hacia su sustrato y puede llegar a tener muy altos porcentajes de
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conversion a celulosa. Sin embargo se enfrenta a algunas limitaciones, una de ellas es
la naturaleza cristalina de la celulosa, la cual dificulta el acceso de las enzimas. Por
esta razon, es conveniente realizar previo a la hidrélisis enzimética, algun tipo de
pretratamiento quimico o fisico-quimico para eliminar la lignina y modificar la
estructura de la celulosa. También, las enzimas, pueden llevar a cabo interacciones
inespecificas con la lignina, lo que disminuye considerablemente su actividad. Existen
técnicas, como la utilizacion de surfactantes, que disminuyen estas interacciones
inespecificas aumentando el rendimiento enzimatico. Otro factor limitante del
rendimiento es la inhibicion por producto de la reaccion enzimética, este problema
puede ser superado utilizando técnicas de fermentacion simultanea (Van Dyk vy
Pletschke, 2012; Huang et al., 2011; Zheng et al., 2008).

Las enzimas, tienen un alto costo, por lo que aun queda mucho por investigar
en el aumento de sus rendimientos asi como en mecanismos de recuperacion de

enzimas, entre otros (Joshi et al., 2011; Menon y Rao, 2012).

1.8 Surfactantes

Los agentes activos superficiales o surfactantes son moléculas que contienen
una porcién liposoluble y otra hidrosoluble, lo que les permite permanecer en la
interfase de entre una solucién acuosa y otra ho acuosa. Mucho se ha estudiado sobre
estas sustancias, sobre todo las de origen no iénico, por sus efectos positivos en la
hidrélisis enzimatica. Los surfactantes mas utilizados son el polisorbato 20 y 80
(Tween 20 o 80), polietilenglicol (PEG) de 2000, 4000 y 6000 Da, Berol 08 y algunas
proteinas tales como la seroalbumina bovina (BSA) (Huang et al., 2011).

Se presume que los surfactantes pueden actuar de variadas formas,
pudiéndoselas clasificar en tres categorias: (1) estabilizacion de la enzima reduciendo
las fuerzas de corte térmicas o mecanicas; (2) modificando la ultraestructura del
sustrato y por lo tanto aumentando la accesibilidad de las enzimas a la celulosa; (3)
modificando la interaccidon enzima-sustrato impidiendo la adsorcién inespecifica de las
enzimas (Zheng et al., 2008). Este ultimo es el mecanismo més aceptado, y segun
Kristensen et al._( 2007). La gran ventaja entonces de la utilizacion de surfactantes, es
que estos disminuirian los costos de la hidrdlisis enzimatica, al conseguir mejores

rendimientos utilizando menor cantidad de enzima.
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1.9 Fermentaciones

1.9.1 Microorganismos fermentadores

El microorganismo mas ampliamente usado histéricamente para
fermentaciones, ya sea a escalas grandes o pequefias, es por excelencia la levadura
Sacharomyces cerevisiae. Esta no solo es de gran importancia en la industria de los
biocombustibles si no también en la industria alimenticia, en donde es mas antiguo su
uso, ya sea en la panificacion, elaboracion de vinos, cervezas, entre otros. Sin
embargo, existe una amplia variedad de microorganismos desde bacterias, levaduras
u hongos, que tienen la capacidad de fermentar azlcares a etanol. Esta se lleva a
cabo bajo condiciones anaerobias, con la finalidad de crecer y obtener energia. De
acuerdo a las reacciones (1) y (2) el rendimiento teérico maximo es de 0,51 kg de
etanol y 0,49 kg de CO, por kg de azucar simple (hexosa o pentosa) (Hamelink et al.,
2005).

3CsH,(O5 ——» 5C,H:OH + 5CO, (@0
Xilosa Etanol Dioxido
de carbono
CGleoe — 2C2H50H + 2C02 (2)
Glucosa Etanol Dioxido
de carbono

Un microorganismo fermentador ideal debe proporcionar altos rendimientos en
etanol, tener una alta productividad y tolerar altas concentraciones de etanol. También
es deseable que el microorganismo pueda tolerar los inhibidores generados durante
las distintas etapas, tolere altas temperaturas y que tenga la capacidad de fermentar
otros azUcares a parte de la glucosa (Olofsson et al., 2008). En la Tabla 3, se

presentan algunos microorganismos fermentadores.
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Tabla 3. Algunos microorganismos fermentadores y sus caracteristicas.

) Azlcar Produccién de  Tolerancia al Resistencia a
Especie . o Temperatura Fuente
utilizado Etanol Etanol inhibidores
Levaduras
Saccharomyces cerevisiae Hexosas Més de 160 g/L Muy alta Alta Hasta 37 °C Xu et al, 2009
o Hexosas y . . Dellweg et al, 1984; Banat
Pichia stipitis =12 g/lL Baja Baja RM
Pentosas et al.1998.
Bacterias
. » Xu et al, 2009; Balat et al.,
Zimomonas mobilis Hexosas Més de 130 g/L Alta Alta RM 2008
. ) Hexosas y Kim et al, 2010; Gobbetti
Lactobacillus brevis =17 g/lL Alta Alta RM
Pentosas etal, 1995.
Hongos
. . Hexosas y Lento y bajo .
Trichoderma reesei . Baja Muy alta RM Xu et al, 2009
Pentosas rendimiento
L Hexosas y . . Karimi et al, 2006; Sues
Mucor indicus =17 g/lL Baja Baja =37°C

Pentosas

et al, 2005.

RM=Rango Mesofilico

A pesar de los esfuerzos dedicados a la identificacion de nuevos
microorganismos, asi como a la modificacion genética de microorganismos conocidos
con el fin de obtener uno que cumpla las caracteristicas antes mencionadas, la
levadura Saccharomyces cerevisiae, a pesar de no fermentar la xilosa, sigue siendo el
microorganismo preferido. Esta levadura es un microorganismo robusto con gran
tolerancia frente a altas concentraciones de etanol, asi como a la presencia de
inhibidores, y lo mas importante, tiene altos rendimientos en la produccién de etanol
(Olofsson et al., 2008).

1.9.2 Tipos de fermentacién

Para aumentar el rendimiento en la obtencién de etanol es comun utilizar
procesos integrados de hidrolisis y fermentacion. Mediante la utilizacion de estos
métodos se busca minimizar la inhibicion por producto generada en la hidrdlisis,
eliminar algunos pasos del proceso global, reducir costos y aumentar los rendimientos
de etanol. Para todos los métodos integrados que se han estudiado, sigue siendo
necesario un pretratamiento previo para aumentar la accesibilidad de las enzimas a la

celulosa e hidrolizar la hemicelulosa (Ghosh y Prelas, 2011). En la Figura 9 se
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presenta un esquema de las diferentes estrategias utilizadas para la conversién de

biomasa lignocelulésica a etanol.

Hidrdlisis y fermentaciéon en secuencia: Comunmente referido como SHF
(Separate or Sequential Hydrolysis and Fermentation), es la metodologia de mas
antigua utilizacion. En este caso, los productos del pretratamiento son sometidos a una
hidrolisis enzimética y el producto de esta, pasa a un fermentador en donde se
convierte la glucosa a etanol. Esta mezcla es destilada para separar el etanol dejando
en el licor la xilosa que no pudo ser convertida a etanol. La xilosa, puede ser
fermentada a etanol en un segundo reactor, ya sea luego de la utilizacién de las
hexosas en un primer fermentador, o en un fermentador en simultaneo al de las
hexosas para aquellos pretratamientos que separan la hemicelulosa (Hamelink et al.,
2005; Ghosh y Prelas., 2011).

Hidrolisis y fermentacion simultaneas (SSF): Del inglés: “Simultaneous
Saccharification and Fermentation”, consiste en la consolidacion de la hidrélisis
enzimatica y la fermentacion en un solo paso. Este método ha resultado ser uno de los
mas eficientes en la obtencion de etanol puesto que tiene varias ventajas. Entre ellas
se pueden destacar la disminucién de la inhibicion por producto de las enzimas, del
namero de reactores utilizados, y de la pérdida de glucosa adherida a la fraccion rica
en lignina. Sin embargo, también tiene sus limitaciones, siendo la mas frecuente de
ellas el problema en la eleccion de la temperatura de trabajo. La temperatura 6ptima
para la hidrélisis enzimética es generalmente mas elevada que la utilizada en las
fermentaciones, sobre todo cuando se trabaja con levaduras. Por lo tanto, en un
proceso en simultaneo, se debe elegir una temperatura intermedia, que sea tolerable
para el microorganismo y en la cual éste, asi como las enzimas pueda tener un buen
desempenfio. Légicamente esto resulta una tarea dificil (Hamelink et al., 2005; Olofsson
et al., 2008).

Hidroélisis y co-fermentacion simultaneas (SSCF): Del inglés: “Simultaneous
Saccharification and Co-fermentation”. En este proceso, la materia prima pretratada, la
cual consiste de un hidrolizado hemiceluldsico y un residuo soélido rico en celulosa y
lignina, son tratados en simultaneo. En este proceso las pentosas provenientes de la
hemicelulosa son fermentadas, al mismo tiempo en que se llevan a cabo la hidrdlisis
de la celulosa y fermentacion de las hexosas obtenidas a etanol. El desafio més

grande que enfrenta la SSCF, es el de encontrar un microorganismo que pueda
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fermentar tanto las pentosas como las hexosas con la misma eficiencia. A su vez, es
deseable que este microorganismo tenga buena tolerancia a los inhibidores
producidos durante el pretratamiento, en que se hidroliza la hemicelulosa, tales como
furfurales, compuestos aromaticos y &cido acético. Si bien algunos investigadores han
propuesto algunos microorganismos genéticamente modificados para llevar a cabo
este proceso, aun queda mucho por investigar (Decker et al., 2007; Ghosh y Prelas,
2011).

Bioproceso consolidado: Cominmente se conoce por su sigla en inglés, CBP
(Consolidated Bioprocessing). Consiste en la produccion de enzimas, hidrélisis del
sustrato y fermentacién, todo en un solo paso y en el mismo reactor. Este proceso es
llevado a cabo por un Gnico microorganismo o por un consorcio de ellos y si bien adn
queda mucho por investigar, tiene el gran atractivo de su bajo costo de produccién ya
que se simplifica mucho el procesamiento del material lignocelul6sico, bajo costo
energético y rendimientos eficientes (Joshi et al., 2011; Xu et al., 2009).
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Figura 9. Estrategias utilizadas para la conversidn de la lignocelulosa a etanal. A
SHF, B: 35F, C: S5CF y D: CBP.

34



Capitulo 2

Objetivos
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En este trabajo se propone evaluar la potencialidad de un material
lignocelulésico, promisorio desde el punto de vista agronémico y de origen
experimental para la produccion de bioetanol combustible. A tales efectos, se estudié
su respuesta frente a un proceso de conversion que incluye etapas que prevén la
produccion de etanol, tanto a partir de los azUcares derivados de la hemicelulosa (C5
+ C6) como de la celulosa (glucosa).

Se pone foco en el proceso experimental, que permite el pretratamiento de la
celulosa para favorecer su hidrdlisis enzimatica a mondmeros de glucosa, los cuales
son utilizados por Saccharomyces cerevisiae en la fermentacion alcohdlica. La
utilizacion de los azucares provenientes del hidrolizado hemiceluldsico, formaron parte
de la tesina de grado de otra estudiante del Departamento de Bioingenieria del
Instituto de Ingenieria Quimica de Facultad de Ingenieria (Ramirez, 2011). En la Figura
10, se presenta un esquema del proceso de conversion a etanol llevado a cabo,
recuadrandose las etapas que fueron objeto de esta tesina.

Materia _, | Pretratamiento ﬂ, Hidrolizado
Prima acido hemi-
celulosico
Sélido lFPA
___________________ ;
| 1
: [Pretratamiento] :
' alcalino ! : -
: : (Detoxlﬁcaclon ]
' ]
I FPAA .
: '
' 1
1 ]
l :
' imati " { S )
: (it I Fermentacion
. | de
: : C5+ C6 con
' : Pichia
| Fermentacion de | | stipits
: glucosa con ' \
; Saccharomyces : (Ramirez, 2011)
: cerevisiae :
|

Figura 10. Esquema de las principales actividades experimentales llevadas a cabo a
lo largo de este trabajo, donde FPA refiere al residuo sélido proveniente de la hidrdlisis

acida y FPAA el residuo sélido proveniente de la hidrolisis alcalina. 36



2.1 Objetivo general

Evaluar el comportamiento de la fraccion celulésica de la graminea Pennisetum

purpureum schum (pasto elefante) frente a la hidrélisis enzimatica y fermentacion a

etanol.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar la graminea Pennisetum purpureum Schum (pasto elefante),
cultivada en nuestro pais, para la evaluacién de su potencialidad para la
produccion de bioetanol.

Evaluar el proceso de hidrolisis enzimatica (sacarificacion) de la fraccion
celuldsica de pasto elefante a distintas condiciones de temperatura y relacion
solido/liquido.

Evaluar la utilizacién de un pretratamiento adicional (alcalino), de la fraccién
celuldsica del pasto elefante, a modo de remover una mayor fraccion de lignina

y mejorar la hidrdlisis enzimatica de la celulosa.

Evaluar el comportamiento de la hidrélisis enzimatica de la celulosa frente a la

adicion de aditivos surfactantes.

Evaluar la fermentabilidad del hidrolizado celulésico utilizando la levadura de
panificacion, Saccharomyces cerevisiae, asi como también el proceso de
sacarificacion y fermentacion simultaneos de la fraccion celuldsica del pasto

elefante.

37



Capitulo 3

Materiales y
Métodos
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3.1 Materia Prima

Se utilizé la graminea Pennisetum purpureum Schum (pasto elefante), cedida
por el Departamento de Produccién Vegetal, EEMAC, Facultad de Agronomia de la

Universidad de la Republica, cultivada en INIA Glencoe, Paysandud, Uruguay.

El pasto fue suministrado secado a 60 °C y molido.

3.2 Pretratamientos

3.2.1 Hidrdlisis acida diluida

La hidrdlisis con &cido diluido fue puesta a punto y llevada a cabo por la tesina
de grado de (Ramirez, 2011). Las condiciones seleccionadas en este trabajo fueron
aquellas que brindaron los mejores rendimientos en hidrolisis de hemicelulosa,
correspondiente a una concentracion de acido de 1.5% (p/p) y 60 minutos de reaccion,
estableciéndose la concentracion de solidos en 10% (p/p).

Este residuo sélido obtenido luego del pretratamiento &cido, sera referido de

agui en mas como FPA (Fraccién pretratada con acido) (Figura 10).
3.2.2 Pretatamiento alcalino

Este pretatamiento se llevd a cabo Unicamente sobre el residuo FPA, el cual
fue previamente secado en estufa a 60 °C, a modo de obtener un mayor grado de
deslignificacién y mejorar la digestibilidad enziméatica de la celulosa.

El residuo sélido fue tratado con NaOH en una concentracion de 2% (p/v) y una
relacién sélido liquido de 1:6. La suspension fue llevada a bafio de agua a 80 °C
durante 6 horas. Pasado este tiempo de reaccion, se centrifugd a 3900 rpm durante 10
min, elimindndose el sobrenadante. Posteriormente, se lavo el residuo sélido con agua
destilada hasta llevar al mismo a un pH préximo a la neutralidad. Por ultimo se seco el

residuo sélido en estufa a 60 °C hasta peso constante.

El residuo solido seco, obtenido a partir de este pretratamiento, seré referido de
aqui en adelante como FPAA (fraccion con pretratamiento &cido y alcalino) (Figura
10).
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3.3 Hidrodlisis enzimatica

3.3.1 Estudio del uso de B-glucosidasa sobre la hidrolisis enzimética con celulasas

La hidrolisis enzimatica del pasto elefante pretratado con acido diluido se llevo
a cabo tomando como referencia el protocolo de NREL “Enzymatic Saccharification of
Lignocellulosic Biomass” (Selig et al., 2008) realizando las siguientes modificaciones:
se suspendié 0.5 g de pasto pretratado en acido diluido, seco, en 10 mL de solucién
tamponada a pH 4.8. Posteriormente se agreg6 a cada muestra un volumen adecuado
del complejo celulasico y B-glucosidasa hasta alcanzar aproximadamente 25 FPU/g de
residuo solido y 10 CBU/g de residuo sélido respectivamente. La hidrdlisis se llevo a
cabo en agitacion a 50 °C por un periodo de 130 horas.

Los complejos enziméticos utilizados fueron, el complejo celuldsico Novozymes
NS50013 con una actividad original de 69 FPU/mL, y B-glucosidasa Novozymes
NS50010, con una actividad original de 250 CBU/mL, actividades proporcionadas por
el fabricante y verificadas segun el protocolo de NREL “Measurement of Cellulase
Activities” (Adney et al., 2008).

3.3.2 Estudio del efecto de la adicion de surfactante y de B-glucosidasa en la hidrélisis
enzimatica

Se utilizaron como surfactantes: Seroalbumina Bovina (BSA), Tween 80
y Polietilenglicol 6000 (PEGgon). La hidrélisis se realizé en tubos falcon de 30 mL con
15 mL de solucién, con una concentracion 5% (p/v) de la fraccion FPA. Se realizaron
los siguientes ensayos: 1) sin B-glucosidasa y sin surfactante, 2) con B-glucosidasa,
sin surfactante, 3) con surfactante, sin B-glucosidasa y 4) con surfactante, con -
glucosidasa. Las dosis utilizadas fueron: 0.05 g de surfactante/g de muestra sélida
(FPA), 5 FPU/g de residuo FPA seco del complejo celulasico y 10 CBU/ g de residuo
FPA seco de B-glucosidasa. Las condiciones experimentales fueron: pH 4.8, 50°C y
agitacion orbital de 100 rpm. Los ensayos se realizaron con buffer citrato 0.05 M para

mantener el pH en 4.8. Los ensayos se hicieron por duplicado.

3.3.3 Estudio de la hidrdlisis enzimética para distintas concentraciones de sustrato

Se realizaron ensayos de hidrolisis sobre el residuo FPA con concentraciones
de solidos de 5y 10% (p/v), en las mismas condiciones experimentales que en el
ensayo 3.3.2, con el agregado de B-glucosidasa, con y sin el agregado de PEGggo.

Cada ensayo fue realizado por duplicado.
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3.3.4 Estudio del efecto de un pretratamiento alcalino adicional sobre la hidrélisis
enzimatica

Se trabajé con los residuos FPA y FPAA, en las mismas condiciones
experimentales de pH, temperatura, agitacion orbital y concentracion de enzimas que
en el ensayo 3.3.2. La concentracién de soélidos fue de 10% (p/v). Se realizaron
ensayos por duplicado con y sin agregado de PEGg (0.05 g de surfactante/g de

muestra sélida).
3.3.5 Estudio de la temperatura sobre la hidrélisis enzimatica del residuo FPAA

Se trabajo con el residuo FPAA, en las mismas condiciones experimentales de
pH, temperatura, agitacién orbital y concentracion de enzimas que en el ensayo 3.3.2.
La concentracién de sélidos fue 10% (p/v). Los ensayos se realizaron por duplicado a

37 y 50°C, con y sin agregado de PEGg (0.05 g de surfactante/g de muestra sélida).

3.4 Ensayos de Fermentacion

3.4.1 Desarrollo de in6culo

En estos ensayos se trabaj6 con la levadura de panificacion seca,
Saccharomyces cerevisiae, Fleischmann. El desarrollo del inéculo se realiz6 mediante
la adicién de 3 g de levadura a 200 mL de medio de cultivo, en matraces de 500 mL. El
medio se prepard utilizando como referencia las proporciones utilizadas por Guigou et
al. (2011), considerando una concentracion de glucosa similar a la esperada en la
materia prima. El medio contenia: 30 g/L de glucosa, 0.9 g/L de extracto de levadura,
0.9 g/L de extracto de maltay 1.5 g/L de peptona y pH 4.8. Se incubé a 37 °C, en un
agitador orbital a 150 rpm durante un periodo de 14 horas.

Se extrajo el volumen adecuado para obtener una concentracién inicial en el
matraz de fermentacion de 1x10® células/mL. El mismo se centrifugé a 4500 rpm
durante 5 minutos. Se descarto el sobrenadante, y se lavo el pellet con 10 mL de agua
destilada estéril resuspendiendo en agitador de tubos tipo “vortex”. Posteriormente se
volvi6 a centrifugar en las mismas condiciones, eliminandose nuevamente el
sobrenadante. Por Ultimo se agregaron 5 mL del medio de fermentacion a cada tubo y
se resuspendié en vortex, utilizdndose la suspension obtenida como indculo para la

fermentacion.
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3.4.2 Ensayos de fermentacion

Se evalu6 el desempefio de la hidrélisis en simultaneo con la fermentacién
(SSF). Para ello se trabajé Unicamente con la fraccion FPAA, puesto que a partir de
los ensayos de hidrélisis enzimética, se mostré6 que dicha fraccién fue la de mayor
potencial en conversion de celulosa a glucosa.

Los ensayos de SSF se realizaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL con
tapa de rosca conteniendo 150 mL de medio. La tapa no se cerrd por completo para
permitir la salida de CO,, El medio de fermentacién conteniendo 10% (p/v) de sdélidos,
se suplemento con 0.26 g/L de (NH4),HPO,4, 0.013 g/L de MgS0O,.7H,O y 0.51 g/L de
extracto de levadura. Las condiciones iniciales de fermentacién fueron pH 4.8,
concentracion celular 1x10° células/mL, utilizandose la misma concentracion de
enzima que en el ensayo 3.3.2 y con el agregado de PEGgqo (0.05 g de surfactante/g
de muestra solida). Se agregaron las enzimas y el inéculo al comienzo de las
experiencias. El cultivo se mantuvo en un agitador orbital a 100 rpm a 37°C durante
117 horas.

Se extrajeron 3 mL de muestra a las 0, 3, 8, 23, 32, 48, 72 y 117 horas
analizandose el contenido de glucosa, celobiosa, etanol, nimero de células viables y

totales, asi como el contenido en acidos organicos en algunas de las tomas.

3.5 Métodos Analiticos

3.5.1 Determinacion del tamafio medio de particula

El pasto seco y molido, fue tamizado con tamices de 0.074 a 2.38 mm. Se
recolecté y se pesoO con balanza analitica la fraccion separada por cada uno de los

tamices.
3.5.2 Humedad

Se determiné la humedad del pasto elefante seco y molido, asi como de cada
una de sus fracciones solidas post pretratamientos, con acido diluido y alcalino,
respectivamente. Para ello se siguio el protocolo de NREL “Determination of Total

Solids in Biomass” (Sluiter, 2005), secando en estufa a 105 °C hasta peso constante.
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3.5.3 Cenizas

Las cenizas del pasto elefante y de sus fracciones post pretratamientos fueron
determinadas segun el protocolo de NREL “Determination of Ash in Biomass” (Sluiter
et al., 2005). Las muestras fueron incineradas en mufla a 575 °C hasta peso

constante.
3.5.4 Determinacion de azucares estructurales y lignina

Los azUcares estructurales y lignina fueron determinados segun lo especificado
en el protocolo de NREL “Determination of Structural Carbohydrates and Lignin in
Biomass” (Sluiter, 2006). Para la determinacion de los azlcares se llevo a cabo una
hidrdlisis con acido sulftrico 72% en bafio a 30 °C durante 60 minutos, luego se diluy6
esta concentracion hasta 4% y mantuvo la muestra en autoclave a 121 °C durante 60
minutos.

Se determind lignina soluble e insoluble en acido. La lignina soluble en acido se
determin6é mediante espectrofotometria UV-Vis a 205 nm y la lignina insoluble en &cido
mediante la incineracion del residuo sélido proveniente de la doble hidrélisis acida, en
mufla a 575 °C.

3.5.5 Extractivos

Los extractivos presentes en el pasto seco y molido, fueron determinados
segun el protocolo de NREL “Determination of Extractives in Biomass” (Sluiter et al.,
2005), durante 12 y 16 horas de reflujo en agua destilada y en etanol respectivamente

con un equipo Shoxlet.
3.5.6 Determinacion de azUcares, acidos y etanol mediante cromatografia liquida

La determinacion de azlcares y etanol se llevé a cabo con un equipo HPLC
Shimadzu CLASS-VP 5.04 utilizandose el detector de indice de Refraccion (RI).

Se determinaron celobiosa, glucosa, xilosa, glicerol y etanol con una columna
Shodex KS-801 y su correspondiente precolumna Shodex KS-G. Las condiciones de
funcionamiento del método empleado fueron, 55 °C de temperatura y 0.7 mL/min de

flujo, utilizandose como fase mavil agua MilliQ.

Para la determinacion de acido acético se utiliz6 una columna Phenomenex

Resex ROA de acidos orgénicos y su correspondiente precolumna Phenomenex KJO-
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4282. Las condiciones del método empleado fueron una temperatura de 60 °C vy flujo

de 0.6 mL/min. Como fase moévil se utilizé6 H,SO, 0.01M.

Se realizd6 un pretratamiento de las muestras previo a su analisis. Se
precipitaron las proteinas mediante la adicion de 120 L de acido sulfosalicilico cada 3
mL de muestra, se centrifugé y se filtré el sobrenadante con filtros Millipore de 0.22
um. En el caso de las muestras analizadas en la columna Shodex, estas debieron ser

previamente neutralizadas con NaOH.
3.5.7 Concentracion celular

La concentracion celular total asi como la fraccién de células viables durante el
desarrollo de inéculo y fermentacion, fueron determinadas mediante recuento directo

en camara de Neubauer, utilizandose azul de metileno como colorante vital.

3.6 Célculos

Conversion de celulosa a glucosa (%): Fraccion de celulosa hidrolizada con

respecto a la celulosa potencial a hidrolizarse en el sustrato.

[Etanol]

.« _ [Glucosa] + 1.053[Celabiosa] + (W]
i i x 100
orversian(%) [S6lido] fgyeana 1.1

* En esta ecuacion se desprecia la glucosa consumida para mantenimiento celular, asi

como su conversion en productos secundarios tales como acido lactico, piravico, etc.

[Glucosa]: Concentracion de glucosa obtenida en la hidrélisis en g/L.

[Celobiosa]: Concentracion de celobiosa obtenida en la hidrolisis en g/L.

[Etanol]: Concentracion de etanol obtenido durante la SSF en g/L.

[Sdlido]: Concentracion inicial de residuo solido expresado en g/L.

fyucano: Fraccion de glucano presente en el sustrato.

1.053: Factor de conversion de celobiosa a glucosa (g de glucosa que pueden ser
obtenidos a partir de 1 g de celobiosa).

0.511: Rendimiento tedrico de etanol (g de etanol/g de glucosa).

1.11: Factor de conversion de glucano a glucosa (g de glucosa que pueden ser

obtenidos a partir de 1 g de glucano).
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Fraccién removida (% en peso): Fraccién de glucano, xilano, o lignina eliminado en
cada paso de pretratamiento, asi como fraccion en peso de biomasa que se pierde en

cada uno de los pretratamientos.

Fraccian removida (%)= -2 fsp2fxa . g
wit Tepq By

w1 Y W,: Peso del sélido del pretratamiento 1 y 2 respectivamente.

fsp1 Y fsp2: Fraccion de sélidos totales en base seca, del residuo de los pretratamientos
1y 2 respectivamente.

fu ¥ fxe: Fraccion del compuesto de interés (glucano, xilano, lignina, peso) en base
seca, presentes en la fraccion de cada pretratamiento, 1 y 2 respectivamente.

Eficiencia de la fermentacion (%): Rendimiento en etanol a partir de la glucosa

consumida, sobre el rendimiento estequiométrico de glucosa en etanol.

. _ (0 etanal obtenidos) 100
Eficiencia (%)= — ~
0.511(0 solido) fyuecana feonversidn celulosa-glucoza 1.11

0.511: Rendimiento tetrico de etanol (gramos de etanol obtenidos a partir de 1 g de
glucosa).

feonversion celulosa-glucosa: Fraccion de la celulosa presente en la biomasa que fue convertida
a glucosa al final de la SSF.

3.7 Andlisis estadistico

Se realizaron andlisis de varianza ANOVA, de los datos experimentales para
comprobar si las diferencias encontradas entre ellos eran estadisticamente
significativas (p < 0.05) utilizando el programa InfoStat/Estudiantil version 2010 (Di
Rienzo et al., 2010).
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4.1 Caracterizacion de la graminea Pennisetum purpureum Schum

En la Tabla 4 se presenta la composicién obtenida para el pasto elefante. Si
bien los valores obtenidos en este estudio son concordantes con valores publicados
por estudios anteriores, la composicion quimica puede variar asociada a factores tan
diversos como la disponibilidad de nutrientes del suelo, el balance hidrico, la época de
cosecha (seca o lluviosa), la edad de rebrote de la planta, la relacion hoja-tallo, entre
otros (Alves dos Santos et al., 2001; Valenciaga et al., 2009). En la Tabla 5, se
comparan los valores obtenidos para la composicion del pasto elefante con valores
obtenidos en bibliografia para su composicién, asi como con otras gramineas de

composicion similar como miscanthus, switchgrass y bermudagrass.

El porcentaje de celulosa del pasto elefante (27%), esta dentro de los rangos
reportados para otros materiales (21-41%), en cambio el nivel de hemicelulosa (18%)
se encuentra por debajo (25-32%). En el caso de la lignina, mostr6 un valor de 23.3%,
cercano al limite superior de valores reportados (6-23%). El pasto elefante usado
presentd, en comparacion con materiales similares, un relativamente bajo nivel de

carbohidratos, en particular de xilanos y un alto nivel de lignificacion.

Tabla 4. Composicién quimica del pasto

Componente Porcentaje en peso*
Glucano 27+3
Xilano 14+2
Arabinano 20+£0.1
Galactano 0.2+01
Manano 20+0.2
Lignina S.A. 1.3+0.3
Lignina I.A. 221
Cenizas 7.2+0.1
Soélidos totales 96 +2
Extractivos 143+0.4

*Valores promedio + una desviacion estandar de ensayos realizados por triplicado, expresados
en base seca, exceptuando los sélidos totales.
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Tabla 5. Composicion del pasto elefante o Pennisetum purpureum Schum y otras gramineas expresando sus datos como porcentajes en base seca.

Hamelinck etal, Chungetal.  sunetal,  Wangetal  (IBTURCT  saitsuksanon  Corea  ACZ®  [GRICE) -SRI CE e tabaio
2012) N N et al., 2001 2007 al., 2012)
) ) ) ) ) P Pennisetum Pennisetum Pennisetum Pennisetum
Especie Switchgrass Switchgrass Bermudagrass Bermudagrass Miscanthus Miscanthus e S purpureum purpureum purpureum purpureum
Schum Schum Schum Schum
CELULOSA 31.98 NR NR NR NR NR 26.9 30.68-31.17 34.5 NR 27
Glucano 6C 31.98 32.20 32.36 25.59 36.32 41.0 NR NR NR 32.52 27
HEMICELULOSA 25.19 NR NR NR NR NR 26.2 29.75-31.58 24.8 NR 18.24
Xilano 5C 21.09 20.30 19.37 15.88 17.0 18.42 NR NR NR 18.86 14.06
Arabinano 5C 2.84 3.70 4.33 1.95 1.89 2.08 NR NR NR 4.47 1.96
Galactano 6C 0.95 0 1.09 1.46 0.58 NR NR NR NR 1.26 0.2
Manano 6C 0.30 0.40 NR NR 0.23 NR NR NR NR NR 2.02
Lignina S.A. NR 3.70 NR 3.96 NR NR NR NR NR NR 1.30
Lignina LLA. NR 19.50 20.33 15.37 21.79 NR NR NR NR NR 22.40
Lignina Total 18.13 NR NR 19.33 NR 23.10 5.88 8.26-8.88 14.3 14.9 23.70
Cenizas 5.95 7.10 4.17 6.6 NR NR NR 2.54-2.81 NR 12.7 7.20
Extractivos 17.54 NR NR 4.17 1.81 NR NR NR NR NR 14.30

NR: No Reportado

S.A.: Soluble en acido
I.A.: Insoluble en acido
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En la Figura 11 se observa la distribucion del tamafio de particula, siendo el
tamafio medio de particula de 0.297 mm.
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Figura 11. Distribucién del tamafio de particula del pasto elefante.

4.2 Tratamientos de hidrélisis sobre el residuo FPA

4.2.1 Caracterizacion de FPA y evaluacion de su digestibilidad enzimética

En el presente trabajo, se utilizé el residuo sélido remanente luego de la
hidrélisis acida, referido en el capitulo 3 como FPA. Se determin6 su composicion,
expresandose sus datos en porcentaje en base seca, ver Tabla 6.

Tabla 6. Composicién quimica del residuo sdélido remanente luego de la hidrélisis acida (FPA).

Componente Porcentaje en peso*
Glucano 42+ 2

Xilano 11+4

Lignina Insoluble 35.8+0.2
Sdlidos totales 87.3+0.1

*Valores promedio + una desviacion estandar de ensayos realizados por duplicado,

expresados en base seca, exceptuando los sélidos totales.
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El pretratamiento con acido diluido, es un método efectivo para la remocion de
la hemicelulosa. Dependiendo de las condiciones de trabajo puede extraer hasta en un
95% los azUcares de la hemicelulosa (Karimi et al., 2006). El residuo sdélido,
compuesto principalmente por celulosa y lignina, tal como se puede ver en la tabla 6,
puede ser hidrolizado ya sea con otro pretratamiento fisico-quimico o con enzimas
(Martin et al., 2007).

Se llevé a cabo un ensayo preliminar de hidrélisis enzimética, a modo de
evaluar la digestibilidad del residuo FPA, utilizandose una alta carga enziméatica, 25
FPU/g de residuo sélido de complejo celuldsico (aproximadamente 60 FPU/g de
celulosa) y 10 CBU/g de residuo sélido de B-glucosidasa. Como se observa en la
Figura 12, al cabo de 130 horas de reaccién se alcanzé un porcentaje de conversion
de celulosa a monémeros de glucosa del 31.5%. Este valor es comparable a valores
encontrados en bibliografia para materiales lignocelul6sicos pretratados, en los que se
utilizé la misma carga enziméatica: 49.9% para paja de centeno pretratada con acido
diluido en iguales condiciones de concentracion y tiempo de exposicion (Sun, 2002),
48.9% para bagazo de cafia de azucar pretratado con explosion por vapor (Martin et
al., 2008) y 32% para bagazo de cafia de azucar pretratado con &cido diluido
(Rezende et al., 2011).

Sin embargo, el uso de enzima en exceso no pareceria ser tan ventajoso desde
el punto de vista hidrolitico como podria esperarse, ya que, segun Wyman et al.
(2005), la reduccion de la cantidad de enzima utilizada hasta en un 75%, solo
disminuy6 el porcentaje de conversion de celulosa a glucosa minimamente. También
numerosas investigaciones, Kristensen et al. (2007), Sipos et al. (2011), Zheng et al.
(2008), Singh y Bishnoi ( 2012) entre otros, informan que la adiciobn de algunas
sustancias tales como proteinas y surfactantes aumentan la eficiencia de la catdlisis

enzimatica, pudiéndose utilizar entonces bajas dosis enzimaticas.
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Figura 12. Avance de la hidrdlisis enzimatica del residuo FPA, utilizdndose 25 FPU/g
residuo solido de complejo celulasico expresado en porcentaje de conversién de celulosa a

glucosa.

4.2.2 Evaluacion del efecto de la adicidon de surfactante y B-glucosidasa en la hidrélisis
enziméatica

Se realizaron ensayos de hidrélisis enzimatica en los cuales se utilizé6 una
cantidad de enzima mucho menor que en el ensayo descrito en el item 4.2.1 (80%
menor), y se evalug tanto el efecto de la adicion de B-glucosidasa, como la adicién de

surfactantes en el rendimiento de la hidrdlisis del complejo celulasico.

La suplementacion con B-glucosidasa, cumple la funcién de hidrolizar la
celobiosa del medio mediante su hidrélisis a glucosa, minimizando la inhibicién que
ejerce la celobiosa sobre las celulasas. Tal como se observa en la Figura 13, la adicién
de B-glucosidasa mejora la hidrélisis tanto en rendimiento como en velocidad de
hidrélisis. Las enzimas cooperan de manera sinérgica para degradar al sustrato, esto
implica que la actividad de las enzimas trabajando en conjunto es mayor que la adicién

de sus actividades individuales (Van Dyk y Pletschke, 2012).
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Figura 13. Avance de la hidrélisis enzimatica del residuo FPA con y sin agregado de
B-glucosidasa con un porcentaje de sélidos del 5 % (p/v). Dosis utilizadas: 5 FPU/g soélido de

complejo celulasico y 10 CBU/g sdlido de B-glucosidasa.

En la Figura 14, se muestran los ensayos de hidrélisis enzimética con adicion
de surfactantes. Se espera que estas sustancias mejoren la hidrélisis ya que al
establecer interacciones hidrofébicas con la lignina, llevan a que la enzima adsorbida a

la lignina se libere (Van Dyk y Pletschke, 2012).

La hidrdlisis sin la adicién de surfactantes, dio lugar a concentraciones de
glucosa de 5.7 g/L utilizandose soélo celulasa y 6.2 g/L utilizandose celulasa
suplementada con B-glucosidasa cuyos porcentajes de conversién de celulosa a
glucosa con respecto al maximo tedrico, corresponden al 27.7 y 29.6%
respectivamente. La adicion de BSA no tuvo efecto en la conversion de celulosa a
glucosa, por el contrario la adicién de PEGgy0 Y Tween 80 incrementd el porcentaje de
hidrdlisis a valores de 41.2 y 41.6 % respectivamente al cabo de 140 horas, valores
gue resultaron superiores al obtenido con 25 FPU/g de residuo sélido de celulasas de
31.5 %.
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Figura 14. Porcentaje de conversion de celulosa a glucosa con respecto al maximo

tedrico de glucosa, para la hidrélisis enzimética en presencia de distintos surfactantes.

De estos resultados también se observo que el efecto positivo de la adicion de
B-glucosidasa es mas notable en los ensayos realizados en presencia de surfactantes,
pasando desde un incremento en el porcentaje de conversion del 6.8 % en el caso de
los ensayos sin surfactantes, hasta un aumento del 24.5 % para los ensayos con
Tween80. Esto puede ser explicado teniendo en cuenta que dado que la B-glucosidasa
no tiene dominios CBM de unién a la celulosa, tiende a adherirse a la lignina (Guo et
al., 2009). Los surfactantes minimizarian la cantidad de esta enzima adherida a la
lignina, permitiendo por lo tanto, que haya mas [-glucosidasa libre en el medio para

favorecer la hidrdlisis.

Del andlisis estadistico de los datos, se deduce que el cambio en el porcentaje
de conversion de celulosa a glucosa generado por la adicion de PEGgo, €S Mas
significativo que el generado por la adicion de B-glucosidasa.
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4.2 .3 Hidrdlisis enzimatica con alta concentracion de sélidos

En la Tabla 7 se puede observar el grado de hidrdlisis (expresado en % de
conversion de celulosa a glucosa) y la concentracion final de glucosa expresada en
g/L, utilizAndose concentraciones de soélidos del 5 y 10%. Se utilizé como surfactante
Unicamente PEGgoqo, por sus altos rendimientos obtenidos en las hidrélisis anteriores y
facil manejo. El uso de altas concentraciones iniciales de sustrato reducen el costo de
produccién asi como el consumo de energia del proceso (Roche et al., 2009).

El porcentaje de conversion de la celulosa fue superior en los ensayos con
menor concentracion de sélidos, sin embargo, si se observan las concentraciones
finales de glucosa, estas fueron practicamente duplicadas en los ensayos con 10%

(p/v) de solidos.

Tabla 7. Hidrdlisis enzimética del residuo FPA en presencia y ausencia de PEGgqq, para
distintas concentraciones de sustrato

Conversiéon de

Concentracién de Concentracién final
Muestra celulosaaglucosa
sustrato (% p/v) de glucosa (g/L)*
(%0)*
Sin surfactante 29.6 + 0.5 6.1+0.1
5
PEGso00 41.2+0.1 85+0.1
Sin surfactante 28+5 102
10
PEGeo00 39+3 14 +1

*Valores promedio + una desviacion estandar de ensayos realizados por duplicado.

Segun Rosgaard et al.,, (2007), quienes llevaron a cabo estudios sobre el
efecto de altas concentraciones de sustrato sobre el rendimiento de la hidrélisis
enzimatica, la disminucién en el rendimiento de la hidrélisis se debe a que los
materiales lignocelulésicos pretratados tienen una alta viscosidad inicial, o que evita
que haya un mezclado eficiente. También sugieren, que al haber una mayor
concentracion de sustrato, hay mayor union improductiva de las celulasas a la lignina,

sobre todo a medida que avanza la hidrolisis y disminuye la concentracion de celulosa.

Por lo tanto, para aumentar el rendimiento de la hidrélisis enzimatica con altas

concentraciones de sustrato se pueden utilizar estrategias tales como la adicion
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secuencial de sélidos (Linde et al., 2006), o agregar un paso adicional de
pretratamiento a modo de extraer la lignina restante y minimizar la unién inespecifica

de las enzimas a la lignina.

4.3 Tratamientos de hidrélisis sobre el residuo FPAA

A partir de los resultados presentados en el punto anterior, se observé, que el
pretratamiento con acido diluido, si bien fue efectivo en la extraccibn de la
hemicelulosa, no resulté un buen método para promover la hidrélisis efectiva de la
celulosa. Segun Guo et al. (2009), y Yang y Wyman (2004), el pretratamiento acido
diluido provoca ademas la redistribuciéon de la estructura quimica de la lignina lo cual
tendria un efecto inhibitorio significativo sobre la hidrélisis ya que aumentaria la
adsorcion de las enzimas (sobre todo de la B-glucosidasa) a la misma, dejando menor
cantidad de enzima disponible en la reaccién hidrolitica.

Mediante la adicion de surfactantes se logr6 aumentar el porcentaje de
hidrdlisis, ya que estos disminuyen la adsorcién de las enzimas, sin embargo, quedaria
entre el 58.8 y 58.4 % de celulosa residual sin hidrolizarse ain en los mejores casos
(PEGso00 Y Tween 80 respectivamente). Por lo que, a modo de aumentar la eficiencia
de la hidrdlisis, se hace necesario agregar un nuevo paso de pretratamiento, con la

finalidad de eliminar una fraccién mayor de lignina.

4.3.1 Pretatamiento alcalino del residuo FPA

En la tabla 8 se muestra la composicién del sélido residual del pretratamiento
alcalino, referido en el capitulo 3 como FPAA. Se pudo observar que hubo un aumento
del contenido de glucano y una disminucion del contenido de lignina insoluble después

del pretratamiento alcalino (ver Tabla 6 y 8).
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Tabla 8. Composicién de la fraccién FPAA, expresada en porcentaje en base seca.

Componente Porcentaje en peso*
Glucano 58 +4
Xilano 10+4
Lignina insoluble 23+6
Solidos totales 93+1

*Valores promedio + una desviacién estandar de ensayos realizados por duplicado,

expresados en base seca, exceptuando los sélidos totales.

Los pretratamientos alcalinos, se caracterizan por tener una buena capacidad
de deslignificacion, sin afectar sustancialmente a los demas componentes (Balat et
al., 2008). Como se observa en la Figura 15, en el pretratamiento acido la remocion de
lignina fue practicamente nula, eliminandose casi el 60 % de la lignina en el paso
posterior de pretatamiento alcalino. Este valor resulta mas bajo a los encontrados en
bibliografia para pretratamientos en secuencia en condiciones similares al de este
trabajo, tales como Zhang et al. (2009) y Rezende et al. (2011) cuyos valores de
deslignificacién fueron de 81 y 88 % respectivamente. En cuanto a la extraccién del
xilano el comportamiento fue inverso, la mayor parte de este se extrajo durante el
pretratamiento acido (53.2 %) y s6lo un 17 % fue extraido durante el pretratamiento
alcalino, lo cual resulta consistente con el comportamiento expresado por Rezende et
al. (2011).
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Figura 15. Fraccion remanente de cada componente lignocelulésico en muestras de

pasto elefante, luego de cada etapa de pretratamiento fisico-quimico.

4.3.2 Evaluacion del efecto de la adicion de un pretratamiento alcalino sobre la
hidrolisis enziméatica

En la Tabla 9, se presentan los resultados obtenidos para la hidrélisis con el
residuo FPA y el residuo FPAA en las mismas condiciones: 5 FPU/g de residuo solido
de celulasas, 10 CBU/g de residuo sélido de B-glucosidasa, 10% (p/V) de sélidos a 50
°C de temperatura. El rendimiento de la hidrdlisis fue superior para el residuo FPAA,
alcanzandose el 38 y 45% de conversion para los ensayos sin y con PEGgon
respectivamente. Tal como se esperaba, al disminuir la proporcion de lignina luego de
la hidrolisis alcalina, y disminuir asi el efecto adsorbente de las enzimas a esta, se

logré aumentar la eficiencia de la hidrdlisis a altas concentraciones de sustrato.
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Tabla 9. Hidrdlisis enziméatica de los residuos FPA y FPAA, con concentracion de

sdlidos del 10%, llevada a cabo sobre residuo con y sin surfactante.

Fraccion sélida Conversioén de celulosa Concentracion final
o Surfactante
utilizada a glucosa (%)* de glucosa (g/L)*
Sin surfactante 285 10+ 2
FPA
PEGs000 39+3 14 +1
Sin surfactante 38+1 23+1
FPAA
PEGs000 45+ 7 27t 4

*Valores promedio + una desviacién estdndar de ensayos realizados por duplicado.

Segun los resultados obtenidos en el analisis estadistico, el agregado de un
pretratamiento alcalino, genera un cambio significativo en el porcentaje de conversion

de celulosa a glucosa.

Cara et al. (2006) llevaron a cabo la hidrdlisis enzimatica de madera de olivo,
pretratada en una primera instancia por explosién con vapor, y posteriormente llevado
a cabo una deslignificacion alcalina. El residuo soélido fue tratado enziméaticamente con
15 FPU/g de sustrato de celulasa y 12.6 |U/g sustrato de B-glucosidasa, con
10% de soélidos, obteniéndose una hidrélisis de aproximadamente el 55 al 62%,

valores superiores a los obtenidos en este trabajo.

Wu y Lee (1997) estudiaron el efecto que tiene el orden de realizacion de los
pretratamientos 4cido y alcalino sobre la hidrélisis enzimética. Utilizando switchgrass
como materia prima, llevaron a cabo un pretratamiento acido diluido y posteriormente
una deslignificacion alcalina mediante ARP (Ammonia Recycled Percolation), y
viceversa, observando que la deslignificacién alcalina previo a la hidrélisis acida,
disminuye la pérdida de azucares por descomposicion, brindando por lo tanto mejores
rendimientos en la hidrdlisis. Por lo tanto, a modo de mejorar los rendimientos de la
hidrdlisis, el cambio en el orden de los pasos de pretratamiento, podria ser una

estrategia a tenerse en cuenta en proximos estudios.
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4.3.3 Efecto de la temperatura sobre la hidrdlisis del residuo FPAA

En la Figura 16, se muestran los resultados obtenidos para la hidrélisis de
FPAA a la temperatura sugerida como Optima para las celulasas, 50°C (Selig et al.,

2008) y a 37°C, temperatura en la cual se llevara a cabo la SSF.

40

Conc. Glucosa (gfL)

0 20 40 G0 Gl 100

Tiempo (horas)
=== 5in PEG i
L. G000 70 Sin PEG gann
—— 0N PEG 00 e« CONPEGg,,

Figura 16. Hidrolisis enzimética del residuo FPAA a 50 y 37°C.

En la hidrélisis a 50°C se obtuvieron aproximadamente 23 g/L de glucosa
finales para la muestra sin surfactante, correspondientes al 38% de conversion y 27
g/L de glucosa finales para la muestra con PEGgy, correspondiente a un 45% de
conversion de celulosa a glucosa, al cabo de 94 horas. Para la hidroélisis a 37°C, se
obtuvieron 20.6 g/L de glucosa finales, correspondientes al 34.4% de conversion para
la muestra sin surfactante, y para la muestra con PEGgq Se obtuvieron 23.2 g/L de

glucosa, correspondientes al 38.8% de conversion luego de 94 horas de hidrélisis. Tal
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como sugieren estos valores, los ensayos con PEGgg S€ vieron mas afectados por la
temperatura que aquellos sin surfactante, con una merma de 7.1 g/L de glucosa. En
cuanto a la velocidad de la hidrolisis, se observa, sobre todo en el caso de las
muestras sin surfactante, que ya a las 60 horas de hidrdlisis, la muestra del ensayo
llevado a cabo a 50°C, lleg6 a una fase estacionaria donde ya casi no hay mas
hidrdlisis. Sin embargo, para la muestra llevada a cabo a 37°C, se observa que adn
sigue habiendo hidrdlisis, ya que hay una diferencia de casi 4 g/L de glucosa entre la

pendltima y la dltima toma.

Los datos encontrados en bibliografia para hidrdlisis realizadas a temperaturas
distintas de la 6ptima, son muy variables. En el trabajo de Yao et al. (2011) se llevé a
cabo la hidrdlisis enzimatica de rastrojo de maiz pretratado con acido diluido en una
suspension de 10% p/v de sélidos en solucién, a 40°C durante 96 horas. Bajo estas
condiciones obtuvieron 25 g/L de azucares reductores en el caso mas favorable.
Sewalt et al. (1997) trabajaron con alfalfa y otras gramineas pretratadas con NaOH,
tratdndolas enzimaticamente con un 5% p/v de solidos en solucion, en alta
concentracion enzimatica, a 40°C durante 60 horas obteniendo porcentajes de
conversion de entre 55-65%. Tengborg et al. (2001) realizaron la hidrolisis enzimética
de aserrin de madera, pretratado por explosion con vapor, a 40°C, con 5% de materia
seca en suspension, durante 72 horas, alcanzando un porecentaje de conversion de

aproximadamente el 30%.

4.4 Hidrdlisis y fermentacion simultaneas del residuo FPAA

Uno de los factores que influye en el rendimiento de la hidrélisis enziméatica es
la inhibicién que genera la acumulacion de glucosa y celobiosa sobre las enzimas. Por
lo tanto, la hidrolisis con fermentacion en simultaneo es sugerida como una posible
solucion a la inhibicion por producto, dando generalmente muy buenos rendimientos

en etanol (Olofsson et al., 2008).

En las Figuras 17 y 18 se muestra el perfil de produccion de etanol y
produccion y consumo de azlcares durante la SSF. Para el caso de la SSF sin
agregado de surfactante, se obtuvieron 15.8 g/L finales de etanol y 24.7 g/L finales
para el ensayo llevado a cabo en presencia de PEGgyg. El efecto positivo de este
surfactante, es muy variable dependiendo de la materia prima, asi como del

pretratamiento utilizado. Segun el estudio llevado a cabo por Sipos et al. (2011), el
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PEG actua formando puentes de hidrogeno entre sus &tomos de oxigeno internos, con
los grupos hidroxilos de los fenilos de la lignina, impidiendo de esta forma que estos
interactlien con las enzimas reteniéndolas y disminuyendo asi la cantidad de estas
disponibles en la hidrdlisis. En cuanto a su efecto sobre las levaduras, poco se conoce
aun, pero algunos investigadores, tales como Singh et al. (2007), sugieren que este
podria aumentar la permeabilidad de la membrana celular al interactuar con algunos
de sus componentes, y de esta forma favoreceria la produccion e intercambio de
algunos productos. Aunque, analizando los resultados de la Tabla 10, se puede inferir
gue dado la poca diferencia en la eficiencia de las fermentaciones con y sin PEG, el
efecto mas valioso de este surfactante se centra en la interaccion de las enzimas con

el sustrato.

En la Tabla 10 se comparan los resultados obtenidos en la SSF con y sin
surfactante, con experiencias de trabajos llevados a cabo en condiciones similares por
distintos investigadores. Los valores obtenidos de concentracion final de etanol asi
como en la eficiencia de la fermentacion, se encuentran en el rango de los valores de
bibliografia, aunque estos son muy variables dependiendo de las distintas materias

primas utilizadas.
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Figura 17. SSF llevada a
cabo sobre el residuo FPAA
en una relacion del 10% (p/v),
utilizdndose la levadura
Saccharomyces cerevisiae, a
37°C en ausencia de
surfactante. A: Perfil de
produccion de etanol
expresado en g/L. B: Perfil de
azUcares (glucosa y
celobiosa), expresado en g/L.

Figura 18. SSF llevada a
cabo sobre el residuo FPAA
en una relacion del 10%
(p/v), utilizandose la
levadura Saccharomyces
cerevisiae, a 37°C con 0.05
g PEGgp00/g de sdlido. A:
Perfil de produccion de
etanol expresado en g/L. B:
Perfil de azucares (glucosa y
celobiosa), expresado en
g/L.
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Tabla 10. Datos comparativos de experiencias de SSF realizadas con Saccharomyces cerevisiae, respecto a este trabajo.

Materia prima

Pretatamiento

Conc.celulasa

Conc. B-gluc.

Contenido de

sélidos (%)

Temp. (°C)

pH

Surfactante

Conc. celular

Etanol (g/L)

Eficiencia de

fermentacion (%)

Alkasrawi et al.
(2003)

Chips de abeto

Inmersién con SO,
+ EPV

11 FPU/g de

celulosa

41 IU/g de celulosa

5% (p/p)

37

2.5 g/L Tween20

0.5% (p/p) del peso
total

23

la

87

Linde et al.
(2007)

Paja de cebada

Inmersién en
acido + EPV

5 FPU/g de

celulosa

6 1U/g de celulosa

7.5% (p/p)

35

5g/L

13

46

EPV: Explosion por vapor.
WIS: Water Insoluble Solids (Sélidos insolubles en agua).
IU: International Units (Unidades Internacionales).

CBU: Cellobiose Units (Unidades de celobiosa).

p/p: peso/peso.
p/v: peso/volumen.

N.E.: No especificado.

Linde
et al. (2008)
Paja de

trigo

Inmersién en
acido + EPV

6 FPU/g de WIS

7 IUlg WIS

5% (p/p)

35

2g/lL

8.5

49

Zhang et al.
(2009)

Mazorca de

maiz

Acido + alcalino

30 FPU/g de

celulosa

19% (p/v)

37

4.8

5 g/L cél.
Secas

69.2

81.2

Conceigao
et al. (2011)

Eucalyptus

grandis

Acido + alcalino

30 FPU/g de

sélido

20% (p/p)

37

N.E.

4g/lL

28.7

N.E.

Este trabajo

Pasto elefante

Acido + alcalino

5 FPU/g de sélido

Seco

10 CBU/g de sdlido

seco

10% (p/v)

37
4.8

Sin surfactante y con
0.05 g/g de sélido
seco PEGeono

1 x 108 cél/mL iniciales

15.2'y 24.7

714y 721

En la Figura 19, se muestra el desempefio de la SSF con respecto a la

conversion de celulosa a glucosa, comparado a los valores obtenidos para la hidrolisis
enzimatica en las mismas condiciones. Se observa un efecto positivo de la SSF
comparado a la hidrélisis enzimatica, tanto para el ensayo llevado a cabo sin

surfactante (51.8% de conversidn), como para el suplementado con PEGgu (80.9%
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de conversion), siendo mas significativo el aumento en el porcentaje de conversién en
este Ultimo caso. Este resultado puede explicarse teniendo en cuenta el efecto del
PEGgoqo explicado anteriormente, el cual, al disminuir la adsorcidon inespecifica de
enzima a la lignina, permitiria que ésta esté mas disponible para hidrolizar la celulosa.
Al haber mayor grado de hidrdlisis de la celulosa, existe una mayor posibilidad de que
haya inhibicion por producto. Por lo tanto, al realizarse en simultaneo la fermentacién
de la glucosa a etanol, se evita la inhibicion que esta genera ya que la levadura va

consumiendo la glucosa a medida que esta se va produciendo.

90
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% Conversion Cel-Glc.
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20
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s/surfactante PEGG000
@ Hidrolisis mSSF

Figura 19. Porcentaje de celulosa convertida a glucosa de la SSF y la hidrdlisis
enzimética individual, realizadas a 37°C, con 10% de sdlidos, 5 FPU/g de

residuo sdlido y 10 CBU/g de residuo solido.

En la Tabla 11 se muestran las concentraciones de acido succinico, lactico,
acético y glicerol producidos durante la SSF, luego de 117 horas. La produccion de
acidos y glicerol fue muy baja tanto para los ensayos llevados a cabo sin surfactante,

como en los suplementados con PEGggqo.
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Tabla 11. Concentracién de acidos y glicerol producidos durante la SSF, expresados en g/L.

Sin surfactante* Con PEGgooo*
Ac. Succinico (g/L) 0.2+0.3 0.4+0.2
Ac. Lactico (g/L) 16+04 1.4+0.6
Ac.Acético (g/L) 11+04 1.25+0.03
Glicerol (g/L) 04+0.2 0.7+0.2

*Valores promedio + una desviacién estdndar de ensayos realizados por duplicado.

El nimero de células totales se mantuvo practicamente constante en todos los
ensayos, con una fraccion de viabilidad promedio de 0.64 y 0.84 para los ensayos sin
y con PEGgqgo respectivamente. Tal como se menciond anteriormente, si bien no existe
mucha informacion acerca de como actia el PEGgy sobre las levaduras, los datos

mostrados parecen indicar que no influye ni en su crecimiento ni viabilidad.
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Capitulo 5

Conclusiones
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El pasto elefante estudiado, proveniente de un cultivo experimental, presentd
un contenido bajo de carbohidratos (glucano y xilano) y un alto grado de lignificacion
comparado a otros materiales lignocelulésicos similares, esto lleva a que sean

necesarios mas pasos de pretratamiento para la remocion de este polimero.

En las hidrdlisis enziméticas se lograron los valores mas altos de conversiéon de
celulosa a glucosa cuando se utiliz6 como sustrato al residuo obtenido luego de dos
pretratamientos: uno acido seguido por uno alcalino. Mediante el agregado de aditivos
surfactantes, se logré disminuir 5 veces la concentracibn de enzima utilizada,
alcanzando valores de conversién similares a los obtenidos con alta concentracion
enzimatica. Si bien las condiciones éptimas de hidrdlisis enzimatica son 50°C, a bajas
concentraciones de solidos, se logr6 mejorar los rendimientos de hidrélisis a 37°C y
altas concentraciones de sustrato, mediante la utilizaciéon del residuo tratado con el

doble pretratamiento fisico-quimico, y el agregado de PEGgqqo.

La levadura de panificacién, Saccharomyces cerevisiae, fermenté la glucosa a
etanol en la SSF, dando lugar a la formacién de 16 a 24 g/L de etanol con una
eficiencia del 70% aproximadamente, obteniéndose un porcentaje de conversion de

celulosa a glucosa atractivo, de hasta un 80%.

Se debe profundizar en los estudios sobre los pretratamientos acido y alcalino,
y el orden en que estos sean llevados a cabo a modo de aumentar la deslignificacién
de la biomasa. También se puede evaluar la utilizacion de microorganismos termo
tolerantes para la fermentacién, como herramientas para aumentar las eficiencias de

hidrdlisis y fermentacion.
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Analisis de resultados de varianza para el porcentaje de conversion de celulosa

a glucosa segun las diferentes condiciones de hidrdlisis enzimética

Las distintas condiciones de hidrolisis enzimética analizadas son las siguientes:

origen del sustrato (con y sin pretratamiento alcalino), concentracion de sustrato,

adicion de B-glucosidasa y PEGgeo, Vvariacion de la temperatura y efecto de la

fermentacion en simultaneo con la hidrélisis enzimatica (SSF).

Two Way ANOVA

Respuesta: % Conversion de celulosa a glucosa

Factor concentracion de B-glucosidasa (CBU/g de sustrato)
2 grupos: 0, 10

Factor concentracion de PEGgoy (9/g de sustrato)

2 grupos: 0, 0.05

Andlisis de resultados de varianza

F.V. SC gl CM F p-valor
Conc. B-glucosidasa  28.54 1 28.54 19.57 0.0069
Conc. PEGgoo 189.40 1 189.40 129.82 0.0001
Error 7.29 5 1.46
Total 225.24 7

Two Way ANOVA

Respuesta: % Conversion de celulosa a glucosa
Factor concentracion de sustrato (%p/v)

2 grupos: 5, 10
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Factor concentracion de PEGgoy (9/g de sustrato)

2 grupos: 0, 0.05

Andlisis de resultados de varianza

F.V. SC gl CM F p-valor
Conc. PEGegoo0 244.89 1 244.89 32.21 0.0024
Conc. Sustrato 6.46 1 6.46 0.85 0.3990
Error 38.01 5 7.60
Total 289.35 7

Two Way ANOVA

Respuesta: % Conversion de celulosa a glucosa

Factor adicién de un pretratamiento alcalino adicional

2 grupos: 0, 1

Factor concentracion de PEGgq (g/g de sustrato)

2 grupos: 0, 0.05

Andlisis de resultados de varianza
F.V. SC gl CM F p-valor
Pret. Alcalino 136.71 1 136.71 7.23 0.0433
Conc. PEGegoo0 151.78 1 151.78 8.03 0.0365
Error 94.51 5 18.90
Total 382.99 7

Two Way ANOVA

Respuesta: % Conversion de celulosa a glucosa
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Factor Temperatura (°C)

2 grupos: 37, 50

Factor concentracion de PEGgqy (g/g de sustrato)
2 grupos: 0, 0.05

Andlisis de resultados de varianza

F.V. SC gl CM F p-valor
Temperatura 56.19 1 56.19 4.22 0.0952
Conc. PEGegg00 62.74 1 62.74 4.71 0.0821
Error 66.61 5 13.32
Total 185.54 7

Two Way ANOVA

Respuesta: % Conversion de celulosa a glucosa

Factor SSF

2 grupos: 0, 1

Factor concentracion de PEGgq (g/g de sustrato)

2 grupos: 0, 0.05

Andlisis de resultados de varianza
F.V. SC al CM F p-valor
SSF 1721.15 1 1721.15 24.52 0.0043
Conc. PEGeg0 587.66 1 587.66 8.37 0.0341
Error 351.00 5 70.20
Total 2659.81 7
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