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Resumen

La demandade energia de lahumanidad se ha incrementado sustancialmente en los ultimos afios,
debido a que la principal fuente de produccién la constituyen los combustibles fésiles se han
presentado problemas tales como laescasez y aumento de precio de dichas materias primas, por
otro lado, la gran cantidad de didéxido de carbono vertida a la atmosfera producto su combustidn
ha tenido como consecuencia el cambio climatico. Finalmente, debido a que la distribucion de
combustibles fdsiles no es homogénea a lo largo del orbe se han generado fuertes conflictos
geopoliticos por el dominio de su extraccion. Por estas razones, se ha recurrido a fuentes
renovables de energiatales como el etanol, el cual ha demostrado ser una alternativa viable para
el sectordel transporte, el cual consume unabuena parte de laenergia producidaa nivel mundial.

Actualmente el etanol es producido principalmente a partir de la fermentacién de los azucares
contenidos en cultivos como el maiz y la cafia de azucar, lo cual provoca encarecimiento de los
alimentos asicomo utilizaciéon de tierras fértiles y agua potable para su producciéon. Conel finde
evitarestas consecuencias se ha desarrollado la tecnologia del etanol de segunda generacién, la
cual utilizacomo materia primalos desechos agroindustriales o forestales. Este tipo de residuos se
consideran como materia lignoceluldsica. El proceso para la obtencién de etanol incluye al
pretratamiento, hidrolisis, fermentacién y purificacién del producto.

El Agave tequilana es una planta utilizadaen el occidente de México paralafabricacion de bebidas
espirituosas, principalmente tequila o mezcal. Sin embargo, esta actividad deja como residuo el
bagazo de lostallos de la planta, conocidos como pifas. Este bagazo constituye un problema para
las plantas productoras y no tiene ningun uso. Es por este motivo que se eligié este tipo de
materia prima.

En el presente trabajo se realizd un disefio experimental para la optimizacién de un
pretratamiento alcalino oxidativo de donde se determiné que las concentraciones dptimas de
reactivos son 6% de hidroxido de sodio y 10% de perdxido de hidrégeno. Para la hidrolisis
enzimatica se partid de la utilizaciéon de una enzima, la cual se obtiene del hongo Trichoderma
reesei, sinembargo se plantearon un par de disefios experimentales combinando diferentes tipos
de enzimas para maximizarla concentracion de azucares reductores en el hidrolizado asi como el
rendimiento del proceso. Finalmente se obtuvo una concentracion de azucares de 165 g/l de
azucares después de 72 horas con un rendimiento de 632 g de azlcares por kilogramo de bagazo
de Agave tequilana libre de solubles.

Estos hidrolizados se sometieron a fermentacién con Zymomonas mobilis obteniéndose una
concentracion de etanol en el mosto de 62 g/l después de 72 horas. En contraste utilizando la
técnicade fermentacidny sacarificacion simultaneas se obtuvieron 40g/l de etanol después de 72
horas de reaccion.

Palabras clave: Etanol, pretratamiento, hidrdlisis, fermentacion, Zymomonas mobilis.

Vi



Abstract

The energy demand of mankind has increased substantially in recent years, because the main
source of production constitute fossil fuels have been problems such as the shortage and price
increase of such raw materials, onthe otherhand, the large amount of carbon dioxide discharged
into the atmosphere on combustion product has meant climate change. Finally, because the
distribution of fossil fuelsis nothomogeneous across the globe have strong geopolitical conflicts
generated by rough removal. For these reasons, it has turned to renewable energy such as
ethanol, which has provento be a viable option forthe transport sector, which consumes much of
the energy, produced worldwide alternative sources.

Currently ethanol is produced primarily from the fermentation of the sugars contained in crops
such as corn and sugarcane, causing higher food and use of fertile land and water for their
production. In order to avoid these consequences it has developed technology of second
generation ethanol, whichis used as raw material agro-industrial and forestry wastes. This type of
waste is considered as lignocellulosic material. The process for producing ethanol includes
pretreatment, hydrolysis, fermentation and purification.

The Agave tequilana is a plant used in western Mexico for the production of spirits, especially
tequila or mezcal. However, this activity leaves as waste bagasse plant stems, known as cones.
This bagasseisa problemforproducing plantsand hasno use. It isfor this reason that this type of
raw material was chosen.

In this paper an experimental design was carried out for the optimization of alkaline oxidative
pretreatment where it was determined that the optimum concentrations of reagents are 6%
sodium hydroxideand 10% hydrogen peroxide. For the enzymatic hydrolysis was started with the
use of an enzyme, which is obtained from the fungus Trichoderma reesei, however a few
experimental design combining different types of enzymes to maximize the concentration of
reducingsugarsinthe hydrolyzate and performance raised process . Finally sugars concentration
of 165 g/l of sugars was obtained after 72 hours a yield of 632 g of sugar per kilogram of bagasse
soluble matter free.

These hydrolysates were subjected to fermentation with Zymomonas mobilis obtaining an ethanol
concentration of 62 g/l after 72 hours. In contrast it using the technique of simultaneous
saccharification and fermentation 40 g/I ethanol were obtained after 72 hours of reaction.
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1.1 Introduccion

El consumo de energia se haincrementado a lo largo del ultimo siglo, a medida que la poblacién
en las grandes ciudades se ha multiplicado; debido a que la principal fuente de energia es el
petréleo, se tieneunaacumulacién de gases contaminantes que en los Ultimos afios ha llegado a
niveles peligrosos; provocando efectos nocivos para el medio ambiente, tales como el cambio
climatico. Por otro lado, el petréleo es un recurso no renovable.

Como alternativas al usodel petréleo se han estudiado diversas fuentes energéticas, las cuales van
desde laenergiageotérmica, edlica, solary hastala nuclear. Sin embargo, el mayorconsumidorde
combustibles fésiles y productor de gases nocivos es el sector del transporte, para el cual se han
desarrolladolos [lamados combustibles alternativos entre los cuales encontramos al hidrogeno,
biogas, biodiesely bioetanol. Siendo este ultimo la alternativa que ha sobresalido, sobre todo en
paises como Brasil y Estados Unidos.

Dado que la tecnologia actual predominante esta orientada al consumo de gasolina, el cambio
hacia etanol no puede hacerse de manera inmediata; es decir, ningin automavil que este
disefiado para funcionar con gasolina puede operar solo con etanol a pesar de que dicho alcohol
tiene unindice de octano mayor que la mayoria de las gasolinas. Por esta razén se hace necesario
hacer mezclas de alcohol y gasolina que hasta en un 10% en volumen pueden hacer funcionar un
motor de combustidn interna de gasolina sin ocasionarle ningiin problema. Estas mezclas se
conocen como E5 y E10 denominadas asipor su contenido de etanol en volumen. Dado que el uso
del etanol como combustible se ha difundido extensamente, los fabricante s de automoéviles han
desarrollado lo que se conoce como automdéviles de combustible flexible, los cuales estadn
equipados con sensores que detectan la concentracién de etanol en su combustible y ajustan
automdaticamente los pardmetros necesarios para su utilizacion, tales como la relacién de
compresién o el flujo de alimentacién. Este tipo de vehiculos son capaces de utilizar cualquier
mezcla de etanol y gasolina o etanol hidratado.

El etanol es un alcohol primario que forma un azedtropo aproximadamente a 96 % en volumen
con agua, por lotanto al hacer las mezclas con gasolina es posible que se forme una segunda fase
acuosa en el fondo de los depdsitos, lo cual ocasionaria un dafio irreversible a cualquier maquina
de combustiéninterna. Esto planteauno de los mayores problemas de latecnologia de produccdn
de etanol como biocombustible, ya que se hace necesario retirar el agua del etanol casi por
completo, al menos hasta un porcentaje superior al 98.5% en volumen. Para lograr este objetivo
existen diversos métodos entre los cuales estan ladestilacidn extractiva, destilacion azedtropica o
destilacion al vacio. Sin embargo, el alto consumo energético de estas operaciones encarece
considerablemente la produccion de etanol.

Tradicionalmente, el etanol se ha producido por medios biolégicos aprovechando la capacidad de
fermentar azucares simples hasta etanol, este proceso es tan antiguo como la humanidad, ya que
hay vestigios que nos hacen creer que los egipcios ya practicaban la fermentacién para producir
cerveza. El microorganismo que preferentemente se ha utilizado para realizar lafermentacién
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alcohdlica es la levadura Saccharomices cerevisiae, la cual presenta multiples desventajas, entre
las cuales destacan:

e Bajatoleranciaal etanol en el medio donde se desarrolla, la cual ronda tan solo el 8% en
volumen.
e Incapacidad para fermentar pentosas, lo cual limita su uso.
e Bajorendimiento de produccién de etanol.
Estas limitantes, también influyen en el encarecimiento del proceso global de produccién de
etanol. Porotro lado existe otro problemaimportante de la produccién industrial de etanol que es
la baja eficiencia de los microorganismos que actlan en este proceso.

En la actualidad existe un reto tecnoldgico para lograr la produccién de biocombustibles sin que
entre en competencia con la produccion de alimento para consumo humano, ya que las fuentes
tradicionales de azucares han sido los granos y la cafia de azlcar, motivo por el cual se estan
estudiando métodos paraobtenerel llamado etanolde segunda generacién, para el cual se utiliza
como materia prima, material lignoceluldsico que representa un desecho de las actividades
agroindustriales o en el mejor de los casos es usado como combustible sin aplicarle ningln
tratamiento.
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1.2 Antecedentes

En la actualidad, nos es imposible imaginar la actividad humana sin la energia, todo el desarrollo
qgue la humanidad ha logrado como especie, esta ligado a transformaciones de esta. Es por este
motivo que se ha recurrido a multiples fuentes de energia, de entre las cuales la mas utilizada
debido asu bajo costo de producciény relativaabundanciahasidola energia fésil. La cual incluye
al carbdn, gas natural y petréleo. Este Ultimo es lafuente de energia mas explotada del mundo ya
que cerca del 80% de la energia consumida proviene de esta fuente, se calcula que por cada
habitante del planeta se consumen 4.8 barriles de crudo al afio[1]. El petrdleo proviene de la
descomposicidon de organismos que vivieron en eras geoldgicas antiguas gracias al efecto de las
altas temperaturas y presiones que predominan en el suelo profundo. Es por esta razén que se
dice que el petréleo se sigue generando, sin embargo, como se consume mucho mds rapido de lo
que se produce se le considera un recurso no renovable.

De acuerdo con los registros histéricos se cree que la explotacién del petréleo la comenzaron | os
chinos, enelsiglo quinto utilizando tubos de bambu lograban extraer desde una profundidad de
243 metros. Independientemente a eso, los antiguos persas dejaron registro del uso del petréleo
para fines terapéuticos y medicinales, no obstante aeso, también se sabe que laciudad de Bagdad
estaba pavimentada con las fracciones duras del petréleo hacia el siglo octavo.

La refinacion moderna del petréleo comenzé en 1846 cuando Abraham Gesner [2] refino
queroseno a partir del carbdn mineral, seis afios mas tarde Ignacio Lukasiewicz refino el mismo
producto pero a partir de petréleo [3]. Como este era mas accesible y costeable, el proceso de
produccién cobro fama y se hizo necesario comenzar con la exploracidn y extraccion masiva del
petréleo. El primer pozo comercial paraextraer petréleo en Norteaméricafue instalado por James
Miller Williams en 1858 en Oil Springs (Ontario, Canada) [4]. Al afio siguiente Edwin Drake
descubrié petréleo en Titusville, Pennsylvania. En México, el primer pozo perforado fue el que
construyo Adolfo Autrey cerca de un chapopotera en Papantla, Veracruz en el afio de 1869; sin
embargo no se obtuvo petréleo de este. Lo cual era muy comudn en estas épocas ya que no se
disponia de la tecnologia y conocimientos geofisicos actuales, de modo que se actuaba en un
ejerciciode pruebayerror. Debido a las condiciones adversas que siempre han existido en México
para la extraccion de petréleo, fue hasta 1904, que en las inmediaciones de Ebano, en el estado de
San Luis Potosi se construyd el primer pozo verdaderamente comercial, el cual tenia una
profundidad de 503 metros y producia 1500 barriles de crudo diarios [5].

Como es de esperarse, conforme se ha ido aumentando el ritmo de exploracién, extraccion y
refinacién del petréleo se han ido requiriendo mayores tecnologias para lograr cada vez mas
exactitud para localizar los yacimientos, mas potencia para perforar mas profundo y mejores
procesos para aumentarlaeficienciaen suuso. Porlo cual el precio del crudo haido aumentando
conforme su explotacidn se haido complicando, llegard un momento en que su uso resultara en
costos prohibitivos para seguir utilizandolo como combustible. Estudios como el del Dr. Marion
King Hubbert [6] predijeron que la produccién de crudo mundial comenzaria su declive en el afio
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2010 y que para el afio 2050 tan solo sera la cuarta parte de la produccién actual [7].

El principal consumidor de petréleo es el sector de transportes ya que actualmente requiere el
60% de la produccidn total [8]. Por esta razédn es de vital importancia para minimizar la
dependenciahaciael petréleoyreducirlas emisiones de gases contaminantes hallar alternativas
energéticas para transportar recursos materiales y humanos.

Los combustibles fdésiles en general son causa de la acumulacién exagerada de gases
contaminantesy de efectoinvernadero, propiciando el calentamiento global. Los gases de efecto
invernadero son gases compuestos al menos de tres atomos los cuales pueden absorber la
radiacidon enla bandainfrarrojalo cual aumenta la temperatura de la atmosfera, algunos de ellos
como el agua, metano, o diéxido de carbono siempre han estado presentes en la naturaleza [9] y
han ayudado a regularla temperaturade lasuperficie terrestre, y también son responsables de los
ciclos climaticos que han ocurrido por lo menos desde hace 10,000 afios. Quizas el gas de efecto
invernadero masimportante porsu copiosa produccién es el biéxido de carbono, estudios de los
hielos perpetuos demuestran que su concentraciéon en la atmosfera terrestre ha sido
determinante en los ciclos alternados de clima cdlido y glaciaciones, no obstante a eso, en los
ultimos doscientos afios la concentracidon de este gas ha aumentado exponencialmente como no
lo hacia desde la ultima glaciacion. Esta abrupta acumulacidon puede causar cambios en la
temperatura de la tierra, lo cual puede llegar a desestabilizar la vida tal como la conocemos y
causar principalmente los siguientes efectos:

e Desplazamiento de las zonas agricolas.

e Migracidon de las areas de enfermedades endémicas.

e Derretimiento de los hielos polares.

e Aumento del nivel ocednico.
Como este problema afecta en general a toda la humanidad, en el afio de 1997, los lideres
mundiales, firmaron un documento conocido como el Protocolo de Kioto donde la humanidad se
compromete a reducir la cantidad de emisiones de gases de efecto invernadero sin sacrificar el
desarrollo de paises emergentes como el nuestro. En dicho documento se consideran incentivos
fiscales, apoyos econdmicos para el desarrollo de tecnologias renovables y los bonos de carbono,
los cuales se emiten porentidades que logran reducir sus emisiones mas alldde lorequeridoy son
comprados por aquellos que por su propia naturaleza operativa no pueden cumplir | as metas
establecidas.

Ademadsde laproblematicaexpuestaen laslineas anteriores, hay que afadir que el petréleo es un
recurso que no estd uniformemente repartido por el globo terraqueo ya que cerca del 63% de las
reservas se encuentran en el Medio Oriente, en donde solo vive aproximadamente el 2% de la
poblacion mundial, porlotanto, el petréleo es un problema de politica global y en paises como el
nuestro es un recurso estratégico del cual se depende fuertemente ya que gran parte de las
importaciones de petréleo de Estados Unidos provienen de nuestro pais.

Dado este escenario, se han hecho estudios para encontrar alternativas al uso de los combustibles
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fosiles, de ahise han podido desarrollaralgunas tecnologias que son llamadas “renovables” como
la luz del sol, la fuerza de los vientos, del agua o el uso de biomasa. Estas tecnologias tienen la
ventaja de que son practicamente inagotables, ya que directa o indirectamente son propiciadas
por la energia que incide desde el sol hacia a la tierra; son ademas, energias limpias ya que no
producen acumulacién de contaminantes como los combustibles fésiles, esto es ciertoaunenla
combustién de derivados de labiomasaya que el carbdn emitido en forma de didxido de carbono
es utilizado nuevamente por las plantas para generar mas biomasa, de modo que no hay una
acumulacién netade gases de efectoinvernadero. Enadicién aloanterior, los recursos renovables
estan uniformemente distribuidos por el orbe de modo que pueden llegar a ser pilares del
desarrollo de las regiones que no tienen acceso al petréleo o a otras fuentes de energia fésil.

Las energias renovables tienen una historia ain mas larga que la utilizacién de combustibles fdsiles
ya que la humanidad comenzd aobtenerenergia directamente de la biomasa desde hace mas de
5,000 afios, posteriormente enlaera preindustrial se construyeron bombas y molinos movidos por
corrientes de agua o aire, sin embargo, en larevolucién industrial se abandonaron este tipo de
energias debido asu bajaeficiencia. Es posible que no se hubieralogrado un desarrollo tan rapido
sin haber migrado de fuente de energia a las no renovables.

El termino biomasa lignoceluldsica serd usado para referirse a la parte de las plantas que no es
comestible, tales como hojas, tallos, cortezas y residuos agricolas. En la actualidad tan solo el 3%
de la energia consumida a nivel mundial proviene de la biomasa [10], y una gran parte de ellaes
obtenida de manera directa al quemar material lignoceluldsico. Ademas de esta forma de
utilizacién de labiomasa existen al menos cuatro formas de aprovechar la energia contenida en la
biomasa, ellos son, gasificacion, fermentacidén anaerobia, y pirolisis.

Mas recientemente se ha intentado utilizar la biomasa lignocelulésica como fuente de carbono
para la produccion de etanol, debido a que una de las principales desventajas de los
biocombustibles es que se requiere utilizar recurso (tierra fértil, agua y cosechas) destinado ala
produccidn de alimento como precursorde combustibles. De este modo se estaria aprovechando
un material que en muchos de los casos se considera desechoy que ademds es muy abundante. Si
se aprovechara este tipo de material como base para producir etanol, hacia el afio 2006 se
calculaba que la produccién global de etanol de origen lignocelulésico podria llegar a los 442 mil
millones de litros por afio, lo cual es una cifra bastante mayor comparada a los casi 85 millones de
metros cubicos producidos en 2011; el cual, en su mayoria es producido a partir de maiz o caia de
azUcar.

El etanol, alcohol etilico o simplemente alcohol hasido utilizado por la humanidad desde tiempos
inmemoriales como relajante, medicamento o para fines de entretenimiento; y debido a su alto
poder calorifico también hatenido un papel preponderante como combustible. Ha sido producido
por fermentacidon desde hace 4500 aios en Egipto donde se introdujo la cerveza, en dicha cultura
se le atribuia su produccién al dios Osiris. En china se comenzd a practicar la destilacién como un
modo de aumentar la concentracién de alcohol de una bebida producida a partir de arroz, miel y
frutas. Debido a sus propiedades toxicoldgicas, en la mayoria de las religiones orientales se tenia
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prohibido suconsumo, y en cambio enlas religiones occidentales se le han atribuido propiedades
magicas y espirituales. En la antigua Persia fue donde finalmente se aislé en una forma
relativamente pura porlaalquimistaZakariya Razi y de hecho la palabra alcohol viene de una raiz
arabe (al-kuhl, el espiritu).

En 1796, Johan Tobias Lowitz obtuvo etanol puro filtrando alcohol destilado a través de carbdn
activado. Fue Antoine Lawrence Lavoisier quien describié al etanol como un compuesto de
carbono hidrégeno y oxigeno y su férmula empirica fue determinada por Nicolds-Theodore de
Saussure en 1808. Cinco décadas después, Archibald Scott Couper publicé laestructuradel etanol.

En Estados Unidos, en la década de 1840 el alcohol etilico era utilizado como combustible para
lamparas, y para el afio 1906 fue utilizado como combustible en el famoso modelo T de Ford.
Durante la ley secaenlos afios veinte se prohibié como combustible paraevitarsu consumo como
bebida; y no fue hasta el embargo de la OPEP de los aiios 70’s en que se retomo esta aplicacidon
para subsanaraunque seaparcialmente laescasez de energéticos. A partirde entonces y debido a
las grandes ventajas que ofrece el etanol contra la gasolina, se ha ido ampliando su uso. En
México, se ha intentado introducir este tipo de combustible en varias ocasiones, sin embargo, las
condiciones del mercado ylarigurosa politicaenergéticahan evitado el ingreso de nuestro pais a
una tecnologia mundialmente reconocida.
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1.3 Marco teodrico

1.3.1 Etanol

El etanol es un liquido didfano de olor caracteristico, sabor picante, volatil y considerado
inflamable. Su punto de ebullicién es de 78.4 °Cy el de fusién es de -130°C. Densidad 789.3 kg/m’
a 20 °C.Sus limites de explosividad van de 3.3a 19% y su presion de vapor a 20 °C es de 59 mmHg
[11]. Como se ha mencionado anteriormente, posee un indice de octano mayor que el de la
gasolina, paraser exactos, el indice de octano del alcohol etilico es de 108, lo cual quiere decirque
puede arder mas uniformemente y con menos detonaciones que el 2,2,4 trimetil-pentano que es
considerado el mejor hidrocarburo para ser usado como gasolina.

Al alcohol etilico se le considera derivado del agua por sustitucidon de uno de sus hidrégenos por
un radical etilo, de este modo, el etanol es capaz de interaccionar fuertemente con la molécula de
agua a tal grado de que a 96 % en peso de etanol se forma un azedtropo [12], comportandose la
mezcla como si de un componente puro se tratase, y por mas destilaciones convencionales
sucesivas que se apliquen, jamas podra ser diferente la concentracién de etanol en el liquido que
en el vapor producido.

1.3.2 Material Lignoceluldsico

Comoya se ha mencionado anteriormente, labiomasalignocelulésica representa todas las partes
de las plantas que no puedan ser utilizadas como alimento, y estd compuesta principalmente por
celulosa, hemicelulosa, lignina y pequefas cantidades de proteina, pectina, metabolitos
secundariosy cenizas. Sin embargo, parala produccién de etanol, las fracciones mas importantes
son las que estan constituidas porcarbohidratos, es decir, la celulosa y hemicelulosa. Al conjunto
de estos dos polimeros se le conoce como holocelulosa [1]. El material lignoceluldsico contiene
alrededor de 40 a 50% de celulosa; 25 a 35% de hemicelulosay 15 a 25% de lignina [13].

La celulosa es un polisacarido formado Unicamente por monémeros de glucosa, los cuales estan
unidos porenlaces 1-4, sin puntos de ramificacion. El enlace, ademas de poseer esta orientacion
es un enlace glucosidico B (beta) lo cual hace a la celulosa muy dificil de hidrolizar, ya que la mayor
parte de los organismos no poseen las enzimas necesarias para degradarla. Se ha calculado que la
celulosa esta constituida por 300 a 15000 unidades de glucosa y por medio de difraccion de rayos
X se ha demostrado que la celulosa se agrupa en fibrillas que contienen cadenas de polimero
ordenadas en forma paralela [14], a lo cual se le conoce como forma cristalina de la celulosa, en
este tipo de ordenamiento hay fuertesinteracciones entre las cadenas que forman la fibra, lo cual
dificultaadn massu hidrdlisis tal como se muestra en la Figura 1; por el contrario, en las regiones
amorfas hay una menorinteraccion y las enzimas pueden iniciar su atague en estas regiones. La
celulosa no es soluble en agua a pesar de interactuar fuertemente con esta. La hemicelulosa no
estarelacionada estructuralmente conlacelulosayaque es un polimero de carbohidratos de cinco
carbonos, principalmente xilosa polimerizada mediante enlaces glucosidicos B 1-4 y con
ramificaciones en direccién B1-3 de arabinosa, adicionalmente contiene algunos otros
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carbohidratos como acidos urdnicos y hexosas. La hemicelulosa no forma una fuerte estructura
como la celulosa cristalina, por tal motivo es mas facil degradarla, por otro lado, es soluble en
soluciones alcalinas. La funcién de la hemicelulosa en las plantas es formar una especie de
cemento entre las moléculas de celulosa lo cual las mantiene unidas como se aprecia en el
esquema de la Figura 2 [1].

Fig. 1. Cadenas de celulosa cristalina
interactuando entre ellas por medio
de puentes de hidrogeno.

media
Fig. 2 Arreglo de la pared v

celularprimaria en las plantas,
obsérvese que la hemicelulosa
ayuda a mantener juntas las
fibras de celulosa. La pectina
da cierta flexibilidad y
porosidad.

2 Y
Hemicelulosa

Celulosa

La lignina es un polimero formado por tres unidades basicas de las cuales pueden derivar muchas
mas, guaiasilo, sinapilo y p-hidroxifenilo. Es el segundo biopolimero mas abundante y su
estructuraauln no es del todo conocida, sin embargo se cree que pudiera ser como la mostrada en
la Figura 3. La cantidad y estructura de la lignina depende de muchos factores, entre los cuales
podemos mencionar, el grado de desarrollo de la planta, el tipo de especie del cual se trate y las
condiciones en las cuales ha crecido el espécimen del cual provenga la muestra. De hecho, la
produccion de monémeros de lignina se realiza en el espacio intracelular por medio de un
mecanismo oxidativo con 4-hidoxifenilpropanoides y de ahi es transportada a la pared celular por
mecanismos que atin no son comprendidos deltodo [15]. Un precursor bioquimicode la lignina es
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el acido siquimico del cual también derivan los aminodcidos fenilalaninay triptéfano[14]. Para la
plantaes muy importante el contenido de ligninaya que esta provee una barrera hidrofébica que
evitael ataque microbianoytambiénda un soporte estructural a plantas lefiosas. De hecho, este
tipo de plantas contienen gran cantidad de lignina mientras que las herbaceas son pobres en este
componente [1].

H 1?01-1
OHC—CH—H OH IF-I B
[ H,0 H 11:01-1
2
|

l-lllli'—{Pquulﬂns} @
H 21.'[‘IIIII-I

H o0 —

Fig. 3. Estructura de la
lignina. Nétense los enlaces
de 4-hidroxifenilpropanoides.

1.3.3 Produccion de etanol de segunda generacion

Dado que la materialignocelulésica tiene una gran cantidad de polimeros de hexosas y pentosas,
es posible utilizarlos para produciralcohol etilico por medio de la hidrélisis de estas moléculasy su
posterior fermentacion y purificacion. A este tipo de etanol se le conoce como de segunda
generacion. Zymomonas mobilis al igual que todos los miembros del grupo de las Pseudomonas y
la mayor parte de los microorganismos no es capaz de crecer en medios que contengan como
fuente de carbono solamente polimeros de glucosacomo el almidén y mucho me nos, la celulosa.

Ulises Veldzquez Valadez | Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica 10



Por tal motivo se hace necesario someter el material lignoceluldsico a un proceso que haga posible
su transformacion [16], enla figura 5 se presentael efecto deseado del pretratamiento, obsérvese
gue la estructura de la pared celular vegetal es completamente disgregada lo cual permitira una
accién enzimaticamas eficaz. La primera etapa de dicho proceso es un pretratamiento que tiene
los siguientes objetivos [17]:

e Debe procurar una alta recuperacién de carbohidratos estructurales.

e Debe propiciarque laligninano representeuna barrera fisica ni quimica para la hidrélisis
de los carbohidratos.

e La hemicelulosa debe ser hidrolizada, de modo que los azlcares de 5 carbonos sean
solubilizados, a menos que se realice una co-fermentacién.

e La estructuracristalinadelacelulosadebe ser modificada debiendo predominar las partes
amorfas.

e Aumento de la porosidad del sustrato.

Para este fin existe una gran cantidad de procedimientos, que van desde los tratamientos
mecanicos como la simple reduccién de tamafo, o la extrusién; los fisicoquimicos como la
explosién con vapor o con amonio (AFEX, “amonia fiber explosion”); y los quimicos, como el
tratamiento con dcido diluido, ozonélisis, tratamiento con organosolventes [18], liquidos idnicos y
el tratamiento alcalino [19]. El efecto de todos los pretratamientos se muestra de manera
esquematica en la Figura 4 [20]. En el pretratamiento alcalino se aprovecha el efecto que tienen
las bases como el hidréxido de sodio, sobre la materia lignoceluldsica. Puede ser llevado a cabo
incluso a temperatura ambiente, y su tiempo de accidn va desde unos cuantos segundos hasta
varios dias dependiendo de la temperatura. Funciona mejor para residuos agroindustriales que
para maderas. Tiene la desventaja de que puede producir varios compuestos téxicos y también
puede haber perdidas de azucares fermentables. Produce aumento de volumen del substrato a
tratar y por ende aumento el drea expuesta de las cadenas de celulosa, también disminuye el
grado de cristalinidad y polimerizacidn de las fibras [21]. Si se combina este tipo de pretratamiento
con la accién de unagente oxidante como el perdxido de hidrogeno es posible lograr que mas de
la mitad de la lignina y casi toda la hemicelulosa se solubilicen. Esta operacidn es fuertemente
dependiente del pHy su maximo de efectividad esta dado entre 11.5y 11.6 [22].

Posterior al pretratamiento se hace necesario llevar a cabo un lavado o desintoxicacién para
eliminarlas sustanciasinhibidoras que se producen durante la fase anterior. Esta etapa depende
del tipo de pretratamiento utilizado.

Como ultima preparacién, se lleva a cabo la hidrdlisis enzimatica [23] para lograr la obtencién de
azucares reductores que puedan ser utilizados por Zymomonas mobilis o cualquier otro
microorganismo. Las enzimas utilizadas para este fin son biosintetizadas por microorganismos
como la bacteria Clostridium cellulovorans o los hongos Aspergillus niger o Trichoderma reesei
[22]. Este ultimo es el microorganismo mads usado para laobtencidn de celulasas [24]. Las enzimas
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necesarias para la hidrélisis de celulosa se pueden catalogar en una de tres clases, las cuales
forman complejos sinérgicos:

Celulosa

'y
L ]
[
L]
Pretratamiento -
— L ]
. L ]
L ]
x -
L ] L |

Hemicelulosa

Lignina

T

Region amorfa

Region cristalin{

Fig.4. Representacion esquemadtica del efecto

del pretratamiento sobre el material
lignoceluldsico

e Endoglucanasas: que atacanregiones de bajacristalinidad en las cadenas de celulosay
producen oligosacaridos de cadenas variables.
e Exoglucanasas: que atacan los extremos de los oligosacdridos que producen las anteriores
y generan moléculas de celobiosa (que son dimeros de glucosa unidos porenlace § 1-4)
e [-Glucosidasas:sonlasencargadas de separarlos dimeros y producirglucosalibre parasu
aprovechamiento enlafermentacion.
e Xilanasas, que son endoglucanasas con actividad 1-4y 1-3, por lo tanto, son capaces de
hidrolizarla Hemicelulosa.
Estos tres tipos de enzimas estdn acopladas para trabajar en conjunto, ya que los oligosacaridos
inhiben alas endoglucanasas, pero las exoglucanasas evitan su acumulacién. Y lo mismo sucede
con las otras dos. Es decir, el producto de una es sustrato de la otra. Sin embargo, si al final de la
cadenaexiste una acumulacion de glucosa, entonces toda la cadena se verd inhibida. Es por esta
razon que se ha ideado lasacarificacionyfermentacidn simultanea. En este arreglo se lleva a cabo
enla mismaunidad de reaccion el proceso de rompimiento de celulosa hasta glucosa y también la
transformacion de glucosa en etanol por medio del microorganismo adecuado. Asi, la glucosa
producida por el complejo enzimatico no inhibira la sacarificacion ya que sera consumida por el
microorganismo fermentador.

El mayor problemade estatécnicaes que la sacarificacién se llevaacabo a una temperatura de 45
a 55 °Cy un pHde 6.0. La fermentacién con Zymomonas mobilis tiene sus condiciones dptimas a
30°Cy pHde 6.0, de acuerdoa loreportado se sugiere que las condiciones del proceso combinado
sean de 30°C y pH de 6 [25]. Sin embargo, debido a que Z. mobilis es un organismo mesoéfilo se
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podrian proponer otras condiciones a temperatura mas elevada para favorecer la reaccién de
sacarificacién.

1.3.4 Fermentacion

Para producir etanol se utiliza fundamentalmente la via bioldgica, mediante la cual un
microorganismo fermentalos azucares reductores en condiciones anaerdbicas para rendir etanol,
anhidrido carbdnico, aguay energia [14]. Si se utilizaglucosa como azlcar la reacciéon general de la
fermentacién puede escribirse como sigue:

CH;,0¢ ————  >2C,H;OH + 2CO,

Tradicionalmente, el microorganismo que se utilizaeslalevadura Saccharomyces cerevisiae la cual
utiliza la ruta de Embden-Meyerhoff [1]. Por dicha ruta se obtienen un par de moles de ATP por
mol de Glucosa, lo cual hace que el rendimiento energético del microorganismo sea elevado
mientras que el rendimiento de produccion de etanol seabajo. Porotrolado, Zymomonas mobilis,
la cual es unabacteriagramm negativa que pertenece al grupode las Pseudomonas [26] utiliza la
ruta de Entner-Duordoff de manera anaerdbica, por dicha ruta se produce tan solo una molécula
de ATP por mol de Glucosa, y debidoaesose hace eficiente la produccién de etanol sacrificando
eficiencia energética disminuyendo asi la cantidad de biomasa producida [27]. En |la Figura 5 se
puede observarun comparativo entre ambas rutas metabdlicas, debido a esta diferencia, en todo
momento, Zymomonas mobilis mantiene una tasa de metabolismo de glucosa entre tres a cinco
veces mas activo que el de Saccharomyces cerevisiae [25]. Una ventaja mas es la alta resistencia
de Zymomonas mobilis al producto final —etanol-, la cual es debida a la presencia de un alto
contenido de hopanoides en su membranaplasmatica [28]. Con este microorganismo se pueden
obtener concentraciones de etanol en el mosto que rondan el 13% de alcohol en volumen.

Sin embargo, el uso de Z mobilis esta restringido a la fermentacion de glucosa, fructosa y
sacarosa; ademas de que requiere que el medio de cultivo contenga nitrégeno organico, yaque es
la Unica forma en que puede aprovecharlo.

En algunas fuentes bibliograficas se cita a Z mobilis como microorganismo capaz de fermentar
pentosas [29], pero en general se acepta que las cepas silvestres no tienen esta capacidad; para
lograr este tipo de metabolismo se debe recurrir a cepas modificadas genéticamente, tal como la
cepa ATCC PTA 7858 [30].
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1.3.5 Cultivos energéticos

Son plantas cultivadas especificamente para producir alguna clase de energia, la cual debe ser
aprovechada bien sea por combustidn directa, via gasificacion de los cultivos para producir calor
y/o electricidad o convirtiendo la biomasa generada en algun tipo de biocombustible [31]. Para
gue un cultivo pueda ser denominado como cultivo energético debe cumplir con ciertas
condiciones generales:

e Adaptacidn: Los cultivos deben seradaptables parasercultivados en tierras no aptas para
la produccion de alimentos y en areas geograficas diversas.

e Altaeficiencia:los rendimientos de biomasa deben ser lo suficientemente altos para ser
rentable yademas el cultivo debe sercapaz de utilizarlos nutrientes y recursos de manera
eficiente, un cultivoenergéticono debe ser altamente demandante de agua ya que entra
en competencia de recursos con los cultivos alimenticios.

e Costos de produccidn bajos: Los costos asociados a la produccion del cultivo deben ser
competitivos comparados con los costos presentados por las fuentes de energia
convencional.

e Balance energético positivo: la energia que se extraiga del cultivo debe ser mayor a la
utilizada para la propia producciéon de éste, ademas debe poder mejorar el balance
medioambiental en relacién a los cultivos tradicionales.

e Naturaleza adecuada: El cultivo debe ser el indicado para ser usado como materia prima
en un proceso de produccién de bioenergia en alguna de sus formas.

1.3.6 Agave tequilana

México se considera centro de origen del género Agave [32, 33], del que seglun Granados [34]
existen 272 especies, mientras que otros autores reportan de 136 a 150 especies [32, 35]. Las
especies de Agave se han utilizado para satisfacer y complementar una serie de necesidades
basicas como alimento, fibras, forraje, medicamento, construccién y elaboracion de bebidas
alcohdlicas [36]. Los agaves tienen una distribucion amplia en ambientes limitantes (suelos
someros, infértiles y secos), lo que puede colocarlos en peligro de extincién ([33]).

Agave tequilana es una especie de planta suculenta perteneciente a la antigua familia de las
agavaceas ahora subfamilia Agavoideae, es monocarpico, florece sélounavezensuviday muere a
continuacion. Lafloracion se produce después de una década. La planta produce un tall o floral de
unos metros de altura, con numerosas umbelas de flores verdosas y tubulares verticales. La
polinizacion depende exclusivamente de un murciélago Leptonycteris nivalis, un filostdmido
nectivoro [37].

Esta plantaes usada principalmente paralaproduccién de tequilaen el occidente de México, bajo
la legislacidon de ese pais, solamente el Agave tequilana azul webber puede ser usado para la
produccidn de dicha bebida espirituosa [38]. El resto de las especies podran ser usadas para la
produccidon de mezcal. La parte de la planta con el mayor interés comercial, lo constituyen las
pifas, esdecireltallode la planta, del cual se obtiene pormedio del proceso de coccidn un jarabe
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rico enfructosa que se fermenta parala produccidn de tequila. Una vez realizada esta operacion,
se obtiene unresiduo que segln un estudio previo [39] tiene latiene la composicion mostrada en
la Tabla 1 en base seca. Ese material no tiene ninguna aplicacién importante y se considera un
residuo del cual hay que disponer.

Tabla 1. Composicion promedio del bagazo de Agave tequilana.

Parametro Medicion promedio (% peso) Error (%)
Cenizas 5.30 0.05
Lignina 21.10 0.07

Holocelulosa 73.6 1.13

Porlotanto, es factible utilizar el pretratamiento alcalino oxidativo, debido a la baja cantidad de
lignina presente.

Debido a la amplia utilizacién comercial de esta especie de agave la variabilidad genética se ha
anulado casi en sutotalidad, como lo demuestra el estudio de Gil-Vega [40], quien encontrd que
se cultivan practicamente sélo clones con valores de disimilitud menores de 0.01. Este valor tan
bajo es alarmante y puede conducira ladisminucidn de laviabilidad de la especie, por lo tanto es
un aspecto a considerar en todas las posibles aplicaciones con fines comerciales.
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1.4 Planteamiento del problema

La vida moderna no se puede concebir sin la energia; ésta se utiliza para cocinar los alimentos,
calentar los hogares, transformar las materias primas en productos que a diario utilizamos y
también paramoverel transporte de bienesy personas. Sin embargo, laexcesiva dependencia de
los combustibles fésiles; principalmente el petréleo, ha traido consecuencias adversas como el
calentamiento global y problemas politico-econdmicos. Adicionalmente, el petréleo no es un
recurso infinito ya que se estima que para 2050 su produccién decaera fuertemente.

Para hacer frente a esta coyuntura se ha optado por la utilizacidon de las energias renovables, como
la solar, edlicay la conversidén de biomasa lignoceluldsica en combustibles. En particular, esta
ultimaopcion se presentacomo unaalternativainteresante. No obstante, presenta problemas de
rendimiento que encarecen los productos finales. Por lo tanto, para hacer de esta alternativa
verdaderamentesustentable y rentable, hace faltainvestigar formas que aumenten su eficiencia,
tal como laintegracion de procesos. Particularmente, la produccion de etanol se lleva a cabo en
cuatro etapas, pretratamiento, hidrolisis de lamateria prima hasta azucares simples, fermentacdon
de esos azucares y purificacion del etanol. Para la segunday tercera etapa, los productos finales
inhiben el proceso, y a su vez estos Ultimos son la materia prima del proceso siguiente.
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1.5 Justificacion

Dada la situaciéon actual en materia de energéticos y siendo estos, un motor de desarrollo
econdémico para las regiones donde son producidos se hace necesario realizar estudios
encaminados a desarrollar nuevas tecnologias de produccion de biocombustibles. Como se ha
expuesto anteriormente, los puntos mas débiles de este tipo de procesos son la eficiencia de la
conversion de azucares aetanol y la subsecuente etapade purificacion del producto es ahidonde
serequiere implementarsoluciones de ingenieria que ayuden a abatir costos y reducir emisiones
para hacer de esta una tecnologia realmente sustentable.

En el presente trabajo se propone la produccién de etanol de segunda generacién a partir de
residuos lignoceluldsicos de Agave tequilana. La parte central del proceso serd un reactor donde
se lleven a cabo dos procesos simultaneos; sacarificacion y fermentacién. Este tipo de
configuracidon nace de laideade que los procesos que retiran los productos de un proceso anterior
evitan la inhibicidn por producto final lo cual redundard en una eficiencia mayor, reduccion del
tiempo de reaccidn y una baja en los costos de operacion.
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1.6 Hipotesis

La eficiencia de produccién de etanol de segunda generacién aumentara si se integran dos
procesos consecutivos para su obtencién, sacarificaciény fermentacion; utilizando a Zymomonas
mobilis ATCC PTA 7858, como agente fermentador; y diferentes tipos de enzimas como
biocatalizadores enla hidrdlisis de holocelulosa; en una configuracién tal que permita coexistir a
ambos agentes sin disminuir considerablemente su desempeno.

1.7 Objetivo General

Proponer un proceso que sea capaz de producir etanol a partir de material lignoceluldsico de
agave por medio de un solo reactor que realice sacarificacion y fermentacién simultaneas para

disminuir el impacto de la inhibicidn de la actividad enzimatica.

1.8 Objetivos Particulares

Caracterizarla composicion del material lighoceluldsico de partida.

Determinar las concentraciones éptimas de reactivos para el pretratamiento alcalino-
oxidativo por medio de un disefio experimental.

Establecer y analizar un disefio experimental para hallar la combinacidon de enzimas
Optima para el proceso de hidrolisis de material pretratado.

Determinar el rendimiento de produccién de etanol de Zymomonas mobilis ATCC PTA-
7858 a diferentes temperaturas.

Medir el desempefio de la reaccién simultanea de sacarificacion y fermentacion en las
condiciones de temperaturamaximaalacual se desarrolla Zymomonas mobilis ATCC PTA-
7858 y compararlo con el rendimiento de la hidrdlisis y fermentacidn separada.
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2. Pretratamiento



A lo largo del presente trabajo se utilizara el pretratamiento alcalino-oxidativo debido a que
cambia eficazmente la estructura del material lignoceluldsico dejando la celulosa en su forma
amorfa, removiendo casi ensu totalidad el contenido de lignina y dejando una buena parte de las
hemicelulosas. Los reactivos utilizados parallevar a cabo este proceso fueron hidréxido de sodio y
peroxidode hidréogeno, de modo tal que el primer problema es encontrar las concentraciones de
reactivos que optimicen el pretratamiento; es decir, que maximicen la produccidn de azucares
simplestras la hidrélisis, que minimicen la cantidad de lignina residual y que minimice la cantidad
de polisacdridos removidos.

2.1 Metodologia

2.1.1 Obtencion del material y tratamiento previo

La biomasalignoceluldsica se obtuvo de la mezcalera “Ex hacienda de Zacapendo” como residuo
de la coccién de pifias de Agave tequilana. Posteriormente se secé a una temperatura de 80°C por
24 horas en un horno eléctrico Novatech y finalmente se redujo su tamafo parcialmente en un
molino de cuchillas genérico de 1500 W para obtenertamafios de fibras heterogéneos que van de
15 a 3 mm de largo con didmetros de 0.3 mm. Cabe sefalar que no se utilizdé ninguna clase de
tamiz para reduciral maximo el consumo de energiade lamolienda. Se determind la composicidn
del material lignocelulésico por triplicado.

2.1.2 Pretratamiento

Se tratd el material seco y molido con diferentes combinaciones de reactivos, las cuales fueron
obtenidas por medio de un disefio factorial 2° como se observa en la Tabla 2.

Se utilizaron 10g de bagazo secoy molido, se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 500 ml, se le
agrego 100 ml de hidréxido de sodio a la concentracién especificada por el disefio (Tabla 2). Se
tratd dicha mezcla a 121°Cy 2 atm absolutas de presidn por 60 minutos. Transcurrido ese tiempo
se dejoé enfriar a temperatura ambiente y se le agregaron 100 ml de la solucion de perdxido de
hidrégeno especificado por el disefio. Esta mezcla se dejo reposar por 24 horas a 30°C en una
estufa bacterioldgica marca Precision. Todas las pruebas se realizaron por triplicado.

Una vez transcurrido ese tiempo, se acidifico la mezcla con acido clorhidrico concentrado (al
36.9%) hasta un pH de 5.0, se secdy peso. La operacién de secado se llevé a cabo solamente para
cuantificarlapérdidade peso, sinembargo parael proceso de hidrélisis, lamateria primase utiliza
himeda para evitar los cambios de estructura por efecto del secado [41]. A cada uno de los
materiales resultantes de los pretratamientos se les determiné su contenido de lignina Klason.

2.1.3 Hidrdlisis enzimatica

Para la hidrélisis enzimatica, se utilizé la enzima Celluclast 1.5L de Novozymes. Se agregaron 2
gramos de material pretratado, 1 ml de enzimay 20 ml de solucién buffer de citratos 0.05 M pH =
5.0. Dicha mezcla se conservé 72 horas a 50°C con una agitacién de 150 rpm en un shaker orbital
marca Polyscience; al final de ese lapso se analizé el sobrenadante por un método estandarizado
en un equipo HPLC marca Varian Pro Star, utilizando una columna Metacarb 87 Ca 70°Cy un
detector de indice de refraccion a 50°C con flujo isocratico de aguaa 1 ml/min para determinar
azucares simples y celobiosa con la cual se pretende modelar los oligosacaridos de cadena corta
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solubles. Posterior a la hidrolisis se filtro, lavd y secé el residuo sélido.

Tabla 2. Disefio experimental para las concentraciones de reactivos en el pretratamiento
alcalino-oxidativo

Numero de NaOH H,0,
pretratamiento (% p/v) (% p/v)
1 2 2
2 2 6
3 2 10
4 6 2
5 6 6
6 6 10
7 10 2
8 10 6
9 10 10

2.2 Resultados y discusion

2.2.1 Composicion del bagazo de Agavetequilana
La composicién del material lignoceluldsico se muestraenlaTabla 3.

Tabla 3. Composicion del material lignoceluldsico inicial.

Componente Cantidad (% w/w)
Material Soluble 4429 + 0.93
Lignina 13.57 + 0.18
Cenizas 2.07 = 0.08
Holocelulosa 40.07 = 0.77

Obsérvese que en el bagazo obtenido como residuo de la produccién tequilera existe una gran
cantidad de material soluble, el cual se puede remover por simple ebullicién con agua. Esta
materiasoluble esta constituida principalmente porinulina, ya que se llevd a cabo un proceso de
lixiviaciéon con agua saturada a 120°C y se analizd el sobrenadante por medio de HPLC con el
método estandarizado. En estas condiciones aparecié un pico a los 5 minutos, el cual se comparé
con una muestra de Inulina grado comercial, correspondiéndose el tiempo de retencién con la
muestra problema. No se llevaron a cabo determinaciones cuantitativas de este compuesto. Los
resultados obtenidos del analisis corresponden con los datos obtenidos con Lisha Yang [42]quien
reporta 13.8+1.3% de lignina, 43.841.3% de holocelulosa y 6% de cenizas y Kestur G. [39]quien
reporta 21.10+1.13% de lignina, 73.6£0.01% de holocelulosa y 5.3£0.07% de cenizas en base seca
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y libre de solubles.

2.1.2 Pretratamiento alcalino-oxidativo

Realizando el procedimiento establecido para el pretratamiento alcalino-oxidativo para el bagazo
de Agave tequilana se llegd a los resultados mostrados en la Tabla 4. Cabe sefalar que los
porcentajes de material removido mostrados se calcularon en base a masa libre de material
soluble. Considérese ademas que los datos presentados son el promedio de tres corridas del
mismo experimento.

Tabla 4. Tabla del disefio factorial 2° con resultados de porcentaje de material removido en base
libre de extraibles y lignina residual.

Numero NaOH H,0, Material removido Lignina residual
(% p/v) (% p/v) (%) (%)
1 2 2 10.14 + 0.28 11.13 + 1.01
2 2 6 18.62 + 0.32 14.18 + 0.89
3 2 10 15.63 + 0.16 12.64 + 0.77
4 6 2 22.27 + 0.23 6.34 + 0.21
5 6 6 3243 £ 0.37 8.24 + 0.32
6 6 10 25.87 + 0.27 571 + 0.17
7 10 2 2895 + 0.34 524 + 0.12
8 10 6 43.75 + 0.64 6.31 + 0.06
9 10 10 32.01 + 042 53 + 0.08

Obsérvese que el porcentaje de remocidon de material es directamente proporcional a la
concentracién de hidréxido de sodio, tal como se reporta en estudios previos [43]. Pero la
tendencia con respecto a la concentracién de peréxido de hidrégeno, muestra un maximo a una
concentracion de 6% (w/v), lo cual va ligado fuertemente a la tendencia de la solubilizacién de la
lignina. Los sobrenadantes resultantes se analizaron por HPLC en con el método antes
mencionado. Entodos los casos se encontraron trazas de azucares simples y una gran cantidad de
inulina, la cual no fue cuantificada por carecer de estandar primario.

2.1.3 Hidroélisis enzimatica
Los resultados de la hidrélisis de cada uno de los sélidos pretratados por el método alcalino-
oxidativo se muestran en la Tabla 5.

Noétese que el maximo de hidrdlisis se encuentraen unaconcentracidon intermedia de hidréxido de
sodio y de perodxido de hidrogeno. Esto se debe a que a bajas concentraciones de reactivos hay
poca disgregacion de la estructura del material lo que impide la accién de las enzimas. Sin
embargo, sila concentracién de reactivos es muy alta, entonces se consigue una gran destruccién
de la matrizlignocelulésica pero ala par también se producen compuestos nocivos que inhiben la
actividad enzimatica. Segun Stuart Wilkinson [44], |a cantidad de azUcares reductores obtenidos
esta alrededor de 30a 40 g/l, para la hidrolisis de residuos de granos de malta pretratado con un
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método alcalino oxidativo similar. En la mayoria de los pretratamientos aqui propuestos, se logra

igualar o superar esta cantidad.

Tabla 5. Rendimiento del proceso de hidrdlisis de para cada uno de los pretratamientos.

Ndmero NaOH H,0, Azucares en el hidrolizado % Rendimiento
(% p/v) (% p/v) (s/L)
1 2 2 33.82 + 1.04 3436 * 1.04
2 2 6 38.30 * 0.74 40.57 £ 0.74
3 2 10 35.65 + 0.57 37.10 * 0.57
4 6 2 49.03 * 0.67 47.60 + 0.67
5 6 6 56.02 + 0.92 55.50 = 0.92
6 6 10 5492 + 1.16 5295 + 1.16
7 10 2 12.33 + 0.97 11.83 + 0.97
8 10 6 16.78 * 0.82 16.28 * 0.82
9 10 10 13.68 £ 0.77 13.13 + 0.77

Ahora bien, un pretratamiento eficiente es aquel que maximiza la produccién de azlcares en la

hidrolisis, alavez que eliminalamenorcantidad de polisacaridos y que al mismo tiempo maximiza
la cantidad de lignina removida, la combinacidn de estas condiciones da un rendimiento alto.

2.1.4 Balance del proceso y analisis estadistico.
Para llevara cabo este andlisis partiremos del balance de materiadel proceso global, el cual puede

ser representado por el diagrama de bloques de la figura 6, donde todos los sélidos estan en

gramos y las corrientes liquidas en mililitros.

Bagazo seco
v molido (F)

Reactivos (Rp)

Pretratamiento

(P)

sélido (S»)

Reactivos (Ry)

Liquido (Lp)

Hidrdlisis
Enzimatica (H)

N

Liquido (Ly)

S6lido (Sw)

Fig. 6 Diagrama de bloques para el proceso de pretratamiento e

hidrdlisis.

Realizando un balance de materiaalrededor del pretratamiento tenemos que:

Sp=Fxp
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Lp = Fyp + preRp (2)

Donde x; es la fraccidon de sélido que permanece después del pretratamiento e y, es la fraccion
removida por este; prp, €5 la densidad de los reactivos agregados. Por otro lado, a la hidrélisis
enzimatica entra un material que practicamente estd compuesto de unamezclade polisacéridos y
lignina. Por lo que la entrada de polisacaridos es:

PSp = Sp(1= fiig) = Fxp(1~ fug) (3)
Donde f;, es la fraccién de lignina en la alimentacién de la hidrdlisis.

Para calcular la cantidad de azlcares reductores que podrian obtenerse de la alimentacién si todos
los polisacédridos se hidrolizaran a monosacaridos se multiplicara la cantidad de polisacdridos
alimentados porun factorde 1.1, el cual representa que porcada mol de glucosa separada de una
cadena de celulosa se agrega un mol de agua. Para hemicelulosas el factor es ligeramente mas
grande pero para fines practicos la diferencia se desprecia. Entonces se pueden calcular los
monosacaridos tedricos como:

MSreo = 1.1 % [FxP(l _flig)] (4)
La cantidad real de monosacaridos obtenidos por el proceso de hidrdlisis es:

Donde C;, esla concentracidon de azucares en el liquido resultantede la hidrélisis. De esta manera
el rendimiento del proceso de hidrdlisis es:

_ MSs CLy *Ryg
MSteo  1.1x[Fxp(1-fiig)]

Nu (6)
Los valores de esta variable para cada prueba se enlistan en la tabla 5, al igual que las
concentraciones de azUcares reductores obtenidos. Ahorabien, laexpresién anterior no considera
que durante el pretratamiento existe perdida de polisacaridos que ya no pueden ser utilizados
para obtenerazlcares simples, por lo tanto es necesario aplicar un factor de correccién dado por
la relacién de polisacdridos que permanecen después del pretratamiento a la cantidad de
polisacdridos originales. Los polisacaridos después del pretratamiento estdn dados por la ecuacidn
(3) y los polisacaridos originales estan dados por:

PSp = Fcps (7)

Donde cps es lacantidad de holocelulosadeterminadaenlamuestrainicial, moliday seca. De esta
manera el factor de correccion necesario es:

_PSp _ FxP(l_flig) _ xP(l_flig)

PSF Fcps cps

(8)
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Por lo tanto, la eficiencia global del proceso de pretratamiento-hidrdlisis es:

(9)

xP(l_flig)] { CLH*RH } _ CLH*RH

6 = *Nu = [ cps 1-1*[FXP(1—flig M) Lixcps+F

Esta variable involucraatodos los pardametros obtenidos de las pruebas efectuadas y representala
fraccién de polisacaridos contenidos en el bagazoinicial que se convirtieron en azlcares simples,
por lo tanto se declara como la variable de respuesta del disefio experimental. Analizando
estadisticamente estos datos, se llega alaconclusién de que el mejor pretratamiento con un 95%
de certeza, es el nUmero 6, es decir, la combinacién de 6% de hidréxido de sodio y 10% de
peroxido de hidrégeno.

Finalmente se realizdé un balance de materia global del proceso éptimo de pretratamiento e
hidrolisis, este balance incluye las tres corrientes resultantes:

e El efluente del pretratamiento, el cual consta basicamente de lignina disuelta (y
probablemente despolimerizada), inulina, productos de la degradacién de polisacaridos y
otros compuestos solubles. La cantidad total de materia removida por el pretratamiento
incluye a estos cuatro componentes, sin embargo, en el balance se muestran valores en
base libre de material soluble.

e El sobrenadante del proceso de hidrolisis, el cual consta de una solucién de azlcares
simples (principalmente glucosa y solo una pequefia parte de xilosa) y pequefios
oligosacaridos (principalmente celobiosa).

e El sdlido residual después de la hidrélisis, el cual consta de toda la lignina que el
pretratamiento no pudo removery los polisacaridos no hidrolizados.

Para una base de 10 g de material lignocelulésico libre de solubles, utilizando el pretratamiento
elegidoy posteriormente hidrolizando con el procedimiento estandar; se obtuvieron 4.07 gramos
de azucares simples y 2.85 g de oligosacaridos (determinados como celobiosa), resultando 2.42
gramos de sdlido residual. El efluente del pretratamiento contiene todo el material restante, el
cual se calculé por la diferencia del material sélido posterior al pretratamientoy el material inicial,
el cual corresponde a 2.59 gramos. De esta manera es posible calcular la cantidad de azlcares
reductores obtenidos, equivalentes a 407 gramos por kilogramo de material lighocelulésico libre
de solubles. En el estudio de Mathew [45] se logra un rendimiento de 440 g/kg de azucares
reductores, partiendo de paja de semillas oleaginosas pretratadas con un método alcalino, sin
embargo para la hidrélisis utilizaron ademds de Celluclast 1.5, la enzima Novozyme 188,
demostrando que con la utilizacion de diferentes tipos de enzimas es posible lograr sinergias entre
ellas que redunden en un aumento en la productividad de azlcares, tal y como lo menciona Bals
[46] quienes hidrolizaron pasto de pradera pretratado por medio de explosiéon de amoniaco y
obtuvieron entre 450y 500 g de azlcares por kilogramo de biomasa lignoceluldsica.

Ulises Veldzquez Valadez | Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica 26






En la seccién anterior se llevd a cabo la hidrdlisis de material lignoceluldsico de Agave tequilana
pretratado con el método alcalino oxidativo optimizado; sin embargo, los resultados son poco
satisfactorios, tanto en concentracion de aztcares en el hidrolizado como en rendimiento total. Un
estudio similar utiliza la explosién de fibras por amoniaco (AFEX) para tratar material
lignocelulésico de pasto de pradera tomado de varias estaciones y ubicaciones [46]. En este
estudio se utilizan las enzimas Acellerase, Novozyme 188, Multiefect Xilanase, Multiefect
Pectinase. Con esta configuracion se logran entre 400 y 500 g de azlUcares reductores por
kilogramo de material lignoceluldsico, dependiendo de la estacidn y el lugar de donde fueron
tomadas las muestras. Porotro lado en el trabajo de Equihua[17] se reportan concentraciones de
azlcares reductores cercanos a los 80 g/l utilizando la enzima Acellerase 1500 actuando sobre
bagazo de sorgo dulce pretratado con los mismas condiciones del presente trabajo, es por esta
razdn que para continuarse pretende crear sinergias entre diferentes tipos d e enzimas tal como lo
proponen Huy cols. [47], donde utilizaron Celluclast 1.5L, Novozyme 188 y Multiefect Xilanase en
combinacién, alcanzando conversiones cercanas al 70 %. En base a esta informacién se utilizd
Celluclast 1.5 L, como celulasa; Novozyme 188, como beta-glucosidasa; y Viscozyme L, como
Xilanasa. Por otro lado, también se propone la utilizacion de las enzimas de nueva generacién
Cellic CTec 3 y Cellic HTec3. Ambos son complejos enzimaticos que incluyen todas las enzimas
necesarias para lograr altos grados de despolimerizacion de las fibras.

3.1 Metodologia

3.1.1 Hidrélisis utilizando combinacion de enzimas
Para mejorar el rendimiento de produccién de azlcares reductores se planted un arreglo
ortogonal L8 de dos niveles y tres factores. Dicho arreglo ortogonal se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Arreglo Ortogonal L8 de dos niveles para el estudio de la hidrdlisis enzimatica.

Cantidad de enzima (ml/g material)

Experimento Viscozyme Celluclast 1.5 Novozyme

L L 188
1 0.1 0.1 0.1
2 0.1 0.1 0.5
3 0.1 0.5 0.1
4 0.1 0.5 0.5
5 0.5 0.1 0.1
6 0.5 0.1 0.5
7 0.5 0.5 0.1
8 0.5 0.5 0.5

A manera de comparativo se llevé a cabo la hidrolisis del mismo material pretratado con una
combinacidn de enzimas de ultima generacidn, las cuales fueron generosamente donadas por
Novozymes. Estas enzimas son Cellic CTec 3y CellicHTec 3, en la hoja de aplicacién de estas, se

Ulises Veldzquez Valadez | Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica 28



recomiendaque lacantidad a emplear sea de entre el 5y 10 % del peso del material a hidrolizar.
Es por este motivo que se planteé otro arreglo ortogonal L4 para analizar el efecto combinado de
estas dos enzimas. La serie de experimentos se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Arreglo Ortogonal L4 de dos niveles para el estudio de la hidrdlisis enzimdtica.

Cantidad de enzima
(Porcentaje en peso del
material a hidrolizar)

Experimento CTec3 HTec3
1 6 3
2 6 6
3 9 3
4 9 6

Todos los experimentos se realizaron por triplicado en un Shaker orbital marca Polyscience a una
temperatura de 50°C y pH de 5.0 en buffer de citratos 0.05 M. La relacion de sélido a liquido fue
en todos los casos de 1:5. El tiempo de reaccién fue de 72 horas, al final de ese periodo se tomd
una muestra, lacual se analizé por medio de un método estandarizado en un equipo HPLC marca
Varian Pro Star, utilizando una columna Metacarb 87 C a 70°C y un detector de indice de
refraccion a 50°C con flujo isocratico de agua a 1 ml/min para determinar azlcares simples y
celobiosa. Al final de la hidrdlisis se filtrd, lavd y secd el residuo sélido, al cual se le determiné
lignina Klason.

3.1.2 Cinéticade reaccion

Para la determinacién de la cinética enzimatica, se realizé un experimento de hidrdlisis por
triplicado en bufferde citratos 0.05 M y pH de 5.0. La relacién de material pretratado aliquido fue
de 1:5. Se utilizé la combinacion 6ptima de enzimas y se mantuvo la temperatura a 50°C con
agitacion de 150 rpm en un Shaker orbital marca Polyscience. Se tomaron muestras alas 1, 6, 24,
48 y 72 horas; las cuales se analizaron por medio de cromatografia de liquidos de alta resolucién.

3.2 Resultados y discusion

3.2.1 Analisis delos diseiios experimentales

En la Tabla 8 se muestranlosresultados de la hidrélisis enzimatica con la combinacién de enzimas
ternaria (Celluclast 1.5 L, Novozyme 188 y Viscozyme L); y en la Tabla 9 los resultados del
experimento con las enzimas de ultima generacién (Cellic CTec 3y Cellic HTec 3) se muestran los
datos obtenidos a lo largo de todo el experimento como promedios de tres corridas.

Analizando los datos de concentracidon de azucares totales a las 72 horas por medio de la
metodologia Taguchi de indice de sefial a ruido, se llegé a la conclusion de que la mejor
combinacién de enzimas para maximizar la cantidad de azlcares simples liberados es la
representada por el experimento nimero 3, es decir, por cada gramo de muestra se necesitan
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agregar 0.5 ml de Celluclast 1.5L, 0.1 ml de Viscozyme Ly 0.1 ml de Novozyme 188.

Al ser analizados con la misma metodologia, los resultados obtenidos de la utilizacidn de las
enzimas Cellic, muestran que lamejorcombinacidn de enzimas eslanuimero 2; 6% de Cellic Ctec 3
y 6% de Cellic HTec 3.

Tabla 8. Resultados del diseiio experimental con las enzimas Viscozyme, Celluclast 1.5L y

Novozyme 188.
Cantidad de enzima (ml/g material) Azucares reductores
obtenidos (g/l)
No. Viscozyme  Celluclast Novozyme 72 h
L 15L 188
1 0.1 0.1 0.1 106.64 + 2.04
2 0.1 0.1 0.5 98.65 ik 1.96
3 0.1 0.5 0.1 128.07 * 1.15
4 0.1 0.5 0.5 121.95 * 1.57
5 0.5 0.1 0.1 112.79 * 2.45
6 0.5 0.1 0.5 110.46 x 1.05
7 0.5 0.5 0.1 118.07 + 2.58
8 0.5 0.5 0.5 116.98 i 0.89

Tabla 9. Resultados del disefio experimental utilizando las enzimas Cellic de Novozymes.

Concentracién de
enzima(%enpesode  Azlcares obtenidos (g/l)
material a hidrolizar)

Experimento  Ctec3 HTec3 72 h
1 6 3 126.92 + 2.34
2 6 6 165.67 + 226
3 9 3 151.81 + 1.98
4 9 6 142.24 + 2.55

Los resultados de los disefios experimentales condujeron a combinaciones de enzimas que son
Optimas en su correspondiente serie, sin embargo, aunque ambas combinaciones mejoran el
grado de despolimerizacion obtenido con lasola aplicaciéon de Celluclast 1.5 L (56.02 g/l), sélo con
la utilizacion de las enzimas Cellic se logra minimizar la cantidad de enzima utilizada. Por tal
motivo, se concluye que para hidrolizar un gramo de material pretratado con el método alcalino
oxidativo, se requieren 60 mg de Cellic Ctec 3 y 60 mg de Cellic HTec 3 con un rendimiento de
hidrélisis de 82.21 % y obteniendo 632.18 g de azucares por kilogramo de bagazo de Agave
tequilana libre de solubles. Estos datos se obtuvieron con el balance propuesto en la seccién
anterior, el cual se muestra a detalle a continuacion.
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3.2.2 Balance del proceso

En el siguiente diagrama de flujo se enlistan todas las corrientes y sus composiciones que forman
parte de los dos procesos que se han optimizado. Dicho balance se realizé con unabase de célculo
de 10 gramos de bagazo libre de material soluble y humedad. Obsérvese que ladiferencia entre la

suma del balance y el material inicial es de alrededor del 4%.

Bagazo Crudo (10g)

Reactivos Il Holocelulosa 72.05 %
37 ml de buffer de citratos Lignina 24.36 %
0.05MpH=5.0 Cenizas 3.59 %

Reactivos |
180 ml NaOH al 6%
180 ml de H,0, al 10%

Pretratamiento

Solidos disueltos (2.59 g) Solido Pretratado (7.41 g)
Holocelulosa 8.31 % Holocelulosa 94.29 %
Lignina 77.81 % Lignina 5.71 %
Cenizas 13.88% Cenizas 0%

Hidrdlisis

Sélidos disueltos (6.57 g)

AzUcares 96.18%
Celobiosa 3.82%
Lignina 0%

Sélido Residual (0.99 g)

Polisacaridos 0.55%
Lignina 0.45 %
Cenizas 0%

Suma de las tres
corrientes resultantes:
9.57

Fig. 7. Diagrama de flujo de los procesos de pretratamiento e hidrdlisis, con el balance de

materia correspondiente
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3.2.3 Cinéticade reaccion

Una vez que se ha encontrado un dptimo en la combinacidn de enzimas, es necesario aproximar
los resultados experimentales para un futuro escalamiento del proceso. Debido a que las
soluciones comerciales utilizadas son en si mismas combinaciones de enzimas de las cuales no se
conocen las composicionesytipos de enzimas que laforman, no es posible determinar la cinética
de Michaelis Menten. Por otro lado, en la hidrélisis ocurren al menos las siguientes reacciones:

e Llarupturadelas cadenasde celulosaen oligosacaridos de longitud variable.
e La conversidonde las cadenas de oligosacaridos en celobiosa.

e El desdoblamiento de las moléculas de celobiosaen glucosa.

e La hidrdlisis de laHemicelulosa.

Cada reaccion es catalizada por un tipo de enzimaespecificay laconcentracidon de cada uno de los
reactivos en cuestion es dificil de mediren un instante determinado. Asi que para la construccién
del modelo cinético, Unicamente se tomaran en cuenta el efecto global del conjunto de enzimas,
el cual consiste en la ruptura de la holocelulosa en azucares simples —o reductores-.

En la Tabla 10, se enlistan las concentraciones de azlcares totales obtenidas en este experimento,
se muestran los promedios de las tres corridas.

Tabla 10. Datos para la construccion de la cinética de las enzimas Cellic.

Tiempo (h) 1 6 24 48 72
Azlcares totales (g/L) 8.98 + 59.68 * 123.56 * 148.98 + 170.34
1.56 2.44 3.67 3.37 3.08

Debidoa que lavelocidad de las reacciones enzimaticas esta relacionada con laconcentracion del
sustrato, entonces se calculd la concentracidn de polisacaridos [S] segun laecuacion (10)

[S] = {wor(1-fiig )}-{IP1/11}

Ve (10)

Donde w, es el peso de material pretratado inicial en gramos; fj,, es la fraccion de lignina en el
sdlidoinicial, [P], es la concentracidn en gramos por litro de azlcares totales en el instante en el
gue se quiere calcular [S]; Vg, es el volumen total de reaccién que incluye la humedad contenida
entre lasfibras de material pretratadoy el buffer de citratos agregado hasta completar la relacion
de solido-liquido deseada. EL factor 1.1 es adimensional y representa el hecho de que por cada
mol de azlcares que se hidroliza es necesario un mol de agua.

Haciendo este cdlculo para cada instante con una base de calculo de 11 de volumen total de
reaccién, se obtuvieron los datos de la Tabla 11. Los cuales fueron ajustados a una cinética de
segundo orden, de la forma de la ecuacion (11).

Ulises Veldzquez Valadez | Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica 32



als]

e —k[S]? (11)

Tabla 11. Variacion de la concentracion de sustrato con el tiempo.

t(h) 0 1 6 24 438 72
[S] (g/L) 188.58 180.42 134.33 76.25 53.14 33.73

Donde [S] es la concentracion de sustrato (polisacaridos), tes el tiempo de reacciénenhorasy k es
la constante de velocidad pordeterminaren litro por gramo-hora (L/g*h). Integrando la ecuacion
(11) se llegé a:

1 1
-=kt—— (12)
s So

La cual puede ser transformada a una recta con la constante de reaccién como pendiente y al
inverso de laconcentracidninicial comointerseccién al origen. Numéricamente, lalinealizacion se
hizo graficando el tiempo contra los inversos de la concentracion. Dicha grafica se muestraen la

Figura 8.

Linealizacion de la cinética de reaccion

0.035

0.030 &

0.025

1/[S]L/g

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00

Tiempo (h)

Figura 8. Representacion grdfica del tiempo vs el inverso de la concentracion de sustrato.

Con esta transformacién matematica se realizé un ajuste de minimos cuadrados llegandose a un
valorde k=3.25x 10" L/g*h. Con un coeficiente de correlacién de 0.9888.
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Una vez que se han optimizado las etapas de pretratamiento e hidrdlisis para lo obtencién de
azUcares simples, lavia para obteneretanol eslafermentacién alcohdlica. Para dicho fin se utilizé
la bacteria Zymomonas mobilis ATCC PTA 7858 por su capacidad de fermentar pentosas. Esta
bacteria utilizala via de Entner-Duodoroff porlo que sumetabolismo es rdpido, caracteristica que
se utilizé para reducir los tiempos de reaccién considerablemente. El rendimiento tedrico de la
reaccion de fermentacion es del 51 %, es decir, por cada gramo de azlcares se pueden obtener
como maximo 0.51 g de etanol. El rendimiento real para Zymomonas mobilis es mayor que para
otros microorganismos fermentadores y por esa razén se espera que el rendimiento de
produccidn global aumente.

4.1 Metodologia

4.1.1 Microorganismo y medio de cultivo
Como microorganismo fermentador se usé una cepa modificada de Zymomonas mobilis (ATCC
PTA-7858) la cual es capaz de fermentar pentosas.

Las condiciones dptimas de crecimiento de este organismo son temperatura de 30°C, pH de 6.0,
requiere la presencia de nitrégeno organico e iones magnesio para sobrevivir. Por lo tanto, se
propone el siguiente disefio de medio de cultivo:

e Extractode levadura, 10g/L
e Fosfato monobasico de potasio, 2 g/L
e Sulfato de amonio, 5g/L
e Sulfato de magnesio heptahidratado, 0.5 g/L
e Glucosa, 40g/L
e Xilosa, 40g/L
Finalmente, se ajusté el medio a pH de 6 con hidréxido de sodio 1M o acido clorhidrico 1M.

4.1.2 CinéticaMicrobiana

El cultivo se realizd primeramente a las condiciones éptimas de crecimiento de la bacteria en
matraces Erlenmeyer de 500 ml con un volumen inicial de 150 ml de medio fresco y estéril. Se
muestreo a las 6, 24, 48, 72 y 96 horas para determinar la cantidad de azucares reductores
residuales y etanol por medio de cromatografia de liquidos de alta resolucidn y se realizé un
conteo celular en cdmara de Neubauer. El indculo inicial serd tomado de un cultivo primario con
24 horas de desarrollo donde se cuenten 1x 10° células por mililitro. El tamafio del inéculo sera
de 3 mlen todoslos casos, esdecir, el equivalenteal 2% del volumen inicial de medio fresco. Este
procedimiento sera realizado por triplicado.

4.1.3 Determinaciondelatoleranciaala temperatura

Para determinar el maximo de temperatura al que Z. mobilis es capaz de crecer y mantener una
produccién de etanol considerable se propone cultivarla a diferentes temperaturas que van desde
los 30°C, 35°C y hasta 40°C, cada corrida serd cultivada por un tiempo de 48 horas. Al final de
todaslas corridas se mediran aztcares reductores por DNS y etanol por cromatografia de liquidos
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de altaresolucion.

4.1.4 Procesos de sacarificacion y fermentacion separadas
Se realizé unahidrdlisis de material tratado con la combinacidn de reactivos éptima, sin embargo
el liquido adicionado fue formulado como sigue:

e Extractode levadura, 10g/L

e Fosfato monobasico de potasio, 2 g/L

e Sulfato de amonio, 1g/L

e Sulfato de magnesio heptahidratado, 0.5 g/L

Posteriormente, se ajustd a un pH de 5.0 con acido clorhidrico 1.0 M, en este caso se prescindid
del bufferde citratos, debidoaque en pruebas preliminares se determiné que Zymomonas mobilis
no es capaz de crecer con la presencia del ion citrato en su medio. Finalmente este medio se
esterilizdy se agregd al material pretratado (también estéril) en proporcidn 1:5. Se adicionaron las
cantidades de enzimas Cellic optimizadas (6% de Ctec 3y 6% de Htec 3) y se colocaron en un
shaker orbital a 50°C por unlapso de 72 horas con agitacién de 150 rpm. Al finalizar este periodo,
se tomé una muestray se realizé lainoculacion con el cultivo primario de Zymomonas mobilis. Se
ajusto la temperatura del shaker orbital a 30°C y se mantuvo en agitacion a 150 rpm por 72 horas.
Cada 24 horas se tomd una muestra que junto con la inicial se analizaron por medio de
cromatografia de liquidos de alta resoluciéon para determinar azlcares y etanol.

4.1.5 Procesos de sacarificacion y fermentaciéon simultanea

Se realizé una hidrélisis de material tratado con la combinacién de reactivos éptima (6% de
hidroxido de sodio y 10% de perdxido de hidrégeno, sin embargo el liquido adicionado fue
formulado como sigue:

e Extractode levadura, 10g/L

e Fosfato monobasico de potasio, 2 g/L

e Sulfato de amonio, 1g/L

e Sulfato de magnesio heptahidratado, 0.5 g/L

Posteriormente, se ajustd a un pH de 5.0 con 4cido clorhidrico 1.0 M, en este caso se prescindié
del bufferde citratos, debido aque en pruebas preliminares se determiné que Zymomonas mobilis
no es capaz de crecer con la presencia del ion citrato en su medio. Finalmente este medio se
esterilizdy se agregd al material pretratado (también estéril) en proporcidn 1:5. Se adicionaron las
cantidades de enzimas Cellic optimizadas (6% de Ctec 3y 6% de Htec 3) y el indculo del cultivo
primario de Zymomonas mobilis, se colocaron en un shakerorbital a 30°C por un lapso de 96 horas
con agitacion de 150 rpm. Cada 24 horas se tomd una muestra que finalmente fueron analizadas
por medio de cromatografia de liquidos de alta resolucién para determinar azicares y etanol.
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4.2 Resultados y discusion

4.2.1 Cinéticade crecimiento microbiano

Los resultados de la cinética de crecimiento se muestran en la Tabla 12. Analizando dichos datos
con ayudade laFigura 9, sellegd a concluir que el metabolismo de glucosa de Zymomonas mobilis
PTA 7858 es muy rapido, ya que en 48 horas se consumen alrededor del 99% de la misma, la fase
de adaptacién dura alrededor de 6 horas y durante esa fase no hay produccién de etanol pero si
consumo de glucosa, la cual decae en aproximadamente 50 g/l. También se puede concluir que la
inhibicion de la produccién de etanol se da por falta de sustrato y no por la acumulacién del
producto. Adicionalmente, la conversién de azlcares a etanol se lleva a cabo durante la fase
exponencial del crecimiento bacteriano. Finalmente, se ve que el consumo de Xilosa es tan solo
del 40% del inicial, no se logré determinar cantidad de Xilitol en el fermentado, pero es posible
gue lainhibicidon del metabolismo de las pentosas se deba a su presencia [30].

Tabla 12. Resultados del experimento para determinar la cinética de crecimiento de Zymomonas
mobilis.

Cinética de crecimiento para Zymomonas mobilis PTA 7858 a 30°C y pH=6

Concentraciones (g/1)

Tiempo (h) Glucosa Xilosa Fructosa Etanol Biomasa (10" cel/I)
0 150 + 0.5 20 + 0.56 2 + 0.34 0 + - 0 + -
6 96.97 + 3.45 16,55 + 234 155 + 0.45 0.45 + 0.05 1065 + 1.35
24 10.87 + 1.23 17.22 + 257 0 + - 56.79 + 3.45 81 + 3.89
31 6.55 + 0.55 16,98 + 1.59 0 + - 6294 + 279 91 + 463
49 418 + 0.15 1283 + 1.34 0 + - 63.04 + 3.01 91 + 3.45
97 216 + 0.24 1289 + 142 0 + - 6459 + 3.77 45.5 + 2.03

Considerando al experimento como un reactor tanque agitado por lotes, entonces podemos
escribirlaecuacién de Monod que establece lavelocidad especifica de crecimiento bacteriano (y,
1/h) como:

_ MmaxS
T S+Kg (13)

Donde pmx €s la velocidad especifica de crecimiento bacteriano maximo (1/h), S es la
concentracion de sustrato (g/l) y Ks (g/1) es la constante de saturacion. Sin embargo, en la fase
exponencial se cumple que S>>Ksy por lo tanto:

U = Umax (14)

Haciendo un balance del crecimiento microbiano, se llegd a:

dx
2t - M= HmaxX (15)
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Cinética de crecimiento de Zymomonas mobilis en
medio sintético
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Fig. 9. Datos cinéticos para Zymomonas mobilis a 30°C y pH = 6.0

Donde x es la concentracion de células (células/l) y t es el tiempo en horas.
Integrando la ecuacién (15) desde 0 hasta t y desde X, hasta X:

Inx = gyt + Inxg (16)
Haciendo una regresion lineal de t vs In x, se obtuvo que pm.=0.0911 ht.

Haciendo los balances correspondientes para sustrato (azlcares) y producto se obtienen las
ecuaciones (17) y (18) respectivamente.

ds
Py —Yxstmaxx (17)
dpP
dt = YxplmaxX (18)

Donde S es la concentracidn de sustrato en g/l, P es la concentracion de etanol en g/l, Yys es el
rendimiento de consumo de sustrato por biomasay Yy, es el rendimiento de produccion de etanol
por el crecimiento de biomasa. Para lograr integrar la ecuacién (17) fue necesario relacionar la
concentraciéon de células con la concentracion de sustrato. Esta relaciéon se encontré
empiricamente. En la Figura 10, se muestra el grafico de conteo celular contra concentracion de
sustrato. Los datos de lafase de crecimiento exponencial se pueden aproximarauna funcién de la
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Fig. 10. Grdfico de la concentracion de células como funcion de la concentracion de aztcares,
ndtese que no es posible modelarla en todo momento, sin embargo, en la fase exponencial si
existe una tendencia marcada.

forma:
x = be? (19)

Donde a=-0.024 L/gy b = 1.59 x 10"° célula/I, sustituyendo esta funcién en (17) queda:

das
at = _bYXS.umaxeaS (20)

Porlo que el rendimiento de consumo de sustrato estd dado por:

Yys= — 20— (21)

La integral del numerador es necesario resolverla numéricamente, de esta manera, para la fase
exponencial de crecimiento se tiene que el valor absoluto de Yys=4.91 x 10" g/célula.

Por un procedimiento similar se obtuvo que Yy, = 4.57 x 10" g/célula. Con este valor estaria
completo el modelo de Monod para la fase exponencial del crecimiento de Zymomonas mobilis.
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4.2.2 Toleranciaalatemperatura

Los resultadosindican que a 35°C se reduce en un 50 % la produccion de etanol a las 48 horas, y a
40°C la produccién es casi nula. Aun asi, es posible que a 35°C se pueda llevar a cabo la
sacarificacién y fermentacion simultaneas dando tiempo a la reaccion. Los datos de la Tabla 13
ilustran este comportamiento.

Tabla 13. Resultados de la fermentacion a diferentes temperaturas.

T(°C) Azucares (g/L) Etanol (g/L)
30 38.9 + 207 63.04 + 336
35 66.14 + 334 41.32 + 275
40 155 * 274 5 + 093

4.2.3 Sacarificaciony fermentacion separada

Los resultados de lasacarificaciéony fermentacion separada se muestran enla Tabla 14. Obsérvese
qgue hay gran similitud entre los datos obtenidos y los datos de la cinética de crecimiento en medio
sintético, lo cual apunta a que aun con los componentes que pueden resultar inhibidores (como
trazas de lignina y trazas de fenilpropanoides libres), la fermentacién alcohdlica sigue su curso
normal.

Tabla 14. Resultados de la fermentacion de hidrolizados.

Concentracion (g/1)

Tiempo (h) Glucosa Xilosa Etanol
0 1354 + 297 31.26 + 223 0 + -
24 2.64 + 0.68 17.7 * 1.08 56.51 + 235
48 11.15 = 1.47 10.31 + 087 59.46 + 261
72 7.28 +  1.22 10.36 * 1.22 61.86 * 237
96 5.95 + 117 9.61 + 075 63.56 + 0.05

El rendimiento de la produccion de etanol (ng) en la fermentacién se calculé como lo indica la
ecuacion (22):

_ [P]
[So—5]

NF (22)

Donde [P] esla concentracidon de etanol al final del tiempo de reaccidn, [S] es la concentracion de
azucaresal final del procesoy [Sy] es| concentracidn de azUcares después de la hidrdlisis. Todos en
gramos por litro.

Utilizando dicha definicidn, se llegd aunvalor de eficienciadel 42.07 %. Combinando ese resultado
con la eficienciade lahidrdlisis se tiene que de unatonelada de bagazo de agave libre de solubles,
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se pueden obtener 265.96 kg de etanol, utilizando la sacarificacion y fermentacién separada.

4.2.4 Sacarificaciony fermentacion simultanea

Los resultados de la sacarificacién y fermentacion simultdnea estan contenidos en la Tabla 15,
nuevamente, se observa que la maxima produccidon de etanol se da en las primeras 24 horas,
cuando la bacteria se encuentra en su fase exponencial, sin embargo, debido a que el
metabolismo de Zymomonas mobilis es muy rapido, el suministro de azlcares por parte de la
hidrdlisis enzimatica no es suficiente para sostener su velocidad de crecimiento y por ende, la
produccién de alcohol etilico, este hecho queda de manifiesto si comparamos las primeras 24
horas de ambos procesos, en la hidrdlisis enzimatica se producen en ese lapso la cantidad de 123
g/l; mientras que en la fermentacién, se consumen 146.32 g/|. Por otro lado, al inocular el medio
con Zymomonas mobilis existe muy poca cantidad de azUcares enlas primeras horas, periodoenel
cual esta la fase de adaptacion, sometiendo a la bacteria a estrés por falta de sustrato y
propiciando su muerte, reduciendo asi la productividad.

Tabla 15. Resultados de la sacarificacion y fermentacion simultdnea.

Concentracion

Tiempo (h) Glucosa Xilosa Etanol
0 0 * - 0 * - 0 t -
24 0.53 + 0.05 11.16 + 0.89 40.27 + 245
48 21.62 + 175 18 * 1.17 43.32 + 1.98
72 23.45 * 147 19.39 * 1.56 42.78 + 2.79
96 25.82 + 187 21.4 * 1.22 41.89 + 3.01

Ahora bien, para calcular el rendimiento de produccién de etanol se supuso que no hay ningin
otro producto mas que el etanol. Siendo asi, el rendimiento del proceso de sacarificacién y
fermentacién simultanea (nss) es:

[P]

NSSF = T {lsm]=[5] (23)

Donde [P] esla concentracion de etanol al final del tiempo de reaccidn, [S] es la concentracidn de
azucaresal final del proceso y [Sy] es la concentracidon de bagazo pretratado al inicio del proceso.
Todos en gramos por litro. El factor 1.1 indica la despolimerizacién de polisacaridos a azlcares
simples. Con estas consideraciones se obtuvo que el rendimiento de etanol es de 24.24% en el
proceso de sacarificacion y fermentacion simultdanea. Obteniéndose 179.72 kg de etanol por
tonelada de bagazo libre de extraibles.

4.2.5 Balance de masa de la produccion de etanol
Al entrar al proceso de fermentacion, los azicares obtenidos del proceso de hidrolisis solo pueden
tener tres destinos:

e Ser utilizados por los microorganismos inoculados para generar mas biomasa, lo cual
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sucede generalmente en presencia de oxigeno, para los microorganismos anaerobios
facultativos.

e Entrar a la ruta metabdlica de Entner-Duodoroff y producir etanol.

e Quedarsin reaccionar.

Asi, el balance de azlcares en el bioreactor es:
So=Sx+Sp+S (24)

Donde S, es la cantidadinicial de azucares, Sy es la cantidad de azlicares consumidos para producir
biomasa, S, es la cantidad de azlcares que se transformaron en etanol y S, es la lectura final de
azucares.

Los azucares destinados a producir biomasa estan dados por:
SX = XYXS (25)

Donde Yys es el rendimiento de biomasa por sustrato obtenido de los pardmetros cinéticos de
Monod. Debido a que es muy dificil contar en cdmara de Neubauer en presencia de material
lignocelulésico hidrolizado, no se tiene el dato de concentracién de células al final de la
fermentacidén, sin embargo, se tomo este valor de lacinética en medio sintético suponiendo que el
comportamiento es aproximadamente el mismo.

Los azlcares que se transformaron en etanol se calcularon con el supuesto de que un gramo de
etanol, procede de 1.96 gramos de glucosa, de modo tal que:

Sp=1.96P (26)
Donde P, es la concentracion final de etanol.

De estamanera, la cantidad de aztcaresiniciales es de 183.56 g/|, en contraste con lo que se habia
medido inicialmente, 167 g/l. El diferencial, puede deberse a que la hidrélisis de material
lignocelulésico continla a un ritmo muy lento durante la fermentacién y aumenta la
concentracién de azucares reductores.
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5.1 Conclusiones

Comparando los valores de rendimiento global de los procesos de hidrdlisis y fermentacién
separadas y simultaneas se llegé a la conclusién de que la integracidon de procesos con las
condiciones estudiadas en el presente trabajo, no tiene ningin efecto positivo sobre el
rendimiento de la productividad de etanol. Por lo tanto, la hipétesis queda rechazada y se opta
por proponer un proceso tradicional con las siguientes etapas:

e Moliendadel material lighoceluldsico hasta untamaio de fibra heterogéneo entre 1.5
y 3 mm de largo con 0.5 mm de didmetro.

e Pretratamientoalcalino-oxidativo de dos etapas, la primera con hidréxido de sodio al
6%, 120°C por una hora y relaciéon de reactivo a bagazo de 1:10. La segunda con
peréxido de hidrégeno a 30°C por 24 horas y relacidon de reactivo a bagazo de 1:10.

e Neutralizacion hasta un pH=5.0, lavado con agua corriente y filtrado.

e Hidrdlisis con una carga enzimatica de 6% de Cellic CTec 3y 6% de Cellic HTec 3 en
base al peso de material pretratado seco, con una relacidn de sélido a liquido de 1:5.
Tiempo de reaccién de 72 horas.

e Fermentacion con Zymomonas mobilis PTA 7858 inoculando el 2% del medio inicial
con un cultivo primario de 1 x 108 cel/ml. Tiempo de fermentacién de 24 horas.

Con este proceso, es posible obtener 187.8 | de etanol por tonelada de bagazo de Agave
tequilana seco, a reserva del potencial de produccidn de los restos de inulina presentes entre las
fibras, los cuales llegan a ser cerca del 40% del peso seco de las mismas.

En el proceso del pretratamiento se obtiene, ademas del sélido destinado a la hidrdlisis
enzimatica, un efluente que es rico en lignina parcialmente despolimerizada lo que abre la
posibilidad de utilizar esta parte del proceso para obtener compuestos aromaticos derivados de la
lignina. Porotrolado, el efluente del pretratamiento contiene toda la inulina residual contenida
entre las fibras del bagazo de Agave tequilana, el aprovechamiento de dicho producto puede
aumentar el rendimiento de la produccién de etanol.

Es factible llevar a cabo el proceso de hidrélisis con buenos rendimientos sin la utilizacion de
ninguna soluciéon amortiguadora de pH, asi como a temperatura de 35 °C.

Se determind que Zymomonas mobilis ATCC PTA 7858 no puede crecer en medios donde esté
presente el ion citrato, sin embargo, no se ha podido elucidar cual es la razén bioquimica por la
cual sucede esto.

El método analitico del acido 3, 5 dinitrosalicilico (DNS) es un método confiable siempre y cuando
las muestras a analizar estén compuestas Unicamente de monosacdridos, cuando aparecen otro
tipo de compuestos como la celobiosa o etanol, el método se vuelve inestable y da errores
considerables.
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5.2 Recomendaciones

e Realizar una corrida del proceso propuesto en planta piloto, para comprobar que es
posible escalar el mismo sin ningln problemay ajustar cualquier parametro que pueda
salir de control.

e Realizar un estudio detallado de la composicion y aprovechamiento del efluente del
pretratamiento alcalino oxidativo del bagazo de Agave tequilana.

e Realizar pruebas para minimizar la temperatura de operacion de la hidrdlisis con los
complejos Cellic Ctec 3y Htec 3.

e Realizar un estudio de optimizacién para aumentar la carga de sustrato en la hidrélisis y
asi poder aumentar aun mas el rendimiento de azlcares por kilogramo de material
lignocelulésico.

e Estudiar la fermentacién en un reactor continuo para comprobar si esta configuracion
aumenta el rendimiento de produccion de etanol.

e Determinar cuales productos secundarios pueden obtenerse de la fermentacion con
Zymomonas mobilis.

e Realizarunestudiosobre laproduccién de combustibles sdlidos a partir del residuo de la
fermentacion.

e Intentarretirarel etanol del fermentador por medio de vacio tal como lo sugiere Nguyen
[48] y determinar si estas condiciones aumentan la eficiencia de la reaccidn.
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7.1 Técnica para la determinacion de azucares y etanol por HPLC
Con este método se pueden analizar cualquier tipo de muestra donde se contengan azlcaresy
etanol, como los son los mostos fermentados.

Seiniciatomando una cantidad de 2 ml del caldo de fermentacién o hidrélisis sujeto de estudio,
dicha muestra sera colocada en viales cdnicos perfectamente equilibrados. Se someteran a
centrifugacion a 13500 rpm por 5 minutos para precipitar todo el material en suspension.

El sobrenadante se hard pasar por unamembrana Millipore de 0.22 um, la cual retendra todos los
microorganismos y una gran cantidad de enzimas. El filtrado debera ser recibido en viales de
cromatografia, los cuales deben estar llenos hastala mitad (0.75 ml) como minimo para evitar que
el cromatdgrafo succione aire.

Los viales serdn colocados en el carrusel del cromatdgrafo y serdn analizados bajo las siguientes
condiciones:

e Columna Metacarb 87Ca 70°C
e Flujoisocratico de aguaa 1.0 ml/min
e Detector de indice de refraccién
Si es necesario se pueden hacer diluciones para mejorar la resolucion de los resultados.

Posteriormente se deben preparar estandares de todos los compuestos que se quieran
determinar, todos los estandares deben llevar la misma preparacion que las muestras (es decir,
centrifugacion-filtracion).

De cada cromatograma correspondiente a algin estandar se tomard el tiempo de retencién y
valor de area bajo la curva dado por el equipo. Esta Ultima variable se debe graficar contra la
concentracién del estdndar y finalmente realizar la correlacion de estos parametros. Se
recomiendan minimo cuatro concentraciones para cada componente a determinar.

Finalmente, se debe compararel valorde drea bajo la curva obtenido del analisis de las muestras
problema con la correlacién obtenida para obtener los resultados de concentracion.
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7.2 Técnica de determinacion de aziicares reductores por medio del

acido 3,5-Dinitrosalicilico [49]
El reactivo DNS se prepara de la siguiente manera

e 1416 ml de agua destilada
e 10.6 g de acido 3,5 dinitrosalicilico
e 19.8 g de hidréxido de sodio

Una vez disuelto todo lo anterior, agregar:

e 306 gde sal de Rochelle (tartrato de sodio y potasio)
e 7.6 mlde fenol (punto de fusién 50°C)
e 8.3 gde metabisulfito de sodio

Una vez preparado, tomar una muestra de 3 ml y titular con acido clorhidrico 0.1 N en presencia
de fenolftaleinacomoindicador. Debe consumirse un volumen aproximado de entre 5y 6 ml, si no
es asi, agregar hidréxido de sodio considerando que 2 g de este, equivalen a aproximadamente 1
ml de solucién 0.1 N de acido clorhidrico.

Antes de comenzar, se debe preparar la curva estdndar con soluciones de glucosa entre 0.2y 5
miligramos de glucosa por mililitro. Dichos estandares seran tratados exactamente igual que las
muestras.

Pararealizarlapruebase deben colocar 0.5 ml de muestray 1 ml de buffer de citratos en un tubo
de ensaye, posteriormente se deben agregar 3 ml de reactivo DNS. Calentar en bafio maria
hirviente por 5 minutos y posteriormente enfriar atemperatura ambiente. Leer transmitancia a
540 nm utilizando blanco con 1.5 ml de buffer de citratos y 3 ml de reactivo DNS. Si las muestras
estdn demasiado concentradas es necesario diluirlas de modo que la transmitancia medida se
encuentre entre 20y 80%. Por el contrario, si se encuentran demasiado diluidas agregar 1 mg de
glucosa ala muestra. Al graficar el logaritmo decimal de la transmitancia contra la concentracién
de los estandares se debe obtener una linea recta con un intersecto al origen de 0.04 mg, lo cual
representa la pérdida de glucosa por oxidacion con el reactivo de DNS.

Tomar en cuenta que tres mililitros de reactivo de DNS reaccionan con 10 mg de glucosa asi que se
debe tenerprecaucién con soluciones concentradas, ya que se obtienen mejores resultados si las
muestras contienen 5 mg de glucosa, o menos.

También hay que considerar que la reaccidén entre los azlcares reductores y el reactivo de DNS
solo se lleva a cabo en medio basico, asi que las muestras que tengan un pH acido deben ser
neutralizadas antes de la realizacion del método. Por otro lado, este método no es especifico asi
que detectara cualquier sustancia reductora, si se utiliza glucosa como estandar, los valores para
celobiosa serdn 15 % mas bajos de lo estimado y para xilosa seran 15 % mas altos.
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7.3 Técnica para conteo celular de Zymomonas mobilis en camara de

Neubauer

Preparar una solucién de safranina con 0.5 g en un litro de agua, tomar 0.1mL de la muestra a
analizar y aforar a 1 ml con la solucién de safranina. Calentar ligeramente la solucién y dejar
enfriar. Tomar una pequefia cantidad de dilucidon con ayuda de una pipeta serolégica y llenar
adecuadamente lacdmarade Neubauer. Observaren un microscopio con el objetico de 10x o 40x.
Se deben contarlas bacterias en el cuadro central tomando los cuadros pequefios (los que miden
0.05 mm de lado) como base. No debe haber diferencia de mas de 10 unidades entre cuadroy
cuadro. Una vez que se hayan contado al menos el 50% de los cuadros, obtener el promedio de
todos los cuadros contados. El nimero de células por mililitro (x) es:

x = (400)(10%)Y (27)

Donde Y es el promedio de células contadas en los cuadros pequenios.

.
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Fig. 11. Imagen del campo observado en la camara de Neubauer. Para contar bacterias
se utilizan los cuadros pequeiios (de 0.05 mm de lado)
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7.4 Técnica para la determinacion de lignina Klason

Se deben pesar 0.5 g de muestra y colocarse en un vaso de precipitados de 200 ml,
posteriormente agregar 12.5 ml de acido sulfuricoal 72% y 5 ml de acido bromhidrico concentrado
al 40%. Dicha mezcla se debe dejar en reposo con agitacién esporadica por 2 horas. Una vez
transcurrido ese tiempo agregar 100 ml de agua destilada y llevar a ebulliciéon por 5 minutos.
Filtrar con ayudade vacio y lavar repetidas veces con agua destilada para eliminar cualquier rastro
de azlcares y reactivos. Una vez hecho esto, secar a peso constante en un horno a
aproximadamente 100°C. El porcentaje de lignina estd dado por:

wr

fiig = (28)

Wf—W()

Donde w; es el peso después del procedimiento indicado y wy es el peso de la muestrainicial.
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7.5 Bioseguridad en el laboratorio

7.5.1 Grupos de riesgo de microorganismos

7.5.1.1 Grupo deriesgo 1
Microorganismos que representan escaso riesgo para el individuo y la comunidad, tienen pocas

probabilidades de provocarenfermedades en el ser humano o los animales por ejemplo agentes
como: Naegleria gruberi, Bacillus subtilis, Zymomonas mobilis, entre otros.

7.5.1.2 Grupo deriesgo 2

Microorganismos que representan riesgo moderado para el individuo y limitado o bajo parala
comunidad; pueden provocar enfermedades humanas o animales pero tienen bajas
probabilidades de entrafiar un riesgo grave parael personal de laboratorio, la poblacién, el ganado
o el medio ambiente. La exposicién en el laboratorio puede provocar una infeccidn grave, pero
existen medidas preventivas y terapéuticas eficaces y el riesgo de propagacién es limitado por
ejemplo existedisponibilidad de tratamiento y medidas preventivas y el riesgo de diseminacién
estd limitado, por ejemplo agentes como: Micobacterium (excepto M. Boris y M. tuberculosis),
Helicobacter, Salmonella, E. coli, Shigella, Streptococcus, Staphilococcus, HIV, virus de la hepatitis
A, B, C, Dy E, entre otros.

7.5.1.3 Grupo deriesgo 3

Microorganismos que representan riesgo elevado para el individuo y escaso para la comunidad;
usualmente causan enfermedades serias a humanos y animales que resultan en importantes
consecuencias econdémicas, la diseminacion no es ordinaria y depende del contacto casual de un
individuo a otro, puede haberdisponibilidad de medidas preventivas y terapéuticas eficaces, por
ejemploagentes como: Micobacterium tuberculosis. M. bovis, M. leprae, Histoplasma capsulatum,
virus de la Influenza incluyendo HPAI (H7 y H5), virus del Nilo, entre otros.

7.5.1.4 Grupo deriesgo 4

Microorganismos que representan riesgo elevado para el individuo y para la comunidad; causa
serias infecciones a humanos o animales, en ocasiones sin tratamiento y puede transmitirse
facilmente de unindividuo a otro, o de unanimal a humano o viceversadirectaoindirectamente o
por contacto casual; normalmente no existen medidas preventivas y terapéuticas eficaces, por
ejemplo agentes como; Ebola, Hanta, virus de la rabia de murciélagos, Nipah, Junin, entre otros.

7.5.1.5 Grupo deriesgo 5

Agentes que desarrollan enfermedades que no estan reportadas en el pais (exdticas); su
introduccidn y presencia estan reglamentadas por leyes sanitarias locales, por ejemplo agentes
como; Enfermedad de Aujeszky, CAE, virus de la hepatitis en patos, Nairobi, enfermedad Teschen,
virus serotipo BT, enfermedad del caballo africano, entre otros.

7.5.2. Niveles de bioseguridad y biocontencion
Los niveles de bioseguridad se basan en lacombinacién de caracteristicas de disefio, construccion,
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medios de contencidn, equipo, practicas, y procedimientos de operacion necesarios para trabajar
con agentes patégenos o potencialmente patégenos de los distintos grupos de riesgo, se clasifican
en 4 niveles (BSL por sus siglas en inglés BioSafety Level) BSL-1 o laboratorio basico 1, BSL-2 o
laboratorio basico 2, BSL-3 o laboratorio de contencién 3 y BSL-4 o laboratorio de contencién
maxima 4. Los grupos de riesgo de microorganismos no se equiparan con los niveles de
bioseguridad de los laboratorios destinados al trabajo con los agentes bioldgicos de cada uno de
esos grupos [Manual de Bioseguridad en el laboratorio, OMS, 32 edicién, 2005].

7.5.2.1 Laboratorio basico BSL-1

Los agentes bioldgicos que se utilizan en este tipo de laboratorio son microorganismos de muy
bajo potencial patogénico, se manipulan con practicas y técnicas microbioldgicas basicas. El
laboratorio bdsico BSL-1 debe estar acondicionado para trabajar con microorganismos de nivel 1,
que son aquellos que estan bien caracterizados y se sabe que no causan enfermedad en las
personassanasy por ende, norepresentan unriesgo parael personal del laboratorio y del medio
ambiente. Este tipo de laboratorio es el que se requiere para la manipulacion de Zymomonas
mobilis, por lo tanto, solo se describiran los equipos y procedimientos aplicables a este nivel de
bioseguridad.

Este laboratorio no necesitaun drea aislada, norequiere de equipo ni de instalaciones especiales
de contencidn, el trabajo con estos microorganismos se puede realizar en un laboratorio de
investigacidn convencional, siguiendo las practicas estdndares de microbiologia.

7.5.2.1.1 Instalaciones eingenieria en BSL-1
El laboratorio debe contar con un lavamanos.

El laboratorio debe estar disefiado de tal manera que pueda limpiarse con facilidad. Los pisos de
mosaico no son apropiados ya que impedirian ladescontaminacién después de cualquier derrame
o salpicadura.

Las mesas de trabajo deben serimpermeables al aguay resistentes a solventes orgdnicos, acidos,
alcalis y al calor moderado.

Los equipos de laboratorio deben estar espaciados con el fin de facilitar el acceso a las
operaciones de limpieza, dicho acceso tampoco deberd estar obstaculizado por materiales o cajas.

No se requiere cabina de Bioseguridad

7.5.2.1.2 Procedimientos administrativos, prdcticas estandares deoperaciéony buenas
prdcticas dellaboratorio en BSL-1
El acceso al laboratorio debe ser controlado por el responsable del mismo.

Todos los investigadores deben lavarse las manos después de manipular material biolégico o
animales, asi como antes de salir del laboratorio.

No se permite comer, beber, fumar ni maquillarsedentro del dareade trabajo. Los alimentos deben
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de ser almacenados en lugares o refrigeradores asignados Unicamente para este propdsito.

El pipeteo debe serrealizado coninstrumentos mecanicos ( propipeta, pipeta automatica) y nunca
por medio de la boca.

Se debe tratar de reduciral maximolaproducciényliberacion de aerosoles, evitando: agitaciones
y pipeteo bruscos, introduccidn de asas de cultivo calientes dentro de medios de cultivo, etcétera.

Las areas de trabajo deben ser descontaminadas una vez al dia, asi como después de cualquier
derrame de material bioldgico.

Los desechos sdlidos o liquidos con material biolégico deben ser descontaminados por medio de
un procedimiento apropiado antes de sereliminados (esterilizacién en autoclave o inmersién en
desinfectantes apropiados). Si el autoclave no se encuentra disponible, los desechos a
descontaminar por estavia, debenseretiquetados debidamentey colocados en unsitio especifico
hasta su esterilizacién.

7.5.2.1.3 Usode equipo de proteccion personal en BSL-1

Es necesario el uso de batas y guantes con el fin de evitar la contaminacidn de ropa personal de
calle. Estd prohibido el uso de prendas de laboratorio en lugares como: oficinas administrativas,
salas de reuniones o biblioteca.

Debe existir un programa de fumigacidn periédico.

7.5.2.1.4 Procedimientos especificos en BSL-1

Todo material contaminado que deba salir del laboratorio para su descontaminacién (por
autoclave oincineracion) debesercolocado dentro de bolsas especiales debidamente cerradas y
etiquetadas. Una cinta testigo deberd ser colocada como indicativo de esterilizacion.
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7.6 Determinacion de la actividad de la enzima Cellic Ctec 3

Para la determinacién de la enzima Cellic Ctec 3 en FPU (Unidades de papel filtro), se llevaron a
cabo una serie de experimentos de hidrélisis en las condiciones é ptimas de este producto (T=50°C
y pH =5.0). A cada experimento se le agregaron 20 ml de solucidn buffer de citratos 0.05 M pH =
5.0, se atempero a 50°C y se colocd 1 g de papel filtro Whatman No. 1. Cada experimento se
realizd con una dilucién de enzima diferente, las diluciones de cada experimento se muestranen la
Tabla 16.

Después de una hora de reaccién, se debe medir la concentracién de glucosa por el método del
DNS. Por otro lado, se debe determinarlaconcentracién de glucosa propiade laenzima (ya que la
mayor parte de las enzimas celuloliticas estan estabilizadas con algun azlcar) y restarse de la
lectura total.

Haciendo un ajuste semilogaritmico se debe encontrar la dilucidn exacta de enzima que libera 2
mg/| de azlcar después de una hora de reaccion.

Finalmente, se debe aplicar la siguiente definicion para obtener la actividad enzimatica.

FPU = % (29)

Donde E, es la concentracidén de enzima que libera 2 g/l de glucosa después de una hora de
reaccion.

Tabla 16. Resultados de las hidrdlisis para la determinacion de la actividad enzimdtica de Cellic

CTec 3.
Dilucion de Glucosa
enzima generada (g/L)
1 0.025 17.91
2 0.01 14.24
3 0.005 9.94
4 0.001 3.01
5 0.0005 1.59

De estamanerase llegdala conclusionde que laactividad de laenzima CellicCtec3 esde 556.14
FPU/mlI.
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