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RESUMEN
PRODUCCION DE ETANOL A PARTIR DE RESIDUOS DE PINA

Elaborado por: Ing. Jhony Gilberto Morales Vazquez
Dirigido por: Dra. Leticia LOpez Zamora
Dra. Maria Guadalupe Aguilar Uscanga

Transformar la biomasa lignocelulésica en biocombustibles u otros productos de
valor agregado es de interés mundial debido a que es un recurso faciimente
disponible, econdémico y renovable. La biomasa lignocelulésica se compone
principalmente de polisacaridos, celulosa y hemicelulosa (50-65%), y el biopolimero
aromatico, lignina (10-30%). La ruta comercial mas prometedora para la utilizacién
de la biomasa lignocelulésica es la fermentacion de azucares de celulosa vy
hemicelulosa en etanol. Un proceso general incluye reduccion de tamafio,
pretratamiento, hidrdlisis enzimatica, fermentacion y destilacion como los
principales pasos. El pretratamiento es esencial para reducir la caracteristica
recalcitrante de la biomasa y lograr altas eficiencias en la hidrolisis enzimatica. Los
azucares obtenidos pueden fermentarse para producir etanol. El objetivo de este
trabajo fue aprovechar la disponibilidad de los residuos de pifia para emplearlos
como materia prima después de ser pretratados quimicamente con Solventes
Eutécticos Profundos (por sus siglas en inglés, DES) para la produccién de
bioetanol, mediante hidrdlisis enzimatica y fermentacion por lote. Para ello, primero
se llevo a cabo una optimizacion del pretratamiento quimico con DES mediante un
Disefio Central Compuesto (DCC), evaluando la relacion sélido liquido (RSL) (1:20,
1:24 y 1:28 plp), el tiempo de reacciéon (8, 12 y 16 h) y la proporciéon molar de la
parte acida del DES respecto al acido formico (1, 2 y 3 mol). Posteriormente, fue
optimizada la etapa de hidrdlisis enzimatica variando la concentracion de enzima (3,
5y 7% pl/v) y los moles de acido formico en el DES (1.5, 3 y 4.5 mol), este proceso
de sacarificacion se llevé a cabo utilizando las enzimas Cellic® CTec3 y Cellic®
HTec3 a un pH 5, RSL 1:6 g/mL, temperatura de 50 °C y una agitacion de 250 rpm
durante 40 h. Una vez obtenidos los azucares fermentables en la hidrdlisis
enzimatica, se llevé a cabo la fermentacion por lote para la transformacion de los
azucares en etanol. Los resultados obtenidos mostraron que el DCC para el
pretratamiento bajo una RSL 1:24 g/g, un tiempo de reaccién de 12 h y una relacién
molar respecto al acido férmico de 3.41, permitié una remociéon maxima de Lignina
Soluble en Acido (ASL) del 54.64% y un incremento maximo de celulosa del 259.4%,
esto, respecto a la materia prima sin pretratar. Estos efectos observados en el
pretratamiento, fueron los que permitieron alcanzar valores mayores a 40 (g/L) de
glucosa y 15 (g/L) de xilosa en la hidrolisis enzimatica. En el proceso de
fermentacion del hidrolizado enzimatico con la levadura S. cerevisiae ITV-01 bajo
un pH de 5.5, 150 rpm, 30 °C y una concentracion inicial de 3x10° cell viables/mL
se logré obtener hasta 10.42 (g/L) de bioetanol en un tiempo de 12 h, obteniendo
un rendimiento y productividad de 0.404 y 0.868 respectivamente. Los resultados
obtenidos refuerzan lo prometedor que son los residuos lignocelulésico, el
pretratamiento con DES y la hidrdlisis enzimatica con enzimas mejoradas en el
desarrollo del proceso de obtencion de bioetanol de segunda generacion.



ABSTRACT
ETHANOL PRODUCTION FROM PINEAPPLE WASTE

By: Ing. Jhony Gilberto Morales Vazquez
Advisor(s): Dra. Leticia Lopez Zamora
Dra. Maria Guadalupe Aguilar Uscanga

Transforming lignocellulosic biomass into biofuels or other value-added products is
of global interest because it is a readily available, inexpensive, and renewable
resource. Lignocellulosic biomass is mainly composed of polysaccharides, cellulose
and hemicellulose (50-65%), and the aromatic biopolymer, lignin (10-30%). The
most promising commercial route for the use of lignocellulosic biomass is the
fermentation of cellulose and hemicellulose sugars in ethanol. A general process
includes size reduction, pretreatment, enzymatic hydrolysis, fermentation and
distillation as the main steps. Pretreatment is essential to reduce the recalcitrant
characteristic of biomass and achieve high efficiencies in enzymatic hydrolysis. The
sugars obtained can be fermented to produce ethanol. The objective of this work
was to take advantage of the availability of pineapple waste to use them as raw
material after being chemically pretreated with Deep Eutectic Solvents (DES) for the
production of bioethanol, by enzymatic hydrolysis and batch fermentation. For this,
an optimization of the chemical pretreatment with DES was first carried out by means
of a Central Composite Design (CCD), evaluating the solid liquid relation (SLR)
(1:20, 1:24 and 1:28 w/w), the reaction time (8, 12 and 16 h) and the molar ratio of
the acid part of DES regarding formic acid (1, 2 and 3 mol). Subsequently, the
enzymatic hydrolysis step was optimized by varying the enzyme concentration (3, 5
and 7% w / v) and the moles of formic acid in the DES (1.5, 3 and 4.5 mol), this
saccharification process was carried out carried out using the Cellic® CTec3 and
Cellic® HTec3 enzymes at a pH of 5, SLR 1: 6 g/mL, temperature of 50 °C and a
stirring of 250 rpm for 40 h. Once the fermentable sugars were obtained in the
enzymatic hydrolysis, the batch fermentation was carried out for the transformation
of the sugars into ethanol. The results obtained showed that the CCD for
pretreatment under an SLR 1:24 g/g, a reaction time of 12 h and a molar ratio with
respect to formic acid of 3.41, allowed a maximum removal of Acid Soluble Lignin
(ASL) from the 54.64% and a maximum increase in cellulose of 259.4%, this,
compared to raw material without pretreatment. These effects observed in the
pretreatment were those that allowed reaching values greater than 40 (g/L) of
glucose and 15 (g/L) of xylose in the enzymatic hydrolysis. In the fermentation
process of the enzymatic hydrolyzate with the S. cerevisiae ITV-01 yeast under a pH
of 5.5, 150 rpm, 30 ° C and an initial concentration of 3x10° viable cells/mL, it was
possible to obtain up to 10.42 (g/L) of bioethanol in a time of 12 h, obtaining a yield
and productivity of 0.404 and 0.868 respectively. The obtained results reinforce how
promising are the lignocellulosic residues, the pretreatment with DES and the
enzymatic hydrolysis with improved enzymes in the development of the process of
obtaining second generation bioethanol.
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INTRODUCCION

La economia global se basa en los costos de la energia y su disponibilidad.
Actualmente los combustibles fosiles constituyen la principal fuente de energia que
se usa en el mundo. Hoy en dia, si se compara la tasa de retorno energética de
estos combustibles con la de hace 20 afos, se sabe que es inferior, esto, debido al
dificil acceso a los pozos petroleros, los cuales requieren de equipos mas
sofisticados, lo que conlleva a una mayor inversién para la exploracién y produccion

de energia a partir de fuentes fésiles.

En este sentido, es necesario buscar procesos de produccién mas eficientes en
términos de reduccion del consumo energético, simplificacion de la tecnologia

utilizada y el desarrollo de nuevos procedimientos para la obtencidén de energia.

El bioetanol de segunda generacion, es la alternativa energética mas estudiada en
los ultimos afios con el objetivo de colocarse como fuente principal de combustible,
esto, debido a la capacidad de ser producido a partir de fuentes completamente
renovables y sustentables y, a su vez, reducir la contaminacion aprovechando los
residuos organicos, los cuales, son empleados como biomasa lignoceluldsica en el

proceso de obtencion de bioetanol.

Los residuos de pifia tienen un alto potencial de uso como material lignoceluldsico
para obtener bioetanol a partir de ellos. En 2017, México fue décimo lugar a nivel
mundial en produccion de pifia, siendo el estado de Veracruz el primer lugar en
produccion de este fruto a nivel nacional. Se estima que los residuos de la pifa
pueden alcanzar hasta el 65% del peso total del fruto, esto, sin considerar los

residuos del rastrojo derivados de la cosecha (planta de la pifia seca).

Para el pretratamiento de material lignoceluldsico en la produccion de bioetanol,
existen distintos métodos ya establecidos, sin embargo, los mismos, aun presentan

algunos inconvenientes en alguna fase de su implementacion.
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En respuesta a este tipo de desafios, una nueva alternativa de pretratamiento con
disolventes “verdes” ha emergido basado en la aplicacion de Solventes Eutécticos

Profundos (Deep Eutectic Solvents, por las siglas en inglés, DES).

Las principales ventajas de los DES son la alta solubilidad de la lignina, facil y
econdmica preparacion, no hay consumo energético de purificacion y eliminacion
de desechos del solvente, la recuperacion y reutilizacion del solvente es posible, se
pueden usar compuestos de baja toxicidad o no tdéxicos para prepararlos, muchos
DES y los componentes que los integran, tienen una biocompatibilidad vy
biodegradabilidad superior; por lo tanto, las enzimas son estables y activas en
presencia de un DES, ademas, durante el uso en el pretratamiento no se generan
inhibidores que puedan afectar la hidrdlisis enzimatica o la posterior fermentacion

del hidrolizado.

En base a la gran disponibilidad de los residuos lignocelulésicos de la pifa, se
emprendié un estudié para obtener bioetanol a partir de estos desechos, Para ello
se plantearon los siguientes objetivos especificos: 1) Caracterizar la composicion
quimica del bagazo y rastrojo de pifia en funcién de lignina, celulosa, hemicelulosa,
porcentaje de humedad y cenizas, 2) Optimizar las condiciones del pretratamiento
con solventes eutécticos profundos del bagazo y rastrojo de pifa, 3) Optimizar las
condiciones de la hidrdlisis enzimatica del residuo pretratado y 4) Establecer las
condiciones de fermentacién del hidrolizado enzimatico utilizando la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Mediante todos estos objetivos planteados, se obtuvo
como producto final bioetanol con potencial de ser implementado como

biocarburante a través de procesos adicionales de purificacién.
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CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Bioetanol como fuente de energia

El bioetanol es un recurso energético procesado a partir de materia obtenida de las
plantas y sus frutos denominada “biomasa”, la cual puede presentarse en estado
liquido, sdlido o gaseoso. La finalidad del bioetanol obtenido a partir de biomasa es
liberar la energia contenida en sus componentes quimicos mediante una reaccién
de combustion. Existen varios tipos de bioetanol, a los cuales se les clasifica de
acuerdo al insumo o materia prima y a la tecnologia empleada para producirlos,
debido a los avances en la tecnologia, esta clasificacion se realiza por generaciones

en funcién de la fuente y material a utilizar (Alvarez, 2009).

1.1.1 Bioetanol de primera y segunda generacion

La materia prima para el bioetanol de primera generacion esta conformada por las
partes alimenticias de las plantas, las cuales tienen un alto contenido de azucares,
almidon y aceites, como, por ejemplo, remolacha azucarera, sorgo dulce y cafia de
azucar, materiales con almidén, como el trigo, maiz y cebada y aceites como los de
semilla de girasol, aceite de soya entre otras opciones mas. En particular, el
bioetanol de primera generacion tiene como desventaja el desvio de recursos

alimenticios hacia la produccion de energéticos (Bertrand et al., 2016).

El principal material para el bioetanol de segunda generacion son residuos
agroindustriales y forestales compuestos principalmente por celulosa, hemicelulosa
y lignina (material lignoceluldsico). Ejemplos de ellos son el bagazo de la cafia de
azucar, el rastrojo de maiz (tallo, hojas y olote), paja de trigo, aserrin, hojas y ramas
secas de arboles, cascaras de frutos, etc. La principal ventaja en la produccion de
este bioetanol radica en que no se emplean alimentos provenientes de la agricultura
para este propdosito. Su principal desventaja es la dificultad en la separacion de la

celulosa de la lignina para su posterior conversion en bioetanol (Aditiya et al., 2016).
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1.1.2 Bioetanol de tercera y cuarta generacién

Para el bioetanol de tercera generacion se implementan vegetales no alimenticios,
de rapido crecimiento y con una alta capacidad energética almacenada en sus
componentes quimicos, entre estos vegetales estan los pastos perennes, arboles y
plantas de crecimiento rapido, y algas. Su principal desventaja es la utilizacién de
tierras de cultivo de alimentos para sembrar los insumos, con excepcion de las algas
(Jambo et al., 2016).

El bioetanol de cuarta generacion es producido a partir de bacterias modificadas
genéticamente, estas bacterias emplean dioxido de carbono u otra fuente de
carbono para la obtencién de este biocombustible. Bacterias u organismos
genéticamente modificados para realizar alguna parte de los procesos también son
empleadas en la obtencién de bioetanol de las generaciones anteriores, pero, en
este caso, la bacteria es la que efectua la totalidad del proceso de produccion de

este tipo de bioetanol (Ingram et al., 1999; Niphadkar et al., 2017).

1.2 La pina (Ananas comosus)

La planta de pifia (Ananas comosus), es una hierba perenne que crece de 1 a 1.5
m de alto. Cuando se va a producir la fruta, se generan alrededor de 200 flores,
cuyos frutos se combinan para formar la pifia. Cada planta tiene de 70 a 80 hojas,
gue son una especie de vainas o laminas dispuestas en espiral, por lo general en
capas. Sus flores poseen escamas foliares que retienen el agua. Elfruto es ovalado
y grueso que mide 30 cm de largo y 15 cm de diametro, en promedio. Su pulpa
comestible esta rodeada de bracteas verdes que pasan a anaranjadas al madurar,
formando la piel del fruto. En el extremo superior las bracteas se transforman en
una corona de hojas. Su pulpa, amarilla o blanca, es carnosa, aromatica, jugosa y
dulce. En su interior hay un tronco fibroso duro que va desde la corona al pediculo.
Este cultivo se puede sembrar todo el afiio siempre y cuando se cuente con un

sistema de riego. Debe seleccionarse la semilla por tamafio y tipo para uniformar
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cada superficie plantada; necesita sembrarse a una profundidad adecuada de modo
que al crecer y fructificar no se vaya a volcar por el peso de la fruta y el efecto del
viento (SAGARPA, 2017).

1.3 Produccion de pifa, proyeccién y perspectiva como biomasa

La pifia es una fruta perecedera que generalmente se almacena solo durante 4-5
dias después de la cosecha en condiciones ambientales. Normalmente, se
consume fresca o como jugo. La pifia que se produce en el pais tiene tres usos
como destino final: el primero es el consumo de fruto fresco como principal destino
con aproximadamente el 70%; la segunda es la industrializacién del fruto dedicada
a la elaboracién de almibar y jugo representando alrededor del 24% de la
produccion; y finalmente la tercera con el 6% destinada al mercado de exportacion
de pifia en fresco. Tan solo en el afio 2017 se produjeron 27,402,956 toneladas de
pifia a nivel mundial. Costa Rica (3,056,445 Ton), Filipinas (2,671,711 Ton), Brasil
(2,253,897 Ton), Tailandia (2,123,177 Ton), India (1,861,000 Ton), Indonesia
(1,795,986 Ton), Nigeria (1,642,376 Ton), China (1,576,405 Ton), Colombia
(1,091,042 Ton) y México (945,210 Ton), siendo éstos los 10 principales paises
productores de pifia con una suma total de 19,017,249 toneladas de este fruto
(Sanchez et al., 2015; FAOSTAT, 2018).

En el periodo 2012-2017 la produccion nacional de pifia crecio 24.4% (185,234 Ton),
para Veracruz, en el mismo periodo, la produccion de pifa crecié 12.3% (66,180
Ton). Al cierre del 2017 Veracruz es primer lugar en la produccion de pifa que se
consume a nivel nacional. La pifia es un fruto tropical con alto valor en el mercado
internacional y con potencial en la fabricacion de productos agroindustriales. La
Tabla 1.1 muestra la produccién y proyeccion de pifia en México de 2016 y hasta
2030. (SAGARPA, 2017; SIAP-1, 2018; SIAP-2, 2018).
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Tabla 1.1 Produccion y proyeccién de la pifia en México

Crecimiento
Estimaciones ** Crecimiento acumulado (%)** promedio
anual (%)
2003 - | 2016 - | 2016 - | 2016 - | 2003 - | 2016-
2016 2018 | 2024 2030 2016 | 2030

Afio/periodo 2016 | 2018 | 2024 2030

Produccion
potencial*** (miles | 875.84 | 912.71 | 1,023.31 | 1,133.91 29.07 4.21 12.12 29.47 1.98 1.74
de Ton

Exportaciones

; 86.27 | 103.66 | 154.77 201.46 313.96 20.16 49.31 133.54 11.55 5.82
(miles de Ton)

Valor de
exportaciones
(millones de 42..57 | 51.16 76.38 99.42 -—- -—- -—- - - -—-
ddlares a precios
de 2016)

(SAGARPA, 2017)
**Estimaciones realizadas por la Coordinacion de asesores de la Subsecretaria de Agricultura
***Estimada con base en la capacidad instalada actual, rendimientos de referencia histéricos y

considerando que no se incrementara la frontera agricola reportada en 2016

De las 13 entidades del pais que se dedican al cultivo de la pifa, Veracruz sembré
34 mil 926 hectareas de pifia obteniendo 604 mil 929 toneladas, por encima del
estado de Oaxaca, que obtuvo 130 mil 437 toneladas de este fruto. El estado de
Veracruz aporto el 64% de la cosecha consumida en México en 2017. José Azueta,
Isla y Juan Rodriguez Clara son los principales productores de pifia en la entidad
con 171,505.5 Ton, 157,240 Ton y 154,118 Ton respectivamente, estos municipios
contribuyeron con el 79.8% de la produccion en Veracruz con un total de 482,863.5
Ton (SEDARPA-1, 2018; SEDARPA-2, 2018; SIAP-2, 2018).

El rastrojo de la cosecha de pifa y sus residuos derivados de procesos
agroindustriales y alimenticios (aproximadamente 338,760.24 — 393,203.85 Ton
para el estado de Veracruz en 2017, considerando el porcentaje residual
referenciado de Sanchez et al., 2015) han sido tratados literalmente como basura
sin obtener ningun tipo de aprovechamiento o beneficio de ello, incluso, los residuos
pueden contribuir a la contaminacion del medio ambiente. Lo anterior indica que
México y especificamente Veracruz, tienen un enorme potencial para aprovechar,
las grandes cantidades de residuos de la pifia que se generan anualmente

derivadas de la produccion y consumo, como material lignoceluldsico. El
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aprovechamiento de estos residuos para la obtenciéon de bioetanol contribuiria a
reducir el desvio de recursos alimenticios hacia la produccion de energéticos, como
la cafia de azucar, por ejemplo, asi como reducir el uso excesivo de tierras de cultivo
de alimentos para vegetales no alimenticios como sucede en la produccién de
bioetanol de tercera generacion. Ademas, el bioetanol obtenido tiene un valor
agregado y podria convertirse en un beneficio para los productores de pifa y la
sociedad en general. A través de pretratamientos y fermentacion de los azucares
presentes en estos residuos, se puede obtener bioetanol, el cual posee una amplia

gama de aplicaciones (Antonio et al., 2011).

1.3.1 Procesamiento de la piia y sus residuos

Las formas mas comunes de industrializacién son las rebanadas y trozos en almibar
enlatados, purés y jugos. Los desechos de la industrializacion de la pifia constituyen
del 56 - 65% del fruto, utilizandose solo el restante 44 - 35%, lo que representa una
gran merma. El aprovechamiento de las fibras de rastrojo de pifia en materiales
compuestos, es una alternativa a las practicas de eliminacion de estos desechos.
Dichos residuos fibrosos son considerados lignoceluldsicos por estar formados
principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina, esta composicion les confiere
propiedades y estructura para ser usados en composta, textiles, en la manufactura
de pulpa, papel, produccion de combustibles alternativos, enzimas, alimento para
ganado, confiteria y materias primas para reposteria (Lopez, 2010; Sanchez et al.,
2015).

1.3.2 Material lignocelulésico de la piiia y otras fuentes de biomasa

La presencia de celulosa, hemicelulosa y lignina se ha documentado en distintos
materiales de desecho (Sun y Cheng, 2002; Sanchez et al., 2014), la Tabla 1.2
muestra la composicion de distintos residuos agroindustriales incluidos los residuos
de la pifia, se puede apreciar la presencia de material lignocelulésico también

presente en este tipo de desecho.
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Tabla 1.2 Composicion porcentual de residuos agroindustriales/materiales
lignoceluldsicos

Material Lignocelulésico | Celulosa (%) | Hemicelulosa (%) | Lignina (%)
Tallos de maderas duras 40 - 55 24 -40 18 - 25
Tallos de maderas blandas 45 - 50 25-35 25-35
Cascara de nuez 25 -30 25-30 30-40
Mazorca de maiz 45 35 15
Gramineas 25-40 35-50 10-30
Papel 85-99 0 0-15
Paja de trigo 30 50 15
Hojas 15-20 80 -85 0
Pelos de semilla de algodén 80 -95 5-20 0
Periddico 40 - 55 25-40 18 - 30
Césped 45 314 12
Pifa (Corona) 45.53 t1.17 21.88 £ 0.22 13.88 + 1.70
Pifia (Cascara) 40.55 * 1.02 28.69 1 0.35 10.01 *+ 0.38
Pifa (Corazén) 2453 * 1.68 28.53 1 1.37 5.78 1 0.429
Pifa (Rastrojo) 32.2 21 2.83

Tomado y adaptado de Sun y Cheng, (2002); Lépez et al., (2009), Sanchez et al., (2014)

La composicion quimica de los residuos de pifia, muestra factibilidad de fermentar
los azucares presentes en el material celuloso mediante levaduras. Las fracciones
de celulosa y hemicelulosa de los residuos agroindustriales pueden ser
despolimerizadas en azucares fermentables que dan lugar respectivamente a
hexosas (glucosa y manosa) y pentosas (xilosa y arabinosa), ya sea por hidrolisis

enzimatica o quimica (Tropea et al., 2014).

1.4 Material lignocelulésico

La biomasa es materia organica que puede utilizarse como una fuente de energia
renovable proveniente de diferentes formas. Incluye cultivos agricolas, residuos de
cultivos, madera, residuos animales, grasa animal, residuos municipales, plantas
acuaticas, hongos, etc. La lignocelulosa (celulosa, hemicelulosa y lignina) es el
principal y mas abundante componente de la biomasa producida por la fotosintesis

(Figura 1.1). La pared celular de las plantas esta formada por lignocelulosa, la
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composicion y porcentajes de los polimeros varian entre las especies de plantas,
incluso entre la edad y la etapa de crecimiento (Cuervo et al., 2009, Refaat, 2012).

Lignina Hemicelulosa

Celulosa

Figura 1.1 Esquema de la estructura del material lignoceluldsico

1.4.1 Celulosa

La celulosa es un polimero de D-glucosa unida por enlaces glucosidicos -1,4 que
se estructuran en largas cadenas lineales (microfibrillas) unidas por puentes de
hidrégeno y fuerzas de Van der Waals intramoleculares, formando una estructura
cristalina resistente a la hidrolisis y regiones amorfas susceptibles a la degradacion

enzimatica (Ovando y Waliszewski, 2005).

1.4.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa es un polimero complejo de heteropolisacaridos formado por
pentosas (D-xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa)
que forman cadenas ramificadas y los acidos 4-O-metilglucurénico, D-galacturdnico
y D-glucurénico, los azucares estan unidos por enlaces B-1,4 y ocasionalmente por
enlaces B-1,3 (Pérez et al., 2002).

1.4.3 Lignina

La lignina consiste en tres monomeros fenilpropanoides, a saber, alcohol
coniferilico, alcohol sinapilico y alcohol p-cumarilico. Estos mondmeros estan
interconectados por una multitud de enlaces entre unidades que incluyen varios

10
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tipos de éteres y enlaces carbono-carbono. La lignina da soporte estructural, rigidez,
impermeabilidad y proteccion a los polisacaridos estructurales (celulosa y
hemicelulosa) y es altamente resistente a la degradacion quimica y biologica (Hu et
al., 2011, Watkins et al., 2015).

1.5 Descripcién general de la conversién del material lignocelulésico

En general, se pueden describir tres principales pasos para el proceso de
conversion del material lignoceluldsico a bioetanol: 1) Pretratamientos fisicos y
quimicos, 2) Hidrdlisis enzimatica del material pretratado y 3) Fermentacion del

material hidrolizado (Cuervo et al., 2009).

1.5.1 Pretratamientos fisicos

El material lignoceluldsico es fragmentado, triturado o molido para aumentar el area
de contacto, lo que facilitara el acceso de las enzimas celulasas a las fibras de

celulosa aumentando su conversion (Cuervo et al., 2009).

1.5.2 Pretratamiento acido

En la hidrdlisis acida se emplean acidos como el H2SO4 y el HCI. En la hidrdlisis
acida diluida la estructura firme de los materiales lignoceluldsicos se rompe, seguida
de la eliminacién de la hemicelulosa, esto aumenta la porosidad y la digestibilidad
enzimatica de la biomasa. La hidrdlisis acida concentrada se lleva a cabo en
condiciones de temperatura suave con diferentes tipos de materia prima y alto
rendimiento de celulosa, esto, y la alta solubilidad de hemicelulosa y lignina en
acido, son sus principales ventajas. Sin embargo, la recuperacion de los acidos y el
equipo resistente a la corrosion son costosos. Ademas, los inhibidores de la
fermentacion, como el hidroxilmetilfurfural, se producen con mucha frecuencia en
altas concentraciones, lo que reduce la efectividad de este método (Badiei et al.,
2014).

11
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1.5.3 Pretratamiento alcalino

El tratamiento diluido con NaOH causa hinchazén al material lignocelulésico, esto
conlleva al aumento del area de superficie interna, disminuye el grado de
polimerizacién, disminuye la cristalinidad, separa los enlaces entre lignina y

carbohidratos y rompe la estructura de la lignina (Sun y Cheng, 2002).

1.5.4 Pretratamiento con disolventes organicos

El pretratamiento del material lignocelulésico con disolventes organicos (metanol,
etanol, acetona, etilenglicol o trietilenglicol, agua, entre otros), implica el uso de los
mismos, por ejemplo, con o sin adicion de catalizadores como oxalico, salicilico y
acido acetilsalicilico. Esta mezcla hidroliza los enlaces de lignina y los enlaces de
lignina-carbohidrato, pero muchos de los enlaces de carbohidrato en la
hemicelulosa también se rompen. La lignina se disuelve como resultado de la accién
del solvente y la celulosa permanece en el material sélido residual (Mussatto y
Teixeira, 2010).

1.5.5 Métodos de pretratamiento para el material lignocelulésico

Existen una gran variedad de pretratamientos fisicos, quimicos y biologicos
documentados y empleados en el material lignoceluldsico, algunos de ellos, se

sintetizan y resumen en la Tabla 1.3.

1.6 Breve descripcion de la quimica sostenible

Los solventes sostenibles son un tema de creciente interés tanto en la comunidad
de investigacion como en la industria quimica debido a una creciente conciencia del
impacto de los solventes en la contaminacion, el uso de energia y las contribuciones
a la calidad del aire y el cambio climatico. Las pérdidas de solventes representan

una parte importante de la contaminacion organica, y la eliminacion de solventes

12
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representa una gran proporcién del consumo de energia del proceso. Para

contrarrestar estos problemas, se ha propuesto y desarrollado una gama de

solventes mas ecoldgicos o mas sostenibles en las ultimas tres décadas. El objetivo

de la quimica ecoldgica es reducir el uso y la produccion de sustancias peligrosas

para los procesos quimicos, al tiempo que reduce el consumo de energia y avanza

hacia fuentes renovables (Clarke et al., 2018).

Tabla 1.3 Métodos de pretratamiento para material lignocelulésico

. . Principales . .
Tipo Pretratamiento P Ventajas Desventajas
efectos
Empleo de eDegrada la . :
Co P ~€9 ¢ Bajo consumo e Baja tasa de
Biologico ricro- lignina y energético hidrolisis
organismos hemicelulosa 9
e Preparacion
complicada
eReduce la S
cristalinidad de | « Alta dilucion de | Sontaminante y
Liquidos la celulosa hemicelulosa costosa
idnicos o O y e Purificacion
eElimina la lignina ) -
- ¢ Biocompatibilidad
. lignina P
Quimico inferior con
enzimas/organismos
¢ Sin formacion de
e Reduce el inhibidores e Alto costo de gran
Ozondlisis contenido de ¢ Condiciones cantidad de ozono
lignina operativas necesario
suaves
. e Econdmico ¢ Generacion de
¢ Transformacion
., I e Mayor compuestos
Explosion de de laligninayla rendimiento de inhibidores
vapor solubilizacion lucosa ¢ Degradacion parcial
de hemicelulosa | J'Ycosay 9 on p
hemicelulosa de la hemicelulosa
. e Aumenta el . ¢ No afecta a la lignina
Tecnologia de . e Econdmico : 9
: area de . L, y hemicelulosa.
fluidos . ¢ Sin formacion de ;.
supercriticos superficie inhibidores ¢ Muy altos requisitos
accesible de presion
Fisico Oxidacion eElimina la ¢ Baja formacion ¢ Alto coste de oxigeno
humeda lignina de inhibidores. y catalizador alcalino
o Deficiente para
e Aumenta :
. . biomasa con alta
Explosién de acceso al area « Baia formacion lianina
fibra de de superficie ja fort 9
. LT de inhibidores ¢ Alto costo de gran
amoniaco eElimina lignina y :
. cantidad de
hemicelulosa .
amoniaco.
Percolacion | eElimina la ¢ Deslignificacion | e Alto consumo
de amoniaco lignina selectiva energético

Tomado y adaptado de Aditiya et al., 2016
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1.6.1 Solventes verdes

Debido a que muchos disolventes convencionales utilizados en la industria son
inflamables, volatiles, o tienen efectos agudos o cronicos en la salud y el medio
ambiente, se buscan disolventes alternativos para llevar a cabo reacciones y
procesos libres de estas desventajas y que contribuyan a proveer condiciones mas
seguras para la integridad de los trabajadores de la industria quimica y del medio
ambiente. Es por esto que, los denominados “solventes verdes” tales como los
liquidos i6nicos, fluidos supercriticos, los DES, entre otros, toman un papel

importante en la solucion de estos problemas (Sierra et al., 2014).

1.6.2 Solventes fluorados

Son disolventes organicos en los que los enlaces C-H se han sustituido, total o
parcialmente, por enlaces C-F. Este enlace les confiere propiedades quimicas
inertes, por lo que al usarlos se evitan reacciones laterales y se facilita la
purificacion, son térmicamente estables, no son inflamables ni téxicos, son
accesibles en un amplio rango de puntos de ebullicién, son inmiscibles con muchos
disolventes organicos y con el agua, lo que permite su uso en sistemas bifasicos y
facilita los procesos de separacion. Los solventes fluorados se pueden utilizar para
extraer metales de mezclas de reacciones organicas por la formacién de complejos

metalicos fluorados.

Algunos ejemplos de solventes fluorados son: perfluorohexano (CeF14), a, a, a-
trifluorotolueno (CF3CsHs), perfluoropolieter CF3[(OCF(CF3)CF2)n(OCF2)m]OCFs3,
perfluorooctano (CsF1s), perfluorotributilamina (C12F27N), perfluorodecalina (C1oF1s),
perfluorometilciclohexano (CeF11CF3). La escasa capacidad disolvente de los
liquidos fluorados hace necesario modificar las especies que se desean disolver en
ellos. Asi, los catalizadores se modifican mediante la introduccién de cadenas

fluoradas, en general hace falta al menos un 60% en peso de contenido en fluor

14



Fundamentos Teoéricos

para lograr una buena solubilidad, lo que a menudo resulta una limitacién importante
(Pérez, 2007; Morales, 2013).

1.6.3 Liquidos iénicos

Son sales que por lo general funden a una temperatura menor a 100 °C y estan
compuestas por un catién organico voluminoso y un anién inorganico mas pequefo.
Cuentan con ventajas tales como una presion de vapor muy baja (no son volatiles),
poseen alta estabilidad térmica (no se descomponen facilmente al elevar la
temperatura), alto calor especifico (absorben gran cantidad de calor elevando muy
poco su temperatura), alto poder disolvente (disuelven una amplia gama de
moléculas organicas como plasticos, tintes, petrdleo, incluso ADN y moléculas
inorganicas), frecuentemente son excelentes catalizadores y son facilmente
reciclables. A pesar de ser llamados “disolventes verdes”, por su volatilidad casi
nula, es necesario tener en cuenta todo el proceso desde su sintesis hasta su
reciclaje y disposicion, debido a que actualmente para obtenerlos y reciclarlos se
utilizan compuestos organicos volatiles o agua. Su impacto ambiental resultante
depende de su proceso de produccion, toxicidad y aplicacion. La definicion dada

hasta ahora se basa unicamente en la temperatura de fusion (Sierra et al., 2014).

Respecto a su composicion quimica puede afirmarse, de forma general, que estan
compuestos por un cation organico siendo los mas comunes los de tetra-
alquil-amonio, tetra-alquil-fosfonio, N-alquilpiridina y N, N'-dialquil-imidazolio; y un
anién poliatdmico entre los que destacan el hexafluorofosfato, tetrafluoroborato, bis
{(trifluoromelil)sulfonil} imida, trifluoroacetato y ftriflato. Si se encuentran rutas
limpias para su sintesis y disposicion, los liquidos idnicos podrian representar una
alternativa importante a varios problemas actuales de contaminacion por

disolventes comunes (Morales, 2013).
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1.6.4 Fluidos supercriticos

Por encima de su presidn y temperatura critica, los compuestos se encuentran en
una fase que no es liquida ni gaseosa, sino que comparten las propiedades de
ambas, fluye como un gas y es capaz de disolver sustancias como un liquido. En
estas condiciones los fluidos carecen de tensidén superficial y viscosidad, son
totalmente miscibles con los gases y no presentan limitaciones de transporte de
masas. Muchos de ellos son inertes y no toxicos, lo que permite clasificarlos como
disolventes verdes; ademas, son relativamente baratos y sus propiedades son

ajustables mediante variaciones de presion (Pérez, 2007).

El diéxido de carbono (CO2) es el que ha encontrado mayor numero de aplicaciones
a nivel industrial, debido a que es relativamente facil de obtener en grandes
cantidades. Las aplicaciones mas conocidas del didoxido de carbono supercritico
(scCO2) se encuentran en procesos de extraccion. Asi, se usa en la extraccion de
cafeina del café, en la extracciéon de aromas y fragancias de semillas y plantas, de
grasas de las patatas fritas e incluso de aromas de los corchos del embotellado del
vino (Pérez, 2007).

Por otro lado, el agua como disolvente en condiciones supercriticas tiene unas
propiedades muy diferentes, su polaridad es similar a la de la acetona, por lo que
es capaz de disolver sustancias organicas y sales, ocurriendo las reacciones en
fase homogénea. El producto idnico disminuye, con lo cual cambian las propiedades
acido-base. Puede usarse como catalizador de reacciones acido-base. En
condiciones subcriticas, es posible usar el agua como disolvente de reacciones
organicas. Las reacciones de hidrdlisis funcionan con facilidad, y se usa, por
ejemplo, en el reciclado del polietileno tereftalato (PET). También se usa para llevar
a cabo reacciones de catalisis basica o de catalisis acida sin necesidad de usar un
catalizador. Si bien, el uso de fluidos supercriticos presenta ventajas, tiene el
inconveniente del coste de las instalaciones y del coste energético necesario para

su generacion (Pérez, 2007).
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1.7 Solventes Eutécticos Profundos

Los solventes eutécticos profundos pueden ser empleados para el pretratamiento
del material lignoceluldsico, a fin de remover la mayor cantidad de lignina posible y
exponer la celulosa para su posterior sacarificacion y fermentacion. El término
solventes eutécticos profundos (Deep Eutectic Solvents, por sus siglas en inglés
DES) fue acufado por Abbott et al., (2003); son mezclas eutécticas liquidas que
generalmente se forman simplemente calentando dos componentes (al menos uno
como un solido), que actuan como aceptores de enlaces de hidrogeno (HBA) y
donantes de enlaces de hidrogeno (HBD), respectivamente. La palabra eutéctico
deriva del griego eutektos y que significa facilmente fusible. Este concepto en la
sintesis de un DES, se relaciona con la maxima temperatura a la que puede
producirse la mayor cristalizacion del solvente y soluto, también se define como la
temperatura mas baja a la cual puede fundir una mezcla de sélidos A y B con una
composicion fija (Shackelford, 2005; Tang et al., 2017).

Un DES es una mezcla de dos o0 mas componentes con un punto de congelacion,
fusion o de vaporizacion inferior al correspondiente a cada uno de los compuestos
en estado puro. Esto ocurre en mezclas que poseen alta estabilidad en estado
liquido, cuyos componentes son insolubles en estado sdlido. Las sales de amonio
cuaternario, como el cloruro de colina (ChCl) o betaina ((CH3)sN*CH2C00Q0"),
generalmente se emplean como HBA, mientras que las sales de metales, urea,
acidos carboxilicos y polioles se pueden usar como HBD. Los DES estan
emergiendo como una nueva familia de solventes verdes y llaman mucho la
atencion porque comparten la mayoria de las ventajas de los liquidos ionicos (IL)
tradicionales, pero superan muchos de sus inconvenientes (Vidal, 2013; Tang et al.,
2017).

Los DES ahora son ampliamente reconocidos como una nueva clase de analogos
de IL porque comparten muchas caracteristicas y propiedades. Los términos DES

e IL se han usado indistintamente en la literatura, aunque es necesario sefialar que
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en realidad son dos tipos diferentes de solventes. Aunque la mayoria de los DES
estan elaborados de ChCl como una especie idnica, no pueden considerarse como
IL por dos razones: (1) no estan completamente compuestos de especies idnicas,
(2) pueden obtenerse de especies no ionicas. En comparacion con los IL
tradicionales, los DES derivados de ChCI reunen ventajas tales como bajo precio y
facil preparaciéon debido a que los DES se obtienen simplemente mezclando dos
componentes, evitando asi todos los problemas de purificacién y eliminacion de
desechos que generalmente se encuentran con los IL y, la mayoria de los DES son
biodegradables, biocompatibles y no téxicos, lo que los incluye dentro de la quimica
verde (Smith et al., 2014).

Las Propiedades fisico-quimicas de los DES (densidad, viscosidad, indice de
refraccion, conductividad, tension superficial, etc.) son muy similares a las de los IL
comunes. Por esta razdn en algunos estudios, los DES derivados de ChCl se han
confundido y denominado familiarmente como "liquidos iénicos biocompatibles" o

"liquidos i6nicos biorenovables" (Zhang et al., 2012).

Gracias a su baja huella ecoldgica y su atractivo precio, los DES ahora son cada
vez mas interesantes a nivel académico e industrial, por esto, el numero de
publicaciones dedicadas al uso de los DES esta aumentando rapidamente en la
literatura actual, en los ultimos quince afios el numero de publicaciones ha crecido
de manera exponencial, en el aino 2017 se alcanzaron cerca de 750 publicaciones
acerca de los DES, lo que demuestra aun mas el atractivo de estos medios (Zhang
et al., 2012; Satlewal et al., 2018).

1.7.1 Interacciones de puentes de hidrégeno presentes en los DES

Existen diferentes teorias que explican la formacién de estos liquidos eutécticos de
bajo punto de fusion. La mayoria apoya el establecimiento de enlaces de hidrogeno
entre los componentes de la mezcla. Los DES son, por tanto, el resultado de la

fuerte interaccion entre un donante de hidrégeno (HBD) y un aceptor de hidrogeno
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(HBA), la Figura 1.2 representa esta interaccion basadas en ChCl (Francisco et al.,
2013).

HBA HBA HBA
P P »
HO/\/N\ HO/\/r?I“\ HO/\/ g
Cl Cr Cl
—_— Il —_—
ol o 3
HBD HBD HBD

Figura 1.2 Interacciones de puente de hidrogeno presentes en las mezclas
eutécticas de bajo punto de fusién basadas en ChCI

Estas interacciones entre HBD y HBA favorecen el descenso de entropia de la
transicion de fase. La fuerza de los enlaces de hidrégeno esta relacionada con la
temperatura de transicion de fase, la estabilidad y las propiedades como disolvente
de la mezcla eutéctica. Asi, existe una gran diversidad de combinaciones posibles
de los materiales de partida lo que constituye una herramienta potencial para
controlar las propiedades fisicas y de fase de los DES, modulando la habilidad para
disolver solutos de muy distinta naturaleza (Francisco et al., 2013).

Abbott et al., (2003), sugirieron interacciones de enlace de hidrogeno entre la urea
y el ion cloruro de la sal de colina como la causa principal de la caida del punto de
congelacién de la mezcla. En general, cuanto mayor es la capacidad de enlace de
hidrégeno de las contrapartes (el HBD y el anién de la sal), mayor es la disminucion
en el punto de congelacion. Por lo tanto, la simetria del cation de la sal también
influye en las tendencias en las temperaturas de transicion. En este sentido, uno de
los componentes mas utilizados para la generacion de los DES es el anteriormente
mencionado ChCI (Francisco et al., 2013).

1.7.2 Cloruro de Colina
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El cloruro de trimetilamonio (2-hidroxietil) o comunmente llamado cloruro de colina
(peso molecular 139.62 g/mol y punto de fusién de 302 °C) es una sal cuaternaria
de amonio muy barata, biorenovable, biodegradable y no téxica, que es un nutriente
esencial agrupado en los complejos de la vitamina B y que puede ser obtenida a
partir de biomasa. Es compatible con una multitud de procesos metabdlicos y sirve

como un suplemento dietético de alimentos para animales.

La colina se produce normalmente por la reaccion de trimetilamina, éxido de etileno
y agua. Su cloruro puede ser producido por la reaccion de trimetilamina con
clorohidrina. Si bien existen otras vias de sintesis, el proceso industrial dominante
es la reaccidn del 6xido de etileno con trimetilamina y agua, o un acido si se desea
una de sus sales, por ejemplo, HCI, para obtener ChCI. EI ChCl en combinacion con
una especie donante de hidrogeno (que ha de cumplir las mismas caracteristicas
de biorenovabilidad, precio y toxicidad) como urea, acidos carboxilicos renovables
(oxalico, succinico, citrico, lactico y aminoacidos) o polioles naturales (glicerol y
carbohidratos), es capaz de formar mezclas eutécticas biorenovables y no toxicas
con puntos de fusién por debajo de los 30 °C (Atwater, 2001; Vidal, 2013).

1.7.3 Sustancias aceptores (HBA) y donadores de hidrégeno (HBD)

Existen diferentes combinaciones posibles de las sustancias de partida para la
formacion de lo DES, el ChCl como HBA, sin embargo, es posible formar DES con
otras sustancias HBA. El Anexo A1 presenta un listado de sustancias (HBA y HBD)

documentadas en la sintesis de distintos DES.

1.8 Aplicaciones de los Solventes Eutécticos Profundos

1.8.1 Procesamiento de metales

La industria tradicional de la electrodeposicion, electropulido y extraccion de

metales y el procesamiento de 6xidos metalicos se basa en sistemas acuosos
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debido a la alta solubilidad de los electrolitos y las sales metalicas en el agua, lo que
da como resultado soluciones altamente conductoras. Sin embargo, la tecnologia
no es ideal, el agua tiene un potencial relativamente estrecho y, por lo tanto, la
deposicion de algunos metales se ve obstaculizada por una corriente deficiente y /
o la fragilizacion por hidrogeno del sustrato. La industria enfrenta mas problemas
con la legislacion debido a la limitacién de las aplicaciones de cromo (Cr) acuoso, y
el sector de las placas de Cobalto (Co) y Niquel (Ni) se ve cada vez mas afectado

por los problemas de toxicidad y el aumento del precio de los metales.

Actualmente, las aplicaciones principales para los DES implican la incorporacion de
iones metalicos en soluciones para la deposicion, la disolucién o el procesamiento
de metales. Las ventajas clave de usar DES sobre los electrolitos acuosos son la
alta solubilidad de las sales metalicas, la ausencia de agua y la alta conductividad
en comparaciéon con los solventes no acuosos. El potencial de los DES es mayor
que el de las soluciones acuosas, pero menor que el de algunos IL con aniones
discretos, como BF4™ [(CF3S02)2N]. Dado que los DES son comparativamente mas
baratos que los IL convencionales y son mucho mas faciles de producir en lotes a
gran escala, la ampliacion y comercializacion de DES, los procesos basados en el
acabado de metales y las industrias de extraccion de metales han sido, y siguen

siendo tema de discusion (Smith et al., 2014).

1.8.2 Sintesis quimica

El control legislativo esta fomentando la adopcion de metodologias mas ecoldgicas
en la sintesis quimica, y se ha anunciado a los IL como un reemplazo de algunos
solventes organicos mas volatiles. Sin embargo, las credenciales "verdes" de los IL
y los DES se siguen debatiendo debido a la escasez de estudios toxicoldgicos. Los
DES se han propuesto recientemente como solventes alternativos benignos para la
sintesis y se han considerado en revisiones sobre el tema; sin embargo, la
posibilidad de usar los DES como solventes para la sintesis no ha recibido tanta

atencion en la investigacion como la utilizacién de los DES como solventes
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alternativos para aplicaciones en metales. Para que esta area de investigacion
florezca, es necesario realizar investigaciones mas substanciales sobre las
aplicaciones ambientales a largo plazo del uso de los DES para realizar estos
procedimientos sintéticos. Se ha iniciado el desarrollo de los DES basados en ChCl
y ZnCl2 como alternativas asequibles y facilmente disponibles en comparacion a la
sintesis en IL (Smith et al., 2014).

1.8.3 Adsorcion de gases

La adsorcion y el secuestro de COz2, son con el objetivo de reducir el calentamiento
global. Se hacen grandes esfuerzos en desarrollar fuentes de energia que no emitan
CO2, sin embargo, estos no se encuentran en la etapa en la que se pueden
implementar a gran escala. El disefio de un proceso sintético sostenible para la
preparacion de absorbentes solidos reciclables que muestren capacidad mejorada

de absorbencia es vital.

El uso de DES para preparar estos materiales parece prometedor en términos de
eficiencia y sostenibilidad. Se ha utilizado la sintesis ionotérmica para producir
estructuras porosas adecuadas para la captura de CO2. Hay informacién sobre la
sintesis de una serie de estructuras metalicas y organicas, algunas con capacidades

prometedoras de almacenamiento de gas.

El resorcinol: 3-hidroxipiridina: cloruro de colina se ha utilizado como medio liquido,
agente que dirige la estructura y la fuente de carbono y nitrégeno para producir
carbones jerarquicos dopados con nitrégeno. Se ha informado la alta eficacia
catalitica de DES ChCI: urea, soportada en tamices moleculares para la fijacion
quimica de COz2 a carbonatos ciclicos, este nuevo catalizador biodegradable y verde
es muy activo y selectivo y tiene el potencial para sintetizar carbonatos ciclicos del
CO2 y epoxidos. Después de la reaccion, el catalizador sélido y los productos se
pueden separar facilmente porque el DES es insoluble en los productos y el

catalizador es reutilizable. Se han reportado nano hojas de carbono porosas
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sintetizadas en DES con espesores controlables que pueden separar el CO2 del Na.
El ChCI: acido lactico se ha investigado como solvente para capturar el CO2. Esta
mezcla es facilmente sintonizable; sin embargo, la solubilidad del CO2 es mas baja
que en otros DES estudiados. ElI SOz es uno de los principales contaminantes del
aire emitidos por la quema de combustibles fosiles, se ha encontrado que ChCI:
glicerol adsorbe rapidamente SOz, con una liberacion facil y rapida (Smith et al.,
2014).

1.8.4 Biotransformaciones

Una biotransformacién es una modificacién quimica hecha por un organismo o
enzima en un compuesto quimico, y es vital para la supervivencia, debido a que le
permite al cuerpo humano transformar los nutrientes absorbidos (alimentos,
oxigeno, etc.) en sustancias necesarias para funcionar. El cuerpo humano también
utiliza la biotransformacion o el metabolismo para convertir un farmaco absorbido
en el agente activo o para convertir las toxinas en el cuerpo en sustancias menos
dafiinas que pueden ser excretadas. Tradicionalmente, las biotransformaciones se
han realizado en disolventes acuosos, sin embargo, también se ha intentado la
biocatalisis en solventes organicos polares como acetona, metanol o
dimetilsulféxido (DMSO), aunque los solventes organicos polares desnaturalizan las
enzimas regularmente. Reemplazar los disolventes organicos polares con DES
permite que los sustratos se disuelvan sin desactivar las enzimas. Los DES se
pueden usar de tres maneras diferentes: como un codisolvente con agua para
ayudar a que los sustratos no polares se disuelvan en solucidon acuosa, como una
segunda fase en una mezcla de agua-DES, o como un reemplazo no volatil para un
disolvente no acuoso. Los DES proponen ser una alternativa técnica y
econdmicamente viable a los solventes organicos. Las reacciones estudiadas hasta
ahora han involucrado procesos catalizados por lipasa, como la transesterificacion,
aminolisis, hidrélisis de epdxidos, nalquilacion de aminas primarias aromaticas y

reacciones de condensacion de Knoevenagel. En general, han mostrado tasas y
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enantioselectividades comparables o superiores a las reportadas para los solventes

organicos convencionales (Smith et al., 2014).

1.8.5 Purificacion y fabricacion de biodiesel

El proceso de fabricacidon de biodiesel es similar, independientemente del producto
natural que se utilice, como materia prima de aceite: el aceite de triglicérido extraido
de plantas se transesterifica en ésteres de alquilo utilizando un catalizador para
producir 3 mol de éster y 1 mol de glicerol por mol de triglicérido utilizado. El glicerol
es un subproducto no deseado y debe eliminarse antes de que se pueda usar el
biodiesel como combustible, ya que la viscosidad del glicerol presente impide el
sistema de inyeccion a alta presion de un moderno diésel. El principal obstaculo
para el uso generalizado del biodiesel es que es mas barato perforar y refinar aceite
diésel mineral que cultivar, extraer, transesterificar y purificar el biodiesel utilizando
los métodos convencionales de adsorcion sobre reactores de membrana de silice o
la adicion de cal y acido fosférico. Para resolver esto, varios grupos de investigaciéon
han estado trabajando en nuevos métodos para extraer glicerol de biodiesel
utiizando DES. Se ha reportado la extraccion exitosa del exceso de glicerol del
biodiesel en presencia de KOH usando una mezcla basica de Lewis con una
relacion de sal: 2 glicerol usando un DES (ChCI: glicerol, 1: 1). Posteriormente se
recupera una porcion del 25% del ChCl de la mezcla mediante la adicién de 1-
butanol como un codisolvente liquido. También se encontr6 que el ChCl y el etileno
glicol o el 2,2,2-trifluoracetamida tienen éxito en la extraccion de glicerol a partir de
biodiesel (Smith et al., 2014).

1.9 Pretratamiento de residuos lignocelulésicos
Debido a la gran solubilidad de la lignina en varios DES, es inevitable la continua

investigacion en pretratamientos de los distintos materiales lignocelulésicos con una

amplia variedad de los DES, la Tabla 1.4 muestra una comparativa entre los
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pretratamientos mas utilizados para el material lignocelulésico, los cuales son los

acidos y alcalinos frente a los DES (Tang et al., 2017).

Tabla 1.4 Comparativa entre pretratamientos acidos, alcalinos y DES

Pretratamiento

Ventajas

Desventajas

Hidrélisis acida

Acidos como H.SO4 y HClI son
poderosos agentes que
hidrolizan la celulosa

e Requiere alta temperatura
e Bajo pH
¢ Condiciones de operacion

corrosivas

e Acidos toxicos y peligrosos
e El acido concentrado debe

recuperarse para que el proceso
sea econdmicamente viable

e Pueden producirse diferentes

inhibidores quimicos

¢ Requiere una neutralizacién del pH

para evitar la inhibicién de la
fermentacion

Hidrolisis
alcalina

La adicion de bases como el
NaOH permite la disolucion de
la lignina causando la
separacion de las uniones
estructurales entre la lignina y
los carbohidratos

o Altos costos
¢ No competitiva a gran escala

DES

e Se pueden preparar
mediante procedimientos
econdémicos

¢ No hay consumo energético
de purificacién y/o la
eliminacion de desechos

e Se pueden usar compuestos
de baja toxicidad o no
téxicos para prepararlos

e Muchos DES y sus
componentes tienen una
biocompatibilidad y
biodegradabilidad superior;
por lo tanto, las enzimas son
estables y activas en
presencia de un DES

Relativamente poco conocimiento en
pretratamientos de biomasa

Adaptado de Sun y Cheng, (2002); Tang et al., (2017)
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Si se analizan las caracteristicas y ventajas mencionadas de los DES, en general
se puede argumentar una amplia justificacion para elegir la implementacion de estos
solventes como pretratamiento quimico del material lignoceluldsico en variacion a
los pretratamientos habituales acidos y alcalinos en la obtencién de bioetanol a partir
de material lignocelulésico (Sun y Cheng, 2002; Antonio et al., 2011; Jonsson y
Martin, 2015).

1.10 Hidrodlisis enzimatica

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa se lleva a cabo mediante enzimas celulasas
especificas, los productos de la hidrélisis son generalmente azucares reductores,
incluida la glucosa. El costo de la hidrdlisis enzimatica es bajo en comparacion con
la hidrdlisis acida o alcalina, generalmente se realiza en condiciones moderadas (pH
4.5 — 5.5 y temperatura de 45 — 55 °C) y no hay problemas relacionados con la
corrosion. Tanto las bacterias como los hongos pueden producir celulasas para la

hidrdlisis de materiales lignocelulésicos (Zhang, 2010).

Las celulasas suelen ser una mezcla de varias enzimas, considerandose
principalmente al menos tres grupos en el proceso de hidrdlisis: (1) endoglucanasa
que ataca las regiones de baja cristalinidad en la fibra de celulosa, creando
extremos de cadena libres; (2) exoglucanasa o celobiohidrolasa que degrada aun
mas la molécula al eliminar las unidades de celobiosa de los extremos de cadena
libres; (3) B-glucosidasa que hidroliza la celobiosa para producir glucosa. La
actividad de la celulasa disminuye durante la hidrdlisis, la adsorcién irreversible de
celulasa en celulosa es parcialmente responsable de esta desactivacién. Las [3-
glucosidasas hidrolizan la celobiosa, que es un inhibidor de la actividad de la
celulasa. Una mezcla de hemicelulasas o pectinasas con celulasas ha mostrado un
aumento significativo en el grado de conversién de celulosa. Las celulasas se
pueden recuperar del liquido sobrenadante o los residuos sélidos, el reciclaje de
enzimas puede aumentar efectivamente la velocidad y el rendimiento de la hidrélisis

y disminuir el costo de la enzima (Sun y Cheng, 2002).
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1.11 Fermentacion por lote de los azucares liberados

Una fermentacion es el proceso para la produccion de un producto por medio del
cultivo en masa de un microorganismo. El producto puede ser la propia célula
denominada biomasa o un producto especifico derivado del crecimiento del

microorganismo (Pumphrey y Julien, 1996).

Una fermentacion por lote o discontinua puede considerarse un sistema cerrado. En
el momento t = 0, la solucién nutritiva esterilizada en el fermentador se inocula con
microorganismos y se permite la incubacion. En el curso de toda la fermentacion,
no se agrega nada, excepto oxigeno (en el caso de microorganismos aerobicos), un
agente antiespumante y acido o base para controlar el pH. La composicién del
medio de cultivo, la concentracion de biomasa y la concentracion de metabolito
generalmente cambian constantemente como resultado del metabolismo de las
células. Después de la inoculacion de una solucidn nutritiva estéril con
microorganismos y el cultivo en condiciones fisiolégicas, se observan cuatro fases

tipicas de crecimiento como se indica en la Figura 1.3 (Pumphrey y Julien, 1996).

/

Crecimiento celular
Fase de latencia

Fase logaritmica
Fase estacionaria
Fase de muerte

»

»
Tiempo

Figura 1.3 Curva de crecimiento de cultivo bacteriano
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Fase de latencia. En esta fase hay equilibrio fisicoquimico entre microorganismos y
medio ambiente tras la inoculacion; solo hay adaptacién del microorganismo a las

condiciones de cultivo con nula velocidad de crecimiento (Pumphrey y Julien, 1996).

Fase logaritmica. Al final de la fase de latencia, las células se han adaptado a las
nuevas condiciones de crecimiento. El crecimiento de la masa celular ahora se
puede describir cuantitativamente como una duplicacion del numero de células por
unidad de tiempo para bacterias y levaduras, o una duplicacién de la biomasa por
unidad de tiempo para organismos filamentosos como hongos. Al trazar el numero
de células o biomasa en funcién del tiempo en un grafico semi-logaritmico, se
obtiene una linea recta, de ahi el término fase logaritmica. Aunque las células
alteran el medio a través de la absorcion de sustratos y la excrecién de productos
metabdlicos, la tasa de crecimiento permanece constante durante esta fase. La tasa
de crecimiento es independiente de la concentracion de sustrato siempre que haya

un exceso de sustrato (Pumphrey y Julien, 1996).

Fase estacionaria. Tan pronto como el sustrato se metaboliza o se forman
sustancias téxicas, el crecimiento disminuye o se detiene por completo. La biomasa
aumenta solo gradualmente o permanece constante durante esta fase estacionaria,
aunque la composicion de las células puede cambiar. Debido a la lisis, se liberan
nuevos sustratos que luego pueden servir como fuentes de energia para el lento
crecimiento de las células aun sobrevivientes. Los diversos metabolitos formados
en la fase estacionaria son a menudo de gran interés biotecnoldgico (Pumphrey y
Julien, 1996).

Fase de muerte. En esta fase se agotan las reservas de energia de las células. Se
puede obtener una linea recta cuando se hace una grafica semi-logaritmica de
células sobrevivientes en funcion del tiempo, lo que indica que las células se estan
muriendo a una tasa exponencial. El periodo de tiempo entre la fase estacionaria y

la fase de muerte depende del microorganismo y el proceso utilizado. La
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fermentacion generalmente se interrumpe al final de la fase logaritmica o antes de

que comience la fase de muerte (Pumphrey y Julien, 1996).

1.12 Conversion de los azucares fermentables en bioetanol

Las levaduras biologicas son microorganismos multicelulares o eucariotas
clasificados bajo el reino de los hongos. Varios tipos de cepas de levadura estan
disponibles en el mercado mundial. Por lo general, las levaduras se utilizan en los
procesos de fermentacion tradicionales desde la antigiedad para producir
diferentes tipos de alcohol. Se han utilizado varias especies de Saccharomyces en
los procesos de fermentacion de levadura, debido a su eficacia para la conversion
de azucares complejos en etanol y otras sustancias. Los bidlogos afirman que, entre
los muchos tipos de levadura, Saccharomyces cerevisiae es la mas eficiente

levadura empleada en una amplia variedad de experimentos (Hossain et al., 2017).

La levadura Saccharomyces cerevisiae fermenta la glucosa, el azucar dominante
en todos los hidrolizados de plantas, a tasas altas incluso en condiciones
anaerdbicas. La tasa de produccidon de etanol anaerdbico en medios definidos es
tan alta como 30 mmol g biomasa' h' a 30 °C. La Saccharomyces cerevisiae
contiene un sistema elaborado para el transporte de hexosa. Los 32 miembros de
la familia HXT (transportador de hexosa) en S. cerevisiae difieren con respecto a la
regulacion transcripcional y postranscripcional, la especificidad del sustrato y la
afinidad por la glucosa. Sin embargo, como todos ellos transportan la glucosa a
través de la difusion facilitada, la captacion de glucosa solo requiere un gradiente
de concentracién a través de la membrana plasmatica. Después de la captacion, la
disimilacién de la glucosa procede a través de la via glicolitica de Embden-Meyerhof
(Figura 1.4). Esta via oxida la glucosa a dos piruvato, lo que resulta en la formacion
neta de dos ATP por glucosa (Van Maris et al., 2006).
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Figura 1.4 Catabolismo de la D-Glucosa en S. cerevisiae

Los numeros subrayados representan enzimas / etapas presentes en el
metabolismo de S. cerevisiae. Catabolismo de la glucosa: 2.7.1.1, hexocinasa
(HXK1 / HXK2); 2.7.1.2, glucocinasa (GLK1); G-3-P, gliceraldehido-3-fosfato;

DHAP, dihidroxiacetona fosfato; PEP, fosfo-enol piruvato; PPP, via fosfato de
pentosa (Van Maris et al., 2006).

30



Fundamentos Teoéricos

1.12.1 Estequiometria y cinética en cultivo por lote

El seguimiento de la fermentacidon se evalua en funcion de la cinética y
estequiometria del proceso (rendimiento, productividad y velocidades tanto globales
como especificas); estos parametros son empleados para seleccionar las mejores
condiciones del proceso y para ello se emplean las ecuaciones presentadas en la
Tabla 1.5.

Tabla 1.5 Ecuaciones para el calculo de los parametros cinéticos y
estequiométricos

RENDIMIENTOS Y PRODUCTIVIDAD
VARIABLE ECUACION No.
Rendimiento de biomasa Vo = Xr — Xo 11
Yx/s (g de biomasa / g de sustrato) x/s — So — S¢ (1.1)
Rendimiento de producto v, = Pr—Py 19
Yp/s (g de producto / g de sustrato) p/s — So — S¢ (1.2)
Productividad Volumétrica Q= P (1.3)
Q (g de producto / L*h) oty '
VELOCIDADES GLOBALES
Produccion de biomasa _dx (1.4)
e (9/L*h) = '
Consumo de sustrato _ds (1.5)
5 (g/L*h) STt '
Produccion de producto dp 16
r, (/L*h) %=t (1-6)
VELOCIDADES ESPECIFICAS
Crecimiento de microorganismos _lax (1.7)
u (h) K=yt '
Consumo de sustrato v = lds (1.8)
Vs (9/g*h) * T xdt '
Generacion de producto 1dp
i = 1.9
¥, @/ gh) T (1-9)

Tomado y adaptado de Doran, 1995 y Ertola et al., 2006
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1.13 Diseio experimental

El disefo experimental es fundamental en la busqueda de las mejores condiciones
operativas porque arroja datos valiosos para establecer los parametros que
proporcionan los mayores rendimientos de etanol. El disefio del cuadrado
grecolatino (Tabla 1.6) puede emplearse para controlar sistematicamente fuentes
extrafas de variabilidad. Se usa para hacer un analisis por bloques en distintas

direcciones (Montgomery, 2013).

Tabla 1.6 Cuadro grecolatino codificado

Factor Factor
1 2 3 4
1 Aa | BB | Cy | Do
2 Bd | Ay | DB | Ca
3 CB | Da | Ad | By
4 Dy | Co | Ba | AB

El disefio permite analizar cuatro factores (renglén, columna, letra griega y letra
latina), cada uno con sus respectivos niveles. El factor representado por las letras
griegas es ortogonal a los renglones, las columnas y los tratamientos de la letra
latina porque cada letra griega ocurre una sola vez en cada renglén, en cada
columna y para cada letra latina (Montgomery, 2013).

Por otra parte, un disefio de superficie de respuesta es un conjunto de técnicas
avanzadas de disefio de experimentos (DOE) que ayudan a entender y optimizar la
respuesta. Hay dos tipos principales de disefos de superficie de respuesta: Disenos
centrales compuestos (DCC) y Disenos de Box-Behnken. EI DCC es el experimento
disenado de superficie de respuesta que mas se utiliza, es un disefio factorial o
factorial fraccionado con puntos centrales, ampliado con un grupo de puntos axiales
(también denominados puntos de estrella) que permiten estimar la curvatura , son
especialmente utiles en los experimentos secuenciales, porque frecuentemente
permiten ampliar experimentos factoriales anteriores al agregar puntos axiales y
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centrales, la Figura 1.5 muestra la estructura de un DCC de dos y tres factores

(Montgomery, 2013).

Por otro lado, Los disefios de Box-Behnken por lo general tienen menos puntos de

disefio que los DCC vy, por consiguiente, resulta menos costoso ejecutarlos con el

mismo numero de factores, siempre tienen 3 niveles por factor, nunca incluyen

corridas donde todos los factores estén en su valor extremo, como por ejemplo

todos los valores de configuracion bajos, son utiles si se conoce la zona de

operacion segura del proceso, no tienen puntos axiales, por lo que se puede estar

seguro de que todos los puntos del disefio se encuentran dentro de una zona de

operacion segura, también aseguran que no se establezcan todos los factores en

sus niveles altos al mismo tiempo.
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Figura 1.5 Disefio Central Compuesto para 2 y 3 factores
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La Figura 1.6, muestra un disefio de Box-Behnken de tres factores. Los puntos del

diagrama representan las corridas experimentales que se realizan (Montgomery,

2013).

+1

-

[ g

[
|
¢
|
|
| I
-

o
L

—

-1

.-—.7-}1
1

+1

Figura 1.6 Disefio de Box-Behnken de tres factores
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1.13.1 Analisis de disenos de superficie de respuesta

En un disefio de superficie de respuesta, siempre se desean determinar los niveles
de X;,X,,..., X, que maximizan o minimizan la respuesta, para ello, se necesita
identificar el punto estacionario. Dicho punto podria representar un punto de
respuesta maxima, un punto de respuesta minima, o bien, un punto de silla. El punto

estacionario se obtiene a través de la ecuacién 1.10 (Montgomery, 2013).
X;=—2B7'b (1.10)

Donde b es la matriz (n x 1) de coeficientes de regresién de primer orden, y B es
una matriz simétrica (n x n) cuya diagonal principal esta formada por los coeficientes
de los términos cuadraticos puros, mientras que los elementos fuera de esta
diagonal corresponden a un medio del valor de los coeficientes de las interacciones.
Una vez que el punto estacionario X; es encontrado, se puede determinar la

respuesta predicha en dicho punto mediante la ecuacion 1.11 (Montgomery, 2013).
9o =Po+5 X b (1.11)
Donde B, es el coeficiente de regresion codificado del disefio experimental.

Por otra parte, también es necesario caracterizar el tipo de superficie de respuesta
que hay en los alrededores del punto estacionario; la forma mas directa de hacer
esto es a través del analisis canonico. La ventaja de la ecuacion canodnica (ecuacion.
1.12), es que proporciona informacion a simple vista sobre el tipo de superficie que
se esta observando y sobre su forma. Sitodos los valores de 4, tienen signo positivo,
entonces X es un punto de respuesta minima; si todos los valores de 4; tienen
signo negativo, entonces X, es un punto de respuesta maxima; y si los valores de
A; tienen signos distintos entre si, entonces X es un punto de silla (Montgomery,
2013).
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¥ =90 £ awi £ ,wi £ £ 1w (1.12)

donde las w; son las variables independientes transformadas y las 4; son los valores
propios, también llamados, raices caracteristicas, autovalores o eigenvalores de la

matriz B.

1.14 Antecedentes

Diversas investigaciones se han hecho en la obtencion de bioetanol a partir de
desechos lignoceluldsicos agroindustriales y otras fuentes, asi como el estudio de
la solubilidad de la lignina, hemicelulosa y celulosa en distintos solventes. Son estas
investigaciones las que aportan soporte a esta tesis, si bien, el empleo de los DES
especificamente sobre residuos y rastrojo de pifia aun no se ha reportado, es una
oportunidad de investigar y explorar las caracteristicas de estos nuevos solventes
sobre dichos residuos disponibles en una cantidad considerable en el estado de

Veracruz.

Francisco et al., (2014) estudiaron la solubilidad de la lignina al 96 %, celulosa al 90
% y almidén puro con 26 distintos DES (como HBA emplearon alanina, betaina,
ChCl, glicina, histidina, prolina y Ac. nicotinico y como HBD Ac. lactico, Ac. malico y
Ac. oxalico anhidro y dihidratado). Varias combinaciones seleccionadas mostraron
una solubilidad de lignina de 11.82 - 14.9 % del peso inicial respectivo, y muy baja
o despreciable solubilidad de celulosa con hasta 0.78 % del peso inicial. Por lo tanto,
las selectividades para la separacion de lignina / celulosa son muy altas. Las
mezclas de Ac. lactico:ChCl no mostraron solubilidad de la celulosa, pero la
solubilidad de la lignina aumento hasta 7.27 % mas del peso inicial con la proporcion
de &cido. Para la serie que contuvo Ac. malico:prolina, se encontraron las
solubilidades mas altas para el almidon de hasta 5.9 % del peso y para la celulosa
de hasta 0.78 % del peso, esto, en comparacién con los otros pares estudiados.

También, para el DES Ac. malico:prolina, se demostré que las solubilidades
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aumentaban con la proporcién de prolina, siendo para el almidén de 0 — 5.9 % del

peso y para la celulosa de 0 — 0.78 % de peso.

Sanchez et al., (2014) deshidrataron corona, cascara y corazon de la pifia hasta que
el contenido de humedad fue inferior al 10% medida a 60 °C. Los carbohidratos se
determinaron como extracto libre de nitrogeno (NFE), emplearon el método para la
determinacion del contenido de fibra detergente neutra (NDF) como lo describioé Van
Soest et al., (1991) para cuantificar el contenido de hemicelulosa y utilizaron este
residuo de este analisis para determinar el contenido de celulosa y lignina llamada
fibra detergente acida (ADF), utilizando el método 973.18. Los resultados obtenidos
fueron para la corona 45.53 * 1.17 de celulosa, 21.88 * 0.22 de hemicelulosa y
13.88 * 1.70 de lignina, para la cascara 40.55 * 1.02 de celulosa, 28.69 * 0.35 de
hemicelulosa 'y 10.01 * 0.38 de lignina, por ultimo, para el corazén 24.53 * 1.68 de
celulosa, 28.53 * 1.37 de hemicelulosa y 5.78 * 0.429 de lignina.

Tropea et al., (2014) caracterizaron la corona, la cascara, pulpa y el nucleo de la
pifia. Para la fermentacion emplearon la cepa S. cerevisiae NCYC 2826. Obtuvieron
azucares de las muestras de alcohol insoluble residual (AIR) mediante hidrdlisis de
Saeman por dispersién de muestra en H2SO4 al 72% durante 3 h a temperatura
ambiente, seguida de hidrdlisis en H2SO4 1 M durante 1 h a 100 °C. Probaron y
compararon tres modos diferentes de fermentacién, fermentacion directa, hidrdélisis
y fermentacion separadas, y sacarificacion y fermentacion simultaneas de la
biomasa, empleando un fermentador discontinuo de 2.5 L. Reportan su mayor
rendimiento de etanol después de 30 h. de sacarificacion y fermentacion
simultaneas, el rendimiento tedrico se calcul6 como el rendimiento maximo de
etanol en relacién con la materia seca: 0.511 g de alcohol / 1.0 g de materia seca.

El etanol se cuantific6 mediante HPLC.

Pornpunyapat et al., (2014) ocuparon como materia prima el jugo de cascara de
pifia a pH inicial en 3.79, ajustandolo hasta pH de 5.00 con NaOH 0.1 M antes de la

fermentacion. Este ultimo, se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 20 min.
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Fermentaron con contenidos de levadura de 1, 3 y 5% en peso del jugo y tiempos
de 3, 5 y 7 dias para investigar las condiciones en la produccion de etanol.
Emplearon la levadura S. cerevisiae cultivada en jugo de cascara de pifia e indican
que la produccion éptima de etanol fue para un contenido de levadura del 5% en
peso y los tiempos de fermentacién de 5 dias alcanzando una produccion de etanol
de 9.08¢g/L.

Kumar et al., (2015) pretrataron paja de arroz con DES, separaron lignina y
holocelulosa de alta calidad en un solo paso. El analisis cualitativo del extracto de
DES mostré que la lignina extraida era de alta pureza (> 90%), y el analisis
cuantitativo mostré que casi el 60 £ 5 %p/p de la lignina total se separd de la
biomasa lignoceluldsica. La adicion de 5.0 %v/v de agua durante el tratamiento
previo mejoro significativamente la extraccion total de lignina, y casi 22 £+ 3% mas
de lignina se liberd de la biomasa residual al extracto de DES. Los estudios de
difraccion de rayos X de la paja de arroz no tratada y pretratada mostraron que la
relacion del indice de cristalinidad disminuyé marginalmente del 46.4 al 44.3%, lo
que indica sutiles alteraciones estructurales en las regiones cristalina y amorfa de
las fracciones celuldsicas. ElI DES acido lactico / ChCl en una relacion molar de 5:1
extrajo lignina maxima de 68 + 4 mg g' de la biomasa de paja de arroz, y la
subsecuente hidrdlisis enzimatica de la biomasa residual mostré niveles maximos
de azucar reductores 333 + 11 mg g~' con una eficiencia de sacarificacion de 36.0

1 3.2% en 24 h con 10% de carga de sélidos.

Procentese et al., (2015) reportan su mejor rendimiento al pretratar la mazorca de
maiz con ChCl:imidazol (3:7) a una temperatura relativamente baja (80 °C) con
92.3% de glucosa y 59.5% de xilosa y una remocion de 55% de lignina. Recuperaron
41 g de azucares fermentables (27 g de glucosa y 14 g de xilosa) / 100 g de mazorca
de maiz, lo que representa, 76% (86% y 63% respectivamente) de los carbohidratos
inicialmente disponibles. Encontraron que las condiciones de pretratamiento

producian concentraciones de compuestos inhibidores por debajo de los niveles de
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una inhibicién significativa de las cepas de levadura convencionales, eliminando la

necesidad de estrategias de desintoxicacion adicionales.

Jablonsky et al., (2015) pretrataron paja de trigo con seis diferentes DES
compuestos de ChCI: urea (1:2), acido maldnico (1:1), lactico (1:9; 1:10), malico
(1:1) y acido oxalico (1:1). La biomasa pretratada la caracterizaron en términos de
contenido de lignina, ceniza y holocelulosa. Encontraron que el DES compuesto de
ChCl: acido oxalico dihidratado, produce los mejores resultados de deslignificacion
(57.9%). Sin embargo, la aplicacion del acido oxalico esta restringida debido a sus
propiedades toxicas y causticas. Por consiguiente, los DES combinados de ChCl /
acido lactico (1:10) o ChCl / acido malico (1:1) son alternativas mas adecuadas con

una remocion de lignina de 29.1 y 21.6% respectivamente.

Xu et al., (2015) emplearon con éxito el DES ChCl:acido férmico en rastrojo de maiz
logrando remover 66.2% de hemicelulosa, 23.8% de lignina y alcanzando una
concentracion de glucosa de 17 (g/L) y un rendimiento del 99%. El hidrolizado lo
utilizaron exitosamente en la fermentacion de butanol por Clostridium
saccharobutylicum DSM 13864 logrando un titulo de butanol de 5.63 (g/L) con un
rendimiento de 0.17 g g”' de azlcar total y una productividad de 0.12 g/L*h. Este
estudio demuestra que el DES podria usarse como un método de tratamiento previo
prometedor y biocompatible para la conversion de biomasa lignoceluldsica en

biocombustible.

Gunny et al., (2015) evaluaron la aplicabilidad de solventes eutécticos profundos
para hidrélisis enzimatica de cascara de arroz, asi como la actividad de celulasa en
presencia de DES. Los DES que emplearon fueron a base de ChCI con glicerol,
etilenglicol y acido maldnico en proporciones molares 1:2 para los tres casos. La
celulasa mostré una mayor actividad y estabilidad mayor al 90% de su actividad
original en presencia del DES ChClI:Glicerol y ChCI:Etilenglicol. Basaron sus
conclusiones en la mayor produccion de glucosa y el menor consumo de energia en

comparaciéon con el método de pretratamiento alcalino diluido, siendo el DES
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ChCl:Glicerol y ChCI:Etilenglicol considerados como solventes potenciales para el
pretratamiento. Entre los dos DES estudiados, se encontr6 que el sistema
Etilenglicol-Celulasa fue relativamente eficiente ya que mostré el rendimiento
cinético mas alto de hasta 1 mM de glucosa y la tasa mas alta de mejora de la

glucosa hasta en 200% considerando el consumo energético (J).

Shinde y Patil, (2016) produjeron etanol mediante Saccharomyces cerevisiae
utilizando cascaras de naranja y cascaras de platano. Realizaron su estimacién
cuantitativa del etanol por el método de gravedad especifica utilizando la Tabla
AOAC. Obtuvieron porcentajes de alcohol tanto en condiciones aerobias como
anaerobias, para la cascara de naranja obtuvieron 18.62 'y 37.71% respectivamente,
y para la cascara de banana 23.72 y 28.63% respectivamente. Se demuestra que
puede producirse etanol a partir de cascaras de naranja y cascaras de platano,

ambos residuos agricolas empleados como sustrato.

Soontornchaiboon et al., (2016) produjeron etanol a partir de residuos de pifia y la
implementacion de las sepas de Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 y Candida
shehatae KCCM 11422. Obtuvieron un rendimiento 6ptimo de azucar reductor total
a 21.84 g /g de muestra seca después del pretratamiento con NaOH con asistencia
ultrasénica durante 60 min y posteriormente mediante hidrélisis enzimatica. Las
composiciones de residuos de pifia pretratados fueron 40.52 £ 0.99% de celulosa,
24.03 + 1.52% de hemicelulosa y 2.27 + 0.23% de lignina. La concentracién maxima
de etanol y el rendimiento de etanol después de 24 h de fermentacion fueron 9.73
+ 0.15 (g/L) y 0.45 + 0.01 g/g, respectivamente. Determinaron el contenido de
celulosa, hemicelulosa y lignina de acuerdo con el método de Van Soest et al.,
(1991). La concentracion de azucar reductora total la determinaron mediante el
método del DNS. La concentracion de glucosa, xilosa y etanol se analizaron
utilizando un detector de indice de refraccién equipado con HPLC con una columna
SUGARPAX.
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Zhang et al., (2016) obtuvieron sus mejores resultados con el DES glicerol:ChCl
(2:1) removiendo el 71.3% de lignina presente en mazorca de maiz y un rendimiento
de glucosa del 96.4%. La cantidad de acido, la resistencia del acido y la naturaleza
de los aceptadores de enlaces de hidrégeno ejercieron una gran influencia en los
resultados del tratamiento previo. La consistencia de los resultados de la
caracterizacion indicé que los DES destruyeron las estructuras de la mazorca de
maiz al eliminar la hemicelulosa y la lignina. Ademas, la temperatura y el tiempo

optimos de pretratamiento demostraron ser 24 h'y 90 °C.

Zulkefli et al., (2017) pretrataron tronco de palma aceitera (OPT) con DES. Todos
los DES se prepararon mezclando sal de amonio y donador de enlaces de hidrogeno
en una proporcion de 1: 2 moles respectivamente. La mezcla se agité y calent6 a
80 °C durante 1 h o hasta que se hizo homogénea obteniendo un liquido incoloro.
El 5% de fibra OPT en DES se preparé mezclando 0.5 g de fibra OPT en 9.5 g de
DES. La mezcla se incub6 en bafo de aceite a 100 °C con agitacion vigorosa
durante 48 h. Posteriormente, la mezcla se centrifugé y se filtré para obtener la fibra
sin disolver. La fibra no disuelta se lavo con etanol: agua destilada (1: 2) y la muestra
se seco en horno a 50 °C hasta peso constante. EI DES cloruro de etilamonio:
etilenglicol elimind exitosamente la lignina y la hemicelulosa en un 47 y 87%
respectivamente. La eliminacion de lignina y la conversion de hemicelulosa en
celulosa facilité la hidrélisis enzimatica de la fibra pretratada, donde se obtuvo la
mayor conversion (74%) en condiciones 6ptimas (50 FPU / g de Celluclast 1.5 L y
100 CBU / mL como la carga de enzimas, 15 mg / mL como la concentracion de
sustrato a 50 °C durante 24 h).

Procentese et al., (2017) pretrataron hojas de la lechuga desechadas de la industria
con el DES hecho de ChCI/ glicerol en relacion molar 1:2. Investigaron el tiempo de
reaccion a 3, 6 y 16 h. y la temperatura de operacion a 80, 115y 150 °C con una
relacion de liquido:soido de 16:1 (g/g) para todas las corridas. Obtuvieron
rendimientos enzimaticos de glucosa y xilosa de 94.9% y 75.0%, respectivamente,

cuando la biomasa se tratdé previamente a 150 °C durante 16 h. Los azucares
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contenidos en el hidrolizado de biomasa se fermentaron en cultivos discontinuos de
Clostridium acetobutylicum DSMZ 792.

Fang et al., (2017) pretrataron residuos de palmeras datileras con el DES ChCl /
glicerol con una relacion molar 1:2. Los sélidos se mezclaron con ChCI / glicerol y
se trataron a 70 °C durante 6 h con una relacién solido / liquido de 1: 5 (g / g). Para
la biomasa tratada solo con DES, los sélidos se mezclaron con ChCl / glicerol y se
trataron directamente a 70 °C durante 6 h y 15 h. Demostraron que el tratamiento
con ChCl / glicerol mejord significativamente la extraccion de lignina (21.6 £ 0.2% y
xilano 24.9 + 1.9%) y, en consecuencia, aumentd el rendimiento de glucosa en 1.7
veces en el proceso de hidrélisis cuando se realiz6 un tratamiento previo
hidrotérmico de residuos de palma datilera. Especulan que las eliminaciones
significativas de lignina y xilano son las responsables del aumento de la
digestibilidad enzimatica y no la modificacién de la cristalinidad de celulosa

mediante el tratamiento con DES observada en su estudio.

Oiwoh et al., (2018) obtuvieron bioetanol a partir de la sacarificacion y fermentacién
simultdneas (SSF) por lotes de las cascaras de pifa utilizando celulasa y
Saccharomyces cerevisiae. Optimizaron la producciéon de bioetanol utilizando un
disefio experimental de Box-Behnken (BBD) de tres factores. Las respuestas
obtenidas del BBD se optimizaron utilizando la metodologia de superficie de
respuesta (RSM). Cada uno de los factores a optimizar se codificé en tres niveles
que dieron un rango para la carga de levadura (2-10% v / v), pH (2-6), concentracién
de sulfato de amonio ((NH4) 2S0O4) (1-5 g / L). La concentracion de bioetanol se
eligi6 como la respuesta para la optimizacion del proceso utilizando RSM. Las
condiciones 6ptimas obtenidas usando el modelo de regresion fueron pH 6, carga
de levadura 8 mL y concentracion de sulfato de amonio, 5 (g/L), lo que dio un valor

optimo de concentracion de etanol de 5.82% (v/v).
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Metodologia general

En la Figura 2.1 se describe de manera general las etapas del proceso completo
que se siguieron en esta investigacion en la obtencion de bioetanol a partir del
aprovechamiento del material lignocelulésico proveniente del rastrojo y residuos de

pifa.

Secado y molienda Anadlisis Pretratamiento con
del material lignocelulésico, solvente eutéctico

lignocelulésico humedad y cenizas profundo

\ 4

Cuantificacion Hidrolisis Lavado y secado
de azicares enzimatica del del bagazo

fermentables material pretratado pretratado

\ 4

L . Obtencién y
Fermentacion de e s .
- . cuantificacion de
azucares liberados

etanol

Figura 2.1 Proceso de obtencion de etanol a partir de residuos de pifia
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2.2 Pretratamiento fisico del material lignocelulésico, secado y molienda

Se emplearon residuos de dos tipos: 1) Corona, Cascara y Corazon de pifia
comprada en las inmediaciones del mercado Zapata de la ciudad de Orizaba, Ver.,
(RP1) y 2) Rastrojo de pifia, obtenido de un sembradio del estado de Veracruz
(RP2). Todos los desechos fueron deshidratados en una estufa de secado Lab-line
instrument Inc. Model 3471 a 80 °C durante 24 h, la humedad se cuantifico en una
termobalanza ADAM AMB-50.

Al final del secado, los residuos fueron molidos para seleccionar un tamafo de
particula de entre 0.6 — 1.18 mm empleando tamices W. S. Tyler ASTM E-11
specification No. 30 y No. 16 respectivamente; con el objetivo de facilitar la
manipulacion del material e incrementando la superficie de contacto para el

posterior pretratamiento quimico con los DES.

2.3 Analisis lignocelulésico, humedad y cenizas

La determinacion de la composicion lignocelulésica se realizé mediante la técnica
Determination of Structural Carbohydrates and Lignin in Biomass, establecida por el
National Renewable Energy Laboratory (NREL) (Sluiter et al., 2008) (Anexo B)

evaluando la composicién porcentual de celulosa, hemicelulosa y lignina.

Las ecuaciones 2.1 a 2.5 fueron empleadas para determinar el % de lignina presente

en el material lignoceluldsico:

% total de solidos * peso de la muestra (2.1)
ODW = 100 :
eso del crisol con AIR — peso del crisol
%AIR = P o P + 100 (2.2)

(peso crisol con AIR — peso crisol)— (peso crisol con cenizas — peso crisol)
obw

(2.3)

%AIL = * 100
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absorbanciax0.08673+dilucion—peso del crisol
* 100

%ASL = 25x0DWxlongitud de celda (24)
%Lignina = %AIL + %ASL (2.5)

Las ecuaciones 2.6 a 2.10 fueron empleadas para determinar el % de celulosa

presente en el material lignoceluldsico:

Concentracion glucosa = concentracion glucosa HPLC * dilucion (2.6)
] _ concentracion glucosa * 87 (2.7)

masa glucosa = 1000
masa corregida glucosa = masa glucosa * 0.9 (2.8)

masa corregida glucosa * 100

%Glucanos = ODW (2.9)
%Glucanos * 100
%Celulosa = 2 90 (2.10)

Las ecuaciones 2.11 a 2.15 fueron empleadas para determinar el % de hemicelulosa

presente en el material lignoceluldsico:

% xilosa = 100

% Hemicelulosa = 70 2.11)

% xil _ masa corregida x 100
orane = 0DW (2.12)
masa corregida xilosa = masa xilosa * 0.88 (2.13)
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. B concentracion * 87 (2.14)
masa xilosa = 1000
Concentracion = Concentracion xilosa HPLC * dilucion (2.15)

Las cenizas fueron determinadas por diferencia entre el peso constante de los
crisoles empleados y el peso final de los crisoles mas cenizas después de 4 h en un
horno de mufla FISHER SCIENTIFIC a 575 °C.

2.4 Preparacion de los solventes eutécticos profundos (DES)

Los DES fueron preparados considerando que el aceptor de enlaces de hidrogeno
(HBA) fue el Cloruro de colina (ChCl) 299% USP 32 Standard. Como donantes de
enlaces de hidrégeno (HBD) se consideraron cuatro diferentes reactivos, Acido
Lactico (CaHeO3) al 85%, Acido Férmico (CH202) al 88%, Glicerol Anhidro (C3HsO3)
al 99.9% y Etilenglicol (C2HsOz2) al 99.9%, todos J.T. Baker.

Para conformar cada DES, es necesario considerar: los pesos moleculares, las

densidades y sus respectivas purezas (Tabla 2.1).

Tabla 2.1 Caracteristicas fisicas de los reactivos para la sintesis de los DES

Reactivo Pesc(b gl’\f;:)el;:ular Df;,ii‘f_?d Pureza (%)
Cloruro de Colina (CsH14CINO) 139.62 N/A 99
Acido Léctico (C3HsOs) 90.08 1.20 85
Acido Férmico (CH202) 46.03 1.22 88
Glicerol Anhidro (C3HsOs3) 92.09 1.26 99.9
Etilenglicol (C2HsO2) 62.07 1.11 99.9

Las mezclas de los DES fueron preparadas en relaciones molares, ChCl:C3sHesO3
(1:2), ChCI:CH202 (1:4), ChCI:C3HsOs3 (1:2) y ChCIl:C2HeO2 (1:3), conforme a la
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Tabla 2.2. Se tomo el volumen correspondiente de cada uno de los HBD, mientras

que para el ChCl se peso6 un mol para conformar cada DES.

Tabla 2.2 Relaciones para formar los DES en pesos moleculares (g/mol)

ChCl:C3HeO3 ChCI:CH:20: ChCI:C3HsO3 ChCI:C2HeO2
140 - 180 140 : 184 140 : 184 140 : 186

El volumen de cada HBD se mantuvo en calentamiento a 90 °C y agitacion de 250
rom en una parrilla eléctrica con agitacion magnética mientras se anadia el ChCl,
durante 60 min o hasta alcanzar un liquido transparente uniforme sin pasos
subsecuentes de purificacion, los DES se dejaron enfriar en un desecador hasta ser
usados directamente en el material lignoceluldsico.

2.5 Pretratamiento quimico del material lignocelulésico RP1 con DES

Se empled un disefio experimental de Cuadro Greco-Latino (CGL), sobre los RP1,
donde las letras latinas corresponden a los niveles de temperatura (°C) y las letras
griegas al tiempo (h). Las variables analizadas (Tabla 2.3) fueron, tipo de DES
(ChCI:C3HsO3, ChCI:CH202, ChCI:C3HsO3, ChCl:C2HsOz2), temperatura (70, 80, 90 y
100 °C), tiempo (10, 14, 18 y 22 h) y RSL (1:15, 1:18 y 1:21 y 1:24 g/g). Para la RSL
la muestra de sdlido fue de 4 g y para cada DES en cada RSL fue de 60, 72, 84 y
96 g respectivamente, la variable de respuesta después del pretratamiento fue el %

de celulosa disponible.

Tabla 2.3 CGL decodificado
Variables Decodificadas
Solvente

RSL(919) = CI-CaHs05 | ChCRCHz02 | ChCICaHeOs | ChCI:CaHeO3
1:15 70 (10) 80 (14) 90 (18) 100 (22)
1:18 80 (22) 70 (18) 100 (14) 90 (10)
B 90 (14) 100 (10) 70 (22) 80 (18)
1:24 100 (18) 90 (22) 80 (10) 70 (14)
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Este disefio experimental se empled para explorar e identificar la combinacion de
los distintos niveles de temperatura, tiempo y RSL con cada DES, que proporcione

el mayor porcentaje de celulosa disponible en el material lignoceluldsico.

Para la experimentacion se emple6 una estufa de secado Lab-line instrument Inc.
Model 3471, todos los tratamientos se llevaron a cabo en frascos de vidrio con tapa
de rosca de 500 mL cada uno. Una vez transcurrido el tiempo, el sdlido resultante
se filtré a través de un tamiz W. S. Tyler ASTM E-11 specification No. 70 con
apertura de malla de 0.212 mm para recuperar el DES usado, posteriormente, el
solido se lavo con agua potable hasta alcanzar un pH entre 5 y 7 sometiéndolo a
secado de 24 h a 80 °C empleando una estufa de secado Lab-line instrument Inc.
Model 3471 y alcanzar una humedad menor al 10%. La determinacion de la
composicién lignocelulésica del material pretratado con DES se realizé empleando

la técnica descrita en la seccién 2.3.

2.6 Estudio del pretratamiento con DES

A partir de los resultados del CGL, se consideraron los DES ChCI:CHz20:2 y
ChCI:C3HsO3 como los mas adecuados para este proyecto. Se emple6 un Disefio
Central Compuesto (DCC) para evaluar la cantidad de celulosa disponible después
del pretratamiento con DES, estableciendo como factor fijo la temperatura a 90 °C
y dos variables independientes: RSL (g/g) y Tiempo (h), se consideraron 1:24 g/gy
17 h como puntos centrales respectivamente y un valor de a = 1.4142. La matriz del

DCC se muestra en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4 Matriz del DCC para el pretratamiento

NIVELE
FACTORES S
-1 0 +1
RSL (g/9) 1:22 1:24 1:26
Tiempo (h) 12 17 22
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2.6.1 Evaluacion del efecto del DES aplicada a la hidrélisis enzimatica

A partir de los resultados obtenidos, se plante6 un DCC con tres variables (Tabla
2.5) y temperatura a 90 °C. Las variables independientes fueron: RSL (g/g), Tiempo
(h) y relacion molar ChCIl:CH202 (mol:mol), siendo la variable de respuesta la

concentracion de Azucares Totales (g/L) obtenidos en la hidrdlisis enzimatica.

Tabla 2.5 Matriz del DCC para la evaluacion del pretratamiento sobre la hidrolisis

enzimatica
FACTORES NIVELES
-1 0 +1
RSL (g/9) 1:20 1:24 1:28
Tiempo (h) 8 12 16
Relacién molar ChCl:CH202 (mol:mol) 1:1 1:2 1:3

Para la hidrdlisis enzimatica se empled enzima tipo celulasa: Cellic® CTec3 y
enzima tipo hemicelulasa: Cellic® HTec3 ambas de Novozymes (densidad = 1.2
g/mL), como fase liquida se utilizé una solucién 0.05 M de acetato de sodio anhidro
y acido aceético glacial. Las condiciones de la hidrélisis enzimatica se llevaron a cabo
con una muestra pretratada de 1 g, bajo pH 5, con una RSL 1:6 g/mL, la carga de
la enzima fue del 5% p/p (0.0417 mL/g), 250 rpm, 50 °C en un tiempo de 40 h. La
hidrolisis enzimatica se realizé en una incubadora con agitacion Marca Lab Tech,
Modelo LSI3016A. Al término de la hidrolisis enzimatica los azucares liberados de

glucosa y xilosa fueron cuantificados mediante HPLC.

2.7 Optimizacion de la Hidrélisis Enzimatica

La optimizacién de la hidrdlisis enzimatica se llevé a cabo mediante un DCC con
dos factores: relacion molar ChCI:CH202 y % de carga de enzima, los factores fijos
empleados en el pretratamiento fueron RSL 1:24 g/g, tiempo de 12 h y temperatura

de 90 °C; la variable de respuesta fue la concentracion de Azucares Totales (g/L)

49



Materiales y Métodos

liberados al final de la hidrélisis enzimatica. La Tabla 2.6 describe la matriz de este
DCC.

Tabla 2.6 DCC para la optimizacion de la hidrélisis enzimatica

FACTORES NIVELED
-1 0 +1
Relacion molar ChCl:CH202 (mol:mol) 1:1.5 1:3 1:4.5
Carga de enzima (%) 3 5 7

La hidrdlisis enzimatica se llevé a cabo bajo las mismas condiciones operativas
indicadas en la seccion 2.6.1.

2.8 Medios de cultivo

2.8.1 Medio de conservacion
Como material biologico se utilizd la cepa Saccharomyces cerevisiae ITV-01, la cual,

es conservada en refrigeracion a 4 °C y resembrada cada cuatro meses en el medio
de conservacion descrito en la Tabla 2.7.

Tabla 2.7 Medio de conservacion de la S. cerevisiae ITV-01

Componente Concentracién (g/L)
Agar-agar 20
Glucosa 100
Extracto de levadura 10

2.8.2 Medio de fermentacion

Para llevar a cabo el proceso de fermentacion y obtencion de etanol se consideran
tres tipos de medio: (a) cultivo sintético para la activacion de la levadura (Tabla 2.8);
(b) preindculo, el cual contenia 100 mL del hidrolizado enzimatico empleado como

fuente de azucares y medio de pre-adaptacién de la levadura hacia el sustrato
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(Tabla 2.9), y (c) un medio de inéculo, el cual contenia 150 mL del hidrolizado

enzimatico enriquecido con sales (Tabla 2.10).

Tabla 2.8 Medio sintético de activacién para la levadura S. cerevisiae ITV-01

Componente Concentracion (g/L)
Glucosa 20
KH2PO4 5
(NH4)2S04 2
Extracto de levadura 1
MgSOa4.7H20 0.4

Tabla 2.9 Medio de pre-adaptacion para la levadura S. cerevisiae 1TV-01

Componente Concentracion (g/L)
Azucares Totales en hidrolizado enzimatico 28
KH2PO4 5
(NH4)2S04 2
Extracto de levadura 1
MgSOa4.7H20 0.4

Tabla 2.10 Medio de fermentacion para la levadura S. cerevisiae ITV-01

Componente Concentracion éptima (g/L)
Azucares Totales en hidrolizado enzimatico 28
KH2PO4 2.93
(NH4)2S04 4.74
Extracto de levadura 1,2y 3
MgSOa4.7H20 0.75

Concentraciones 6ptimas tomadas de Morales, 2019

2.8.3 Precultivo y preinéculo

La activacion de la levadura, permite el desarrollo del microorganismo a lo largo del

proceso de fermentacion, para ello, se tomaron tres asadas de la caja Petri en la
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que se encontraba sembrada la levadura S. cerevisiae ITV-01, se siembra en un
matraz Erlenmeyer a un volumen operable de 100 mL de medio sintético (Tabla
2.8), se colocaron en una incubadora con agitacion Marca Lab Tech, Modelo
LSI3016A durante 12 h a 200 rpm, pH de 5.5 y 30 °C. Una vez transcurrido este
tiempo, se realiza el paso al matraz de preinéculo con un volumen operable de 100
mL y con una concentracion de células de 3x10° cell viables/mL, y se incubé a pH
5.5, durante 12 h mas, a 200 rpm y 30 °C.

2.8.4 Inéculo y fermentacion por lote del hidrolizado enzimatico

Una vez obtenido el preindculo, se trasvasaron 1.75 mL al matraz de fermentacién
final con un volumen operable (volumen total del hidrolizado enzimatico en el
matraz) de 150 mL, la fermentacion se llevé a cabo bajo un pH de 5.5, 150 rpm, 30
°C y una concentracién inicial de células de 3x10° cell viables/mL. Se realizé un
estudio para determinar la cantidad de extracto de levadura mas adecuada, para
ello, se realizaron tres experimentos considerando 1, 2 y 3 g de levadura
respectivamente y en adicion de las cantidades Optimas de las sales para todos los
matraces (Tabla 2.10) para enriquecer el medio de fermentacion. La cinética de
fermentacion se llevo durante 24 h, muestreando cada dos horas incluyendo el
tiempo cero para evaluar composicion de sustrato, concentracion de etanol, células

y biomasa.

2.9 Métodos analiticos

2.9.2 Analisis de biomasa

El analisis de biomasa se hizo a través del conteo celular en el microscopio para
posteriormente utilizar una correlacion mediante un polinomio de primer orden en

peso seco para S. cerevisiae I1TV-01, dada por la ecuacién 2.16 reportando la

biomasa generada en (g/L).
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Biomasa (9/;) = 3*1078X + 0.429 (2.16)
Donde X es numero de células contadas en el microscopio.

2.9.3 Cuantificacion celular

El conteo celular X se llevé a cabo mediante el empleo de la camara de Thoma,
realizando diluciones adecuadas para poder contar hasta un maximo de 300 células
por lectura. Los conteos se realizaron en cinco principales cuadros que contiene la
camara, cuatro de ellos ubicados en las esquinas y uno en el centro, los cuales
cuentan con 16 cuadros pequeinos en su interior, reportando la concentracion celular

en cell/mL mediante la correlacién expresada en la ecuacion 2.17 y ecuacion 2.18.

X = 1’\‘,"1 %106 (2.17)
d=-t (2.18)

Dénde N es el Numero de células contadas, d es la dilucion empleada y Nc es el
numero de cuadrantes usados de la camara de Thoma. La dilucion d empleada, se

obtiene de dividir el volumen total V¢ a analizar entre el volumen de la muestra Vm.

2.9.4 Viabilidad celular

El conteo de células viables de levadura se llevd a cabo mediante conteo en el
microscopio de una suspension celular previamente tefiida con azul de metileno, en
una relacion 1:1. Después de 10 min de reposo, las células vivas (viables) no
presentan tincion y las células muertas presentan una coloracion azul. La solucion
de azul de metileno fue preparada con 1 g de azul de metileno disuelto en 1 L de
solucion de ftricitrato de sodio trihidratado al 2 %. La solucion debe conservarse en

refrigeracion a 4 °C y protegida de la luz. El porcentaje de viabilidad %V permitio
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fijar con precision la tasa de inoculacion y el estado fisiolégico de las levaduras
durante la fermentacién. La férmula para calcular el %V esta dada por la ecuacién
2.19.

%V = % %100 (2.19)

t

Dénde Nv es el numero de células vivas y Nt es el numero total de células (vivas

mas el numero de células muertas).

2.10 Cuantificaciéon de azucares y etanol

Las muestras fueron centrifugadas a 10,000 rpm durante 10 min a 4°C y
congeladas, posteriormente se analizaron por cromatografia de liquidos de alta
resolucion (por sus siglas en inglés, HPLC). Antes de ser introducidas al HPLC, las
muestras se tratan con una solucion de BaO 0.3 M y de ZnSO4 al 5 % p/v a fin de
sedimentar y eliminar impurezas presentes como proteinas y almidones entre otras
que son capaces de tapar tanto los filtros como la precolumna y columna del HPLC.
La relacién utilizada fue 8:1:1, después de agregar el BaO y el ZnSOs4 se realiza una
agitacion vigorosa a cada tubo eppendorf dejando reposarlos durante 10 min para

finalmente realizar una centrifugacién a 10,000 rpom durante 10 min.

La concentracién de los sustratos (glucosa y xilosa) y los productos (etanol, glicerol
y acido acético) fueron determinados por HPLC, utilizando una columna Shodex
SH1011, especifica para la separacion de azucares, acidos organicos y alcoholes.
La fase moévil empleada es H2SO4 0.05 N, Velocidad de flujo, 0.6 mL/min;
Temperatura de la columna, 55 °C; Tipo de detector: indice de refraccion Marca
Waters modelo 2414; Volumen de inyeccién, 10 yL y 30 min de duracion de analisis
por muestra. El software a utilizar es Empower (Waters), que reporta directamente
la concentracion de la muestra mediante una correlacion con estandares
previamente realizados (glucosa anhidra, grado alimenticio de Golden Bell

Reactivos y fructosa, grado reactivo de Baker, ambas en concentraciones de 100,
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50, 16.6, 10, 5, 2.5, 1.66, 1.25, 1, 0.50 y 0.33 (g/L); glicerol anhidro, grado reactivo,
Baker en concentraciones de 10, 5, 1.66, 1, 0.5, 0.25, 0.16, 0.12, 0.10, 0.05y 0.03
(g/L) ; acido acetico glacial, grado reactivo, Baker en concentraciones de 30, 15, 5,
3,1.5,0.75, 0.5, 0.37, 0.3, 0.15y 0.1 (g/L), y alcohol etilico absoluto anhidro, grado
reactivo, Baker en concentraciones de 10, 5, 1.66, 1, 0.5, 0.25, 0.16, 0.12, 0.10, 0.05
y 0.03 (g/L)).

2.11 Analisis de datos experimentales
Los rendimientos, productividad, velocidades globales y velocidades especificas

derivadas de la fermentacion por lote, se determinaron mediante las ecuaciones

referenciadas en la Tabla 1.5 para su analisis y comparacion entre si.
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion lignocelulésica de los residuos de pina

Los resultados de la caracterizacion inicial del material lignocelulésico (residuos de
pifia) se presentan en la Tabla 3.1, estos resultados se obtuvieron tomando
muestras representativas por triplicado de 0.3 g con tamafio de particula de 0.6 —

1.18 mm de cada residuo especifico, previamente deshidratados.

Tabla 3.1 Caracterizacién de residuos de pifa

RP1 RP2
Caracteristica (%)
Cascara | Corona | Corazén | Promedio | Rastrojo
Lignina 271302 | 31.1787 | 18.5147 | 25.6079 28.5934
Hemicelulosa 14.0283 | 16.4048 N/D 10.1444 N/D
Celulosa 24.3423 | 25.1169 | 28.5668 | 26.0087 12.6489
Humedad 0.920 7.680 4.067 4.2223 8.4125
ASL 5.5732 6.3815 6.3980 6.1176 9.8280

ASL: Lignina Soluble en Acido, N/D: No Determinado

Existen distintos trabajos sobre residuos de pifa, la variacion de los componentes
de celulosa, hemicelulosa y lignina es evidente entre ellos. La Tabla 3.2 resume los
valores obtenidos y la composicion de la biomasa entre algunas investigaciones de
otros autores que han trabajado con residuos de pifia. Si se analizan los datos de la
composicién estructural de los residuos de la pifia se puede observar que los valores
de celulosa en corazén y cascara son ligeramente superiores (3%) a los reportados
por Soontornchaiboon et al., (2016), para la lignina en corona (hojas), el valor
obtenido se encuentra dentro de los rangos reportados por Asim et al., (2015) entre
4 — 15 %. EIl valor de hemicelulosa resultante en cascara fue mayor (3%) al
reportado por Jahid et al., (2018). Por otro lado, respecto al rastrojo de pifia, los
valores de lignina de este trabajo son similares a los reportados por Quesada et al.,
(2005).
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Tabla 3.2 Comparacién de la estructura lignocelulésica de la pifia

Composicion (%)
Residuo Autor _— .
lignina | hemicelulosa | celulosa
Ban-Koffi y Han (1990) 4.50 23.20 29.60
Alam et al., (2009) 2.89 13.39 74.44
Daud et al., (2014) 4.28 19.5 66.20
Sanchez et al.,( 2014) 13.88 21.88 43.53
Hojas (Corona) Lopez et al., (2014) 3.3 17.5 59
Irias y Lutz (2014) 8 32
Asim et al., (2015) 8.69 18.8 73.25
Mansor et al., (2019) 22 37 30
Este trabajo (2019) 14.95 16.4 25.11
Ban-Koffi y Han (1990) 1.5 20.2 14
Choonut et al., (2014) 2.68 74.96 21.98
Cascara Sanchez et al., (2014) 10.01 28.69 40.55
Lépez et al., (2014) 7.8 5.8 10.1
Jahid et al., (2018) 6.5 111 224
Este trabajo( 2019) 14.33 14.02 24.34
Sanchez et al., (2014) 5.78 28.53 24.53
Corazon Lopez et al., (2014) - - -—-
Este trabajo (2019) 9.89 - 28.56
Corazoén - cascara | Soontornchaiboon et al., (2016)[ 12.24 | 229 | 23.32
Quesada et al., 2005 27.73 42.71
Abdul Khalil et al., (2006) 10.5 80.5
Mokhtar et al., (2007) 4.78 9.45 78.11
Rastrojo Cherian et al., (2010) 4.04 13.66 83.72
Irias y Lutz (2014) 10.8 37
Lépez et al., (2014) 3.4 17.3 25.8
Este trabajo (2019) 28.59 - 12.64

La variaciéon depende en gran manera a la técnica de cultivo empleada, el clima
predominante del sitio, la tierra de cultivo, la ubicacion geografica, la clase, el tipo
de especie de pifia sembrada y el método utilizado para la determinacion de la

composicion.
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Considerando los valores promedio de la Tabla 3.1 en especifico los valores de la
celulosa (variable de respuesta principal de interés) presente en el RP1, se empled
una muestra representativa de una mezcla uniforme de Corona, Cascara y Corazon,

el RP2, se trabaj6é en forma independiente.

3.2 Pretratamiento de RP1 con DES

El pretratamiento con DES se realizé mediante un disefio experimental CGL cuyos
resultados se muestran en la Tabla 3.3, alcanzando un valor méaximo de celulosa
disponible del 20.57% obtenido con el DES ChCI:CH202 con RSL 1:24 g/g a 90 °C
durante 22 h y de un 19.91% de celulosa obtenido con el DES ChCI:C3HsO3 con
RSL de 1:15 g/g a 90 °C durante 18 h.

Tabla 3.3 Resultados del pretratamiento con DES basados en el CGL
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El analisis estadistico se llevé a cabo con el software Minitab® 18 (Minitab, LLC,
USA) realizando la evaluacion de los efectos principales de cada factor sobre la

variable de respuesta como se muestra en la Figura 3.1.

Figura 3.1 Grafica de efectos principales para la variable de respuesta % de
celulosa

En la Figura 3.1 se pueden identificar los efectos principales de los factores que
influyen en la variable de respuesta. Se observa que el mayor % de celulosa
disponible en el RP1 se obtuvo al emplear: RSL 1 (1:15 g/g) seguido de la RSL 4
(1:24 g/g), DES 2 (ChCI:CH202) seguido del DES 3 (ChCI:C3HsQO3), temperatura 3
(90 °C) y tiempo 1 (10 h) seguido del tiempo 4 (22 h).

3.3 Resultados del pretratamiento de RP1 con DES basado en el DCC

Los resultados del DCC tanto para el DES ChCI:CH202 como para el DES ChCI:
CsHsOs se muestran en la Tabla 3.4. Los valores obtenidos con el DES ChCI:CH20:2
oscilaron entre de 6.21 — 21.87% de celulosa, mientras que, para el DES ChCl:
C3HesOs el rango fue de 4.26 — 19.80% de celulosa, obteniéndose 2.07 % mas con
el DES ChCI:CH20:. El mejor resultado obtenido fue de 21.87% de celulosa en 22
h con una RSL de 1:22 g/g, sin embargo, a 12 h con una RSL también de 1:22 g/g

se logré obtener hasta 20.68% de celulosa disponible, reduciendo casi en un 50%

60



Resultados y Discusion

el tiempo empleado, con una diferencia minima del 1.19% entre los dos mejores

resultados obtenidos con el DES ChCI:CH202. Comparando el comportamiento

entre los dos DES, la mezcla ChCl:CH202 presento el mayor porcentaje de celulosa

disponible después del pretratamiento.

Tabla 3.4 Resultados del pretratamiento con DES basados en el DCC

Variables Variables
Solvente | Experimento Codificafias Decodific.adas Celulosa
RSL |Tiempo| RSL | Tiempo (%)
(9/9) (h) (9/9) (h)
1 -1 -1 1:22 12
2 1 -1 1:26 12
3 -1 1 1:22 22
4 1 1 1:26 22
ChClI: 5 -1.41 0 12107 17
CH202 6 1.41 0 1:26.83 17
7 0 -1.41 1:24 9.930
8 0 1.41 1:24 24.07
9 0 0 1:24 17
10 0 0 1:24 18
1k 0 0 1:24 1
1 -1 -1 1:22 12
2 1 -1 1:26 12
3 -1 1 1:22 22
4 1 1 1:26 22
5 -1.41 0 1:21.17 17
i 6 141 | 0 |12683| 17
7 0 -1.41 1:24 9.93
8 0 1.41 1:24 24.07
9 0 0 1:24 17
10 0 0 1:24 7
14 0 0 1:24 17

Los pretratamientos empleados en los RP1, permitieron observar que la ASL se

redujo en un 50.34% y la hemicelulosa en un 17.04%, estos valores de remocion
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estan ligados al mejor resultado de celulosa disponible obtenido de 21.87%, sin
embargo, un efecto no deseado como la remocion parcial (15.87%) o minima de la
celulosa también tuvo lugar. Debido a este efecto no deseado en el RP1, se
determind que no era la materia prima mas adecuada para el pretratamiento con los
DES, con la informacion obtenida hasta este punto se determind continuar con la

experimentacion haciendo uso unicamente del RP2.

3.4 Resultados de la hidrélisis enzimatica sobre RP2 pretratado con DES

Los resultados de la hidrolisis enzimatica y el analisis lignoceluldsico para el RP2,

empleando el DCC propuesto en la Seccion 2.6.1, se muestran en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5 Resultados de la hidrdlisis enzimatica y evaluacion lignoceluldsica sobre
el RP2 con DES

Variables Naturales
Experimento RSL Tiempo | ChCl:
(9/9) (h) | CH202
1 1:20 8 1:1
2 1:28 8 1:1
3 1:20 16 1:1
4 1:28 16 1:1
5 1:20 8 1:3
6 1:28 8 1:3
7 1:20 16 1:3
8 1:28 16 1:3
9 1:18.34 12 1:2
10 1:29.66 12 1:2
11 1:24 6.34 1:2
12 1:24 17.66 1:2
13 1:24 12 1:0.59
14 1:24 12 1:3.41
15 1:24 12 1:2
16 1:24 12 1:2
17 1:24 12 1:2

N/D: No Determinado
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El disefio experimental permitid apreciar principalmente tres resultados destacados
respecto a la reduccion de ASL y Lignina total, asi como el incremento de la
Celulosa, esto, en comparacion con la materia prima (Tabla 3.1). Los tres mejores
resultados obtenidos corresponden a los experimentos 8, 14 y 15; un resumen

completo de estas diferencias se describe en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6 Comparativa de remocion de ASL y Lignina e incremento de Celulosa
respecto a la materia prima RP2

El analisis estadistico de los resultados se llevd a cabo empleando el software
Minitab® 18 (Minitab, LLC, USA) empleando un nivel de significancia de a = 0.05.

Derivado del ANOVA (Anexo C1) se puede afirmar que el efecto de los moles de
acido férmico (CH202) en la sintesis del DES es el factor mas significativo (valor p
= 0.000) seguido por el término cuadratico CH202 (mol)? (valor p = 0.001); respecto
a las interacciones, la unica interaccion significativa fue la RSL (g/g) y moles de
CH202, esto es un indicio de que la variable de respuesta tiene cierta dependencia
de la relacion entre estos dos factores. El término cuadratico significativo de CH20:2
(mol)? indicd que la superficie de respuesta tiene una curvatura con una tendencia
definida. El grafico de probabilidad normal (Anexo C2) presenta una dispersién de
5.64%, obteniendo el polinomio de segundo orden de la ecuacion 3.1. El modelo
muestra un buen ajuste con los datos experimentales, teniendo un coeficiente de
determinacion (R?) de 0.927, implicando que el 92.7% de los datos de las variables
se ajustan al modelo.

y = 52.60 — 2.67X; + 2.27X, + 11.27X; — 3.78X% — 1.77X% — 10.60X2% — 1.92X, X, +
4.85X1X3 - 1.79X2X3 (31)
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Donde y es la respuesta de Azucares Totales (g/L), X; es la RSL (g/g), X, es el

tiempo (h) y X5 son los moles de CH20: en la sintesis del DES.

Mediante la metodologia de superficie de respuesta, se obtuvieron las graficas
donde se puede apreciar la tendencia del modelo hacia la maximizacion de la
concentracion de los Azucares Totales (g/L). La Figura 3.2 muestra las graficas con

una clara tendencia a la maximizacion.

Figura 3.2 Grafica de superficie de respuesta: a) Tiempo (h) vs RSL (g/L), b) RSL
(g/L) vs Ac. Férmico (mol) y c) Ac. Férmico (mol) vs Tiempo (h)

A partir de las graficas de contornos (Figura 3.3), se observan las zonas éptimas de
operacion para el pretratamiento, estableciéndose que los rangos son: para el
tiempo en (h) de 11 — 17.5, para la RSL (g/g) de 20 — 26 y para los moles de CH20:2
de 2 -2.85.
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Figura 3.3 Grafica de contornos: a) Tiempo (h) vs. RSL (g/g), b) Ac. Férmico (mol)
vs. RSL (g/g) y ¢) Ac. Formico (mol) vs. Tiempo (h)

Para concluir de manera analitica que el modelo tiende a maximizar o minimizar, se
llevé a cabo el analisis candnico de los coeficientes codificados de la ecuacion de
regresion del modelo (ecuacion 3.1). Para este analisis se emplearon las

ecuaciones referenciadas en la seccion 1.13.1.

Los puntos éptimos (X.) para el pretratamiento fueron: RSL 1:23.16 g/g, tiempo
14.14 h y una relaciéon molar para la formacion del DES ChCI:CH202de 1:2.43; estos
valores tienen una alta precision y coincidencia con los rangos que se pueden
apreciar visiblemente en las graficas de contorno (Figura 3.3). Bajo estas
condiciones Optimas operativas se pudo obtener la respuesta predicha (y,) la cual

arrojo un valor de 55.93 (g/L) de Azucares Totales.
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Finalmente, la forma candnica del modelo ajustado de segundo orden que se obtuvo
esta descrita por la ecuacion 3.2, cuyos signos negativos (AM=-11.4112, A2=-3.7223,

As=-1.0165) representan un maximo.

§ =55.9393 - 11.4112X% - 3.7223X7 - 1.0165X% (3.2)

Los azucares cuantificados después del pretratamiento y la hidrélisis enzimatica,
pueden compararse parcialmente con lo obtenido por Xu et al., (2015), emplearon
hidrolisis enzimatica sobre rastrojo de maiz pretratado con ChCI:CH202, logrando
remover hasta 38.46% de ASL e incrementar la celulosa en un 54.51%. La hidrdlisis
enzimatica la llevaron a cabo con una muestra de 1.5 g de rastrojo de maiz
pretratado, aplicando un pH ligeramente inferior (4.8), a la misma temperatura, una
velocidad de agitacion menor (120 rpm) y un mayor tiempo de incubacion (72 h),
empleando enzima del tipo celulasa obtuvieron un maximo rendimiento de glucosa
de 17 (g/L). En comparacion, y a pesar de no ser la variable de respuesta principal,
en este trabajo se logréo obtener hasta un 152% (42.97 (g/L)) mas de la

concentracion de glucosa y se redujo el tiempo de hidrolisis enzimatica a 40 h.

Por otra parte, Xing et al., (2017), pretrataron paja de arroz con el DES ChCI:CH20:2
(1:2, 2 h, 130 °C y RSL 1:20 g/g) logrando obtener hasta 18 (g/L) de Azucares
Totales después de una hidrolisis enzimatica de 48 h empleando una carga de 50
FPU /sdlidos totales de enzimas del tipo celulasas; en comparacion con este trabajo,
la concentracion de Azucares Totales (55.93 (g/L)) se pudo incrementar hasta en

un 210% disminuyendo 8 h del tiempo empleado en la hidrdlisis enzimatica.

Finalmente, Teh et al., (2019), pretrataron racimos vacios de fruta de palma aceitera
con el DES ChCIl:CH202 (1:1.5, 2 h, 100 °C y RSL 1:19 g/g), logrando remover hasta
94.19% de lignina total e incrementar la hemicelulosa en un 146.31%, sin embargo,
también obtuvieron resultados poco favorables debido a que la remocién de celulosa
también tuvo lugar hasta en un 83.69%; en este trabajo, no solo se evitd la remocion

de celulosa, sino que se obtuvo un incremento de hasta un 259% lo que favorecié

66



Resultados y Discusién

a la hidrélisis enzimatica. El analisis de este y otros trabajos en los que se ha
empleado el DES ChCI:CH202 permite concluir que se deben plantear disefios
experimentales especificos para cada tipo de materia prima, debido a que esta,

parece ser un factor significativo para el empleo de los DES en el pretratamiento.

3.5 Optimizacioén de la hidrélisis enzimatica sobre RP2 pretratado con DES

Los resultados obtenidos en la seccidn 3.4, permitieron establecer los niveles de los
factores para la exploracion e identificacion de los puntos 6ptimos de moles de acido
férmico (CH202) y % de carga de enzima; empleando las condiciones descritas en
las secciones 2.6.1 y 2.7. Los resultados de la optimizacién de la hidrdlisis
enzimatica y el analisis lignocelulésico para el RP2 empleando el DCC propuesto

en la Seccion 2.7, se muestran en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7 Resultados de la hidrdlisis enzimatica y evaluacién lignoceluldsica sobre
el RP2 con DES

N/D: No Determinado
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En este estudid, se identificd una clara influencia de la proporcion molar del CH20:2
para la formacion del DES. Los experimentos 2, 4 y 6 fueron los que presentaron
los mayores incrementos en los porcentajes de celulosa disponible y al mismo
tiempo la mayor reduccion de ASL y Lignina total, esto, en comparacion con la
materia prima (Tabla 3.1); un resumen completo de estas diferencias se describe
en la Tabla 3.8.

Tabla 3.8 Comparativa de remocion de ASL y Lignina e incremento de Celulosa
respecto a la materia prima RP2

El analisis estadistico de los resultados se llevd a cabo con el software Minitab® 18

(Minitab, LLC, USA) empleando un nivel de significancia de a = 0.05.

Derivado del ANOVA (Anexo C3) se puede afirmar que el efecto del término
cuadratico de la carga de enzima fue el mas significativo (valor p = 0.022) seguido
del término cuadratico de los moles de CH202 en la sintesis del DES (valor p =
0.039). Los términos cuadraticos significativos indican que la superficie de
respuesta tiene una curvatura con una tendencia definida. El grafico de probabilidad
normal (Anexo C4) presenta una dispersion de 9.02%, obteniéndose el polinomio
de regresion de segundo orden (ecuacion 3.3). El modelo muestra un buen ajuste
con los datos experimentales, teniendo un coeficiente de determinaciéon (R?) de

0.8167, implicando los datos obtenidos solo presentan un error del 18.33%.

y = 51 4+ 5.91X, + 5.91X, — 10.58X? — 12.47X% — 454X, X, (3.3)
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Donde y es la respuesta de Azucares Totales (g/L), X; los moles de CH202 en la

sintesis del DES y X, la carga de enzima en porcentaje.

A partir de la gréafica de superficie de respuesta (Figura 3.4), se puede observar un

comportamiento hacia la maximizacion de la concentracion de los Azucares Totales
(g/L).

Figura 3.4 Grafica de superficie de respuesta: Ac. Férmico (mol) vs %
Enzima

En la Figura 3.5, se presenta la grafica de contornos, en la cual se observa la regiéon
Optima, siendo los rangos: para el porcentaje de carga de enzima de 3.8 -7 (%) y

para los moles de CH202de 2 — 4.6 (mol).

A partir del analisis canonico, se establecieron los puntos Optimos (X;) siendo:
relacion molar para la formacion del DES ChCI:CH202de 1:3.35y carga enzimatica
del 5.38%; estos valores tienen una alta precisidn y coincidencia con los rangos que
se pueden apreciar visiblemente en la grafica de contorno (Figura 3.5). con una

respuesta predicha (y,) de 52.27 (g/L) de Azucares Totales.

Finalmente, la forma candnica del modelo ajustado de segundo orden que se obtuvo
esta descrita por la ecuacion 3.4, cuyos signos negativos (A= -13.9838, A\2=-9.0662)

representan un maximo.
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Figura 3.5 Grafica de contornos: Ac. Férmico (mol) vs. % Enzima

$ = 52.2748 - 13.9838X2 - 9.0662X2 (3.4)

Los resultados obtenidos del pretratamiento e hidrdlisis enzimatica, se validaron
empleando 2.5 g de RP2 bajo las condiciones optimas y mediante HPLC se
detectaron 44 (g/L) de glucosa, pero no se detect6 la presencia de xilosa cuyo valor
ha oscilado entre 10 — 15 g/L. Los azucares cuantificados experimentalmente
resultaron 15.83 % menor a la respuesta predicha, sin embargo, se encuentra

dentro de la regidn optima.

El proceso de pretratamiento se escald 30.5 veces (122.23 g de RP2) y a través de
HPLC se registré una concentracion de 28 (g/L) solo de glucosa sin detectar xilosa.
Este efecto no deseado puede estar asociado a una relacién no lineal entre la
cantidad del DES establecido y la cantidad del residuo, de tal manera que, a
mayores escalas de experimentacion no se conserva el efecto de la RSL (g/g) del

DES sobre el residuo pretratado, como sucede a escalas minimas.
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3.6 Resultados de la fermentacion por lote del hidrolizado enzimatico

El hidrolizado enzimatico obtenido del pretratamiento se sometio a un estudio de
fermentacion bajo las condiciones operativas descritas en la seccion 2.9.3. La

Figura 3.6 muestra los resultados obtenidos del estudio de las tres cinéticas de

fermentacion que se llevaron a cabo durante 24 h (Anexo C5).

—e—Azlcares Totales Exfracto Levadura 1 (g/L) Etanol Extracto Levadura 1 (g/L)
—s—Azlicares Totales Extracto Levadura 2 (g/L) —e—Etanol Extracto Levadura 2 (g/L)
—eo—Azlicares Totales Extracto Levadura 3 (g/L) —e— Etanol Extracto Levadura 3 (g/L)

Figura 3.6 Cinéticas fermentativas del hidrolizado enzimatico

Durante las cinéticas de fermentacion, el extracto de levadura de 2 (g/L), mostré el
mejor de los resultados en la obtenciéon de etanol como producto final, en él, se

alcanzé una concentracion maxima de etanol de 10.44 (g/L) en un tiempo de 16 h,
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sin embargo, a las 12 h se alcanz6 una concentracion de etanol de 10.42 (g/L)
habiendo una diferencia despreciable entre si de 0.02 (g/L) de etanol, pero con un
tiempo significativo de diferencia de 4 h entre estos dos resultados, por lo que las
12 h se consideraron como el tiempo en el que se alcanzoé la maxima concentracion

de etanol.

Empleando las ecuaciones referidas en la seccién 1.12.1 se obtuvieron los
rendimientos y productividad, La Figura 3.7 muestra una comparativa de estos

resultados.

Figura 3.7 Rendimientos y productividad del estudio de fermentacion

Derivado de la comparacion entre los tres procesos de fermentacion, se observé
que el rendimiento de biomasa por gramo de sustrato Yws del experimento con 2
(g/L) de extracto de levadura, fue superior en 6.18% al que contenia 1 (g/L) de
extracto de levadura y 0.98% superior al rendimiento del que contenia 3 (g/L) de
extracto de levadura. Para el rendimiento del producto por cada gramo de sustrato
Ypss, €l experimento con 2 (g/L) de extracto de levadura tuvo un 15.1% mayor al que
contenia 1 (g/L) de extracto de levadura y 6.04% mas que el que contenia 3 (g/L)
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de extracto de levadura. Para la productividad Q, el experimento con 2 (g/L) de
extracto de levadura tuvo un 17.45% de productividad mayor al que contenia 1 (g/L)
de extracto de levadura, y un 7.96% mayor a la productividad del que contenia 3
(g/L) de extracto de levadura.

De la misma forma, se obtuvo la velocidad especifica de crecimiento del
microorganismo para cada experimento de fermentacién, en la Figura 3.8 se puede

apreciar una comparativa de esta velocidad entre los tres experimentos.

Figura 3.8 Velocidad especifica de crecimiento del estudio de fermentacion

La velocidad de crecimiento del microorganismo u, en el experimento con 2 (g/L) de
extracto de levadura, fue 1.44% mayor para ambos casos de comparacion entre el
que contenia 1y 3 (g/L) de extracto de levadura.
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Por otra parte, se obtuvieron las velocidades globales y especificas de los
experimentos de fermentacion. La figura 3.9 muestra una comparativa grafica de

estas velocidades para los tres casos de fermentacion.

Figura 3.9 Velocidades globales y especificas del estudio de fermentacion

Respecto a la velocidad global de produccion de biomasa r,, el experimento con 2
(g/L) de extracto de levadura tuvo mejores resultados en comparacién con el que
contenia 1 y 3 (g/L) de extracto de levadura con 8.33% y 2.79% mas,

respectivamente.

Se observo que la velocidad global de consumo de sustrato r¢, en el experimento
con 2 (g/L) de extracto de levadura, consumio un 2% mas de lo que se consumio en
el que contenia 1 (g/L) de extracto de levadura, y 1.94% mas de él que contenia 3

(g/L) de extracto de levadura.
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Para la velocidad global de produccion de producto r,, fue un 17.45% mayor en el
experimento con 2 (g/L) de extracto de levadura respecto al que contenia 1 (g/L) de
extracto de levadura, y un 7.96% mas respecto al que contenia 3 (g/L) de extracto

de levadura.

En tanto, la velocidad especifica de consumo de sustrato V, fue mas rapida en el
experimento con 1 (g/L) de extracto de levadura con 4.72% mas que en el que
contenia 2 (g/L) de extracto de levadura y 4.56% mas que en el que contenia 3 (g/L)

de extracto de levadura.

Mientras que, para la velocidad especifica de generacion de etanol como producto

V,. el experimento con 2 (g/L) de extracto de levadura fue superior en un 10.04%

mas, que el que contenia 1 (g/L) de extracto de levadura y 5.79% mas, que el que

contenia 3 (g/L) de extracto de levadura.

Finalmente, la mejor eficiencia n se encontré en el experimento con 2 (g/L) de
extracto de levadura, la cual, fue de 78.98% lo que significo un 10.38% mas eficiente
respecto al que contenia 1 (g/L) de extracto de levadura y 4.38% mas eficiente
respecto al que contenia 3 (g/L) de extracto de levadura. La eficiencia n se basé en
un rendimiento tedrico de 0.511 g etanol/g glucosa (Vazquez y Dacosta 2007). En
el Anexo C6 se puede consultar en tablas todos los resultados de los rendimientos,

productividad, velocidades y eficiencia.

De acuerdo a Kumar et al., (2015) dos de las principales caracteristicas de un
proceso viable de bioetanol, es que el rendimiento Ypss de bioetanol sea mayor al
90% del maximo tedrico y que la productividad Q sea mayor a 1 (g/L*h), citando
nuevamente a Vazquez y Dacosta (2007), el rendimiento tedrico es de 0.511 g
etanol/g glucosa; en este estudio fermentativo el mayor rendimiento fue de 0.404
g/g (2 (g/L) de extracto de levadura), este valor representa un 79.06% del
rendimiento tedrico. Respecto a la productividad, el mayor resultado fue de 0.868

g/g (2 (g/L) de extracto de levadura). Los resultados son ligeramente menores a los
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minimos requeridos para calificar esta fermentacion como un proceso viable, sin

embargo, estos resultados tienen que ver mas con el pretratamiento quimico del

residuo lignoceluldsico y la posterior hidrélisis enzimatica del mismo. Si se logran

incrementar las concentraciones de azucares totales bajo los parametros de

optimizacién (o zonas cercanas a ellos) obtenidos en el pretratamiento, existe una

gran probabilidad de llevar a cabo fermentaciones altamente viables y productivas

de los residuos lignoceluldsicos pretratados con DES.

Por otra parte, la Tabla 3.9 muestra una comparacién entre los mejores resultados

de fermentacion de esta investigacion y los resultados de fermentacion de otros

autores que también pretrataron quimicamente con DES algun material

lignoceluldsico y posteriormente lo hidrolizaron enzimaticamente.

Tabla 3.9 Comparacién de resultados de la fermentacion entre distintos autores

Residuo DES Levadura Rendimiento| Productividad
Autor | e leado|  Utilizado Usada Producto| Yo Q
(9/9) (9/L™h)
Xu . ] Clostridium Butanol
etal., 5:5;:25 Ac CFhégrlﬁico saccharobutylicum| 5.63 g/L 0.17 0.12
2015 ' DSM 13864 En48h
Procentese . . Clostridium Butanol
etal, ll-leoéﬁz dae Gclizgr'd acetobutylicum | 05g/lL |  0.04 0.016
2017 g DSMZ 792 En30h
Xing Paiade | . ChCl: Clostridium Butanol
etal, a:roz Ac. Férmico: |saccharobutylicum| 9.5 g/L 0.25 0.13
2017 Ac. Acético DSM 13864 En72h
Yu Residuos ) Etanol
etal, | herbales |, (NCL. | Saccharomyees | 44 q) 1 0.0875
2017 |de Akebia ' En 160 h
Guo  |Miscanthus G(I:igg’lt;l' Saccharomveces Etanol
etal., X ZOrol MYyCces. | g 77glL| 0.818 0.18
. Ac. cerevisiae
2019 giganteus | .. . En48 h
silicotungstico
Este Rastrojo . Etanol
Trabajo, | de |, (IO | Sacoharomyees. | 4545 | 0.404 0.868
2019 Pifa ' En12h
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Derivado del analisis comparativo de la Tabla 3.9, se puede argumentar que los
resultados de este trabajo sostienen una mejora substancial respecto al rendimiento
y productividad del proceso de fermentacion. Uno de los resultados mas directos y
semejantes de comparacion con este trabajo, son los obtenidos por Yu et al., (2017),
si bien, ellos obtuvieron hasta 25.57% (3.58 g/L) mas de etanol de lo obtenido en
esta investigacion, no se debe perder de vista que su proceso fermentativo se
prolongé hasta 160 h de incubacion, lo que representa hasta un 92.5% mas del
tiempo empleado en este estudio, este tiempo les permitié obtener un rendimiento
de etanol de hasta 100% (59.6% mas que este trabajo) pero a costa de una
productividad tan baja de 0.08 (g/L*h) lo que representa un 89.91% menos

productivo en comparacion con este trabajo.

Por otro lado, Guo et al., (2019) lograron obtener un rendimiento de etanol de 81.8%,
esto representa un 50.61% mas de lo que se obtuvo en este trabajo, sin embargo,
la concentracion de etanol que obtuvieron fue 15.83% (1.65 g/L) menor a lo obtenido
en esta investigacion, ademas, ellos requirieron de hasta 36 h mas (300% h) de
incubacion para alcanzar sus mejores resultados, por lo que su productividad fue

menor hasta en 79.26% en comparacién con lo obtenido en esta investigacion.

Para el resto de los resultados obtenidos por Xing et al. (2017); Xu et al., (2015) y
Procentese et al., (2017), en este trabajo se obtuvo de 8.82 — 95.20% mas producto
como resultado de la fermentacion, con un rendimiento también mayor que fue
desde 38.11 — 90.09% mas, por ultimo, respecto a la productividad, en este trabajo
se obtuvo de 85.02 - 98.15% mas productividad. Estos valores soportan
solidamente que el proceso fermentativo se desempefié con buenos resultados,
incluso mejorando lo obtenido por otras investigaciones. Los resultados apoyan
fuertemente la posibilidad de abandonar pronto lo prometedor que son los DES en
el proceso de obtencion de etanol de segunda generacion para pasar a la viabilidad

sostenible en la obtenciéon de bioetanol.
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CONCLUSIONES

Los fundamentos tedricos de esta investigacion se cumplen. La caracterizacion del
rastrojo de pifia como materia prima en funcion de lignina total, ASL y celulosa,
arrojé valores promedio de 28.59, 9.82 y 12.64% respectivamente, estos valores
iniciales permitieron apreciar el potencial del rastrojo de pifia para ser pretratado

quimicamente con los DES en el proceso de obtencion de bioetanol.

Con el pretratamiento quimico al rastrojo de pifa, empleando el DES ChCI:CH20z2;
la lignina total se redujo un 20% en promedio, la ASL disminuyd en promedio un
50% vy la celulosa se incrementd en un promedio de 200%. Este tipo de efectos
facilitaron la sacarificacion del residuo pretratado y la fermentacién efectiva del

hidrolizado enzimatico.

Con los disefios experimentales para el pretratamiento, se definieron las
condiciones Optimas operativas para maximizar la concentracidon de azucares
totales liberada en la hidrélisis enzimatica (<55 (g/L)). EI DES ChCI:CH20:2 resulté
ser el mas adecuado para pretratar rastrojo de pifia con una relacién molar de
1:2.43, una RSL de 1:23.16 g/g y una duracion de 14.14 h bajo una temperatura de
90 °C.

En la hidrélisis enzimatica se analizaron dos principales factores, los moles de acido
férmico (CH202) en la sintesis del DES para el pretratamiento y el % de enzima
empleado en la hidrdlisis enzimatica, con estos factores, se maximizd la
concentracion de azucares totales liberada en la sacarificacién del residuo (<52
(g/L)). Este disefio experimental definié el DES ChCIl:CH202 con una relacion molar
de 1:3.35 y una carga enzimatica de 5.38% como los niveles éptimos de operacion.
La carga enzimatica, en su término cuadratico, fue el factor mas significativo,
seguido del factor cuadratico del numero de moles del acido formico en el DES.
Estos resultados apoyan que se eligieron de manera adecuada los factores y sus

respectivos niveles para el analisis.
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El estudio del proceso de fermentacion por lotes de los azucares reductores
obtenidos del rastrojo de pifia, establecid que una carga de extracto de levadura de
2 g/L, permitié la obtencion de una concentracion de etanol de 10.42 g/L en un

tiempo de 12 h.

El proceso de pretratamiento se escal6 30.5 veces (4 g > 122.23 g), a través de
HPLC se registré una concentracion de 28 (g/L) solo de glucosa sin detectar xilosa,
este resultado podria no ser del todo adverso, debido a que puede sugerir que para
pretratar mayores cantidades de residuo es posible que se requiera una menor
cantidad de solvente para obtener mejores resultados. Este efecto es el que influyd

directamente en los resultados y viabilidad de la fermentacion para obtener etanol.

Como conclusion global de esta investigacion, se puede confirmar que el rastrojo
de pifia es un material lignoceluldsico viable en el que se puede emplear los DES
como pretratamiento quimico sustentable en el proceso de obtencion de bioetanol
de segunda generacion. La recuperacion del DES en todos los pretratamientos
hechos fue posible hasta en un 80% del volumen total utilizado, este es uno de los

factores que contribuyen a la sustentabilidad del proceso en general.
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RECOMENDACIONES

El tipo de material lignocelulésico es un factor determinante en el pretratamiento, se
recomienda para cada tipo de residuo, realizar pruebas aisladas de pretratamiento
con DES y posteriormente plantear un disefio experimental completo para definir las
condiciones especificas de operacion en base a la variable de respuesta

seleccionada.

El DES tiene una alta agresividad respecto a la remocién de lignina, llegando al
grado de remover también parte de la celulosa disponible en el material
lignoceluldsico, para evitar este efecto no deseado, se recomienda iniciar la sintesis
del DES con relaciones molares de 1:1 0 1:1.5 e ir evaluando el efecto del mismo

sobre el residuo.

Derivado del empleo de los DES sobre cascara, corana y corazon de la pifa en
comparacién con su rastrojo, se puede argumentar que los DES podrian tener
mejores resultados en materiales lignocelulésicos mas “duros” como, por ejemplo,
maderas 0 mazorcas de maiz; un residuo lignoceluldsico “suave” podria implicar la

remocion no deseada de celulosa disponible en el residuo.

Para el pretratamiento, se recomienda hacer escalamientos de 5 veces para hacer
comparaciones y detectar a tiempo un cambio substancial en los resultados e ir
ajustando las RSL del DES respecto al residuo lignoceluldsico necesario para lograr
pretratar mayor cantidad de residuo con menor volumen del DES y obtener mejores

concentraciones de azucares totales.

Antes de emplear el DES reciclado, se recomienda someterlo a centrifugacion y
posteriormente calentarlo a 100 °C durante 30 min para evaporar la humedad que
haya podido adquirir durante su almacenamiento y asi obtener la maxima eficiencia
del DES reutilizado.
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Es muy probable que con la centrifugacion y la evaporacién aplicada al DES
reciclado, se pueda precipitar y recuperar lignina de alta pureza; se recomienda
hacer una evaluacion de la misma si fuera el caso, la lignina recuperada podria ser

un subproducto de alto valor agregado.

Esta investigacion deja abierta la posibilidad de explorar cuantos ciclos de
pretratamiento se pueden llevar a cabo con el DES reciclado, comparar la eficiencia
en cada ciclo de reutilizacion del mismo DES y de esta forma cuantificar el beneficio
econdmico por la implementacion de los DES. Una linea de investigacion derivada
del empleo de los DES es la alta probabilidad de extraccion de lignina de alta pureza
disuelta en el DES recuperado, la lignina también tiene varios campos de aplicacion
debido a que se emplea como compuesto plataforma o reactivo de partida para la
sintesis de productos quimicos con diversas aplicaciones como farmacos,
colorantes, conservantes, polimeros, entre otros. Los compuestos aromaticos
polihidroxilados catecoles, quinonas, alquilaril éteres, etc. son una de las clases mas
importantes de compuestos empleados como intermedios o compuestos finales en
farmacologia, sintesis organica, y también en la industria electronica. Por todo esto,
lograr extraer lignina de alta pureza puede ser un producto secundario de alto
impacto en el proceso de obtencion de etanol mediante el empleo de los DES sobre
material lignocelul6sico; sin dejar de mencionar que este beneficio adicional también

contribuiria al beneficio econdmico del proceso en general.
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ANEXO A1

Diferentes sustancias HBA y HBD documentadas en la formacion de los DES

(Francisco et al., 2013).
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ANEXO B

TECNICA NREL

La técnica NREL referenciada en la seccion 2.3 en esta investigacion y descrita por

Sluiter et al., (2008) se siguio y se adaptd de la siguiente manera:

. Seleccionar 9 crisoles y 9 crisoles gooch para hacer pruebas por triplicado.

. Colocar los 18 crisoles en un horno durante 2 h a 120 °C, abrir el horno hasta que

disminuya la temperatura a 100 °C

3. Poner los crisoles en un desecador y dejar enfriar 20 min

4. Pesar los crisoles en una balanza analitica y anotar el peso de cada crisol

5. Repetir el proceso dos o tres veces hasta que el peso de cada crisol sea

constante por lo menos en tres puntos decimales

6. Pesar 9 papeles filtro del mismo diametro del fondo de los crisoles gooch

7. Colocar los residuos de pifia (cascara, corazén, corona y rastrojo) en trozos

13.

14.

pequenos en una charola de aluminio dentro del horno durante 24 h a 80 °C, abrir
la estufa a esa temperatura, moler y seleccionar un tamano de particula entre 0.6

—1.18 mm

. Determinar la humedad de los residuos deshidratados en una termobalanza, la

humedad debe ser menor al 10%

. Preparar una solucion de acido sulfurico al 72%
10.
11.
12.

Pesar 0.3 g de cada residuo por triplicado y colocarlos en tubos de ensaye
Introducir los tubos de ensaye en un bafio de agua caliente a 30 °C * 3 °C
Agregar 3 mL de &cido sulfurico al 72% a cada tubo de la muestra y mantenerlos
dentro del bafo de agua caliente durante 1 h

Mezclar con un agitador cada tubo cada 5 min sin sacar el tubo del bafo de agua
caliente

Al término de la hora, diluir la concentracion del acido sulfurico del 72% al 4%
agregando 84 mL de agua desionizada o destilada en un frasco de vidrio con tapa

roscable
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Introducir los frascos en autoclave durante 1 h a 121 °C, abrir autoclave hasta
que esté totalmente despresurizada

Dejar enfriar los frascos hasta temperatura ambiente antes de abrirlos

Vaciar el contenido de los frascos (uno a la vez) hacia un matraz kitasato con la
ayuda de una bomba de vacio, sobre el matraz kitasato se antepone una
alargadera tipo Walter y sobre ella un crisol gooch con papel filtro en su interior
Recolectar el licor filtrado en un recipiente adecuado para determinar la lignina
diluida en acido, el licor puede ser almacenado hasta por dos semanas en
congelacion

Medir la absorbancia del licor entre 0.7 y 1 a una longitud de onda de 240 nm en
un espectrofotometro UV, también, usar otra muestra del licor para medir
concentracion de azucares en un HPLC

Colocar cada crisol gooch dentro de otro crisol de porcelana. El sélido retenido
en los crisoles gooch se introduce durante cuatro horas al horno a 120 °C, se
deja enfriar en un desecador durante 20 min y posteriormente se toma el peso
de cada par de crisoles

Introducir los crisoles al horno de mufla a 575 °C durante 4 h, el horno de mufla
se abre hasta que la temperatura descienda a 100 °C

Tomar el peso de los crisoles que ahora contienen las cenizas de los solidos y
del papel filtro para poder obtener por diferencia de pesos el total de las cenizas.
Los datos obtenidos de la absorbancia y del HPLC, contemplando sus

respectivas diluciones, son empleados en las ecuaciones en la seccién 2.3
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ANEXO C1

La Tabla C1, muestra el analisis de varianza, con el que se concluyo la influencia
de cada factor mediante un analisis de valores p (probabilidad que mide la evidencia
en contra de la hipdtesis nula), un valor p < 0.05 (a, valor de significancia) rechaza
la hipétesis nula (todos los factores tienen el mismo efecto sobre la variable de
respuesta) y se acepta la hipotesis alternativa (no todos los factores tienen el mismo
efecto sobre la variable de respuesta). Estadisticamente se comprobd que por si
solo el factor de la RSL (g/g) no tuvo un efecto significativo durante el pretratamiento
al igual que el factor del tiempo (h). El nimero de moles de CH20:2 en el DES ChCI:
CH202 si tuvo un efecto significativo, asi como su propio término cuadratico. La
interaccion de los factores de RSL (g/g) y los moles de CH202 también resultaron
estadisticamente significativos revelando que el efecto de un factor en la respuesta

depende del resto de los factores en el término.

Tabla C1 ANOVA, regresion de superficie de respuesta para Azucares Totales

(g/L)
Grados Suma Media
Fuente Libertad Cuadrados Cuadrados ValorF Valorp

(GL)  Ajustados Ajustados

Modelo 9 2831.42 314.60 9.88 0.003
Lineal 3 1672.92 557.64 17.51  0.001
RSL (g/g) 1 85.85 85.85 2.70 0.145
Tiempo (h) 1 62.05 62.05 1.95 0.205
Ac. Férmico (mol) 1 1525.02 1525.02 47.89 0.000
Cuadrado 3 914.91 304.97 9.58 0.007
RSL (g/g)? 1 106.46 106.46 3.34 0.110
Tiempo (h)? 1 23.39 23.39 0.73 0.420
Ac. Férmico (mol)? 1 838.53 838.53 26.33 0.001
Interaccion de 2 factores 3 243.59 81.20 2.55 0.139
RSL (g/g)*Tiempo (h) 1 29.58 29.58 0.93 0.367
RSL (g/g)*Ac. Férmico (mol) 1 188.45 188.45 5.92 0.045
Tiempo (h)*Ac. Férmico (mol) 1 25.57 25.57 0.80 0.400
Error 7 222.92 31.85
Falta de ajuste 5 161.14 32.23 1.04 0.556
Error puro 2 61.78 30.89
Total 16 3054.34
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ANEXO C2

La Figura C1 muestra la grafica de probabilidad normal de residuos del modelo
obtenido en el disefio experimental para la optimizacion del pretratamiento del RP2,
en la figura se puede apreciar que todos los residuos se encuentran cerca de la
normalidad y distribuidos aleatoriamente, también, las diferencias entre los valores
observados y los valores predichos por la recta de regresion aplican para el modelo
con un ajuste del 92.70%, este valor soporta la confiabilidad de las correlaciones

del modelo mostrado en la ecuacién 3.1.
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Figura C1 Grafica de probabilidad normal en la optimizacion del pretratamiento del
RP2. La respuesta es Azucares Totales (g/L)
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ANEXO C3

La Tabla C2, muestra el analisis de varianza, con el que se concluyo la influencia
de cada factor mediante un analisis de valores p (probabilidad que mide la evidencia
en contra de la hipdtesis nula), un valor p < 0.05 (a, valor de significancia) rechaza
la hipétesis nula (todos los factores tienen el mismo efecto sobre la variable de
respuesta) y se acepta la hipotesis alternativa (no todos los factores tienen el mismo
efecto sobre la variable de respuesta). Estadisticamente se comprobd que por si
solos los factores de carga de enzima y moles de acido formico en la sintesis del
DES no tuvieron un efecto significativo durante el proceso. Sin embargo, los
términos cuadraticos de la carga de enzima y el numero de moles de acido férmico
en el DES ChCI:CH20:si tuvo un efecto significativo.

Tabla C2 ANOVA, regresion de superficie de respuesta para Azucares Totales

(/L)
Suma Media
Fuente GL Cuadrados Cuadrados ValorF Valorp
Ajustados  Ajustados
Modelo 5 1814.91 362.98 4.46 0.063
Lineal 2 559.36 279.68 3.43 0.115
Ac. Férmico (mol) 1 279.59 279.59 3.43 0.123
% Enzima 1 279.77 279.77 3.43 0.123
Cuadrado 2 1173.24 586.62 7.20 0.034
Ac. Férmico (mol)? 1 632.56 632.56 58 0.039
% Enzima? 1 877.42 877.42 10.77 0.022
Interaccion de 2 factores 1 82.31 82.31 1.01 0.361
Ac. Férmico (mol)*% Enzima 1 82.31 82.31 1.01 0.361
Error 5 407.37 81.47
Falta de ajuste 3 307.70 102.57 2.06 0.344
Error puro 2 99.67 49.83
Total 10 2222.28
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ANEXO C4

La Figura C2 muestra la grafica de probabilidad normal de residuos del modelo
obtenido en el disefio experimental para la optimizacién de la hidrdlisis enzimatica
del RP2 pretratado con DES, en la figura se puede apreciar que todos los residuos
se encuentran cerca de la normalidad y distribuidos aleatoriamente, también, las
diferencias entre los valores observados y los valores predichos por la recta de
regresion aplican para el modelo con un ajuste del 81.67%, este valor soporta la

confiabilidad de las correlaciones del modelo mostrado en la ecuacion 3.2.
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Figura C2 Grafica de probabilidad normal en la optimizacion de la hidrdlisis
enzimatica del RP2 pretratado con DES. La respuesta es Azucares Totales (g/L)
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ANEXO C5

Tabla C3 Resultados de la cinética de fermentacion

% Viabilidad | Células/mL | Biomasa (g/L)
Mh“:rzts’a EXTRACTO DE LEVADURA (g/L)
1 2 3 1 2 3 1 2 3

93.85 100 96.97 |3.05E+06 | 3.10E+06 | 3.20E+06 | 0.521 | 0.522 | 0.525

98.71 | 99.33 | 96.63 |7.65E+06 | 7.45E+06 | 8.60E+06 | 0.6585 | 0.6525 | 0.687

96.35 | 99.16 | 100.00 | 6.60E+07 | 5.90E+07 |4.15E+07 | 2.409 | 2.199 | 1.674

0
2
4 99.38 | 99.55 | 99.44 |3.18E+07 |3.31E+07 | 2.65E+07 | 1.383 | 1.4205 | 1.2225
6
8

98.41 | 99.43 | 99.82 |7.75E+07 | 8.73E+07 | 1.39E+08 | 2.754 | 3.0465 | 4.584

10 100.00 | 99.57 | 99.79 |8.90E+07 |1.16E+08 |2.36E+08 | 3.099 | 3.894 | 7.494

12 100.00 | 99.19 | 100.00 | 8.48E+07 | 9.15E+07 | 8.93E+07 | 2.9715 | 3.174 | 3.1065

14 100.00 | 100.00 | 100.00 | 1.32E+08 | 1.22E+08 | 1.13E+08 | 4.389 | 4.0965 | 3.8265

16 99.35 | 99.44 | 99.44 | 1.14E+08|1.33E+08 |2.68E+08 | 3.849 | 4.4115 | 8.4615

18 97.35 | 100.00 | 100.00 | 1.10E+08 | 1.09E+08 | 1.16E+08 | 3.7365 | 3.6915 | 3.894

20 100.00 | 100.00 | 100.00 | 1.20E+08 | 9.98E+07 | 1.94E+08 | 4.029 | 3.4215 | 6.234

22 100.00 | 100.00 | 100.00 | 9.53E+07 | 1.17E+08 | 1.31E+08 | 3.2865 | 3.939 | 4.344

24 100.00 | 100.00 | 100.00 | 8.70E+07 | 1.17E+08 | 1.31E+08 | 3.039 | 3.939 | 4.344

Tabla C4 Resultados de la cinética de fermentacion

Azicares Azlcares Totales Etanol (g/L)
Muestra Glucosa (g/L) \ Xilosa (g/L) (g/L)
horas EXTRACTO DE LEVADURA (g/L)
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

27.150 | 28.042 | 27.218 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 27.150 | 28.042 | 27.218 | 0.000 | 0.000 | 0.000

27.814 | 25.722 | 27.338 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 27.814 | 25.722 | 27.338 | 0.000 | 0.000 | 0.000

16.510 | 16.798 | 15.878 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 16.510 | 16.798 | 15.878 | 5.972 | 7.440 | 7.842

0
2
4 22.566 | 18.138 | 22.440 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 22.566 | 18.138 | 22.440 | 0.000 | 0.000 | 0.000
6
8

5.568 | 5.648 | 5.327 | 0.000 [ 0.000 | 0.000 | 5.568 | 5.648 | 5.327 |6.648 | 7.248 | 7.096

10 0.816 | 0.796 | 0.730 | 1.578 | 1.396 | 1.320 | 2.394 | 2.193 | 2.050 |9.563 | 9.845 | 9.291

12 0.589 | 0.815 | 0.575 | 1.259 | 1.411 | 1.329| 1.848 | 2.226 | 1.904 |8.870 | 10.420 | 9.650

14 0.700 | 0.778 | 0.658 | 1.290 | 1.331 [ 1.293| 1.990 | 2.109 | 1.950 |8.890 | 9.771 | 9.349

16 0.700 | 0.949 | 0.661 | 1.285|1.408 | 1.291| 1.985 | 2.356 | 1.953 |9.474 | 10.444 | 9.218

18 0.465 | 0.809 | 0.686 | 1.308 | 1.368 | 1.316 | 1.773 | 2.177 | 2.003 |9.559 | 10.399 | 9.189

20 0.800 | 0.893 | 0.711 | 1.3311.329 | 1.341| 2.131 | 2.221 | 2.053 |9.644 | 9.693 | 9.161

22 0.649 | 0.488 | 0.556 |1.234 (1.296 |1.221| 1.883 | 1.784 | 1.778 |8.704 | 9.308 | 8.236

24 1.245 | 0.631 | 0.408 |[1.430|1.265|1.169| 2.675 | 1.896 | 1.576 |8.453 | 8.668 |7.716

36 0.701 | 0.623 | 0.194 |1.241|1.145|1.061| 1.943 | 1.768 | 1.255 |8.374 | 8.056 |7.385
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ANEXO C6

Tabla C5 Rendimientos, productividad, velocidades globales, especificas y
eficiencia del estudio de las tres cinéticas de fermentacién

Yxis (9/9) Yois (9/9) Q (g/L*h)
EXTRACTO DE LEVADURA (g/L)

1 2 3 1 2 3 1 2 3
0.097 | 0.103 | 0.102 | 0.351 0.404 | 0.381 0.739 | 0.868 | 0.804
rx (g/L*h) rs (g/L*h) rp (g/L*h)
EXTRACTO DE LEVADURA (g/L)

1 2 3 1 2 3 1 2 3
0.204 | 0.221 0.215 | 2109 | 2.151 2.110 | 0.739 | 0.868 | 0.804
p (h7) Vs (9/g*h) Vp (g/g*h)

EXTRACTO DE LEVADURA (g/L)

1 2 3 1 2 3 1 2 3
0.069 | 0.070 | 0.069 | 0.710 | 0.678 | 0.679 | 0.249 | 0.274 | 0.259
n (%)

EXTRACTO DE LEVADURA (g/L)

1 2 3
68.602 78.988 74.600
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