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En la primera seccion experimental, la hoja de rastrojo de gideeniente de la Finca
el Establose caracterid y se encontré que contiene 85,2 % de humedad, 7,2 % de cenizas,
20,6 % de hemicelulosa, 28,7 % de celulosa, 10,07 % ligninabiespld,90 % de lignina

soluble.

Posteriormente, el material previamente seco y tamizado se pré@itah ozondlisis,
eneste proceso se estudio la influencia del tamafio de particula, flujo de ozono, carga de sélido
y pH mediante el andlisis TaguchilRe ello, se tuvo que el factor de mayor significancia para
la variable respuesta de azucares fermentables es la crgalido, ddorma que al operar
al 10 % m/v séogran concentraciones de hasta 1,710 mLy se identificé la presencia de
glucosafructosa xilosa y sacarosn el medio liquidoCon respecto a la remocidie lignina
insolubleen el s6lido remanentesedeterminé que los factores: cargi sélido, pH y tamafio

de particula poseen una influencia significativa, logrando una deslamific de un 23 % al
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operar conunacargade 5 % el tamafio de particulde 0,25 mmy a pH 3y en el limite inferior

porcentajes de hasta el 12 % en tan solo 30 minutos de exposicion.

Seguidamente, se llevé a cabo un andlisis preliminar mediante un Radbopara
determinar las condiciones del medio minimo de cultivo que favorecen el crecimiento
poblacional de la bacterigdl utilizar el medio LuriBertani, pH 7 e inoculacién de la cepa
liquida se logh una velocidad de crecimiento especifica d8@8F5h1, que corresponde a la

tasa mas elevada, por lo tanto, se fijan dichas condiciones para llevar a cabo la hidrdlisis.

Se realiz6 la hidrélisis de la biomasa Poputida KT2440en dicha parte experimental
se procedié a variar la carga déomasaque caresponde a la fuente de carbono de
microorganismo. Mediante un andlisis de varianza se determiné que existe diferencias
significativas al operar con cargas de 15, 45y 60 % m/v al 95 % de confianza, de forma que se
concluye quda condicién mas favorablgara la produccién de azlcares y deslignificacion se
dan al utilizar una carga media de biomasa obteniendo valores de 1,16 g/100 mL y 14 %
respectivamente. Ademas, en esta seccion se identifica la presencia de glucosesay
sacarosala existenciale algunos de estoazlcares se atribuye a la produccién de glucosa

isomerasa por parte de la bacteria.

Después, se llevd a cabo la ozondlisis del material a pH 3 y pH 11 con las condiciones
gue generaron mayores concentraciones de azlcares correspondiantd® % m/v de
rastrojo, un flujo de ozono de g Q/h y un tamafio de particula de 1.00 mm. Se determiné
que bajo estos parametros los resultados superan en un 48 % la media del disefio
experimental Taguchily y se establece qudos datos se ajustan al modeld
0 p Q , donde k posee un valor de0316 minty la concentracién maxima de
azUcares seria préoxima 895 g/100 mL con un’le 097 a pH 3y a pH 11 se tiene un valor
de k de0,0372 min'y una concentraciéon méma de azlcarede 2,561 g/100 mL con un?R
de 099. Al realizar la hidrolisis de la biomasa ozonada a los diferentes plf.patidase
determind un incremento en la produccion de glucosa en un 58iembargo, nase tuvo

presencia de las otras azUcariermentables obtenidas al usar el rastrojo natural.
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Finalmente, con el analigi®r microscopia electronica de barride corroboréqueel
pretratamiento a pH 3 log@r desintegrar de forma mas homogénea la estructura de la
biomasa, y mejar la actividad ezimética del microorganismo, cuantificando asiaun
deslignificacion entre procesos de un 33 % y un total de azlcares de 2,13 g/100 mL. Sin
embargo, al operar a pH 11 se logra una mayor concentracion de azlcares disueltas en el
medio (al realizar ambos ptesos) con un valor de3D g/100 mL, pero se observa poca
homogeneidad en cuanto a cambios morfologicos, que se confirmd al obtener una remocion

de 15 % de lignina entiteatamientos

Para futuras investigaciones se recomienda utilizar tamafios de paréctite 1 2
mm, variar la concentracion de ozono, operar el proceso a pH 3 y pH 11 durante un mayor
periodo de tiempo con el fin de obtener un perfil cinético tanto de produccion deaaes
como de deslignificacion del material para determinar el conmgurénto del sustrato a
través del tiempo. Ademas, cuantificar los monolignoles y &cidos organicos en disolucion con
el fin hacer balancede masa de consumpara cadacompuesto. Y para la hidrélisi®n
microorganismos se recomienda utilizar logomplejos enzimaticos correspondientes

celulasas, oxidorreductasas y xilanasas de forma directa.
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CAPITULO 2

ASPECTOS GENERALES DEL RASTROJO

2.1.Rastrojo de Pifa
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Figura2.1l. Planta de pifia y sus partésole, 2011)
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2.2. Biomasas lignocelulésicas
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2.2.2. Hemicelulosa
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2.2.3. Lignina

La lignina es por lo general, la fraccion mas compleja y pequefia de la biomasa
lignocelulésicase encuentrgresenteen la pared celular primaria y se encarga del soporte
estructural, impermeabilidad, resistencia contra microbios y al estrés oxidabgta
constituida por unpolimero heterogéneo de cadena largan unidades fenilpropanides (3
carbonos unidos a un alulde 6 carbonosjorrespondientes @-hidroxifenil, guaiacil y sirirlg
organizadagle forma aleatoria yaltamente ramificables Dichas unidades fenodlicas estan
unidas por enlacester, usualmente se les denominan monoligngkeson los precursores de
la polimerizacién oxidativa dellcohol coniferilicpalcohol cumarilicqguaiacil)y el alcohol

sinapilicarespectivamentgBajpai, 2016)



OH OH

OCH;  H,CO OCHj;
OH OH

Figura2.2. Monolignoles(Vasco, Ge, & Li, 2016)






CAPITULG

TIPOS DE PRETRATAMIENTAFA LA BIOMASA LIGNOCELULOSICA

3.1. Pretratamientode biomasas

El pretratamiento es el proceso utilizado para liberar celulosa y hemicelulosa del sello
de lignina y su estructura cristalimiz forma que hace quis polisacaridoseanaccesibles
para la etapa posterior de hidrélisis. La resistencia de las paredes de las células vegetales a la
desconstruccién se conoce como la propiedad de recalcitrancia de la biomasa. Los principales
factores que contribuyen a la rdcérancia de la biomasa lignocelulésica son el area
superficial, la proteccidn de la celulosa por la lignina, el caracter heterogéneo de las particulas
de biomasa y el revestimiento de celuld®anarasekara, 2013kl método de pretratamiento
histérimmente empleado para biomasa lignocelulésica corresponde a lalikidrécida
diluida; sin embargo este da como resultado una cantidad considerable de formacion de
inhibidores y descomgmicion de polisacarido. Como consecuencia, se han desarrollado varios

métodos de pretratamientogRaspolli & Antonetti, 2012)

Un pretratamiento eficaz debe cumplir los siguientes requiékosarasekara, 2013;

Raspolli & Antonetti, 2012)

1. Superar la recalcitrancia de la biomasa lignocelulosica

2. Producdn de sdidos altamentedigestibles que mejoren el rendiento de azucar
durante la hidrdkis.

3. Evitar la degradacion del azucar, especialmente la pentosa derivado de la
hemicelulosa.

4. Minimizar la formacion de inhibidores toxicos.
5. Permitir la recuper@on y explotacion de lignina para dar coproductos valiosos.

6. Ser rentables, involucrar reactores de tamafo razonable, bajo desperdicio y bajos
requerimientos energeticos.

Los pretratamientosse clasifican efas siguientesategorias:
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3.2.1. Pretrataniento Bioldgico

El pretratamiento bioldgico de la biomasa lignocelulésica utiliza el potencial de
microorganismos (hongos y bacterias) para reducir la recalcitrancia de la materia prima y
mejorar la digestibilidad mediante enzimas hidroliticas. Este dgpdratamiento se puede
efectuar al cultivar el microorganismo directamente en la materia prima o utilizando los
extractos de le enzima. Entre las ventajas del uso de este pretratamiento es el bajo
requerimiento de energia, sin embargtebido a la lentiid del proceso no se considera viable

a nivel industria(Agboret al., 2011; Rajendran & Taherzadeh, 2014; Vased, 2016)

3.2.2. Pretratamiento Fisico

El objetivo general de esta categoria de pretratamiento es reducir el tamafio de
particula del material lignocelulésico con el propésito de mejorar la digestibilidad, aumentado
la superficie especifica disponible, también reduce el grado de polimerizabiBh \
cristalinidad de la celulosa. La molienda y la irradiacion son tratamientos fisicos ampliamente
utilizados para la biomasa lignocelulésica. Otros métodos fisicos corresponden a: extraccion,

pirdlisis y vapor dalta presion(Agboret al., 2011; Rajendran & Taherzadeh, 2014)

3.2.3. Pretratamiento Quimico

Este corresponde al pretratamiento mas utilizado para mejorar la biodegradabilidad
de la celulosa mediante la eliminacién de lignina, para estedgtratamiento se emplean
diferentes agentes quimicos como acidos, alcalis, agentes oxidantes y ozono. Por lo tanto,
dependiendo del tipo de compuesto que se utilice se tienen diferencias en los componentes
estructurales del material lignocelulosico. Enuegos previos se ha reportado que los
pretratamientos con ozondlisis, peroxido y oxidacion humeda son mas efectivos para la
eliminacion de lignina, mientras que los tratamientos con acidos diluidos tanto organicos
como inorganicos son mas eficientes erstdubilizacion de la hemicelulogBeheraet al.,

2014; Tabil, Adapa, & Kashaninejad, 2016)
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Ventajas Desventajas
1. Baja generacion de compuest
inhibidores, especialmente de furfural
HMF(hidroximetilfurfural)
2. Selectividad a la degradacion de lign
con efectos minimos a la celulosa
hemicelulosa.

1 Alta reactividad, inflamabilidad, corrosic
lo hace un proceso peligroso.

2. Es unproceso exotérmico por lo qu
puede requerir un sistema de enfriamientc

3. Requiere materiales de construcci
especial, capaz de resistir las condiciones
oxidacion tales como: acero inoxidak
austenitico, vidrio, ceramicas, teflor
hypalon y concreto.

3.0Operacién a temperatura ambiental
presion nominal.

4. Generacion hsitu del ozono y st

utilizaciéon directa (evita problemas c 4. Costos elevados de consumo eléctrico.
suministro y almacenamiento)

5. Reduce la contaminacion ambiental.

6. No & requieren aditivos quimicos duran

todo el proceso de pretratamiento.
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3.3.1. Ozono

El ozono corresponde a un agente oxidante fuerte considerado amigable con el
ambiente, es 14 veces mas soluble en agua quexigleao, pero altamente inestable. La
produccion del ozono debe sar-situy se puede generar a partir de aire seco u oxigeno. Su
molécula triatbmica no lineal contiene un angulo obtuso y dos enlaces oxigeno de igual
longitud (@), ademas dicha estructurpresenta resonancia debido a que los 4tomos de
oxigeno finales poseen solo seis electrones, lo que define la naturaleza electrofilica del
compuesto. El potencial de oxidacion del ozono es de + 2,07 V, y se considera el oxidante
fuerte de mayor disponibilad capaz de reaccionar tanto con sustancias organicas e
inorganicagCoca, GonzaleBenito, & Garci&ubero, 2016; Marangon, Travaini, Colodette,

Morales, & Bolado, 2015; Travaetial., 2016).

La reaccion de oxidacion por presencia de ozono se puede llevar a cabo mediante dos
mecanismos: reaccion directa con el ozono molecular y reaccion indirecta mediada por las
especies radicales que se forman cuando el ozono se descompone enaelEhgazono
molecular predomina en disoluciones inferiores a pH Eh un medio alcalino, la
descomposicion del ozono resulta en la formacién rdédicales hidroxilosd w h gue
corresponde a un agente oxidante con un potenciat@e80 V. La velocidad derfoacion de
radicales también aumenta al elevar la temperatura del medio y con la presencia de metales

(BarreraMartinezet al., 2016; Chiang, Liang, Chang, & Chao, 2006;&ata2016).

Las reacciones moleculares desOn extremadamente selectivas y se limitan a atacar
a compuestos aromaticos y alifaticos insaturados, de forma contrariadibsales hidroxilos
poseen poca selectividad y pueden atacar moléculas organicas e inorganicas a tasas de
reaccion de difusion litada. A continuacion, se presenta las reacciones de descomposicion

del ozono en medio acuosiabdasli & ArslaAlaton, 2010)
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El mecanismo B, ocurre por el ataque electrofilico del ozono sobre el carbono
sustituido en el anillo lo que produce la hibridacién de la molécula que reaccionan a través de
diferentes rutas comoesobserva en la Figura 3.2. En la ruta C, el sustituyente hidroxilo se
puede desprotonar a través de una escision homolitica formando productos como catecoles
0 quinonas, aldehidos y el radical superédxido. La ruta @ag®r una escision heterolitica
produciendo la apertura del anillJdormando productos como el acido mucénico, maleico,
fumarico y peroxido de hidrégen&inalmente, el mecanismo E propone una-dioadicion
por parte del ozono al enlace insaturado del compuesto aromatico ocasionandertarrap
del mismo. En condiciones &cidas, se ha determinado que las rutas C y D ocurren
simultdneamente y la E puede llegar a predominar por la presencia (fegdeirédoet al.,

2019; Marangoret al., 2015)

> H . N
), ——— HO+0,+ o
o}
A OCH5 OCH;4 i
o D anssansads e
OCH; 3 o
H
O ifR=H 0
HO
/s
- () ° \/O N
OCH; OCH4 B smememamad - o
OCH;4
OCH; OCH3

if R = CH;
N
—— | (o]
OCH; OCH,
(o]

OCHs

CAIde¥SIoGOAsy RSt 212y2 02y St Y@FEgwiedNER RS
etal., 2019)

Las quinonas y atecoles productos de la ruta Cal ser estructuras con grupos
funcionales con alta carga electronica dan lugar a la apertura del ciclo aromatico por etra 1,3
cicloadicion del ozono a los dobles enlaces olefinicos del ciclo aromBitsoprincipales

productos de estas reacciones consecutivas corresponden a acidos organicos como el acido

f
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férmico, acético, oxalico, fumérico, maldnico, succinico y los radicales de las reacciones
indirectas como el hidroxilo, superéxido y el peroxidoherégeno(Figueirédeet al., 2019;

SouzaCoreia, Ridenti, Oliveira, Aradjo, & Amorim, 2013)

OH
C[ {Cathecol)
OH
lcz

= “COOH
., ~CO0OH

JD3
(”_COOH  cooH I
| + | + HCOOH + CO; + HyO:
CHO
CHO

103

7 COOH  CHO M

| + | + HCOOH + COp + Hx0;

CHO CHO

H;D;-l & OO

,
HCOQOH + COz COOH

CA3dzNgdSloGAds Yy RSt 2T 2y2 02y St  Y&@{y3neBENRE RIS
Stdr wnmo

La oxidacién de los enlaces dobles alifaticos por medio del mecanismo de Criegee se
presenta en la Figura 3.4, en donde se aprecia lxit|8adicion que da como resultado un
ozonoide incial. Posteriormente, se llewaabda descomposicion del primer @zoide por la
cicloversion 1,3lipolar produciendo isémeros de carbonilo simple y un éxido de carbonilo
que debido a la poca estabilidad se recombinan formando un ozonoide final, que reacciona
con los iones en disolucion formando los productos de la omis@larangon efal., 2015;

SouzaCorreia etl., 2013)
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El radicahidroxilo, como se observa en los mecanismos antericgesjnproducto

secundariode la reaccion del ozono con la lignina. Adens&stiene que, abperar en pH

basicodos iones hidroxilo promueven la descomposicion del oxidante hacia la formacién del

radical. Estos productos secundarios reaccionan con los carbohidratos y dan como resultado

la escision de los enlaces glucosidicos. El ataque de los radicales hidroxilos inicia con la

abstraccion del hidrégeno seguida de una oxigenacion del radical queuamna la

introduccién de grupos carbonilo a la molécula como se observa en la Figuyal8.paso a

la produccion de azucares y acidos organicos por el ataque del ozono mediante una 1,1

cicloadicion, observar Figura IMarangonet al., 2015)
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3.3.2. Generaién de ozono
Como se menciona anteriormente, la molécula de ozono al ser altamente inestable
debe generarsén situ Los principales métodos de produccién se llevan a cabo a partir de
fuentes de energia que permitan disociar las moléculas de oxigeno como lo es la descarga

eléctrica de alto voltaje, conocido como descarga de corona, y la exposicién fotoquimica en



18

donde la corrientes de gas se exponen a luz ultravioleta entre losl@9hm. La produccion
del ozono rige bajo la siguiente reaccion endotérnf€aca etl., 2016; Tap & Rice, 2012)
ol © 0§ yQ pt@Qidé a 1.7

La descarga de corona corresponde a la técnica de produccion méas rentable de ozono
en la actualidad. En este proceso se hace pasar la corriente de gas, ya sea aire u oxigeno puro,
a través de un campo eléctrico de alta energia entre dos electrodos, domdeéeuellos tiene
la funcion de tierra y el otro es el medio dieléctrico (portador de corriente de alto voltaje).
Cuando las moléculas pasan por el panel, los electrones con una energia superior excitan los
enlaces de union del gas produciendo la ruptuebedemento en radicales de oxigeno atémico

gue reaccionan con el oxigeno intacto, de la siguiente fqffap & Rice, 2012)

0 QO ¢0 1.8
cb c0 9 ¢ 1.9
El campo eléctrico que se genere en la cAmara depende directamente de la frecuencia
de operacién que pude ser; baja (500 Hz), media (160000 Hz) y altax000 Hz), del voltaje
gue se aplique y el material del electrodo. Usualmente estos componentes estan elaborados
por materiales con una constante dieléctrica alta como la ceramica y vidrio. Se estima que, en
un generado, entre un 85% y 95% de la energietdé@ suministrada produce calor, lo que
es perjudicial ya que un aumento en la temperatura del sistema produce la descomposicion
del ozono en oxigeno. Por ello, los ozonizadores de corona cuentan con sistemas de
enfriamiento, de forma que los electrodes encuentan dentro de un disipador térmico que

puede ser de aire, agua o fre¢@oca etl., 2016; Tap & Rice, 2012)
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4.1. Celulasas

Las celulasas pertenecen a una clase de enzimas que catalizan la hidrdlisis de los
enlaces glicosidicds 1,4 dentro de la cadena que comprende el polimero de celulosa. Las
enzimas celuliticas son inducibles, ya que pueden ser sintetizados por microgmgsnis
durante su crecimiento en materiales celulésicos. Existen al menos once familias de celulasas
que se clasifican segun las similitudes de su secuencia de aminoacidos y los estudios
estructurales de las diferentes familias muestran que las celulasasntienho pliegues

proteicos diferentegGolan, 2011; Gutiérrez, Moreno, & Montoya, 2015; Wilson, 2011, 2016)

Todas las enzias que degradan sustratos insolubles contienen un dominio de unién
adherido por un enlace peptidico al dominio catalitico (dc) y este es el responsable de la
hidrélisis per se. Al dominio o modulo de unién de celulosa se le denomina CBM (por su
nombre eninglés carbohydrate binding module), tiene el papel de: unir la enzima a la celulosa
para que el dc pase menos tiempo lejos del sustrato y logre mover la cadena del polisacéarido
a un sitio activo antes de que la enzima se difunda de la base. Tambiéncagaudel
reconocimiento de polisacaridos y, por ultimo, tiene una funcion disruptiva de la unién de la

celulosa y polisacariddgVilson, 2011, 2016)

Es importante recalcar que las celulasas tienen una cinética de reaccion no lineal en los
sustratos, debido a la heterogeneidad de los polimeros, por ello existen unaayiadad de
modelos cinéticos para predecir su comportamiento. En general, el complejo de enzimas
celulitica que descompone la celulosaieglucosa involucra las siguientes enzinj@slan,

2011; Gupta eal., 2013; Wilson, 2011)

flLas endoglucanasas: se caracterizan por hidrolizar engdwessidios internos al azar y en
regiones solubles o amorfas de la celulosa, o sea donde la estructura carece de enlaces de
hidrogeno y es mas desordenada. Lo que produce nuevos extremos, susceptibles a ser
hidrolizados por exoglucanasas, cortando habidargas de celulosa. Esto causa una
disminucioén rapida de la longitud del polimero y un aumento gradual de la concentracion de

azucares reductores.
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flLas exoglucanasas: estas hidrolizan la cadena de celulosa y los oligosacaridos con alto grado
de polimerizaion (DP) a partir de los extremos reductores de la cadena. Como producto final
liberan unidades sucesivas de glucagacohidrolasas, o celobiosa, y celobiohidrolasas.

fLas celobiohidrolasas: se encargan de hidrolizar las cadenas de celulosa mediante la
eliminacion de 2 unidades de los extremos no reductor y reductor. Esta accion da como
resultado una liberacion rapida de azlcares, pero produce pocos cambios en la longitud del
polimero.

flLasi -glucasidasas: convierten los productos oligosédcaridos de lanade las enzimas

anteriores descritas en glucosas.

Todos los componentes anteriores actlan de manera secuencial para facilitar la
descomposicion de la celulofaohn, 2011) esto se puede observar de forma detallada en la
Figura 4.1.
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Figura 4.1Representacion de la hidrdlisis de celulosa enzim@Goaredor, 2008)
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4.2. Mecanismos de accion deslaelulasas

La hidrolisis por glicosil hidrolasas se puede llevar a cabo por medio de dos
mecanismos, de conversion o de inversion de la configuracion del carbono anomeérico. Ambos
mecanismos requieren dos cadenas laterales de carboxilo, una que esté protonada (acido
catalitico) y la otra que no lo estd (base catalitica, nucledfilo). La disposicion de los
aminoacidos en el sitio catalitico determina el tipo de mecanismo en el cual se llevard a cabo
la hidrolisis. Si los aminoacidos se poseen una distandi&®,8&A seda el de conservacion,
mas si estan a una proximidad€80s ! a4 dzOSRS St Y S @En¢imécahBmaRS Ay ¢
de inversion(ver Figura 4.2.A)a base catalitica activa una molécula de agua mediante la
eliminacion de un proton y la molécula de agua atakenlace -1,4 por detras, lo que provoca
la inversion de la posicién Unica, mientras que el acido catalitico dona un protén al producto
de escision. En el mecanismo denservacion la base catalitica ataca al enlacel,4
formando un intermedio covatde que esta invertidoEl ahora desprotonado carboxilato
acido actia como base y se une a la molécula de agua nucleldféiGando el producto final

(Gutiérrezet al., 2015; Wilson, 2011)

A  Acido =" — —l— —it e
S 0770 o g
H v o H -
X i A0 038
% O, ] “\ R _\ e
\—"0r — b - = '\_,_\ﬁ\ +  HOR
{‘\ o" o~ OH
—O('\ _0 Estado d Oa ';,:_O o
Base TM | tr:nasié)io'r:e [ |

Figura 4.2.AMecanismos de hidrdlisis enzimatiGutiérrezRojaset al, 2015)
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Figura 4.2B. Mecanismos de hidrélisis enzimat{GutiérrezRojaset al,, 2015)

4.3. Degradacion microbiana de la lignina

La lignina corresponde a un polimero aromatico cdiferentes unidades
fenilpropanoides unidas por gran variedad de enlaces carlwamnibono, lo que forma una red
tridimensional compleja que cumple la funcion de proteger la ostuldel ataque de
patogenos o saprafitos. En el dltimo paso de la biosinteseste compuesto se evidencia que
las peroxidasas vegetales y algunas lacasas oxidan el monolignol (monémeros de lignina) a
radicales fenoxi, lo que resulta en diversas estructuras diméricas fendlicas que se estabilizan
por el acoplamiento de enlaces étmtre la posicion fendlica y al ser estos enlaces de caracter
no fendlico permite que las enzimas puedan oxidar la estructura nuevam@hiz &

Martinez, 2009; Xu & Wang, 2014)

La naturaleza aromatica no fendlica de las unidades de lignina, permite la oxidacion

del compuesto por oxidorreductasas, como lo son las peroxidasas. gpstaen dos
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caraceristicagjue le permiten deslignificar biomasas correspondientasmgootencial redox
alto que permite la oxidacion de anillos aromaticos no fenoydascapacidad dgenerarun
oxidante de proteinagperoxido de hidrégenojnediante transferencia de ettrones al
cofactor del hemgpformando un radical libre de triptofano catalitico en la superficie de la
proteina, donde puede interactuar con el polimero de lignina volumifitisa & Martinez,

2009)
4.4Enzimas encargadas de la degradacion de lignina

Como se presenta en la seccion anterior, la degradacion de la lignina se ve
directamente relacionada con la produccide las enzimas correspondientes a la lignina
peroxidasa y lacasas. La primera se eralg oxidar el anillo aromatico y la segunda se

encarga de degradar sustratos especifigtshad & Singh, 201.3)

4.4.1. Lignina Peroxidasas (LiP)

Es una glicoproteina, extracelular, que deperntig peréxido de hidrégeno oao
cofactor. Tiene un potencial redox alto y actia en pH bajo. Tipicamente, muestra poca
especificidad hacia sustratos y degrada los compuestos que tienen relacién con la lignina. El
LiP oxida el anillo aroméatico metoxilado o anillos no fendlicos, de fagueaelimina un
electron y genera radicales cationicos que son atacados enzimaticar(femtead & Singh,

2013)

4.4.2. 1 acasas

Es una oxidasa extracelularghicosilada que contiene cuatro atomos de cobre en el
sitio activoque se distribuyen entre diferentesitios de union.Las lacasas catalizan la
oxidacion de una variedad de donantes de hidrogeno aromatico con la reduccion de oxigeno
molecular a agua, ademas oxidan los acidos fendlicos y metoxifendlico mediante la
eliminacion de un electron y un proton de los grupos hidroxilo o de grupos amino aromaticos,

también descarboxilan y atacan los grupos mefxhad & Singh, 2013)
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4.5.Pseudomonas
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4.5.1.Pseudomonas putida KT 2440

La cepa KT 2440, esPaeudonoma saprofitica mejor caracterizada, es el primer
Gramnegativo del suelo certificado como una cepa de seguridad no patdogena. El genoma
KT2240 revela que esta posee vias metabdlicas para la trasformacion de una alta variedad de
compuestos aromaticos derivadode la lignina, por lo que es apropiada para la
descomposicion de la molécu(dlelsonet al., 2002)En la investigacion dahmadet al.,
(2010) se concluye que este microorganismo degrada la lignina por la presencia de lacasas
extracelularesdebido a que se diel consumade esta en ausencia de peroxitd@rogeno,

cosustrato necesario para la activacion de las peroxidasas extracelulares.

P.putidaes altamente resistente a las tensiones enddgenas y exdgenas, lo que la hace
tolerante a productos quimicos industriales comoetnol, tolueno y subproductos de la

hidrolisis de biomasas. Secaracterizan por su capacidad de crecer a partir de pocos
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carbohidratos, como por ejemplo algunas hexosas (glucasaciosg y también por ser

incapaz de metabolizar disacaridos o azUcades 5 carbonos productivamente. Este
microorganismo se ha modificado con el fin de ta@bién consuma lailosa derivada de la
hemicelulosa como fuente de crecimiento, mediante la implementacién de la ruta de la
isomerasa y xiloxinasa que convierte kxilDsa en Ixilosa5-fosfatod 5 @2 njt | 3 RS [ 2

2018)

Ademas, segun la investigacion realizado Matakhudairet al.2017) dicha bacteria
al poseer diversidad de complejos enziméticos es apropiada para realizar hidrélisis de
biomasas, reportando resultados en produccion de gluegee 0.26mg/mL- 1.1 mg/mL
después de exponer el material al pretratamiento de ozorldiplicando la produccion de
azucar presente al utilizar Unicamente ese pretratamienfambién, seevidencan tanto
cambios end morfologia del material como en los grupos funcioséigados al compuesto

de ligninapresentes en el sustrato producto de la hilisis con la cepa.
4.6. Crecimiento poblacional bacteriano

El crecimiento bacteriano se define como el incremento ordenado de los
constituyentes quimicos de una célula, el cubolucra un cambio en su tamafio para su
posterior division. El incremento poblacional es el resultado del aumento del nimero de
células, las cuales se pueden cuantificar individualmente, al contabilizar la cantidad de células
o indirectamente con una mecibn de masa que implica la inclusion de dos mediciones

importantes correspondientes a la densidad éptica y turbidez oftieaela & Grotiuz, 2006)

El calculo de células totales se puede realizar con un recuento microscopico en una
camara de volumen definigein embargo, en este se toman en cuenta tanto las células viables
como no viables. Por ello, masolocuantificar las viables, es necesario hacer un cultivo en
medio solido para contar el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) presentes en

un vdumen conocido de la muest(&arela& Grotiuz, 2006)
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En un sistema cerrado, el crecimiento poblacional bacteriano se limita por el
agotamiento de nutrientes o por la acumulacion de agentes inhibidores. Al realizar un conteo
de células en funcion del tiempo se tiene un crecimiento caréatteo, el cual se observa en
la Figura 4.3, mas este comportamiento puede variar segun las caracteristicas propias del

microorganismogel estado metabdlico y del medio de cultfjv@rela & Grotiuz, 2006)

Log del numero de células

L 1 I ] | | L 1
TIEMPO

Figura 4.3Curva de crecimiento bacteriano a)fase de latencia b) fase exponencial c) fases

estacionaria d) fase de muer(¥'arela & Grotiuz, 2006)
Las cuatro zonas caracteristicas del crecimiento bacteriano correspor{éeirer, 2006)

1) Fase de latencia: en este periodo la bacteria tiene que ajustarse a las nuevas
condiciones de entorno, como la disponibilidad de nutrientes, agua, pH y la
temperatura. El numero de células permanece constante, sin embargo, hay un
aumento de s componentes macromoleculares y de la actividad metabdlica.

2) Fase exponencial: al adaptarse al entorno las bacterias comienzan a reproducirse de
forma acelerada, produciendo una tendencia exponencial de division.

3) Fase estacionaria: durante este periododseel agotamiento de los nutrientes y se

generan subproductos toxicos que eventualmente llevan a la muerte de las c®inlas
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embargo, estas se siguen reproduciendo, por ello la cantidad de células permanece
constante y esto produce un punto de equilibrio

4) Mortalidad o fase letal: en esta fase la acumulacién de subproductos toxicos,
agotamiento de energia y los cambios en el pH en el cultivo inhiben el crecimiento de
los microrganismos y produce la muerte de las células existentes llevando al cultivo a

unafase de extincion.

La tasa de crecimiento bacteriano, usualmente, sigue un modelo empirico
llamado cinética déonod, el cual relaciona el cambio éamconcentracion de sustrato a un
crecimiento bacteriano espéico por medio de la siguiente expresiératematica(Baushke
& Hashsham, 2007)

Y (4.6.1)

Donde,

‘ : velocidad de crecimiento especificd, s

' : velocidad de reaccién especifica de crecimiento maximo, s
S:concentracién de sustrato, g/ din

0 : constante de Monod, g/ din

El modelo de Monod relaciona el crecimiento microbiano con la cantidad de sustrato
disponible en un sistema no estacionario. Por lo que la cinética se comporta de dos formas: la
primera corresponde a una reaccion de orden uno, donde la concentracion dlascéls
directamente dependiente a la concentracion de sustrato (fase exponencial) seguido de una
cinética de orden cero que indica un crecimiento constante independiente de la cantidad de
sustrato disponible. Como se videncia en modelo matemético el slegtérmino de la
expresion tiende a uno cuando se trabaja con S muy altas lo que permite aproximar el

crecimiento bacteriano a (Baushke & Hashsham, 2007; Fogler, 2008; Hu, 2018)
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Figura 4.4 Relacién entre la velocidad de crecimiento bacteriagpecificaon la
concentracion de sustratHu, 2018)

La expresion mas empleada para determinar el crecimiento bacteriano en fase
exponencial es la ecuacion simplificadaMenod, esta rige bajo la suposicion de que la
velocidad de crecimiento celulas proporcional al nimero de células vivas en cualquier
momento, dado que el aumento poblacional es resultado de la division de una célula viva en

dos. Se representa bajo la siguiente ecua¢ierk, 2009; Fogler, 2008)

Q6
5 (4.6.2)

Qo
Donde,
i : velocidad de crecimiento de la célula, gfthn
0 : concentracion de células, g/ dm
dt: diferencial de tiempo, s
El medio, tanto fisico como quimico, en que se encuentre el microorganismo es
determinante para la reproducibilidad de las células. Entre los factores de crecimiento

poblacional de las bacterias se encuenfigar, 2008; Varela & Grotiuz, 2006)

4.6.1. Nutrientes:
A pesar de que leélula microbiana esta constituida aproximadamente de un 70 % en
peso de agua, requiere componentes soélidos y gaseosos para su desarrollo. Sus principales

componentes gaseosos corresponden al oxigeno e hidrégeno. Ademas, esta constituida por
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cuatro elemenos principales: carbdn, nitrégeno, azufre y fésforo, los cuales temnmiaa
representar el 95 % del peso celular. Se ha comprobado que el carbon representa parte
integral de todas las células; el nitrégeno esté relacionado a las proteinas, coenzindasy ac
nucleicos (ADN,ARNAdemas, el azufre es componente vital de las proteinas y coenzimas;
mientras que el fosforo es el componente esencial de los acidos nucleicos. Los
micronutrientes, a pesar de estar en cantidades muy pequefias, son importantedapara
nutricién de la bacteria, entre estos se destachial, K, C&*, M¢?*, Mn?*, C@*, Zr¥*, C\#",

Fe*y Mo** (Kar, 2008)

4.6.2. Temperatura

Es uno de lasaviables mas influyentes en la proliferacion y mantenimiento de la
vitalidad de las células. Las bacterias poseen una temperatura minima bajo la cual no pueden
proliferar, un rango de temperatura Optima dénde su crecimiento es mas rapido y
temperatura méxina, por encima de estas no logran multiplicarse. De acuerdo a la
temperatura 6ptima de crecimiento, los microorganismos se pueden clasificar en: Psicrofilos
y Psicrotréfo que requieren de bajas temperas para su crecimiento, mesofilos, poseen afinidad
a las temperaturas moderadas y los termofilos, que son aquellas que necesitan altas
temperaturas para crecer. A continuacion, en el Cuadro 4.1, se presentan las temperaturas a

las cuales se pueden desarrollar adecuadamente cada clasifi¢a@groni, 2009)

Cuadro 41. Temperaturas apropiadas para el crecimiento bacteri@gfaner, 2006)

Tipo Temperatura Temperatura Temperatura
minima / (°C) adecuada / (°C) maxima / (°C)
Pscrofilos -12 5-15 20
Pscrotroéfico -8 20-25 35
Mesofilos 5 3045 50
Termdfilos 35 4560 70
Extremofilos 70 85-90 100

Termdfilos
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4.6.3. Condiciones deH

El pH es un factor esencial para el metabolismo y crecimiento bacteriano,la mayoria
de las bacterias tienen un crecimiento éptimo en medio de pH neutro o ligeramente alcalino,
entre 6,5y 7,5, a este tipo se le conoce como neutréfilos. Sin embargo, algactasias
tienen capacidad de genética de producir acidos a partir de carbohidratos, a estas se les
conoce como acidogénicas. También, existen los microorganismos que se logran desarrollar
en presencia de un alto grado de acidez llamadas acidofilasatdsrias aciduricas, que
tienen la capacidad de seguir creciendo aunque el pH descienda y las alcal6filas los cuales se

reproducen en medio alcalind/lontoya, 2008)

4.6.4.Condiciones osmoticas y disponibilidad de agua

El agua corresponde a un requerimiento esencial y un factor importante para el
crecimiento microbiano, la disponibilidad de esta no depende Unicamente del contenido en
el medio, ya que si hay altas concentoees de sales y azUcares estas absorben el agua
disminuyendo asi su disposicion, por ello es importante controlar la cantidad que se provee
en el mediode cultivo. Generalmente los microorganismos se encuentran en ambientes con
menor cantidad de solutosn su interior, por lo tanto, el agua entra a la célula por osmosis; si
el medio se encuentra a mayor concentracion el agua tendra a salir de la célula, con el fin de
llegar el equilibrio. Existen tres tipos de microorganismos segun el medio en el que se
desarrollan: halofilos, crecen en altas concentraciones salinas; osmdfilos, que se desarrollan
en altas concentraciones de azucares y los xerofilos, microorganismos que crecen en

ambientes muy sec@®lontoya, 2008; Varela & Grotiuz, 2006)
4.7. Métodos de medicion directa del crecimiento microbiano

Para la medicion directa del crecimiento microbiano se utilizan métodos que
determinan el nimero de células, dicha magnitud se registra como el nimerélalas que
hay por unidad de volumen o masa. Para llevar acabo dicho recuento, el procedimiento se
efectlia mediante una serie de diluciones. A continuacion, se presentan algunas de las técnicas

gue se llevan a cabo:
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4.7.1. Recuento en placa

Este correspode al procedimiento mas utilizado para la medicion de las poblaciones,
la ventaja de utilizar este es que cuantifica el nimero de células viables, mas requiere mucho
tiempo para que las colonias sean visibles. La técnica que basa en la suposicion aldaque ¢
bacteria crece y se divide para producir una unica colonia por ello suele reportarse como
unidades formadoras de colonias (UFC). Para realizar un buen recuento se requiere un nimero
limitado de colonias, por ello para asegurar que los recuentos seapiapos el inéculo
original se diluye varias veces proceso que se denomina como dilucion seriada, tal como se

observa en la Figura 4 @.ortora, Funke, & Case, 2007)

1mL 1mL 1mbL 1mL 1mL

Inéculo

| 9 mlL de caldo
original | en cada tubo
Diluciones 1:10 ’ 1:100 i 1:1 000 1:10 000 ‘ 1:100 000
W/ \__/, &/ \
11 L

=~ S =/

1|mL 11mlL l‘lmL 11mL
Siembra

en placa \

\ J \ “‘l'}
\ 4 i 4
NG >4 NG \\\77 o

1:10 1:100 1:1 000 11 10 000 1:100 000

m

J \

Calculo: nimero de colonias en la placa x inversa de la dilucion de la muestra = nimero de bacterias/mL.
(Por ejemplo, si se observan 32 colonias en la placa correspondiente a la dilucién 1/10 000,
el recuento es 32 x 10 000 = 320 000 bacterias/mL de muestra.)

Figua 4.4.Recuento en placa y diluciones seria{lBartoraet al., 2007)
El recuento de placa se realiza ya sea con el método de placa vertical o el deats@men
placa. Para la primera de las técnicas, se inocula 1,0 mL o 0,1 mL de diluciones de la suspensién
bacteriana en una placa Petri. El medio nutritivo, en el que el agar se mantiene liquido en un
bafio de agua préximo a los 50 °C, se vierte sobreulestra y se mezcla en el medio con
agitacion suave de la placa, en el momento en el que el agar se solidifica la placa se incuba.
Para el método de diseminacion, sobre el agar vertido y solidificado se coloca 0,1 mL del

indculo, que se extiende de formumiforme con una varilla de vidrio esterilizada, la ventaja al
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realizar esta técnica es que permite el crecimiento de todas las colonias sobre la superficie del
medio(Tortoraet al., 2007)

4.7.2. Método del nimero mas probable (NMP)

En esta técnica se efectla bajo el principio de tubos mdltiples, se basa en la suposicién
de que las bacterias pueden separar unas de otras mediante agitacion, obteniendo como
resultado una distribucibn homogénea en la muestra. Se inoculan volimenesidatesae
la muestra en un medio de cultivo apropiado por medio de disoluciones sucesivas hasta que
se dé al menos un resultado negativo, de forma que la combinacion de los resultados positivos
y negativos permite cuantificar la densidad de bacterias pedionde célculos probabilisticos.
Normalmente, se utilizan factores de dilucién de 10, inoculando multiplos y submultiplos de
1 mL. Este método es util cuando los microorganismos no se desarrollan en medio sélidos

(Rold n & Ramxez, 2008; Tortorat al., 2007)

4.7.3. Recuento microscopico directo

Para llevar a cabo este procedimiento se requiere un volumen definido de una
suspension bacteriana dentro de un area limitada en un portaobjetos, se agrega colorante
para observar mejor las bacterias y la muestra se observa con la lente del objetivo de
inmersion, lo que permite calcular el nUmero promedio de bacterias en un dqdroporaet

al., 2007)
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CAPITUL®

TECNICAS PARA PRODUCCION DE AZUCARES FERMENTABLES
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GASYSy R2& LR&aAAOE SKABRNEA A QA NNBE DIVRYR/RSNIAFGNI I ¥
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5.1. Hidrélisisacida
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5.2. Hidrélisis enzimatica

La hidrolisis enzimatica es un proceso en el cual las enzimas mejoran la escision del
enlace en las moléculas con la adicién de agua, este se lleva a cabo con enzimas llamadas
celulasas, para la produccion de &stenzimasse utilizan tanto bacterias como hongos
aérobicos o anaerdbicos, mesofilos o terméfilos. Los grupos principales de las enzimas
corresponden aSy R2 3f dzO2y | &1 ¥ SE2 3t dzOgufdsidasaEe tidSt 2 6 A 2
de hidrdlisis se caracteriza por regiremedios menos fuertes con respecto a la hidroélisis
acida, debido a que esta se realiza bajo condiciones medias tanto de pH como de temperatura

(Cordoba, 2011; Mussatto & Teixeira, 2010)
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CAPITUL®

METODOLOGIA

6.1. Metodologia experimental

A continuacién, se procede a detallar la metodologia utilizada a lo largo del proyecto
tanto en la parte experimental como las técnicas de cuantificacion de las variables en estudio

de cada etapaEn la Figura 6.1, se presenta el diagrama con la secuencta@altgica

empleada.
1.Caracterizacion de la hoja de 3. Hidrélisis de la biomasa con ¢
rastrojo de pifia microorganismd®.putidaKT2440 5. Caracterizacion del solido

posterior al pretratamiento
de ozondlisis y de la hidrélisit
con el microorganismo
P.putidapor SEM

1 Cuantificacidn de azucares fermentable
en el liquido remanente.
1 Deslignificacion de la biomasa pretratac

9 Acondicionamiento del material
9 Disminucién del tamafio de
particula

T : T

2.0zondlisis de la hoja de rasjo de pifia 4.0zondlisis seguido de la hidrdlisis con
microorganismd.putidakT2440

9 Cuantificacién de azUcares fermentable L )
en el liquido remanente 9 Cuantificacion de azucares fermentable

en el liquido remanente.
1 Deslignificacién de la biomasa pretratac

1 Deslignificacién de la biomasa pretratac
Figura 6.1Diagrama de secuencia experimental.
6.1.1. Acondicionamiento de la materia prima
La materia prima deste proyecto corresponde a la hoja de rastrojo de pifia de la
variedad MD2. Eaffue proporcionaay recolectada déa Finca eEstablo ubicada en Guatuso

gue se encarga del cultivar la pifia de forma organica y sin uso de desecantes.

El materialse secéen una estufa &0 °C hasta obtener una humedad aproximada de 7%.
Posteriormente, con ayuda de umolino de cuchillas se lléya muestra a tres tamafos de

particula correspondientes gZb mm, Q56 mm y 10 mm.
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Figura6.2. Hoja de rastrojo de pifia seeadiferentes tamafios de particula
6.1.2. Ozonacion de rastrojo de pifia
Paradeterminar la efectividad del pretratamiento de ozondlisis en el rastrojo de pifia,
se llevo a cabo el disefio experimental Taguehidn repeticion. Este analisis estadistico
permitié6 determinar el efecto de cuatro factores a tres niveles diferentes gmagleso de

ozonodlisis. En el Cuadro 6.1, se presenta el arreglo con las condiciones de estudio.

Cuadro6.1. Arregloortogonal TaguchisL

NUmero de Tamafio de Carga de Flujo de ozono H
Corrida particula/ (mm)  solido/ (Y%om/v) /(g Os/h)
1 0,25 1 3,7 3
2 0,25 5 4,1 7
3 0,25 10 50 11
4 0,5 1 4,1 11
5 0,5 5 50 3
6 0,5 10 3,7 7
7 1,0 1 5 7
8 1,0 5 3,7 11
9 1,0 10 4,1 3

Para la ozondlisis se realizdé el montaje presente en la Figdr&é.trabajé en un
sistema semcontinuo. Por lo tanto, séijo un volumen de operacion de 900 ke agua
ultrapura obtenida del CITA, el tiempo de exposicion se establecio en 30 min y la velocidad de

agitacion en 250 rpm. El pH se adecu6 con disoluciones de NaOH y HCl al 1 M, segun el valor
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deseado y, finalmentese cuantifico el valor con un pHmetro. Posteriormente, se realizo la
cargade biomasa con diferente tamafio de particula y se procedio a variar el flujo de oxigeno
con ayuda de las valvulas reguladoras de forma que el rotametro del generador de ozono
indicara el valomecesario. La recoleccion de la muestra, tanto liquida como sélida, se dio
inmediatamente después del plazo de exposicion del material al ozono. El sélido se procedio
a lavar con agua ultrapura y a la muestra liquida se le agregaron 2 mha désatucion de Kl

al 2% para detener la reaccion al inhibir el efecto del ozono residual. Finalmente, se cuantificd
la concentracién de azucares en el medio liquido por cromatografia y se realizo el

procedimiento NREL para determinar el porcentaje dergen la biomasa.

6.1.3. Crecimiento bacteriano en distintos medios de cultivo

Se realiz6 un disefio factoriaf @on el objetivo de encontrar el medio de cultivo
minimo, pH y el medio de inoculacién de la cepa, que permitiera la mayor tasa de crecimiento
bacteriano dePseudomona putida KT2440s factores en estudio se encuentran el Cuadro

6.2. y el arreglo experimental en el Cuadro 6.3.

Cuadro6.2. Variablesy factoresde estudioen el factorial 2

Factores . Nivel
Bajo Alto
pH 6 7
Método delnoculacion Colonia disuelta en solucion salin Liquido
Medio de Cultivo AbdulKadhim & Jarallah (AKJ) LuriaBertani (LB)

Como se observa en el Cuadro 6.2, el primer medio de cultivo minimo corresponde al
AbdulKadhim & Jarallgheste fue preparado acorde a la investigacMualakhudairet al.
(2017 con una composicion de 0.5% de extracto de levadura, 0.02% de sulfato desmagn
y 0.02% de fosfato de amonio dibasico. El medio tBeidani se utilizé con una composicion
de 0.5% de extracto de levadura, 1% de triptona, 1% de cloruro de sodio. Se hizo uso de este
medio ya que en investigaciones previas esta bacteria ha dendostesmer buenas tasas de

crecimiento celular y alta actividad enzimatig@benget al., 2018) Es importante recalcar
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que los mediosle cultivofueron provistos por la Escuela de Microbiologia de la Universidad
de Costa Rica.

Cuadro6.3. Arreglo experimental del factoriaP2

Numero de Corrida pH _Metodo .d,e Medio de Cultivo
inoculacion
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +

Dicho estudio, se llevo a cabo en una placa de 96 pocillos. Se adicion6 a cada pocillo
200 L de medio de cultivo y se inocul6 g de la cepa. Se procedié a cuantificar el cambio
de absorbancia una longitud de onda de 650 nm en un espectrofotdmetraacd0 min
durante 14 horas para cada pozo, ademas este setamda25 °C. Posteriormente, con los
datos recolectados se realizaron las curvas caracteristicas de crecimiento bacteriano. De
forma que, con la zona exponencial y el modeld/bmodsimplificadq se procedié a calcular
la velocidad de crecimiento especifico que corresponde a la variable de respuesta del estudio
preliminar.
6.1.4. Pretratamiento microbiolégico con la cepa Pseudomona putida KT 2440

Por medio de un andlisis de varianza (ANOVAY@eedid a estudiar el efecto de la
carga de biomasa en un 15%, 45% y 60 % (m/v) expuesta al pretratamiento con el
microrganismo celulolitico, con el fin de determinar cuél porcentaje de solido beneficia la

produccion de azlcares y disminuye la cantidadigiéena en la biomasa.

Del estudio preliminar, se fijaron las condiciones que reportaron la mayor tasa de
crecimiento bacteriano correspondientes al medio de cultivo EBegani a pH 7 y un medio
de inoculacion liquido de la bacteria. Se trabajé en eneyers de 125 mL con un volumen

de control de medio de cultivo de 50 mL y un tamafo de particula del rastrojo de 0.25 mm
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previamente autoclavado. Los erlenmeyers se incubaron en un shaker a una temperatura de

25 °C, a 200 rpm durante tres dias.

6.1.5. Cuatificacion de azUcares fermentables

El andlisis de azlcares fermentables se llevd a cabo por cromatografia liquida de alta
resolucién, en las instalaciones del CITA. Las muestras provenientes de la ozonacion se
inyectaron a una columna de intercambio iémiRCMMonosaccharide Supelcogel 7,8
ID x 300mm) marcaPhenomenex REZEXjue cuenta con un soporte de estireno
divinilbenceno sulfonado con un 8% de ion calcio. La fase mavil corresponde a agua ultrapura
a un flujo de 0,4 mL/miny el volumen de ingién de las muestras fue dgiB. La temperatura
de operacion de la columna fue de 80 °C y del detector de indice de refraccion de 45 °C que

corresponden a las condiciones idoneas de operacion.

La cuantificacion de las azUcares, se determiné a partiudeas de calibracion que
relacionan el area con la concentracién de disoluciones patron del azicar asociado a cada
tiempo de retencion. En las muestras de ozondlisis se identificd sacarosa, glucosa, xilosa y
fructosa que poseen un tiempo de retencién de 18in, 16 min, 18 min y 20 min
respectivamente. Las rectas utilizadas se presentan en el Anexo 1y en el Anexo 3 se encuentra

una superposicion de los patrones sobre una de las muestras analizadas.

Las muestras provenientes del pretratamiento conméroorganismo celulolitico se
inyectara a una columna a la columna Phenomenex ENHga(4,6 1Dx250mm) marcd.UNA
gue cuenta con un soporte soélido de silice ultrapura. La fase movil corresponde a
acetonitrilo/agua en proporcion 80:20 a un flujo de 1 mL/min y el volumen de inyeccion de las
muestras fue de plL. La temperatura de operacion de la columna fue de 3509 detector
de indice de refraccion de 35 °C. En estas muestras se identificaron las azucares
correspondientes #uctosg glucosa y sacarosa que se asocian a los tiempos de retencion de
5 min, 6 min y 8 min respectivamente. De igual forma, en el Angge @resentas las rectas

de calibracion de los patrones y en el Anexo 4 la superposicion de la muestra.
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Figura 63. Cratc’)grafo quuibr de alta resolucié@ITA
6.1.6. Cuantificacion de lignina insoluble y soluble

Para la determinacion de ligrd, primeramente, se tuvo que adecuar el material segun

los requerimientos metodoldgicos NREL. A continuacion, se detalla cada etapa realizada.

6.1.6.1. Cuantificacion de solidos totales

Para la determinacion de sélidos totales se acondicionaron previarastcapsulas
de porcelana durante 3 h a 45 °C en un horno de secado, seguidamente se recolect6 la masa
de cada una, para ello, se dej6 enfriar la cristaleria en un desecador. Posteriormente, se les
colocé aproximadamente 4 g de muestra previamente setaasbtrojo, se volvio a medir la
masa y se expuso el contenido, durante 24 h, a la misma temperatura en un secador
Finalmente, se midi6 la masa de la muestra seca hasta que su variacion fuese inferior al 0.001
g. Es importante mencionar que la metoddb§/REL requiere que el contenido de humedad
de biomasa sea menor al 10% para que no se altere la concentracion efectiva de las
disoluciones utilizadas, y asi se evite sesgo tanto en la etapa de extraccion como por una

hidrélisis incompleta. La ecuaciorilitada para el calculo corresponde a la C.2.
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6.1.6.2. Determinacion de extractos

Para la determinacion de extractos, se procedié a pesar aproximadamente 3 g de
muestra, a las cuales se les realizaron dos extracciones consecutivas de 8 h cada una, en
equipos soxhlet. Para ello, primeramente, se seco el balén a una temperatura de 105°C y se
pesoO. La primera extraccion, se hizo con 150 mL agua MiliQ y la segunda con 150 mL de etanol
al 95 %. Posteriormente, los solventes se unen en el balon y se prozeeerover con ayuda
de un rotavapor. En donde el bafio de agua se us6 a 40 °C y se vari6 el vacio entre 350 mbar
70 mbar para lograr remover ambos solventes. Finalmente, el baldn se coloco en la estufa a

40 °C durante 24 h y se procedio a pesar. El catirliporcentaje de extractos se realizd con

la ecuaciéon C.4.

Figura 64. Equipos soxhlet y rotavapatilizados en la determinacion de extractos

6.1.6.3. Determinacion de lignina insoluble y cenizas

Se procedido a secar las muestras libres de extrabsxta que reportaran una
humedad inferior al 10 %. Se tomaron 300 mg de estas en tubos de ensayo de presion y se les
afiadio 3,0 mL de &cido sulfarico al 72%. Seguidamente, se llevd a cabo la primera hidrélisis a
30 °C durante 1 hora. Posteriormente, seigidron las mezclas con 84 mL de agua destilada y
se llevaron a la autoclave a 121 °C por 1 hora. El hidrolizado se procedié a filtrao ahvaci
crisoles de porcelana de porosidad media que se encontraban previamente calcinados a 575

°C y pesados.
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El sélido residual recolectado en los crisoles se procedié a secar en la estufa a una
temperatura de 105 °C por 6 horas hasta lograr que la masa de lignina se mantuviera
constante. Finalmente, las muestras se calcinaron en la estufa a 575 °C durante 4,5 feoras par
determinar las cenizas insolubles en acido y proceder con el célculo de lignina insoluble

mediante la ecuacion C.5.

6.1.6.4. Determinacion de lignina soluble en acido

Al liguido filtrado se le realizé un barrido con el espectrofotdmetro UV en longitude
de onda entre 20850 nm, asociados a la cantidad de lignina soluble segun lo que reporta el
método para diferentes biomasas. Con el barrido realizado se determiné que los puntos que
tenian una mayor absorbancia correspondian a 270 nm, 280 nm y 29(Baguidamente,
con patrén de lignina Kraft se procedi6 a realizar la curva de calibracion para determinar la
absortividad a las longitudes de onda establecidas. En el Anexo 26, se presenta las pendientes
obtenidas. Finalmente, se midieron las absorbancetad muestras de forma que el dato se
encontrara en el rango de absorbancia permitido entre-Q,®, para ello la alicuota tomada

se diluyé con una solucion al 4% de acido sulfurico.

6.1.7. Caracterizacion de biomasa SEM

Para ladeterminacién cualitativa del cambio morfolégico de la biomasa después de la
exposicion a los pretratamientos, se tomaron imagenes a diferentes magnificaciones con un
microscopio electrénico de barrido (SEM). Para ello, al tratarse de una muestra notcoaduc
se procedio a fijar la biomasa a la base con cinta metélica y se realizé un recubrimiento por
bombardeo idnico en fase gaseosa de oro de 80 nm de espesor con el cobertor idnico de alto

vacio.
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Figura 65. Cobertor ionico de altwacio.
Finalmente, la biomasa con la deposicién de oro que otorga el caracter conductor necesario
para la emision de electrones se ingresa al microscopio electrénico de barrido, ea siond

bombardea de electrones secundarios con una aceleracion de vaia}s,0 kV.

Figura 66. Microscopio electronico de barrido, CIEMic.

6.2 Reactivos y equipos
Los reactivos que se emplearon en el desarrollo experimental se presentan el Cuadro

6.4, en donde se presenta el fabricante y pureza de los mismos.





































































































































































































































































