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1. INTRODUCCION.

1.1. MATERIALES LIGNOCELULOSICOS.

1.1.1. Fuentes de materiales lignocelulósicos.

Desdehace varios añosy como consecuenciade la crisis energéticamundial, los
científicos y los técnicoshan fijado su atenciónen el potencial energéticoqueofrece la
naturalezaen forma de biomasa.Teniendoen cuentaqueel valor anualmedio de la energía
solar incidente en la tierra es de 3,67 1021kJ., y estimandounaeficienciadel procesode
fotosíntesisdel 0,07%, seha cifrado en 1,8 10” t la producciónanual de biomasaprimaria

de la queel 40% escelulosa<Kosaric y col., 1983~.Estecompuesto,queconstituyepor tanto
la fuenterenovablede carbohidratosmásabundantecon la que cuentael hombre,ha sido.
durantelos últimos años,y, sigue siendoobjeto de numerososestudiosencaminadosa Ja
búsquedade aquellosprocesosmásadecuadosparasutransformación.Estosestudios,cuya
finalidad fundamentales la obtención de combustibleso de productosde interés como
materiasprimas de las industriasquímicay agroalimentaria,han dadolugar a un notable
desarrollode investigacióny tecnologíaen áreasdiversastales como la Biología, la Quím¡ca

o la Ingenieríade procesos.

La celulosaes un polímerode unidadesde D-glucosaproducidocomo consecuencia
del procesode fotosíntesisy que se depositaen las paredescelularesde todas las plantas

superiores,en forma de fibras cristalinasquedeterminanla direccióndel crecimientocelular
y confieren la rigidez necesariapara el desarrollo de las plantas terrestres. Aunque la
producciónde celulosano esté confinadaúnicamenteal reino vegetal, ya que algunos hon-

gos. bacteriase incluso invertebradosmarinos (tunicados) también producen celulosa, la

fuentemásimportantede estepolímero la constituyenlas plantassuperioresen las queeste

material es sintetizadocontinuamentemediantefotosíntesis.

Sin embargo,la celulosano seencuentrapura sino asociadaa unagran variedadde

otros polisácaridostales como almidón. pectina, distintas hemicelulosas<constituidaspor

polímeroso heteropolímerosde diversaspentosas,hexosasy sus ácidosurdnicosiy lignina.
Estos <los últimos, hemicelulosasy lignina son los polímeros que en mayor proporción

acompañana la celulosaen las estructurasvegetales.El algodón, por ejemplo, quees la
forma de celulosamás pura que existeen la naturaleza,contienehastaun 6% en pesode
polisacáridosno celulósicos.proteínasy elementosminerales.

Dentro de las plantassuperioreslas fuentes de celulosa en orden decrecientede
abundanciason los siguientes:
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# Tallos de angiospermasleñosas<maderasduras> con un contenidode 40-55% de
celulosa,24-40%de hemicelulosay 18-25% de lignina (figura 1>.

# Tallos de gimnospermasleñosas(maderasblandas):45-50%de celulosa,25-35%de
hemicelulosay 25-35% de lignina (figura 1).

# Tallos de monocotiledóneas<herbáceastales como bambú, trigo, arroz, caña de

azúcar?,25-40% de celulosa,25-30% hemicelulosay 10-30%de lignina.
# Parénquimacelular no lignificado de Las hojas: 15-20% celulosa,80-85%pectinay
otrashemicelulosas.

t/ Fibras parcialmentelignificadas o deslignificadasde algodón: 80-95% de celulosa,
5-20% hemicelulosay pocalignina.

Del total de celulosaproducida,la mayorproporcióncorrespondea las tresprimeras
fuentes,éstoes, la mayor partede la celulosa se encuentralignificada.

Con vistas asu posibleutilizaciónen procesosde transformación,la biomasalignoce-
luldsica se puedecatalogaren tres gruposdiferentes.En primer lugar, la biomasanatural
producidaespontáneamenteen las zonas no cultivadas,tanto de tierra firme como en las
zonasmarítimas. Otro grupo lo constituye la biomasaresidualprocedentede las explotacio-

nesagrícolasy forestales,así como la generadaen las industriasy en los núcleosurbanos.

Y por último, la biomasaproducidaespecialmentepara fines energéticosen las denominadas

plantacionesde energía.De estasfuentes,las quetienenmayor interéspor su abundanciay

la naturalezade su localización,ya quepuedenobtenerseconcentradasen áreasdefinidas,
son los residuosagrícolas,residuosforestales,residuosde algunostipos de industria.y los
cultivos energéticos<Fernández,1.982>.

La biomasaresidualofreceunasperspectivasuniversalesde aprovechamientoya que
se produceen todo momentocomo consecuenciade la actividad humanay su eliminación
constituyenormalmenteun problema.El recicladoy utilización de estetipo de biomasaen
procesosde transformaciónsupondríadiversas ventajas.En primer lugar, se reduciríael
deterioroambientalqueproducesuacumulacióno eliminaciónpor víasconvencionales,tales
como la incineraciónde residuosen tierrasde labor, haciendoposibleal mismo tiempo, la
recuperaciónde elementosmineralesy materiaorgánicaquede otra forma se perderían
total o parcialmente.Por otro lado. al serunamateriaquese generacomo subproductode
otras actividades,su coste de producciónquedaríacasi exclusivamenterestringido a los
gastosde recogidaen aquelloscasosen los queéstano se realizaranecesariamente.

Los residuosagrícolasgeneradosen nuestropaís son fundamentalmentede tres
tipos: pajade cerealesgrano,residuosde cultivos industrialesy restosde podasde frutales.
En la tabla 1 se exponeel rendimiento medio en residuosagrícolasde los cultivos más
usualesen España,así como la producción total de los mismos (Martínez y Rodríguez.
1985>. La composiciónquímicade los residuosagrícolasde carácterlignocelulósicoha sido
estudiadapor diversosautores.En la tablaII seexpresala composiciónmediade algunosde
ellos.
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Tipo de cultivo
Rendimiento

medio
t/ha.afio

Producción 10~

t/aflo

Trigo 1,71 5061,8
Cebada 2,27 6437,0
Avena 1,73 638,0
Centeno 2,34 254,6
Maíz 10,04 3995,8
Arroz 6,94 549,9
Sorgo 6,19 267,4

Cereales Grano 3,07 17204,5

Cítricos 2,00 456,4
P.pepita 3,50 428,6
P.hueso 2,00 202,4
Frutos secos 1,50 795,6
Olivar 1,70 5898,0
Viñedo 3,50 6084,7
Otros 1,00 183,5

Frutales 14049,2

Girasol 1,32 567,9
Algodón 2,15 271,4
Caña azucar 25,75 160,3

Cultivos Sud. 1,99 999,6

TABLA 5 Rendimientos y producción en residuos agrícolas de
algunos cultivos (Martinez y Rodriguez, 1985).
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En cuantoal volumende producciones,el queocupael primer lugar es el grupo de
los cerealesgranocon un 53,3% del total, seguidode los frutales<43,6%?y de los cultivos
industriales<3,1%>. Los residuosde trigo, cebaday maiz

Tipo de residuo Celulosa Hemicelulosa Lignina
y; y;

Maderas blandas
Maderas duras
Fajas de trigo,
arroz,caiia de
azúcar.

TABLA II.

45—50
40—55
25—40

25—35
25—40
25—40

25—35
18—25
10-30

Composición media de algunos residuos agrícolas
lignocelulósicos. (Fuente: Martínez y Rodríguez,
1985).

constituyenel 484% del total de los residuosagrícolasy el 90% del total de residuos
procedentesde cerealesgrano. Dentro de los cultivos frutales generadoresde residuoslos
más importantesson el olivar y el viñedo con un 42% y 43,3% respectivamentede la
producciónde dichoscultivos, y que suponenun 37,1% del total de los residuosagrícolas.
Los cultivos industrialesson los queproducenmenosresiduosdadala pocaextensiónde los
mismos en nuestropaís. El girasol y el algodón son los cultivos de mayor importancia.
seguidosde la cañade azúcar.

En el caso de residuosforestales,entre los que se incluyen los residuosde las
industrias de la transformaciónprimaria de la madera, la producción anual en España
alcanzaaproximadamente5,1 Mt. El tonelajede estos residuospodría aumentarseen 2.7
veces.si se limpiasenlos bosquesespañolesconuna frecuenciade 10 años,quees,segúnlos
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expertos,la periodicidadcorrectapara dicha actividad. En la tabla III, se dan los datos
generalesde produccióny los valoresde residuosforestalesgenerados,segúnun informedel
Comitéde la Energia(1982).

DATOS GENERALES:

Superficie geográfica (ha>.
Superficie arbolada (ha)...
Corta anual ni ¡c.c
Corta anual (t)
Producción de ramas (t).
Producción de lelia (t)

50.210.800
11.702.538

5.391.597
3.234.951,8

736.063,8
240.825,2

RESIDUOS DE CORTA Y ELABORACION DE LA MADERA:

Total ( Mt ) 2.306,5

RESIDUOS FORESTALES:

Residuos totales (Miles de tlalio). 14.098,7

TABLA III: Datos de producción de residuos forestales
(Informe del Comité de Energía, 1982).

en España.

Con respectoa los residuosindustriales,hay queseñalarqueéstosestánpoco catalogados
en nuestropaís,no existiendoen el momentoinformacionesdetalladassobresucomposición
y la cantidadgeneradaen los distintos sectoresindustriales.Centrándonosen la producción
de residuoscelulósicosque son los que aquí nos interesan,el sector de las conservas
vegetaleses el que tiene unamayor incidenciaen el volumende dichos residuos.

La produccióntotal de residuosagrícolases aproximadamenteel 43,5% del total de
la biomasaresidualen nuestropaís,mientrasqueel 6,9% correspondea residuosforestales.
El 49,6% restantecorrespondea residuosganaderos,sólidos urbanose industriales.

En relacióncon los cultivos agroenergéticos,se han promovido en el mundoen los
últimos años,programasde investigacióny desarrolloparala búsquedade especiesbotáni-
casde característicasapropiadasparala obtención,medianteprocesosdiversosde transfor-
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mación, de combustibleso productos químicos de alto valor añadido. El volumen y la
incidenciafutura de estoscultivos en las cifras globalesde producciónde biomasadependerá
de los resultadosobtenidos,así como de las necesidadesconcretasdel momento.

Los problemasligadosa los procesosde transformaciónde materialeslignocelulósi-
cos son, en sus aspectosbásicos, semejantespara todos ellos, por lo que los estudios
realizadosconcualquierade estossustratospuedenhacerse,en lineasgenerales,extensivos
al resto.En nuestrocaso,el trabajodesarrolladoseha centradoen el estudiodel aprovecha-
mientoy transformaciónde la biomasalignocelulósicade Onopordunzneruosum,especiecon
la que se viene trabajando,desde hace unos años,en nuestropaís, como posible cultivo
agroenergéticopor diversasrazones.Estaespecie,endémicade la penínsulaIbérica,conuna
productividadtotal enmateriasecaanualde alrededorde 20 t/ha (Fernández,1980>,presen-
ta unas característicasde composicióny rusticidad que le hacenmuy apropiadapara su
utilización como fuentede celulosa,asícomo parasu cultivo en zonasmarginales,no aptas
paracultivos tradicionales,de las queexistenen nuestropaísunos 18 millonesde hectáreas.
Es por ésto, por lo queal estudiode las característicasagronómicasy de los procesosde
transformaciónde éstay otras especiesde similarescaracterísticas,se ha dedicadouna
especialatenciónen nuestrogrupo de trabajo,como parte del programade investigación
sobreutilización de biomasalignocelulósicacomo fuentede energíay productosdiversos.

1.1.2. Composición y estructura de las materiales lignocelulósicos.

Los materiales lignocelulósicos están formados fundamentalmentepor tres
componentes:

a> Polisacáridos.

Entrelos queseencuentranla celulosay la hemicelulosa,carbohidratosde alto peso
molecularque constituyendel 60 al 80% del total de la composición de los materiales
lignocelulósicos.

La celulosaes el principal componentede la paredcelularde la fibra vegetaly es un
polímero lineal de D-Glucosa,con peso molecularde aproximadamentemedio millón. Las
unidadesindividualesde la molécula estánligadas por enlaces~ <1 -*4> formandocadenas
quea suvez seagrupanen estructurassuperioresde alto grado de cristalinidad.

La hemicelulosaestácompuestade pequeñascadenasde polisacáridoscuyo papeles
suministraruna unión entrela lignina y la celulosa. En su estadonaturalexisteen forma
amorfa con un grado de polimerizaciónque no excedede 200 y puedeser dividida en dos
categorias:celulosanosy poliurónidos. Los celulosanosincluyenaquellashemicelulosasque
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son polímerosde hexosastales como manosa,galactosay glucosay pentosastales como
xilosa y arabínosa.Los poliurónidosson hemicelulosasquecontienengrandescantidadesde
ácidoshexurónicosy algunosgruposmetoxilo, acetiloy carboxilo libres.

b> Lignina.

Es un polímero tridimensionalde unidadesde fenlípropanoligadaspor enlaceséster
y C-C. La lignina confiererigidez estructuralal endurecery sostenerlas fibras de polisacá-
ridos,

e> Otrassustancias.

Comprendenaquellosmaterialesno englobadosen los apartadosanterioresy queen
función de su solubilidad en agua o solventesorgánicosneutrosse puedenclasificar en:
extraiblesy no extraibles.Dentro de la fracción extraible. se encuentranlos terpenosque
son polímerosde isoprenoy tienenimportanciadadoquesonfuentede terpeninaen proce-
sos industriales,las resinas,que incluyengran variedadde compuestosno volátiles como
grasas,ácidosgrasos,alcoholes,resinasácidas.fitosterol. etc, y los fenoles,entrelos que se
encuentranlos taninos.Tambiéndentrode estafracciónextraiblesepuedenincluir carbohi-
dratosde bajo pesomolecular,alcaloidesy lignina soluble.

En la fracción no extraiblese encuentranlas sustanciasmineraleso cenizas. Son

principalmentecarbonatosalcalinos,alcalinotérreosy oxalatos.Otro componenteimportan-
te de estafracción lo constituyela sílice quese depositageneralmente,en forma de cristal
y es muy abundanteen la paja. Pequeñascantidadesde sustanciastales como almidón.
pectinay proteinasseencuentranasimismodentro de la fracción no extraible.

1.1.2.1. Estructura de la celulosa, hemicelulasa y lignina.

Es, en general,aceptadoque la celulosa es un polímero lineal de unidadesde O-
anhidrogluco-piranósido,unido por enlaces~-1-4-glucosídicos.Es decir, se tratade un 1-4-0-
9-glucano(figura 2>. El anillo de piranosaesta en la conformación~c1,lo cual quieredecir
que los grupos-CH2OH y -OH así como los enlacesglucosídicosestántodos en posición
ecuatorialcon respectoal plano mediodel anillo.

Cuandola moléculade celulosaestácompletamenteextendiday toma forma de cinta
aplanada,con los grupos -OH sobresaliendolateralmente,se puedenformar puentesde
hidrógenointer e intramoleculares.La superficie de la cinta que consisteen átomos de
hidrógenounidosdirectamentea carbonoes hidrofóbica.Estosdos aspectosde la estructura
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molecularson responsablesde su estructurasupramolecular,y determinanmuchasde las
propiedadesfísicasy químicasde la celulosa.El númerode unidadesde glucosapor molécu-
la <gradode polimerización)varíadesde1000 hasta15000D,dependiendode suorigeny de
la extensiónde su posibledegradaciónduranteel aislamiento.

Los estudiosde espectroscopiainfrarroja, resonanciamagnéticanucleary difracción
de rayosX revelanque los puentesde hidrógenointramolecularesse establecenentrelos
gruposhidroxilo en posición 3 y los átomosde oxígenode las glucosasadyacentesy entre
los grupos hidroxilo en posición 6 y los oxígenosde las cadenasadyacentes(figura 3>.
Aunque, consideradosindividualmente,estos puentesde hidrógenoson enlacesdébiles, la
gran cantidadde ellos queseestableceentrelas cadenasde glucosaquecomponenlas fibras
de celulosa, le proporcionanuna unión fuerte que es la responsablede la formación de
agregadoscristalinosqueconfierena la paredcelular su enormeresistencia.

Las hemicelulosas,como las celulosas,son polímerosde unidadesde anhidroazúcar
ligadas por enlacesglucosídicos.Sin embargo,cadamoléculade hemicelulosaestaformada
por más de un tipo de azúcar(hexosaso pentosas>y ademáspresentanramificacionesy
sustituciones.Todasestascaracterísticasle confierenuna estructura,en general,no crista-
lina. En el casode angiospermas,sus hemicelulosasson mayoritariamentede tipo xilano.
polímerode unidadesde D-xilopiranosa(aproximadamenteun 35% dc sus residuosestán
acetilados)unidos por enlaces ~<1-*4>.En el caso concretode las plantasdicotiledóneas.
algunosrestosde xilosaseencuentransustituidospor 4-0-metilgiucurónico(figura 4a>. Otra

fracción importantede las hemicelulosasde angiospermas(25% del total de hemicelulosas

aproximadamente>la constituyenlos glucomananosque son polímeros linealesde glucosay
manosacon predominiode estaúltima. Polisacáridosrelacionadoscon los anterioressonlos
galactoglucomananosacetiladosque se encuentranprincipalmenteen los tejidos de gimnos-
permas(figura 4b). Las hemicelulosasminoritarias son arabino-4-O-metilglucuronoxilanos,

los cualesson similaresa] xilano de angiospermas,pero sustituidoscon ramificacionesde

arabinosa.

La lignina esel tercercomponentemayoritariode los materialeslignocelulósicos.Es
un polímeroaromáticosintetizadopor polimerizaciónoxidativa de tresalcoholescinamílicos:

cumarol, coniferol y sinapol (alcohol 4-hidroxi, 4-hidroxi-3-metoxi y 4-hidroxi-3,5-

dimetiloxicinámicorespectivamente).La proporciónde los tres alcoholesprecursoresdifiere

según se trate de angiospermaso gimnospermas,así como de los grupos taxonómicos,

particularmenteentrelas primeras.En la lignina de gimnospermas,el 90% correspondea

derivadosde coniferol, mientrasqueen la de angiospermascorrespondea derivadosdel
coniferol y del sinapolen proporcionessimilares(figura 5>.

Estostres componentesfundamentalesde los materialeslignocelulósicosseencuen-
tran localizadosen la paredde lascélulasvegetalescuyaestructurasedescribeen el siguien-

te apartado.
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1.1.2.2. Organización de la pared celular.

El estudiode la arquitecturade la paredcelularvegetalrevelala existenciadecuatro
capasconcéntricasmorfológicamentedistintas (figura 6>. La capaexterna llamadapared
primariaconun espesorde 0,1 mm contienela tercerapartedel contenidototal de celulosa.
En estacapa,las microfibrillas elementalesde celulosase encuentranorientadastransver-
salmentea lo largo del eje de la fibra. La capasiguientees laparedsecundaria,quese forma
duranteel crecimientoy maduraciónde la célula y contienetressubcapas,originadasen
distintasfasesdel desarrollo,la exterior Sí. la capaintermediaS2 y la capa másinterior
S~. Cadaunade estassubcapascontienemicrofibrillas con distintasordenacionesque dan
lugar a la apariencialaminar de la pared celular. Internamentea la paredsecundariase
encuentra el lumen, que es la porción de célula viva que contiene las sustancias
intracelulares.

La microfibrilla se puededefinir como la unidadelementaldel tejido fibroso vegetal
y contienela mayorpartede la celulosaque constituyelas distintascapasy subcapasde la
paredcelular (la proporciónmás elevadadel total de celulosa se encuentralocalizadaen la
subcapaS2 de la pared secundaria).La secciónde una microfibrilla es de unos 120k por
término medio y su longitud ilimitada. Estasmicrofibrillas estána su vez constituidaspor
fibrillas elementalesquese unen lateralmenteparadar lugar a la estructurasuperior. Los
otros componentesde la fibra, hemicelulosasy lignina, estánlocalizadosentrelas microfibrí-

lías. La lignina se encuentratambiénen la lámina intermediaquees la capa que rodeala
célula vegetal,así comoen los espaciossituadosentrelas fibras. En la figura 7 se muestra
la distribución de los componentesquímicosde unaparedcelular típica.

Con respectoa la estructuraúltima de las cadenascelulósicasqueconstituyenlas
microfibrillas. la difracciónde rayosX y otrastécnicasmuestranqueestassonparcialmente
cristalinasy parcialmenteamorfas.Seconsideraque por término medio la celulosa natural
contiene 15% de zonas amorfas y 85% de zonas cristalinas (figura 8). Aunque se han
sugeridomodelosde ordenamientosmolecularesparaexplicar la estructuracristalinade la
celulosa,éstano estátodavía clara (Chang, 1971>.
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L.M.PM.

Figura 6. Esquema de la arquitectura de la pared celular característica de

las fibras vegetales.

L.M. (lámina media), L.M.C. (lámina media central), P.M. (pared

primaria), LS. (pared secundaria).
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1.2. PROCESOS DE TRANSFORMACION DE LOS MATERIALES
LIGNOCELULOSICOS.

La celulosay los materialeslignocelulósicosen general,han sido profusamenteutili-
zadosa lo largo de la historiade la humanidaden diferentesactividadesy con finalidades
diversastales como combustibleo materiaprimade industriasde construcción,papeleraso
textiles.A estasaplicacionestradicionales,seañadehoy día un gran interéspor el estudio
deestosmaterialescomofuentede productosquímicosy energíaquepodríanen su momen-
to sustituir, en buenamedidaa los de origen fósil no renovable(Alíen y Sjéstrém.1985).

Los procesosde transformaciónde los materialeslignocelulósicospuedenteneruna
finalidad eminentementeenergética,como es el caso de los procesostermoquimicosde
gasificación,pirólísis o combustióndirecta,o bien tenerpor objeto la obtenciónde materia-

les transformadoso productosquímicos que pueden ser o no utilizados como fuente de

energía.En esteúltimo grupo se encontraríanlas vías quimícas, bioquímicas o biológicas de

transformación.

Los procesos termoquimicos agrupan los tradicionales de combustión directa así

como los procesosde gasificacióny pirólisis que requierenpara su desarrollola puestaa
punto de tecnologíamás complicada.La combustióndirectahabíaquedadorelegada,en la
sociedadindustrial moderna,a zonasruralesy paisespoco desarrollados,peroen la actuali-
dad ha empezado a introducirse en algunas industrias de EEUU y Europa en sistemas de
cogeneracióncon producciónsimultáneade vapor y electricidad,hornosde secado,calefac-
ción de viviendas,etc. En el casode gasificacióno pirólisis, el objetivo es la obtenciónde
combustibleslíquidos, sólidos o gaseososcuyas densidadescaloríficas son bastantemás

elevadasque la de los materiales lignocelulósicosde partida, con lo cual se facilita el
transportey por tanto su utilización energéticaen puntosalejadosde los núcleosen los que

dichosmaterialesse generan.

Los otros esquemasde transformaciónde la biomasalignocelulósicapuedenpreten-
der la modificación de la estructuray propiedadesde dicho material o su descomposición
total o parcial en las unidadesque lo constituyen,fundamentalmente,glucosao pentosas
para su utilización con fines diversos.En el primer grupo, estánlos procesosde fermenta-
ción en estadosólido cuyo objetivoesel desarrollode determinadaspoblacionesmicrobianas

sobre los sustratoslignocelulósicos, con lo cual se produce una digestión parcial de estos

sustratosy un aumentode sucontenidoen nitrógeno. Dependiendodel tipo de sustrato.de

las especiesmicrobianasy de las condicionesde cultivo elegidas,se puedeconseguirun
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productofinal enriquecidoy de mayordigestibilidad,apropiadoparala alimentaciónanimal,
comoen el casode residuoslignocelulósicostratadosconespeciesde hongoscelulolítícosdel
género Ckaetomiwno Trichoderma,o bien, un productode característicasagrobiológicas
adecuadasparaserempleadocomofertilizante o enmiendaorgánica,denominadogenérica-
mentecompost.

La otra posibilidadde transformaciónde materialeslignocelulósicoses la de hidroli-
zar por vía químicao enzimáticalas fraccionescelulósicay hemicelulósicaparaobtenerlos
azúcares,fundamentalmenteglucosay algunaspentosas,que los constituyen.Estosazúca-
respuedenserutilizadoscomo tal o bien sometidosa procesosposterioresde transforma-
ción químicao biológica. En el casode hidrólisis química, se empleanácidoscomo 1-ICI,
H2S04o MF a altasconcentracioneso bajasconcentracionesy altas temperaturasy diver-
sos procesosoperativos,tales como percoladores,reactoresde mezcla completa, reactores
de flujo pistón, etc., desarrolladoscomo resultado de diversos estudios (Thompsony
Grethelein, 1979; Wright y D’Agincourt. 1984; Wright y Wyman, 1987; Bergerony
Werdene,1989; Caloy 1-badil, 1989; Wyman,1989>.Ademásde algunasplantasdedemos-
traciónen Japónsesabequeexistenunas40 plantasindustrialesen la Unión Soviética.Los
principalesinconvenientesde esteprocesode transformaciónradicanen la heterogeneidad
del hidrolizado obtenido debida a la hidrólisis inespecificade las distintas traccionesdel
material, así como a la aparición,en mayor o menor proporción, de productosde degrada-
ción de azúcaresque se generanduranteel proceso.Por otra parte, la necesidadde utilizar
materialesresistentesa la corrosióny de recuperarlos ácidosutilizadosencarecenen gran
medidalos costesde inversión y operacion.

La hidrólisis enzimáticade la celulosa consiste en la utilización de las enzimas
celulolíticas,producidaspor algunoshongosy bacterias,paraobtenerunasolución de gluco-
sa a partir de dicho sustratoquees originalmenteinsoluble. A diferenciade la hidrólisis
química, la enzimáticaproporcionaun hidrolizado homogéneodebidoa la altaespecificidad
de las enzimas.Sin embargo,y por causade la propia estructurade la celulosa y de la
barreraquesuponela fracción de lignina, los rendimentosde este tipo de procesossuelen
serbajos. Puestoquela hidrólisis enzimáticade determinadosmaterialeslignocelulósicoses
el objetivo primordial de este trabajo,se discutenmásadelantetodos los problemasque se
planteanen esta vía de trasformacióny las solucionesquese han ido aportandopara su
puestaa punto.

Los azúcaresobtenidosen un procesode hidrólisis, ácidao enzimática,puedenser
utilizadoscomo tales o sometidosa transformacionesposteriores.Estastransformaciones.
incluyenfermentacionesdiversascuyosobjetivos puedenserla obtenciónde productostales
comoetanol,butanol.acetona,ácido cítrico, etc, o bien la producciónde biomasaunicelular
(denominadagenéricamenteproteínaunicelularo SCP) quepuedeserutilizadacon fines de
alimentaciónanimaly humana(Linko, 1977 ; Bisaría y Ohose,1981; Changy col., 1981
Enari, 1983>.Comoesevidente,los productosorgánicosantesmencionadospuedensera su
vez materiaprima para la industria químicade transformacióncon lo cual la biomasase
convierte,así, en fuentede un amplio espectrode productosquímicos.
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Parafinalizar hayqueañadirquecualquierprocesoquepretendael aprovechamiento
de materialeslignocelulósicosdeberíacontemplar,por razonesevidentes,la utilización no
sólo de la fracción celulósicasino también de hemicelulosasy ligninas. Estasfracciones
ademásdel alto porcentajeen queentrana formar partede dichosmateriales,constituyen
por su composiciónuna fuente interesantede productosquímicos. En el casode la lignina
apartede servir como combustible~quepuedeabortarunapartede las necesidadesenergé-
ticas del proceso,puedesertambiénutilizada comomateriaprima de diversostratamientos
químicosdestinadosa la obtenciónde toquede lignina. metanol,vainillina, fenoles,sulfuro
de dimetilo. etc. Además, la lignina y sus derivadostienen diversas aplicacionescomo
resinasde intercambio jónico, agentesdispersantesy como sustrato para fabricación de
polímeros,colorantes,detergentes,pesticidas,etc.

En la figura 9 se muestraun esquemade los diversosprocesosde transformaciónde
materialeslignocelulósicosasí como de los principalesproductosquese puedenobtenerde
ellos. Aunquemuchosde ellos no sedesarrollanaescalaindustrial en la actualidad,el gran
abanicode posibilidadesqueofrecenestosmaterialeshaceposiblequeen un futuro próximo
se desarrollenprocesosparael aprovechamientointegral de los mismos.
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1.3. TRANSFORMAC~ON DE MATERIALES LIGNOCELULOSICOS POR
ENZIMATICA.

La biodegradaciónde lacelulosaconstituyeunaetapaesencialen el ciclo del carbono
mediantela cual se mantieneel balancede este elementoen la bioesfera. El grupo de
enzimas,responsableúltimo de este procesose denominagenéricamente“celulasas” y
correspondeen realidad a una mezcla de distintas actividadesenzimáticascuya acción
conjuntaproducefinalmentela degradaciónde la celulosanativa.

Lascelulasasson producidaspor plantassuperiores,algunosinvertebradosy funda-
mentalmentepormicroorganismoscomo bacteriasy hongos. Las plantassuperioresprodu-
cen celulasascomo agentesmorfogénicoscon objeto de debilitar las paredescelularesricas
en celulosaen las etapasde crecimiento,diferenciacióno abscisión.Tambiénson producidas
por algunospatógenosde plantaspara facilitar la penetraciónen la mismay la invasión
posteriorde los tejidos. En el casode microorganismosse producencelulasascomoagentes
digestivosque permitenla utilización de la celulosacomofuentede carbonopara su propio
desarrollo. Lás celulasasde microorganismosy concretamentelas de origen fúngico han
sido las más ampliamenteestudiadospor la capacidadde éstosde producirlasen grandes
cantidadesy de forma extracelular.lo que facilita su separaciónen los mediosde cultivo.

El estudiode las celulasasy de los organismosque las producensepotenciéextraor-
dinariamentea partir de los años 60, cuando empezóa considerarsecomo una opción
interesantela utilización de la celulosa,parasutransformaciónen productosvaliososdesde
el punto de vista energéticoo químico. Aunque la transformaciónde la celulosa por vía
química(hidrólisis ácida> habíasido estudiadacon muchaanterioridade incluso empleadaa
nivel industrial, en distintospaises,la posibilidadde hidrolizar la celulosaconunosagentes
muchomásselectivosy unascondicionesde operaciónmuchomássuaves,animó la investi-
gacióndel procesode hidrólisis enzimáticaen la que fueron pioneroslos trabajosrealizados
en los laboratoriosdel éjercitoamericanoen NATICK y queposteriormente,se extendióa
otros muchoslaboratoriosen otraspartesdel mundo.

Parasituar el estadode desarrollode este tipo de procesos,las posibilidadesque
ofreceny los problemasquequedanaún por resolver, a continuaciónse incluye un breve
repasode cadaunade las etapasqueconstituyenun procesocompletode hidrólisis enzimá-
tica, a saber: producciónde enzimas,pretratamientodel sustratoa hidrolizar y fase de
hidrólisis propiamentedicha.
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1.3.1. Producción de celulasas.

1.3.1.1. Características del complejo celulolítico.

1.3.1.1.1. Composición.

El complejocelulolítico, conjunto de enzimascapacesde hidrolizar la celulosa,está
formadopor distintoscomponentesqueactúansinérgicamente.Hoy estáaceptadoqueeste
sistemaenzimáticotienetres tiposdiferentesde actividadcuyadenominacióny mecanismo
de acciónson los siguientes:

1. Endo-0-glucanasas:

011,4)-glucanglucanohidrolasa(EC 3.2.1.4.)

2. Exo-0-glucanasas:

a> ~-< 1,4>-glucancelobiohidrolasa<CBH> (EC 3.2.1.91>(celobiohidrolasa>.

b> ~-( 1 .4>-glucanglucohidrolasa(GGH> (EC. 3.2.1.74.) (glucohidrolasa>

3. ~-glucosidasa (EC. 32.1.21>

La endoenzimaactúaal azaren el interior del polímerohidrolizandoenlaces0<1-44>
y generandonuevosfinales de cadenano reductores.Puedeactuarsobrecelodextrinasy
derivados sustituidos como carboximetilcelulosa<CMC) e hidroxietilcelulosa <1-LEe), así
como sobrecelulosa amorfa,pero no actúa ni sobrecelulosacristalina ni sobrecelobiosa.
Suponeaproximadamenteun 20% del total de proteínasdel complejo.La actividad de esta
enzimase ensayacon celulosasolubley sedeterminapor el incrementode azúcaresreduc-
tores o por la disminución de la viscosidaddel medio de reacción.

La celobiohidrolasaactúasobre los extremosno reductoresde la cadenagenerados
por la endoglucanasaliberandomoléculasde celobiosa.Esta enzimatiene actividadsobre
celulosacristalinay amorfay sobrecelodextrinas,pero no actúasobrederivadossustituidos
ni sobrecelobiosa.Entreel 50% y el 80% del sistemacelulolítico, lo constituyeestaenzima.
Su actividad se determinapor incubaciónconcelulosacristalina. La otra exoglucanasa.la
glucohidrolasa,se encuentraen pocaproporcióny actúa sobrelos extremosno reductores
liberandounidadesde glucosa.Tiene actividadfrente a celulosaamorfa,ce!ooligosacáridosy
CMC.

La 0-glucosidasahidroliza celobiosay oligosacáridosde pequeñotamañoy es absolu-

tamentenecesariaparaevitar la fuerte inhibición que sobrela endoglucanasay exoglucana-

saproduciriala celobiosasi seacumularaen el mediode reacción.Suactividad sedetermina
sobrecelobiosay 4-nitrofenil-0-D-glucopiranósido,cuantificandola glucosao el 4-nitrofenol
liberados, respectivamente,en el medio de reaccion.
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Las propiedadesde los distintos componentesde un complejoenzimáticovaríanen
gran medidasegúnel origen del mismo, las condicionesde cultivo de los microorganismos
productorese inclusola manipulaciónde los medios. La separacióny la purificaciónde las
distintasfraccionesenzimáticaspor técnicastalescomo ultrafiltración, cromatografía.elee-
troforesis, etc., revelan la existenciadentro de dicho grupo de diversosisoenzimascuyo
númerodependeno sólo del procesode producciónutilizado sino tambiénde los esquemas
seguidos para la separación de dichas fracciones.

La mayorpartede los estudiosrelizadosmuestranque las endoglucanasasy exoglu-
canasas son glucoproteinas con un contenido en hidratos de carbono que puede alcanzar

incluso el 33% del peso molecular total. Algunos autores también han encontrado una
pequeñaproporciónde carbohidratosen la composiciónde la 0-glucosidasa.Sin embargo,la
caracterizaciónexactade las distintasfraccionesno essencilla tal y comolo demuestranlas
diferencias encontradas en los valores de composición de aminoácidos, contenido en carbohi-
dratos, Pn-¡, punto isoeléctrico. etc. Estos resultados, obtenidos por distintos grupos de
investIgación para distintos microorganismos celuloliticos, algunos de los cuales se recogen
en las tablas IV, y y VI, ponen de manifiesto la variabilidad del complejo enzimático
responsable de la hidrólisis de la celulosa.

Organismo Enzima
Peso

Plolecular

Punto

Isoleléctrico

Contenido
Carbohidratos

( % )

Trichoderina CMII 60.000 3,9 (-4-)

reesei CMIII 60.000 5,6 (+)

Trichoderma CBHI 62.000 3,8 33
koningii CEBIl 62.000 3,95 9

Phanerochaete CBH 48.600 4,3 0
chrysosporium

+) Presencia de carbohidratos, pero no se dan datos.

TABLA IV: Celobiohidrolasas de hongos. (Enari, 1983).
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Organismo
Peso

Molecular

Punto

Isoeléctrico

Contenido
Carbohidratos

(%)

Trichaderina
reesel 47.700 5,74 0

Trichoderma 35.000 (-) 0,01
reesei 130.000 (—> (—)

Trichoderma 39.800 5,53 0
koningii 39.800 5,83 1—2

Phanerochaete 165.000—172.000 (-) (-O

chrysosporiun¡ 175.000—182.000 (—) (--)

Aspergillus 218.000 4,3 10
oryzae

Aspergillus niger 150.000 (-) 0,03

(—) no se dan datos del posible contenido en carbohidratos.

TABLA V: frGlucosidasa de hongos. (Enari, 1983).
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Organismo Enzima
Peso

Molecular

Punto Contenido
Carbohidratos

Isoeléctrico (%)

Trichoderina 1 20.000 7,5 (-0

reesei II 40.000 4,6 0

Trichoderma El 13.000 4,72 (—)

koningii EBa 48.000 4,32 (—0

E3b 48.000 4,32 (—)
E4 31.000 5,09 (—)

Phanerachaete Ti 32.300 5,32 10,5
chrysosporium T2a 36.700 4,72 0

lib 28.300 4,40 7,8
T3a 37.500 4,65 4,7
T3b 37.000 4,20 2,2

(—) No se dan datos del posible contenido de carbohidratos.

TABLA VI: Endoglucanasasde hongos. (Enari, 1983).

1.3.1.1.2. Modo de acción de las celulasas.

Los primeros postulados acerca de la naturaleza del mecanismo de hidrólisis enzímá-
tica fueron enunciadospor Reesey col. <1950> basadosen el hechode que algunosorganis-

mos podían hidrolizar celulosa nativa mientras que otros, sólo hidrolizaban derivados
solubles.Sepensóqueera un procesoen dosetapas.En la primerade ellas,un componente
enzimático,al que se denominó Cl iniciaría la hidrólisis enzimática por activación de las

cadenas de celulosa, y en la segunda, actuaría un componente Cx que sería el responsable de
la despolimerización y formación de oligosacáridos solubles.

De acuerdo con esta hipótesis, los microorganismos capaces de crecer en celulosa
nativacristalinaformarían enzimasde tipo Cl y Cx, mientrasque los microorganismosque

degradabansolamentecelulosasmodificadaso sustituidastales como CMC careceriande la
primera de ellas. El mecanismopropuestopor Reesey col. <1950> era el siguiente:
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Cl Cx Wolucosidasa
CELULOSA -* CELULOSA REACTIVA 4 CELOBIOSA 4 GLUCOSA

Los trabajos realizados posteriormente demostraron que la actividad Cl estaba de-

terminada por una 0-1-4-glucancelobiohidrolasa, que actuaba precisamente sobre las cade-
nas generadas por la acción del componente Cx, al contrario de lo que se había planteado en

un principio.

El concepto que se acepta actualmente sobre la acción de celulasas es que tanto las

endoglucanasas como las exoglucanasas actúan sinérgicamente sobre celulosa. Las primeras
rompen enlaces en las regiones amorfas, formando extremos no reductores sobre los que

actúanlas exoglucanasasliberandocelobiosay oligosacáridosde bajo Pm que son transfor-
madosen glucosapor la ~-glucosidasa. Un esquemadel mecanismode acción sepresentaen

la figura LO (Montenecourty Eveleigh, 19791. De esta forma, la endoglucanasa produce

puntosde ataqueparala celobiohidrolasay éstaa suvezdeja al descubiertonuevascadenas

de glucano sobre cuyas regiones amorfas vuelven a actuar las endoglucanasas. El papel de la

0-glucosidasaes clave al hacer desaparecerla celobiosa del medio que, de acumularse,
inhibiría la actuaciónde las otras enzimas. El mecanismoglobal de acción del complejo

enzimático se sigue estudiando actualmente y han aparecido nuevashipótesiscomo la de

Eriksson (1979> que se comentará en apartados posteriores, que parece involucrar un nuevo

factor, posiblementeuna enzimaoxidativa. que seríaresponsabledel comienzode la hidróli-
sis de la celulosa.

1.3.1.1.3. Sinergismo entre los componentes del complejo
enzimático.

El sinergismoque muestranlos distintos componentesdel complejo enzimátícoen

su modo de acción y queya seha mencionadoen el apartadoanterior, es de dos tipos. En

primer lugar. está el sinergismo entre endoglucanasas y exoglucanasas, una de cuyas prue-
bas más evidentes fue aportada por Eriksson y Pettersson (1975> que demostraron el
aumento de degradación de celulosa cristalina y algodón por exo-1-4-frglucanasa cuando
habían sido tratados previamente con endo-I-4-0-glucanasa. La observación de que sobre
ciertas celulosas, como la celulosa tratada con ácido fosfórico, no se detecta este tipo de
fenómeno puede explicarse por el hecho de que la despolimerización provocada por dicho
tratamiento ácido genera suficientes sitios activos como para que las exoglucanasasno

necesiten la acción de la otra enzima.
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La cooperaciónentreendoglucanasasy exoglucanasastambiénse ha estudiadoen

experimentos cruzados en los que se ha evaluado la actividad enzimática de mezclas de los
des tipos de enzimas procedentes de microorganismos distintos en cada caso (Woodward,
1991). La adición de exoglucanasas a filtrados de endoglucanasas produce un aumento de la

actividad celulolítica excepto cuando dichos filtrados proceden de organismos que, como
MyroMeciuzn verracúria, no producen exoglucanasas. La ausencia de sinergismo en este
caso se ha interpretrado como una prueba a favor de la hipótesis de que las exoglucanasas
aunque incrementan la degradación de la celulosa significativamente no son esenciales para
ella. Sin embargo, la comparación entre los sistemas celulolíticos de estos dos tipos de
hongos <los productores de exo y endoglucanasas y los que sólo producen estas últimas>,

debe hacerse con limitaciones puesto que hay evidencias de la existencia de una etapa
oxidativa, como iniciadora de la hidrólisis de celulosa,en hongosno productoresde exoglu-

canasas <Finch y Roberts, 1985>.

El otro sinergismo al que se hacía referencia es el existente entre las enzimas
celulolíticas propiamente dichas (exo y endoglucanasas> y las enzimas responsables de la

degradación de la celobiosa que tiene un efecto fuertementeinhibidor sobre las primeras.
Estas enzimas incluyen la Wglucosidasa que hidroliza la celobiosa a glucosa y los oligómeros
cortos, así como las enzimas oxidativas que transforman la celobiosa en ácido celobiónico.

que a su vez puede ser hidrolizado por la g-glucosidasa a glucosa y gluconolactona.

La contribución de las enzimasoxidativas,de las quecarecenmuchoshongoscelulo-

líticos y queparecenintervenir asimismo en el procesode degradaciónde lignina, al siner-
gismodel complejode celulasases todavia pococonocida.Conrespectoa la frglucosidasasu

efecto sinérgico es difícil de evaluar por el hecho de que tanto la glucosa como la gluconolac-

tona, derivadasde las tranformacionesde la celobiosa.son poderososinhibidores para esta

enzma.Hay una seriede factoresque influyen, sin duda,en la contribuciónde estaenzima

al sinergismo del sistema:

1. Alta velocidad máxima en comparación con las de exo y endoglucanasas.
2. Inhibición por glucosade magnitud similar a las que experimentanexo y

endoglucanasaspor este mismo producto y muy inferior a la inhibición de
dichas enzimas por celobiosa.

3. La reaccióncatalizadapor dicha enzimano pareceser reversibleen una tasa
significativa.

1.3.1.1.4. Modelos cinéticos.

Se han realizadonumerososestudioscon el objetivo de encontrarmodeloscinéticos
que se ajusten al proceso de hidrólisis enzimática de la celulosa. Sin embargo, la complejidad

del sistemacelulolítico, la propia naturalezadel sustrato,el modo de acción al azar de las
endoglucanasasy la existenciade inhibición por productosfinales hacenque la aproxima-

ción a modeloscinéticossatisfactoriosseabastantedifícil.
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Algunos autoreshan descritomodelossencillos en los que se consideransustratos

solubles sobre los que se estudian individualmente los enzimas del complejo (Howell y
Stuck, 1975; Ladisch y col., 1981; Fujii y Shimizu, 1986>. Estos modelosaunqueson de

indudable valor, se apartan mucho de la realidad del proceso de hidrólisis en el que hay que
tener en cuenta como factores esenciales la insolubilidad y la relativa inaccesibilidad del

sustrato.

Moo-Young y col. han trabajado con modelos cinéticos mucho más complejos en los
que se ha considerado la acción de los tres principales componentes del complejo <exo y endo
glucanasas y 0-glucosidasa> así como la inhibición por glucosa de todos ellos y por celobiosa

y oligosacáridosde las dos primeros(Okazakiy Moo-Young, 1978; Fan y Lee, 1983>. Estos

modelos predicen que el sinergismo de exo y endoenzimas depende de la inhibición por
producto, del grado de polimerización y tipo de celulosa, de la concentración de enzima para

una relación endo-exo constante y del valor de dicha relación. Asumen, sin embargo, estos
autores la independencia entre constantes de Michaelis, y longitud de las cadenas celulósi-
cas, hipótesis, por otro lado cuestionada por autorescomo Hsu y col. (1980>, Wood y

McGrae 11972) que han encontrado una relación directa entredichasconstantesy la longi-

tud de las cadenas.

El desarrollode modeloscinéticospara la hidrólisis de la celulosaimplica teneren

cuentalos aspectossiguientes:

a) la naturalezade la enzimautilizada,quedeterminala actividadde cadacomponentede la
misma.

b> la estructurafísica del sustrato,como indice de cristalinidad, área superficial asequible.
etc.

c> la interacción entre la enzima y el sustrato, que incluye todos los aspectosderivadosdel
proceso: transferencia de materia externa, difusión interna, adsorción y reacción.

Aunque complejos en sus formulaciones matemáticas, por el gran número de pará-

metros que se deben manejar para integrar los distintos hechos comprobados experimental.
mente, en esencia, la mayoría de los modelos apoyan la idea de que la celulosa altamente

cristalina esdegradadapor la acción cooperativade endoy exoglucanasasy que la función
del resto de los componentes del sistema celulolítico es controlar el nivel de productos de

inhibición <Ryu y col.. 1984; Camina> y col., 1985: Gusakov y col., 1985a, lSSfib. 1987:

Beidman y col., 1988; González y col., 1989>.

1.3.1.2. Microorganismos productores de celulasas

Los microorganismos capaces de crecer sobre celulosa como fuente hidrocarbonada
y. por lo tanto, productoresdel complejocelulolítíco necesarioparahidrolizar dicho sustrato,

se encuentran distribuidos en dos grupos fundamentales: bacterias y hongos. Las enzimas
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producidas por estos microorganismos son, en su mayor parte, extracelulares ya que tienen

que actuar sobre un sustrato macromolecular insoluble, incapaz de penetrar en el interior de
las células.

No todos los hongos y bacterias celulolíticos estudiados han resultado interesantes
para la obtención de sus enzimas, ya que algunos de ellos las producen en poca cantidad o
con actividad insuficiente como para producir una degradación “in vitro” de celulosa a
compuestos solubles que es la finalidad de un proceso de hidrólisis enzimática. También hay

organismos que, por carecer de alguna de las enzimas del complejo celulolítico, no son
capaces de digerir celulosa nativa pero si celulosas parcialmente degradadas o derivados
solubles.Estosmicroorganismospuedentenerinterés parala síntesisde algunasenzimas
especificas. En la tabla VII se recoge una relación de los microorganismos celulolíticos más
estudiados.

1.3.1.2.1. Hongos celulolíticos.

De la gran variedad de hongos celulolíticos existentes en la naturaleza sólo unas
cuantasespecieshan sido utilizadaspor su capacidadde producciónde enzimascelulolíticas.

entre ellos: Trichoderma reesel, 7’. koningii. 7’. lignorum, Spororrichum pnlvurulentzmnt,
Penicillíuni (unículosum. ~4spergt/1usweentíí, Eusaríum so/ant, .A’fyrot/¡ecíunz verrucarza.

De todos ellos, el que ha tenido un papel más destacadoen los estudiosde transformación

de materialeslignocelulósicos,por su eficienciaparaproducirun sistemacelulolítico comple-

to, ha sido 7’.lon.gibrachiatum < T.reesci>aisladoal final de los años40 en los laboratorios

del ejército norteamericanoen Nactik. A partir de esta cepa salvaje, se han conseguido
mutantes híperproductores de celulasas que poseen además, en muchos casos, una alta

actividad xílanásica.Algunasde las característicasmásdestacadasde estascepasbiperpro-
ductorassediscutenmásadelante.Con respectoa la ~-glucosidasa, los mejoresproductores

de esta enzima se han encontrado,sin embargo, entre especiesdel géneroAspergillus
<A.niger, A.phoen¡cus y A.wentii.) (Sternberg y col., 1977; Enari y col., 1981).

1.3.1.2.2. Bacterias.

Las especiesbacterianascapacesde sintetizar enzimascelulolíticas se encuentran
tanto entreactinomicetoscomo entrebacteriasverdaderas<Gram + y Gram-1. Algunasson

aerobiastales como los actinomicetoso el géneroPseudomonas, otras son anaerobiosfacul-

tativos como Bacíllus o CelIu(omonaso, anaerobios estrictos tales como Cfostridium y

Baetero ¡des.

Algunas bacterias producen cantidades importantes de enzimas extracelulares, mien-

tras que otras, aunque no las excretan crecen activamente sobre materiales celulósicos como

es el caso de Ce/lulomonas que, parece producir celulasas ligadas a la membrana celular.
Entre los gruposbacterianosproductoresde enzimasceluloliticas extracelulares.destacael

género CJostridinin, de gran interés por su capacidadmetabólicade transformarcelulosa
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A) HONGOS: Mesófilos Tricliodenna reesei
T.Kaningii
T.Lignonnn

Penicillium
P. iriensis
P.variable

Aspergillus
A. niger
A. foetidus
A. fumigatus

funiculosum

ven ti 1

Polyparus adus tus
P- tulipiferae

Fusarium solani
Fusarium lini

Sclerotiun¡ rolfsii
Eupeniciflium javanicum
Geotrichum candidum
Armnillariella mellea
Schizophyllum comniune
Manilla sp.

Termóflíos

B) BACTERIAS: Mesófilas

Termófilas

C) ACTINOMICETOS:

Chaeta¡nium thermophile
Humicola sp-
Sporotrichum thermophile
Therunaascus aurant lacus
Talaromyces eniersoni i

Celivibro fulvus
C.gilvus
C.vulgarus
Pseudoinanas fluorescens
Acetavibrio cellulolyticus
Streptounyces flavogrisens
Ruminococcus sp.
Cellulamonas sp.

Clostridium thermocellum

Mesófilos Streptomyces sp.

Termófilos Thermomonospora sp.
Thermoac tinomycete sp.

TABLA VII. Microorganismos productores de celulasas.
(Kosaric et al.,1983).
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directamenteen productostalescomo etanol,ácidoacético,acetona,butanol, etc. Sobreeste
género,se han centradogran partede los estudiosde bacteriascelulolíticas con el objetivo

de mejorar sus rendimientos de transformación, que son bajos, debido a su limitada baja
tolerancia a etanol y a la heterogeneidad de productos que se originan como consecuencia de
su metabolismo<Jhonsony col., 1982; Enari, 1983; Beguin y col., 1985).

1.3.1.2.3. Mutantes.

La búsquedade mutanteshiperproductoresde celulasasha tenido como objetivo
encontrarnuevascepas,no sometidasa los estrictoscontrolesgenéticosy bioquímicos,que

afectana la síntesisy la actividadde las enzimas,entre las quese incluyen mecanismosde

inducción, represión catabólica y represión por producto final <Tabla VIII>.

Enzima
Inhibición

Producto
final

Represor

catabólico
Inductor

Celobiohidrolasa Celobiosa Glucosa o Celulosa
Endoglucanasa Celobiosa metabolí tos Sefarosa
Celobiasa Glucosa de la glucosa Celobiosa

TABLA VIII: Mecanismo bioquímico del control de la síntesis
de celulasas en T.reesei.

A partir de la cepa salvaje de T.reeseiQM6a, aisladaen los laboratoriosde Natick. y del
mutanteQM9414, obtenido a partir de ella por tratamientoen aceleradorlineal, se han ido

obteniendodistintas seriesde mutanteshiperproductoresquese recogenen el esquemade
la figura 11. Aunque algunos de ellos, como el Rut-C-30, producen hasta20 veces más

proteínasextracelularesque las cepasoriginales,se siguen buscandoorganismosmás efi-

cientescon objeto de abaratarla fase de obtenciónde enzimas,queconstituye.en términos

económicos,alrededordel 60% del coste global de un procesode hidrólisis enzimática
(Nevalaineny col.. 1980; Bisaria y Ohose,1981;Bailey y Nevalainen.1981;Labudováy col..

1981: Tangnuy col., 1981; Ghosh,T.K. y col., 1982: Mandels, 1982; Mishra y col., 1982;

Enari, 1983: Montenecourt, 1983). En la tabla IX se comparanlas actividadesproducidas

por distintos microorganismoscelulolíticos y mutantesobtenidosa partir de ellos.
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‘E. Longibrachiatuin
QN 6a <cepa silvestre)

<Natick, 1950)

acelerador lineal

*
QN 9123

(Natick,USA 1969)

Uy

117
(Rutgers, 1976)

acelerador lineal series—!.

<Ce trusCorp.USA)

¿y

QN 9414—
(Natick, 1971)

MHC
(Bratislava
Checoslovaquia)

series VTT—D
(VTT Finlandia)

series CL
(Universidad
Paul Sabatier,
Francia)

Uy

NG14(1977)

$
Rut NC 14
(Rutgers,USA 1978)

Rut—C 30
(Ru tge rs , 1978)

MG (Instituto
Gulbenkian,
Portugal).

UV—Kabicidina

*
TK QA1

UV—Kabicidina
(Natick, 1977)

(IV

MCC-77
(Natick,1977)

Rut-C 30 ‘E
(Rutgers, 1979)

MCC-SO

Figura llt Genealogía de los mutantes hiperproductores de celulasas.
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En los últimos años,se han realizadonuevosestudiosen el campode la

Organismo Celobiohidrolasa
(UI/mí xlO )

Endoglucanasa
(IU/ml)

Celobiasa
<UI/mí)

Actividad PF
(¡JI/mí)

Pestalotiopsis 2,93 50 — 0,15

westerdijkii 0M38
Penicillium 11,58 81 — 0,77
iriensis QM 9624
Trichoderma 18,91 59 0,3 0,55
reesei 014 6a
T.reesei QM 9123 29,26 96 — 1,68
Sclerotium 200 11 1,4
rolfsii CXC 142
S.rolfsii UV—8 190 18 2,0
T.reesei QN 9414 57,0 110 0,5 9,5
flreesei MCG-77 60,8 100 0,9 10,5
T.xeesei NG—14 58,9 135 1,35 14,6
T.reesei C—30 150 0,3 14,0

TABLA IX: Actividades enzimáticasobtenidas en cultivos de
diferentes cepas de microorganismos celulolíticos.
(Kosaric et al., 1983).

ingenieríagenéticacon el objetivo de donar genesde celulasasen organismosde rápida
división <Montenecourt.1983; Shoemakery col., 1983:Teeri y col., 1983; Colímery Wilson,
1983; Wilson y Walker, 1991>. Los principalesobstáculosencontradosen estecasohan sido,

por un lado, la dificultad de donación directa de genes de un organismo eucariota en
bacterias y por otro, el hecho de que las celulasas producidas por Treesel son glicoproteinas

y E.coli. el microorganismoutilizado tradicionalmenteen ensayosde donación,carecedel
sistemabioquímico de glicosilación de proteínas. No obstanteexiste tanto interés por la
genéticaque en la actualidadhay muchosgruposde investigacióntrabajandoen estetema.

Recientementese ha conocido la estructuradel centroactivo de la celobiohidrolasaII. Esta
enzimaestá formada por 477 aminoácidosy su centroactivo estásituadoentreel aminoá-

cido 175 y el 184, lo que aumentala posibilidad de disminuir el tamaño de la enzima al
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permitir eliminar los aminoácidos no esenciales para la actividad aumentando, de esta
forma, la penetración de la enzima en la compleja estructura de la celulosa (Genencor,
1989>. Mediante el empleo de avanzadas técnicas de ingeniería genética, parece confirmarse

la posibilidad de expresión de dichos genes en levaduras, lo cual, supondría la ventaja
adicional de poder reunir en un mismo microorganismo, la facultad de hidrolizar celulosa a
glucosa y de fermentar la glucosa hasta etanol <Van Arsdell y col., 1987; Love y Streiff,
1987 ; Honda y col., 1987>. La actividad en este área de investigación ha sido tan grande en
los últimos diez años que en 1989 existen más de 30 diferentes genes de celulasas aislados
<Glick y Pasternak, 1989>. Se esperan grandes avances en los próximos años.

En la actualidad, las enzimas utilizadas en los procesos de hidrólisis enzimática son

obtenidas de cultivos en estado sólido o sumergidos de mutantes de T.reesei (Esterbauer y
col., 1991>. Algunas de ellas se producen a escala industrial y se encuentran en el mercado

mientras que otras son producidas específicamenteparalos procesosen quesonutilizadas.

1.3.1.3. Inductores y sustratos.

Aunque la naturaleza del inductor real de la síntesisdel complejo celulolitico no se

conoce con exactitud, se sabe que tanto la celulosacomo la celobiosay la lactosa actúan

como inductores naturales eficacesde la misma. En el casode la celulosa,puesto que ésta

es insoluble, cabría pensar que el verdadero inductor deberíaser algún compuestosoluble,

derivado de su metabolismo.Ademásde la glucosa,la celobiosaes el producto principal
formado en la degradación de la celulosa. La glucosa y otras fuentes de carbono fácilmente
metabolizables.actúancomo represoresde la síntesisde endoglucanasasy celobiohidrolasas

hastatal punto que,en el casode T.reesei,aunque éste crecemuy bien en medios glucosa-

dos, no sintetiza enzimas celulolíticos, hasta que no ha desaparecidocompletamentela
glucosade los mismos.La celobiosa,sin embargo,seha mostradoen diversasexperimentos

realizadoscomo un eficaz inductor de la síntesisde celulasas.Utilizando celobiosacomo
inductor y única fuente de carbono, se han conseguido producciones de enzimas tan altas
como las obtenidasconcelulosa<Enari, 1983>,siempreque la concentraciónde celobiosaen
el medio se mantenga baja. Para algunos hongos como T.reesei, se ha demostradola exis-
tenciade una síntesisbasal de celulasasindependientede la fuentede carbonoque sería

responsablede unadegradaciónpreliminarde celulosaa celobiosaque actuaríacomo induc-
tor del complejo.

La lactosa,aunqueno seconocesu mecanismode inducción,se sabequeactúa corno

un inductor de la síntesisdel complejo celulolítico a bajasconcentraciones<Gong y Tsao.

1979>. A diferenciade lo queocurreen el casode la celobiosa,parecequealtasconcentracio-
nes de este disacáridono inhiben el procesode síntesis.Algunos mutantesde T.reeseison

capacesde sintetizaractivamentecelulasascuandocrecen sobre lactosacomo inductor y
única fuentede carbono<Dury y col., 1984>. En estecaso, la glucosay la galactosaactúan

como catabolitos reguladores de la producción de enzimas.
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Asimismo,seha observadoel efectoinhibitorio de bajasconcentracionesde sefarosa,

disacáridoque seencuentrapresenteen algunaspreparacionesindustrialesde glucosaque
estimulan la síntesis de enzimas celuloliticas. No se sabe con exactitud si la sefarosa es un
inductor natural en cultivos de T.reesei sobre celulosa, aunque el hecho de que este microor-
ganismo posea actividades de transglicosilación, necesarias para la síntesis de sefarosa,
apoya esta posibilidad. Al igual que en el caso de celobiosa, la inducción por sefarosa es
dependiente de la concentración, produciéndose una inhibición de la síntesis de enzimas
cuando la proporción del disacárido en el medio es elevada (Nisizaway col., 1971; Sternberg

y Mandels, 1979; Loewenberg, 1984; Mishra y Gopalkrishnam,1984; Kawamori y col.,

1986>.

Con respecto a la 0-glucosidasa y como ya se comentó anteriormente, esta enzima es
producida por todos los organismos celulolíticos pero también por algunosquecarecende

celobiohidrolasas. Parece ser que existe una 0-glucosidasaconstitutiva, intracelular muy
resistente a represión catabólica, mientras que la frglucosidasaextracelulares reprimida
por glucosa e inducida por muchos 0-glucósidos como metil-0-D-glucósido, salicinay celobio-

sa. La celobiosano actúa como inductor de estaenzima.
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1.3.2. Pretratamientos de los materiales lignacelulósicos.

Uno de los factoresque contribuyenmás decisivamentea limitar el rendimientode
un proceso de hidrólisis enzimática de celulosa es la propia estructura de este compuesto. La

asociación de la celulosa con lignina, que constituye una auténtica barrera física a la penetra-
ción de las enzimas celulolíticas, unida a la cristalinidad de las moléculas de celulosa,
dificultan en tal grado la acción de las enzimas que se hace necesario alterarpreviamente
mediante tratamientos diversos las características de dicha estructura.

Hay otros factores, tales como el grado de polimerización (DP> y de sustituciónde
las cadenascelulósicas,contenido en humedady madurezde la fibra y la asociacióncon

otras sustanciasque también modifican la susceptibilidadde un sustrato celulósico a la

acción enzimátíca. Como objetivos fundamentalesde los pretratamientosde materiales
lignocelulósicos destinados a modificar sus características para favorecer el rendimiento de
la hidrólisis posterior,podríanenumerarselos siguientes:

# reducir la cristalinidadde la celulosa.
1! disociarel complejo lignina-celulosa.
# aumentarel áreasuperficial de la fibra de celulosa.
# disminuir en la medidade lo posiblela presenciade aquellassustanciasquedificulten
dicho proceso.

Un pretratarnientoeficaz debería,además,reunir otras característicastales como:
bajo consumo energético. bajos costes de inversión y mantenimiento,utilización de reactivos
baratosy fácilmente recuperables,y posibilidad de aplicación a diversos sustratos.Existen

numerosospretratamientosde materialeslignocelulósicosdescritosen la bibliografía espe-

cializada <Fan y col.. 1982; Gharpurayy col., 1983; Ohosey col., 1983; Puri y Mamers,

1983; Martin y col.,1985; Vallander y Eriksson, 1985> y algunosde ellos son muy eficaces
con respecto al incremento del rendimiento de hidrólisis enzimática. Sin embargo, no todos

son aplicablesa escalaindustrial debido a los altos costes o las dificultades técnicasque

conlíenvan.En la tabla X, serelacionandistintosmétodosde pretratamientoutilizadospara
aumentarla digestibilidadde los materialeslignocelulósicos.

Por su naturaleza, los pretratamiento se clasifican en tres gruposgenerales:quími-

cos, físicos y biológicos. La evaluaciónde la efectividad de los mismos se haceen baseal
rendimientode hidrólisis posteriordel material pretratado.en función del cual se determi-
nanexperimentalmenteJascondicionesóptimasde operaciónen cadacaso. A continuación.
se describenbrevementedentro de los tres gruposcitados algunosde los pretratamientos

más estudiados.
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FÍSICOS QIJIMICOS BIOLOGICOS

Molienda

molino de bolas
molino de doble

rodillo
molino de martillos
molino coloidal

Vapor a alta presión
Extrusión
Expansión
Pi ról isis
Radiación de alta energía

Alcalis

Hidróxido sodico
amoniaco
sulfito amónico

Ácidos

ac. sulfúrico
ac. clorhídrico.
ac. fosfórico

Gases

dióxido de cloro
dióxido de nitrógeno
dióxido de azufre

Agentes oxidantes

peróxido de hidrógeno
ozono

Disolventes de celulosa

Cadoxen

CMCS

Organosolventes

extracción:
etanol: agua
benceno:etanol
etilenglicol
butanol agua

Agentes de “svelling”

TABLA X: Métodos utilizados para el pretratamiento de materiales
lignocelulosicos.

Hongos
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1.3.2.1. Pretratamientos tísicas.

Los pretratamientos físicos se suelen dividir en dos categorías: mecánicos y no
mecánicos. En los primeros, se utilizan las fuerzas de impacto y cizalladura que conducen a
materiales de baja cristalinidad, mayor superficie especifica y densidad aparente más alta.

Como consecuencia, se facilita la hidrólisis posterior, se disminuye el volumen del reactor y
se abarata el transporte de materiales. Entre estos pretratamientos cabe mencionar diferen-
tes tipos de moliendas (molino de bolas, martillos, cuchillas, rodillo> así como procesosde

molienda e hidrólisis simultánea (Furcht y Sille, 1990>. Los pretratamientos de carácter

físico no mecánico someten al residuo celulósico a la acción de agentes externos que provo-
can alteraciones diversas del material de partida. Entre estos,se encuentranlos tratamien-

tos con radiación, la utilización de vapor a altas presionesy la pirólisis a temperaturas

intermedias.

Molienda y trituración.

En general, los pretratamientos por molienda <que pueden efectuarse tanto por vía
seca como por vía húmeda> tienen el inconveniente de su alto consumo energético. Aunqur
es necesariotriturar el material lignocelulósico previamentehasta un cierto tamaño para

facilitar sumanejoposterior,el planteamientode una operaciónde moliendaintensivo corno
pretratamíentoprincipal de un sustratose considerapoco recomendablepara la economía

del proceso.

Radiación de alta energía.

En cuanto al pretratamientopor irradiación, de eficiencia comprobadaen algunos
casos<Kurnakura y Kaetsu, 1982; Kumakura y col., 1982; Kumakura y Kaetsu, 1983;
Kumakura y Kaetsu,1984; Khan y col., 1986>,ademásde su alto coste,es técnicamente
difícil de llevar a la prácticadebidoa que la baja densidadde los materialeslignocelulósicos
y las altas dosis requeridas obligarían al diseño de instalaciones demasiado complejas.

Puestoque en estetrabajo seestudiael efecto de la radiacióngammasobreel rendimiento

de hidrólisis enzimáticase discutirán,en posterioresapartados,aspectosconcretosde este
pretratamiento.

Explosión por vapor.

El pretratamientocon vapor a alta presión (steam-explosion>combina los efectos,
sobreel material lignocelulósico,de altas presionesy temperaturasjunto con la descompre-

sión bruscaposterior<Jusarek.1979; Saddlery col.. 1982:Marchessaulty col.. 1983; PuIs y

col.. 1983. Schultz y col., 1983>. Este pretratamientoque se basaen el procesoMansonite,
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de aplicación muyextendida en la industria papelera,tambiénpuederealizarseen presencia
de determinados agentes químicos, ácidos y bases. El resultado final es la obtenciónde un
producto fibroso cuya fracción celulósica es mucho más accesible al ataque enzimático. La

hemicelulosa que se despolimeriza en mayor o menor medida dependiendo de las condiciones
del pretratamiento es fácilmente recuperable por simples lavados, y la lignina, prácticamen-
te inalterada, puede ser extraída y utilizada con fines diversos.

Para la aplicación de este pretratamiento se han desarrollado algunos procesos co-
merciales en continuo y discontinuo cuyo objetivo es aumentar la digestibilidad de residuos
lignocelulósicos para su utilización como alimento de ganado o incrementar su rendimiento
en procesos de hidrólisis. Los aspectos concretos del tratamientocon vaporaaltaspresiones
se discutirán más adelante junto, con los resultados obtenidos en este trabajo, para el caso
concreto de su aplicación a la hidrólisis enzimática de O.uervosum.

1.3.2.2. Pretratamientos químicos.

El objetivo fundamental de estos pretratamientos es.en general,solubilizar la frac-
ción de lignina y modificar la estructurade las cadenascelulósicasde maneraque sean
fácilmente atacablespor las enzimas.Existen procesosde deslignificaciónde fibras emplea-

dos tradicionalmenteen la industria papelera,quea pesarde su gran eficacia para eliminar
lignina no son de gran utilidad como pretratamiento por estar diseñados para respetar al
máximola estructurade la celulosa.Entre los pretratamientosquímicosmásestudiadosse

encuentranlos tratamientoscon álcalis, ácidos.organosolventesy agentesoxidantes.

Aún paralosmás eficacespretratamientosquímicos,hay quereconocerla existencia
de inconvenientes que plantean serios problemas a la hora de ponerlos en práctica a gran
escala.Entreellos, la necesidadde disponerde equiposfabricadosconmaterialesespeciales
resistentesa la corrosión, la exigenciade efectuarlavadossucesivosdel sustratopretratado
y la producción de residuos químicos contaminantes que hay que procesar y eliminar de
alguna manera.

Los mecanismosde acción de los agentesquímicos sobreel material lignocelulósico

son de varios tipos. Algunos actúansolubilizandodeterminadasfracciones,tal como es el

caso de los tratamientoscon solventesorgánicos<etanol. butanol. etilenglicol, etc) que
extraenla fracción de lignina y quehansido fundamentalmenteutilizadosen los procesosde
elaboraciónde pulpade papel,o la solubilizaciónde hemicelulosacon bajasconcentraciones
de ácido habitualmenteempleadocomo fase previa a la hidrólisis ácida de celulosa. La

mayor partede los pretratamientosquímicosempleadospersiguensin embargola ruptura
de los enlacesde hidrógeno en las regionescristalinas de la fibra con objeto de abrir la

estructuray permitir el pasode los agenteshidroliticos. En estegrupo hay que incluir la

utilización de ácidos (H2S04. H3P04>. sales (ZnCI2>, álcalis (NaOH. NH3. Ca<OH>2 etc.>.
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De todos estospretratarnientos,uno de los quehan proporcionadomejoresresulta-

doses el tratamientocon NaOHtradicionalmente empleado paraaumentarla digestibilidad

de la paja para alimentación animal. El tratamiento con NH~aunque menos efectivo que el
anterior también es interesante, sobre todo en el caso de residuos para alimento de ganado

puesto que produce un aumento del contenido en N2 orgánico del sustrato como consecuen-
cia de la formación de acetato amónico.

El resto de los pretratamientos químicos o bien producen resultadosmenossatisfac-

torios o sonexcesivamentecaros por la tecnologíao los reactivosquehay queemplear<por

ejemplo solventes órganicos> o incluso plantean problemas de toxicidad, como ocurre con el
cadoxen <solución alcalina de etilendiamina> que actúa como disolvente de la celulosa y que
produce un aumento del rendimiento de hidrólisis muy significativo.

Puesto que las condiciones del tratamiento y los resultados dependén en gran medi-

da del tipo de sustrato utilizado, en este trabajo se han estudiado algunos de los pretrata-
mientos químicos anteriormentemencionadoscon objeto de compararel efecto de todos

ellos sobre un mismo material. Los resultadosobtenidos en cada caso se recogenen el

apartadocorrespondientede estamemoria.

1.3.2.3. Pretratamientos biológicos.

Estos pretratamientosconsistenen sometera la biomasalignocelulósicaa la acción

de microorganismosdegradadoresde lignina y hemícelulosacon lo que se destruyenasí las

estructurasque protegena la celulosay se la hacemás accesibleal ataquehidrolítico. Un
problemaquepresentanun gran númerode los mencionadosmicroorganismosesque pose-

en tambiénactividadcelulolítica, consumiendola celulosapreferentementea la lignina.
Sonnumerososlos trabajosquetratan sobreel temade la biodegradaciónde la lignina <Kirk
y col.. 1986; Kadam y Drew, 1986; Sanglard y col.. 1986; Botany y col., 1987> y son

interesantes las investigaciones que en este campo se están realizandopara conseguirel

denominado “biopulping”, nuevo proceso de fabricación de papel en el que la celulosa es
liberada de la lignina por medio de microorganismosligninolíticos y no medianteprocesos

químicos tradicionales.

1.3.3. Procesos de hidrólisis enzimática.

De acuerdocon el esquemageneralde un procesode hidrólisis enzimática,el sustra-

to una vez sometido al pretratamiento,seleccionadode acuerdocon sus características

especificas,es hidrolizado, mediante la acción de las enzimasceluloliticas, hastaglucosa.

Las condicionesdel proceso,temperatura.tiempode hidrólisis, concentraciónde enzimasy
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relación sólido-líquido dependendel sustratoelegido y de las característicasy actividad
hidrolitica del complejo utilizado y debenpor tanto serdeterminadasexperimentalmente
para cada caso concreto.

Estos parámetros unidos a la finalidad del proceso de hidrólisis de que se trate
determinan el modo de operación más adecuado en cada caso. Se han descrito numerosos
sistemas para llevar a cabo los procesos de hidrólisis enzimática: continuos, discontinuos,

con enzimas inmovilizadas, con reciclado de enzimas, con fermentación simultánea, biorreac-
tores de membrana, etc., cada uno de los cuales presenta ventajas e inconvenientes que se
discutirán mas adelante junto con la descripción de dichos esquemas operativos. Las dificul-
tades para realizar a gran escalaestosprocesosno sonsólo de ordentécnicosino económico,
ya que los productos resultantes deben competir,entreotros, con los derivadosde la indus-
tria petroquímica cuyos precios son en la actualidad, inferiores a los que alcanzaron durante

la crisis energética y que generaron unas perspectivasparala transformaciónde celulosa
muy optimistas. Con el conflicto político del Golfo Pérsico,se ha vuelto a considerar la

necesidadde una mayordedicaciónde recursosen la búsquedade solucionesalternativasal

petróleo.

Los factoresque influyen en mayor medidaen el costede la hidrólisis con enzimas

son la baja actividadespecíficade las mismasy la fuerte inhibición que experimentanpor
acumulaciónde los productos finales, fundamentalmentecelobiosay glucosa. Es por esto.
por lo que las variacionesmás importantes,diseñadassobreel esquemabásicodel proceso,

hantenidocomoobjetivo la reduccióno eliminaciónde estosfactoresnegativos.En esencia,
se ha tratadode recuperary reutilizar las enzimasen operacionessucesivasy eliminar el

efectode los productosde hidrólisis separándolosdel medio o transformándolosmediante
fermentacionessimultáneas,acopladaso empleode cocultivos.

1.3.3.1. Recuperación e inmovilización de enzimas.

La inmovilización de enzimas,quees una técnica ampliamenteutilizada en los mo-
dernosprocesosbiotecnológicos,presenta,en el caso concretode las celulasas,muchos
inconvenientesdebidoa la insolubilidad del sustratoquedificulta enormementela interac-
ción de ésteconlos enzimasinmovilizadas.A pesarde esto,sehandescritoalgunostrabajos
experimentalesde inmovilización de celulasasconbuen resultadoen cuantoa retenciónde
la actividad y reutilizaciónde los lechosenzimáticos<Woodwardy col., 1982; Fadday col.,
1984: Lobarzewskiy Paszczynski,1985; Wongkhalaungy col., 1985: F’ujikaway col., 1988:
Leey Woodward,1983> y utilizando comosoportespara la inmovilización: sefarosa,dextra-
nos activados, esferas de vidrio, etc. Esta técnica no ha pasado, sin embargo, de la etapa de
laboratorio y aunque no parece muy viable para el caso de celulasas no se descarta la
posibilidadde su utilización para trasformaciónde materialeslignocelulósicossobretodo en

el caso de la 0-glucosidasa en cuyo caso no presenta la limitación de la insolubilidad del

sustrato.
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Otra forma de disminuir el gasto de enzimassería la de recuperaréstasde los
hidrolizadosmedianteultrafiltración o adsorciónsobresustratosfrescos.El incovenientede

estas técnicas es que gran parte de las enzimas utilizadas, sobre todo exo y endoglucanasas,
permanecen adsorbidas al sustrato residual con lo que el complejo recuperado va desequili-
brándosecon respectoa sucomposiciónoriginal (Peitersen,1975;Leey col., 1982;Ooshima

y col., 1990> complicandoel diseño de un procesode estetipo.

1.3.3.2. Separación de productas de hidrólisis.

La separación de los productos de hidrólisis tiene por objetivo, como hemos dicho
anteriormente, eliminar o reducir la inhibición que sobrela acciónenzimáticaejercendichos

productos,fundamentalmenteglucosay celobiosay, que puedeen útimo termino detenerel

procesode hidrólisis.

ActuaJmentese están estudiandodtversos sistemasque permitirían retirar estos

productos a medida que se generan.Entre ellos, están los reactoresde membranade
ultrafiltración. que son reactoresconvencionalesequipadoscon una membranade poro
adecuadoparaque las enzimaspuedanser retenidasmientrasqueel hidrolizadoes retirado

y sustituidopor medio fresco<Obosey Kostick, 1970: Grianfreda y Greco, 1980; Alifaní y
col., 1983: Ohísony col., 1984>. Estees.en realidad,un sistemade ultrafiltración que tiene
el inconvenientede producirmedioscon muy bajaconcentraciónde azúcaresy por tanto un
incrementoeconómicoy energéticodel procesoglobal al tener que ser concentradospara

posterioresoperaciones.

Otros sistemasque permiten el reciclado de las enzimas y la separaciónde los

productosdehidrólisis sonlos sistemasacuososde doble fase(Tjerneld y col., 1985a: 1985b:

1991>. Las dos fasesde estossistemasse forman con polímerossolublescomo dextranosy
polietilenglicol quesonbiocompatiblespor sualto contenidoen agua.Los azúcaresformados

durantela etapade hidrólisis se distribuyen en una de las fases,de dondepuedenser
separadosmedianteun sistemade ultrafiltración o ser fermentadosdirectamente,mientras
que las enzimas y el sustrato se distribuyen en la otra. Segúnunacomparaciónrecogidaen
la bibliografía (Tjerneld y col., 1985b> el grado de utilización de enzimas (expresado como

actividad enzimática, en unidades de papel de filtro consumidas por gramo de azúcares
reductoresformados>es de 35 para un procesodiscontinuoclásico, 9,6 para un sistemade

ultrafiltración y 16,6, para un sistema acuoso de dos fases, aunqueeste último permite

obtenersolucionesde azúcaresmás concentradas<5-7%>que Las obtenidasen reactoresde

ultrafiltración (1%>.
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1.3.3.3. Procesos de sacarificación y fermentación simultánea y
acoplada.

La acumulación de glucosa y otros azúcares en el medio de hidrólisis también puede
evitarse utilizando procesos de sacarificación y fermentación simultánea (SES> en los cuales
los azúcares, producidos por la acción de las celulasas sobre el material celulósico,
son,simultáneamente,transformadosen etanol mediantelevaduraso bacterias,fundamen-
talmenteSaccharomyceso Zymomonas(Viikari y col., 1981; Ghoshy col., 1982; Asenjo y
Jew, 1983; Deshpandey col., 1983; Kosaric y col., 1983; Ohose y col., 1984; Spanglery
Emert, 1986; Wright y col., 1987; Spindler y col., 1989; Szczodrak,1989>. Empleando
levaduras como Cándida vickerhamrni, que no sólo transforma en etanol la glucosa sino que

también es capaz de utilizar celobiosa y celodextrinas, se podría, incluso, reducir la limita-
ción del rendimiento final de transformación originado por la baja actividad que, en general,
presenta la 0-glucosidasa de la mayoría de los complejoscelulolíticos (Freer y Wing, 1985>.

El principal inconveniente de este tipo de procesos radica en las diferentescondicio-

nes, sobretodo de temperatura,querequierenlas dos fasesque lo constituyen.Habría que

establecersolucionesde compromiso para las distintasvariablesde operación,así, la tempe-
ratura podría mantenersealrededorde unos 40W, que es un valor intermedio entre la
temperaturaóptima para la actuaciónde celulasas<40-50W) y la correspondientea las

levaduras<30-350C>. Este problemase podría, también,solventar con la utilización de mi-

croorganismosfermentativostermotolerantes,queaportaríanla ventaja,al trabajara altas
temperaturas.de facilitar el procesode destilacióndel etanol y disminuir su coste. Con el

procesoSFS seelimina, además,la necesidadde utilizar reactoresseparados,reduciéndose
por tanto el costede instalacióny operación(Blancoy col.. 1982>.

Entre los procesos de SFS descritos, cabe destacar el proceso de la Gulf Oil

Corporation realizado con celulasas de Trichoderma reesei QM 9414 y la levadura

Saccharomycesoerevisiaeskl utilizando solka-flocBW200 (Kosaricy col., 1983>. Asimismo
Szczodrak(1988) ha estudiadoel procesode SFS utilizando celulasasde T.reeseijunto con

Ktuyveroniyces fragilis sobre paja de trigo sometidoa diferentespretratamientos,consi-
guiendo productividadesmuy superioresa las obtenidas al realizar ambos procesospor

separado.Sin embargoel procesode SFSmásimportanteen la actualidades el patrocinado

por el Departamentode Energíade EE.UU. (DOE> y realizadoen el SolarEnergyResearch
Institute <SERI> de Colorado<Wyman, 1990>.

Este procesoSF5 está integrado en un gran proyecto de producciónde etanol a

partir de cultivos energéticos<herbáceosy leñosos>cuyo objetivo es la obtenciónde etanola
un precio competitivoconel de la gasolinaparautilizarlo como combustibleen automoción
en EE.UU.

Este proyectocomenzóen 1980 y sus objetivos principalesson obtenerunas mate-

rias primas muy baratas (altas productividadesde los cultivos energéticos>,mejorar el

procesode hidrólisis y fermentación<enzimasy levaduras)y aprovecharíntegramentelos
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productosmayoritariosde la biomasa(hemicelulosa,celulosay lignina>. En este procesose

utiliza un pretratamiento con ácido sulfúrico diluido, aunque también se estudia el trata-
miento con. organosoiventes. El complejo enzimático lo obtiene la empresa Genencor del
T.reesei.pero continúan trabajando en producción de enzimas procedentes de hongos <con
fermentadores de lecho fluidizado) y de bacteriasproductorasde celulasastermoresistentes

(Acidotermnuscettulolyticusj.

La fermentación se realiza con la intervención del S.cerevisiae(fermenta la glucosa>

y del Brettanomyc«sclausenii que fermenta la colobiosa producida en la hidrólisis de la
celulosa, solucionando, de esta forma, los problemas de inhibición por producto final de las
enzimasendoy exoglucanasas.

El problema de la fermentación de la xilosa derivada de la fracción de hemicelulosa
lo están resolviendo en un proceso simultáneo, utilizando la enzima isomerasa inmovilizada
<cataliza la conversión de xilosa a xilulosa>. obtenida por manipulación genética del E.coli y

levaduras.

El aprovechamientode la lignina lo estánestudiandoa través de procesostermoqm-
micosparala producciónde metil-aril-éteres<MAE), compuestosqueincrementanel octana-
jo de las gasolinassin incrementarla presiónde vapor de las mezclas.

El esquemadel procesode producciónde etanol a partir de biomasalignocelulósica
propuestopor el SERI está representadoen la figura 12.

Fruto del esfuerzo realizado por el UGE en estos diez años (1980-1990> es el hecho

de que el precio del etanol estimado se ha reducidodesde 3.60 $/galón en 1980 a 1,85
$/galónen 1989.Sinembargo,el objetivo del Programaesunareducciónde costeshasta0,6
$/galón <aproximadamente20 pts/l a valor actualdel $= 100 pts) basados fundamentalmen-
te en mejoras tecnológicasde las distintas etapasdel procesoque incluyen en todos los
casoslos avancescientíficosque se prevénpuedenrealizarsea cortoy medioplazo<Wyman,
1990>.

La sacarificacióny fermentaciónsimultáneatambiénse puedellevar a caboutilizan-
do microorganismoscon capacidadpara realizarambasfunciones.En estesentido,además

de los intentosde expresarlos genesde celulasasen levaduras,tambiénse llevan a cabo

estudios genéticos con microorganismos que, aunque con bajos rendimientos, pueden trans-
formar celulosa en etanol directamente. Este es el caso de Clostridiun¿ th.ermocetlnn¡que es
un organismo altamente celulolítico que fermenta celulosa y los productos de degradación,

fundamentalmenteglucosay celobiosa, produciendoetanol, C02 y ácidos orgánicos.El
géneroMoni/ja tambiénpuedeutilizarseen estosprocesosya que ademásde celulosapuede
utilizar hemicelulosay sustanciaspécticascomofuente de carbono<Gong y col.. 1981>. La
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principal limitación de estetipo de microorganismosesquedebidoa la heterogeneidadde su

metabolismo producen un rendimiento bajo de transformación y en el caso de C/ostridiun¿

existe el problema adicional de la inhibición de su metabolismo por la acumulación de etanol
incluso a bajas concentraciones.

Los principales procesos que emplean microorganismoscon capacidadde sacarifica-
ción y fermentación son: MIT, GE/CITA y PEN/Arkansas.

1.3.3.4. Utilización de cocultivos.

La obtención de etanol a partir de materiales celulósicos ha sido, asimismo, abordada
utilizando cocultivos de organismos con capacidad celulolítica y fermentativa, evitando de
esta forma la fase de producción y obtención de enzimas. Este tipo de procesos se ha
estudiado ampliamente con bacterias termofílicas del géneroCiostridium como Cl. Mermo-

ce/muz,Cl. thermosaccharolyticumny CI.thermohydrosulfuricum.El primero de ellos es un
organismo altamente celulolitico que fermenta la celulosa y sus productos de degradación.
fundamentalmentecelobiosay glucosa,produciendoetanol,002 y ácidosorgánicos.Puesto

que esta bacteria es capaz de degradar hemicelulosas pero no de fermentar las pentosas
producidas, su cultivo con cualquiera de las otrasdosespeciesaumentasignificativamenteel

rendimiento en etanol, ya que estas últimas son capaces de utilizar tanto las pentosas como

la glucosa y la celobiosa producidas por la primera (Gomez, 1982; Ng y Zeikus, 1982>.
También se han obtenido buenos resultadosutilizando cocultivos de CI.thermocellunzcon
bacterias productoras de etanol como Zymon¿onasmobilis <Kosaric y col., 1983>.

Como inconvenientesprincipalesde los cocultivos hay queseñalarla dificultad de
controlar y mantener un proceso en el que deben coexistir poblacionesmicrobianasdiferen-

tes y cuyasexigenciaspuedenser en algunoscasosdifíciles de hacer compatibles.

De lo anteriormenteexpuesto,se puedeconcluir que no hay un procesode eficacia
demostrada para llevar a cabo la etapa de hidrólisis, pero sí hay diferentes opciones sobre
las que se puede trabajar en cada caso concreto (tipo de sustrato, tipo de enzima, productos

que se quieren obtener, etc>, para conseguirbuenosresultados.La puestaen prácticade
estos procesos depende no sólo de la resoluciónde las cuestionestécnicasque se plantean
sino también de factores económicos tales como competenciade los productosobtenidosa

partir de la celulosacon los obtenidospor otras vías, precio del petróleo.y por tantode los

productos derivados de la petroquímica, etc, que son variables y por tanto difíciles de

evaluar.

No obstante, y por los datos económicos y técnicos recogidos en la bibliografía y
parcialmente expuestos anteriormente, parece recomendable profundizaren el estudiodel

proceso de SF5. así como en la determinación del pretratamiento más adecuado para la
biomasa seleccionada según los criterios expuestos. El hecho de que organismostan impor-
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tantescomo el OQE y el SERI apoyeny estudienese procesocomo medio para producir
etanol y solventar así sus problemas de obtención de combustibles líquidos, nos animó a
emprenderesta tesis con la que modestamentepodemoscontribuir en nuestropaís a obte-

ner energía(en forma de combustiblelíquido> y materiasprimas que ayudenal ahorro de

petróleo.
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2. OBJETO E INTERES DEL TEMA.

En el presente trabajo se estudia la hidrólisis enzimática de la celulosa de

Onopordunt nervosiun boiss utilizándo un complejo enzimático obtenido a partir de

TrichodernzoreeselQM9414.

La disminución de las reservas de combustibles fósiles y el aumento del precio de los
mismos ha concentrado durante los últimos años mucha atención en la investigación y
desarrollo de nuevas fuentes de energía y materias primas. La celulosa, por su abundancia
y su capacidad de ser renovada continuamente en la naturaleza,ha sido, de entredichas

fuentes, una de las más estudiadas.Parasu utilización, puedenaplicarsediversosprocesos
de transformación en función de la finalidad concreta que se persiga. Entre estos procesos,
uno de los más prometedores es la hidrólisis mediante enzimas, para su conversionen

glucosa, que puede ser empleada directamente para alimentación humana y animal o como

sustrato de transformaciones para obtener SCP, combustibles o compuestos químicos
diversos.

En este contexto y teniendo en cuenta las perspectivasque presentaO. net’osum

(cardo silvestre> para su introducción en algunaszonasde Españacomo cultivo alternativo

productor de lignocelulosa, se ha considerado el interés de realizar un estudio detallado de la

transformación por hidrólisis enzimáticade la biomasade dicha especie.

Los objetivos parciales que se han abordado en el desarrollo de este trabajo para la
consecución del objetivo final del mismo, han sido los siguientes:

1. Obtención de un complejo celulolítico a partir de Trichodermna reesez
QM9414. Este apartado ha incluido el estudio de las condiciones de crecimien-
to del microoorganismoy de la producciónde enzimas,así como la caracteri-
zación de la actividad enzimática de la preparaciónobtenida y de las
condicionesóptimasde hidrólisis paradicha preparación.

2. Evaluación de la efectividad de distintos pretratamientossobreel rendi-
mientode la hidrólisis dek biomasade O. n.eL’osun¿.Esteestudioha incluido
el seguimientode las alteracionesexperimentadaspor los otros compuestos
mayoritarios de la biomasa.hemicelulosay lignina con objeto de dar una
vision global del efecto del pretratamientosobredicho material, y

3. Seguimiento del proceso de hidrólisis de O. n.ervosumpretratado de acuerdo
con las condiciones óptimasseleccionadasen el apartadoanteriory utilizando
el complejo enzimáticoproducidoen la primera fasedel trabajo.
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3. MATERiAL Y METODOS.

3.1. PRODUOCION DE CELULASAS.

3.1.1. Cepas productoras de celulasas.

El organismo ideal para la obtención de celulasas es aquél que siendo estable, produ-
ce altas concentraciones del complejo enzimático completo, con un bajo requerimiento en
nutrientes solubles, en un corto tiempo, sin ser además suceptible a ningún tipo de repre-

sión catabólica. Los que más se ajustan a este modelo ideal de productor son los mutantes
de T. iongibrachiarwn. Para el desarrollo del trabajo de investigación correspondientea esta
memoria, se ha utilizado el mutante QM9414. El complejo enzimático producido es comple-

to (endoglucanasas,celobiohidrolasay ~.glucosídasa>,extracelulary conactividadsuficiente
como para abordar la hidrólisis de la celulosa.

La cepa QM9414 es lo suficientementeestable,como para permitir su manejoen
medios sólido o líquido mediantelas técnicasde resiembrae inoculación habituales.

3.1.2. Cepa productora.

Para la obtención de las celulasas se utilizó la cepa QM9414 del mutante hiperpro-
ductor Trichoderma longibrachiatmn <CECT 2414). procedente de la Colección Americana
de Cultivos Tipo <ATCC> vía Colección Española.

3.1.3. Medios necesarios para el mantenimiento, caracterización, cre-
cimiento y producción.

Para desarrollar las diferentes etapas que integran el proceso de producción de

celulasas a partir de microorganismos fue necesario utilizar distintos medios sólidos o líqui-
dos para mantener las cepas, comprobar su estabilidad, o para abordar la fase de producción

masiva de enzimas. Dichos medios, son los que se describen a continuacion.

3.1.3.1. Medias sólidos de crecimiento.

La preparaciónde un inóculo destinadoa producciónde enzimasutilizando estos

mutantes,requieredisponer de suspensionesde esporasprocedentesde cultivos jóvenes,

<7-14 días> sobre medios sólidos. Para el crecimiento y conservación de las mismas se han
utilizado los medios comerciales convencionales de agar-patata o de agar-malta. Cuando se
observó un mal crecimientosobre mediossintéticos, se pasó a utilizar sustratosnaturales

como patata cocida. En el anexo 1 se encuentra recogido la composición de dicho medio.
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3.1.3.2. Medios líquidos para la preparación de ináculo y para la producción en
fermentador.

Para la preparación de inóculos y medios nutritivos de crecimiento en matraz y
fermentador se utilizó un medio líquido salino, fuertemente tamponado, al que se añadió el
sustrato hidrocarbonado que actuaría como inductor en la síntesis de celulasas. La composi-
ción del medio fue variable según la concentración de sustrato. En el anexo 1 se muestra la
composición de los diferentes medios empleados.

3.1.3.3. Preparación del mácula.

Para la preparacióndel inóculo se partió de una suspensiónde esporasobtenidasa

partir de cultivos en medio sólido de 7-14 días de edad. Las suspensiones de esporas

contenian 2,5-3,0 106 esporas/mí, añadiéndose 1 ml de la suspensión por cada 100 ml de
medio salino del inóculo.

El pH inicial del inóculo se ajustó a 5,5-6. Se mantuvo a 28Wy una agitación que
garantizaba una buena oxigenación del medio, sin alterar el micelio ni los agregados de

micelo-celulosa que se producen.

3.1.4. Condiciones tísico-químicas necesarias para la puesta en mar-
cha de la producción en fermentador.

El inóculo bien crecido se añadió al medio de producción del fermentador. que conte-
nía como única fuente hidrocarbonada celulosa. El fermentador utilizado para la producción
de celulasas fue un fermentadorBiotec de 2-9 litros de capacidad.en el que se pueden

prefijar las condicionesde temperatura<28-30W)y agitación <200 rpmi. El pl-! del medio del
fermentador se ajusté entre 5-5,5 prefijándose el nivel mínimo de pH a alcanzar en 3.5. La

adición de base o ácido <NH4OH2N o ácido fosfórico 0.5N) era automática, mediante bomba
peristáltica y en las cantidades requeridas por la marcha del proceso. La temperatura se fijó
durante el proceso en 28-30W. La adición de antiespumante. también automática, estaba
controlada por una sonda de contacto. Un problema que se planteó frecuentemente fue la
formación de espumas. La espuma que apareció generalmente alrededor de las 60 horas era
muy consistente y difícil de eliminar una vez formada, aún incluso mediante el empleo de
antiespumante.Sólo corrigiendo la aireacióny la agitación se logró minimizar en parteel

problema. Parece que el alto contenidoen proteínasdel medio es la causadel aumento
gradual de espumas a partir de cierto momento del proceso. La concentración de sustrato

utilizado <Solka Flock HW200) fue del 1 y 2 %(¡‘/V>.

3.2. ESTUDIO DEL COMPLEJO CELULOLITICO

3.2.1. Precipitación y concentración del complejo enzimático.

Una vez finalizado el proceso de producción en fermentador, se procedió a la separa-
ción a partir del medio líquido de la fracción que contenía las enzimas. Para ello, se yació el
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fermentador y se pasó el medio de cultivo por unos filtros de luz de malla de 0,1 mmde
diámetro. Con esta primera filtración se lograba separar la fracción de celulosa y micelio del
medio líquido. Se realizó posteriormente otra filtración, con el fin de eliminar los sólidos en
suspensión restantes. Finalmente el complejo enzimático fue concentrado, a partir del líqui-
do obtenido por filtración del medio de cultivo del hongo, utilizando un equipo tangencial
<PELLICON, Millipore> que permite concentrar hasta 9 veces, moléculas disueltas cuyo
peso molecular sea superior a 10.000, entre las que se encuentran los componentes del
complejo celulolitico. Sobre este concentrado se realizaron las determinacionesfinales del
proceso. Para la conservación de las enzimas obtenidas, el concentradoobtenido fue liofiliza-

do y conservadoen neverahastasu utilización.

La determinaciónde lasactividadesy cinéticasdel complejoenzimáticoasí como los

estudios de hidrólisis se llevaron a cabo en un principio disolviendoel liofilizado en tampón

citrato 0,OSM, PH 4,8. Sin embargo, los análisis posteriores del liofilizado por 1-IPLC presen-
taron poblemas derivados de la interacción entre dicho tampón y los componentes de las

columnas de separación. Por este motivo, se procedió a una selección entre distintos tampo-
nes de diferente molarídad, con objeto de encontrar uno en el que la actividad del complejo
no resultara afectada y que no presentara los inconvenientescitadosanteriormente.Entre
los tampones ensayados: citrato, fosfato y acetato con concentraciones niolares que variaron

desde 0.025 M hasta 0.15 M, se eligió el acetato 0,1 Mque cumplía los requisitos indicados
y que sustituyó desde ese momento al tampón citrato 0.05M en todos íos ensayos de
hidrólisis.

3.2.2. Medida de la actividad enz¡mática.

Puesto que el complejo enzimático está constituidopor diversasenzimases necesa-

rio empleardiferentesensayosparadeterminarlas diferentesactividadesenzimáticas.Las

tres pruebas más utilizadas para establecerla capacidadde un complejo celulolítico de

hidrolizar celulosason: la actividad sobrepapel de filtro, la actividad sobrecarboxi-metil-

celulosa (CMC> y la actividad de 0-glucosidasa.A continuación, se recoge la metodología

detallada para la realización de cada una de estas pruebas, de acuerdo con las normas
elaboradas por la IUPAC en 1984 con objeto de unificar los distintos métodos que habían

sido utilizados hasta esa fecha y que dificultaban por tanto la comparaciónde resultados
entre distintos grupos de trabajo (Ghose, 1987>.

3.2.2.1. Determinación de la actividad sobre papel de filtro.

Reactivos

- Tira de papel de filtro Whatman n01 (1 x 6 cm ).

- Tampón citrato 0,05M. pH 4,8.
- DNS.
- Solución de glucosa en tampón citrato (10 mg/mí>.

Procedimiento
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1.Deben hacerse al menos dos diluciones en tampón citrato de la solución de enzima
cuya actividad se quiere medir. Una de ellas debe liberar en el medio de reacción
algo menos de 2 mgy la otra algo más de 2 mg de azúcares reductores expresados
como glucosa. Aunque las diluciones que liberan esta cantidad de reductores deben
ser estudiadas para cada caso particular, se puede deducir de nuestras experiencias
con distintas soluciones de celulasas, que éstas corresponden, generalmente, a
concentracionesde proteínassolubles (calculadassegúnel métodode Lowry> com-
prendidasentre0,1 mg/ml y 1 mg 1 ml.

2. Los patrones de glucosa se preparan a partir de una solución de glucosa, en
tampón citrato 0.05M. pU 4,8 de 10 mg/mi de concentración. Las diluciones,
realizadas con el mismo tampón citrato, tienen una concentración final de 3,3; 2,5;
1,65 y 1,0 mg en 0,5 ml respectivamente.

3. La reacción enzimática se lleva a cabo en tubos de ensayo de unos 25 mi de
capacidad. En la siguiente tabla, se detallan los volúmenes de reactivos que se
incorporan en las distintas muestras.

MUESTRA

¡PROBLEMA

PATRONES

GLUCOSA

BLANCO

ENZIMA

CERO

¡Tampón citrato 1 ml 1 ml 1 ml 1,5 ml

¡Disolución enzimaj O,Sml 0,Sml
(2 diluciones)

¡Glucosa 1 ——— 0,5 ml* ~ —-——

¡Tira de papel ¡ 1 -——— 1 ¡

* de la dilución de glucosa correspondiente.

4. Las muestras problemas se atemperan a 50W antes de añadir la tira de papel de
filtro. Es importante que el papel quede sumergido, en su mayor parte. en la
mezcla de reacción. La incubación de las muestras se realiza durante 60 minutos a
50W en un baño de agitación.

5. Una vez transcurrido el tiempo de incubación se añade 3 ml del reactivo 3,5-
dinitrosalicílico(Anexo 1> a todoslos tubos.incluyendomuestrasproblemas.patro-
nesde glucosa, blanco de enzima y cero. Después de agitar se introducen durante
cinco minutos en un baño con agua hirviendo y se transfieren posteriormente a un
baño de agua fría. Se añaden 20 ml de agua destilada a cada tubo y se agitan
invirtiéndolos varias veces hasta que la mezcla sea uniforme. Luego se deja reposar
unos 20 minutos para que la pulpa de papel se deposite en el fondo de los tubos y
se lee la densidad óptica del sobrenadante a 540 nm. frente al blanco de enzima.
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Cálculo dc la actividad.

Definición de la unidad de papel de filtro (UPF>.

La UPFestá basada en la Unidad Internacional (UI>, que corresponde a una conver-

sión de sustrato de 1 pmol en 1 minuto. En el caso de actividad enzimática sobre papel de
filtro, la UPF se define como la formación de 1 pmol/min. de azúcares reductores medidos
como poder reductor de glucosa, en las condiciones de ensayo descritas previamente.

Debido a la ausencia de linealidad entre la dilución de enzima y los azúcares reducto-
res liberados durante el ensayo, la actividad enzimática sobre papel de filtro debe medirse a

una concentración de enzima que libere en el medio de reacción una cantidad absoluta de 2
mg de azúcares reductores, expresados como glucosa, que es el punto en donde la relación
entre ambas variables se hace razonablemente lineal. Haciendo las transformaciones corres-

pondientes se comprueba que 2 mg de glucosa en las condiciones de ensayo descritas
corresponde a 0,37 pmoles de glucosa liberados por minuto y por ml de la dilución enzimá-
tica ensayada o lo que es lo mismo 0,37 UI por ml de dilucion.

Cálculo de las UPF de la disolución enzirnática.

1. Se ajustan los valores de absorbanciaobtenidospara los distintos patronesde
glucosa a una recta.

2. Se calculan sobre la ecuación de esa recta los valores de glucosa que corresponde-
rían a las absorbancias obtenidas para las muestras poblema (después de deducir el
valor del blanco de enzima correspondiente).

3. Se representan en papel semilogaritmico los valores de glucosa obtenidos frente a
las concentraciones <inversas de las diluciones> de solución de enzima correspon-
diente, y se estima el valor de la concentración que liberaría exactamente 2 mg de
azúcares reductores.

4. Se calcula la actividad <UPF>

0,37 —1
UPF= unidades ml

C

C= concentración de enzima que liberaría 2,0 mg de glucosa.

Cuando se trate de disoluciones de baja actividad enzimática. puede ser que incluso la
muestra no diluida libere en el ensayo menos de los 2 mg. de azúcares reductores. En este
caso, el cálculo de actividad se realiza a partir de la cantidad de glucosa liberada empleando

la siguiente expresion:
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UPF/ml de solución de enzima=mg.de glucosa liberados x 0,185*

*1 mg. de glucosa liberada equivale a 0,185 111/mí:

1,0 —1 —1 —1
lmg de glucosa # pmol.min .ml = 0,185 UI.ml

O, 18x0, 5x60

3.2.2.2. Determinación de la actividad sobre OMO.

Reactivos:

- Carboximetilcelulosa (1%>. La carboximetilcelulosa <viscosidad media. D.S.=0.5> se
disuelve en agua caliente y luego se añade tampón citrato O,5M pH4.8 en una
proporción tal que la concentración final de citrato sea 0.05M.

- Tampón citrato O.05M. pH 4,8.
DNS.

- Solución de glucosa en tampón citrato (10 mg/mí).

Procedimiento:

1. Deben hacerse al. menos dos diluciones en tampón citrato de la disolución de
enzima cuya actividad se quiere medir. Una de ellas debe liberar en el medio de
reacción algo menos de 0,5 mg y la otra algo más de 0.5 mg de azúcares reductores
expresados como glucosa.

2. Los patrones de glucosa se preparan a partir de una disolución de glucosa. en
tampón citrato 0.05M, pI-! 4,8 a una concentración de 5 mg/ml. Las diluciones,
realizadas con el mismo tampón citrato, tienen una concentración final de 1,0; 0,7;
0,5 y 0,25 mg en 0,5 ml respectivamente.

3. La reacción enzimática se lleva a cabo en tubos de ensayo de unos 25 ml de
capacidad. En la siguiente tabla, se detallan los volúmenes de reactivos que se
incorporan en las distintas muestras.

4. Las muestras problemas se incuban a 500C durante 30 minutos en un baño de
agitación. Una vez transcurridoel tiempode incubaciónse añade3 ml del reactivo
3,5-dinitrosalicílico<ver anexo1) atodoslos tubos,incluyendomuestrasproblemas,
patrones de glucosa, blanco de enzima y cero. Se agita y se introducen durante
cincominutosen un bañocon aguahirviendoy se transfierenposteriormentea un
baño de agua fría. Se añade 20 ml de agua destilada a cada tubo y se agita
invirtiéndolos varias veces hasta que la mezcla sea uniforme y se lee la densidad
óptica de las muestras a 540 nm. frente a la muestra cero.
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MUESTRA

¡PROBLEMAS

PATRONES

GLUCOSA

BLANCO

ENZIMA

CERO ¡

CMC (1%) ¡ 0,5 ml
Tampón citrato 0,5 ml 0,5 ml 1 ml

Disolución enzima 0,5 ml 0,5 ml
(2 diluciones)

Glucosa 0,5 ml*

* de la dilución de glucosa correspondiente.

Cálculo de la actividad.

Teniendo en cuenta que la relación entre concentración de enzima y azúcares reduc-

toresliberadosse hace aproximadamentelineal cuando,la cantidadde azúcaresreductores
liberadoscomo glucosaoscila alrededorde 0,5 mg <en las condicionesde ensayodescritas
previamente>,la actividad sobre CMC debemedirse utilizando diluciones de enzima que

produzcanalgo másy algo menosde estevalor paraasí deducirla concentraciónde enzima
queliberaríaexactamente0,5 mg de glucosa.

De acuerdo con el valor de Unidad Internacional, definido en el apartado correspon-
dientea la actividad sobrepapelde filtro, se deduceque 0,5 mg de glucosacorrespondena
0.185pmolesde glucosapor minuto y por ml de la dilución enzimáticaensayada,es decir.
0.185 UI/mí.

Cálculo de la actividad sobre CMCen la disolución de enzima.

1. Se ajustan los valores de absorbancia obtenidos para los distintos patrones de
glucosa a una recta.

2. Se calculan sobre la ecuación de esa recta los valores de glucosa que correspon-
den a las absorbancias obtenidas para las muestras poblema (después de deducir
el valor del blanco de enzima correspondiente>.

3. Se representanen papel semilogaritmicolos valoresde glucosaobtenidosfrente
a las concentraciones <inversas de las diluciones> de solución de enzima corres-
pondiente, y se estima el valor de la concentración que liberaría exactamente 0.5
mg de azúcares reductores.
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4. Se calcuta la actividad CMC:

0,185 —1CMC= IJImí

C

C= concentración de enzima que liberaría 0,5 mg de glucosa.

3.2.2.3. Determinación de la actividad de ~-glucosidasa (Bailey et al.1981>.

Reactivos:

- 4-nitrofenil-0.D-glucopiranósido<Merck Rfa 6753) lmM en tampóncitrato 0,05 M
pI] 4,8.

- Solución de 4-nitrofenol <10 Mg/mí> en tampón citrato 0,05 M pH 4,8
- Carbonatosódico1M

Procedimiento

1. A partir de una disolución de 4-nitrofenol en tampón citrato (10 pg/ml>, se preparan
las disolucionesquese utilizan comopatronescon las siguientesconcentraciones:
10; 7,5; 5; 2,5 y 1,25 ng/ml.

2. La reacción enzimáticaque consisteen la liberación de 4-nitrofenol a partir de
4-nitrofenil-0-D-glucopiranósidose lleva a caboen baño de agitacióna 50W duran-
te 10 minutos. Las muestrasse preparancomo se detalla en la siguientetabla.

MUESTRA

PROBLEMA PATRONES CERO

4—nitrofenil—~--0— 1,8 ml 1,8 ml
glucopiranósido 1 mM

Solución enzima 0,2 ml

4—nitrofenol 2 ml*

¡ Tampón citrato 0,2 ml

0,5 14 pH 4,8

*de la dilución de 4—nitrofenol correspondiente.

3. Transcurridos los 10 minutos, la reacción se detiene añadiendo a cada muestra 1
ml de Na2CO3 1 M. La lectura de la absorbancia se realiza a 400 nm frente a la
muestra cero.
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Cálculo de la actividad.

La actividad enzimáticade frglucosidasase suele expresaren nKat. El nKat se
define como la cantidad de enzima que libera 1 nmol/s de 4-nitrofenol en la mezclareaccio-
nante en las condiciones descritas <lnkat 0,06 U!>.

3.2.3. Determinación de proteínas solubles.

El método empleado para la determinación de proteínas fue el de Lowry y col.

<1950>, que tiene como fundamento la aparición de color, resultado de la reacción de Biuret

de las proteínas con el ión cobre en medio alcalino y de la reducción del fosfomolíbdico-
fosfotúngstico por la tirosina y el triptófano presentes en las proteínas totales.

Procedimiento:

Se utiliza un volumen de muestra de 1 mí, en una concentración presumible de
proteínas comprendida en la curva patrón (preparada con disoluciones de seroalbúmina
entre 50 y 200 pg/ml>. Se añaden 5 ml de la disolución C (ver Anexo 1>. se agita y se dejan
en reposo 10 minutos. Transcurrido este tiempo se añaden 0,5 ml de reactivo O(Anexo 1).
se agita inmediatamente, y se dejan las muestras 30 minutos en reposo para conseguir el
desarrollo (le color. La lectura de la absorbanciase realiza en espectrofotómetroa longitud

de onda de 757 nm frente a un blanco tratado de forma idéntica a la muestra problema en
el que esta última es sustituida por agua destilada.

3.3. CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA Y DE LOS
PRODUCTOS DE HIDROLISIS.

En este apartadose indican los métodosanalíticos utilizados para caracterizarla
materia prima tanto nativa como pretratada y los productos de hidrólisis de la biomasa
lignocelulósica:

3.3.1. Materia prima.

Comomateriaprima de partidaen estetrabajose ha utilizado parteaéreadesecada
<6-10% humedad>del cardoOnopordumne¡’uosumboissprocedentede unaplantaciónexpe-
rimental situada en los Camposde Prácticasde la EscuelaTécnica Superiorde Ingenieros

Agrónomosde Madrid.

La fotografía de la figura 13, muestraalgunosejemplaresde la citadaespecieen los
que se puedeobservarel gran desarrolloque alcanzanlas plantas,algunasvecesde altura
superior a los 3.5 metros.
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3.3.2. Caracterización de la materia prima.

3.3.2.1. Determinación de la humedad : según norma Tappi, T-llm-59.

3.3.2.2. Determinación de la solubilidad en NaOH 1%:norma Tappi T-4m-59.

3.3.2.3. Determinación de la solubilidad en agua(fría y caliente):norma Tappi T-lm-59.

3.3.2.4. Extracto en éter : norma Tappi T-5m-59.

3.3.2.5. Extracto en alcohol-benceno: norma Tappi T-6m-59.

3.3.2.6. Análisis de componentes. Hidrólisis total con ácido sulfúrico.

Existendiversosmétodosparael estudiode la composiciónen celulosa,hemicelulosa
y lignina de biomasalignocelulósica.Despuésde algunosestudiosprevios realizadossobre
Onopordrtm nervosunten los quese evaluarontanto los resultadosobtenidoscomo la com-
plejidad de dichos métodosse decidió emplearel método descritopor PuIs <PuIs et al.,
1985).

Estemétodoqueconsisteen unahidrólisis total con H2S04.se lleva a cabosobreel
sustratoseco<1000C> comose describea continuación<figura 14>.

Se pesan200 mg. de productoy se añaden2 ml. de H2S04 72% (¡‘IP> se homoge-

niza en morterohastaconseguiruna impregnacióntotal del materialy se deja en estufaa
30W durante1 hora,removiendovariasvecesduranteestetiempo. Despuésse transfiereel
materialcuantitativamenteaun frascosovirelde 100 ml y seañadeH20 (56 mí> paradiluir
el H2504 hastael 4%.

La segundahidrólisis se realiza durante1 hora a 120W. Despuésse deja enfriar
despresurizandolentamenteel autoclave para evitar sobreebullición de hidrolizado. La
muestrase deja enfriar y se neutralizaa pH 5-6 con Ba<OH>2. Una vez neutralizadala
muestrase filtra por membranaMillipore de 0,45 ji. y se recogeel filtrado para análisis
posterior.

Parala determinaciónde los azúcaresreductoressesiguió el método propuestopor
Somogyi <1954> y modificado por Nelson (1944>. Mientras que para la determinaciónde
glucosase utilizó el métodoenzimáticode la 6-hexoquinasacomercializadopor Boehringer
<Anexo 1>.
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Sustrato (200 mg)
H2S04 12M (hasta

jón total).

totales)
(hasta 58 ml

Autoclave 1 hora, 1200C.

Dilución (hasta lOOml
totales).

Filtración

Residuo

Azúcares/ Reductores
Filtrado

Glucosa

Calcinación

CENIZAS HEMICELIJLOSA—CELULOSA.

Figura 14. Procedimiento realizado para el estudio de la composicion
de la biomasa lignocelulósica.

3.3.2.6.1. Determinación de lignina (lignina “Klason”).

La determinaciónde lignina de la biomasalignocelulósica<tantonativacom tratada>
se ha efectuadosobreel residuoresultantede la hidrólisis total con ácido sulfúrico tal y
como se recogeen el esquemade la figura 14.

El residuo sólido resultantede dicha hidrólisis es filtrado sobre filtro Millipore de
0,45 ~upreviamentepesado.El residuo sólido se deja secaren estufa a 80W durante24
horas.Transcurridoeste tiempo se pesa hasta peso constante.Se calcina el residuo en
mufla a 550W durante3 horas (norma TAPPI, T-15m-58> calculándoseel contenido en
lignina por la diferenciade pesoentreel residuo secoy el pesode cenizasresultante.

Peso seco

LIGNINA
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32.2.7. Determinación de cenizas: norma TAPPI, T-15m-58.

3.3.2.8. Determinación de nitrógeno total.

El contenidoen nitrógeno se determinó por el método Kjeldahl (Coombs et al.,
1985>, empleándoseparala digestiónde la materiaorgánicaácido sulfúrico concentrado,así
como unamezcladigestoraqueactúa comocatalizadory cuyo contenidoes el siguiente:

Sulfatopotásico 87 g.
Sulfatode cobre 4,35 g.
Sulfatoferroso 8,65 g.

De esta mezcla,una vez homogeneizada,se utiliza 1 g. paracada determinación.
Despuésde realizadala digestiónde 500 mg de materiasecasedestilael amoníaco,previo
desplazamientode éste con NaOH al 40%. El destiladose recogesobreácido bórico al 4%
que contieneunasgotas de indicador Shiro-Tashíro,y se valora despuésel amoníacocon
H2504 O,O1N.

El tanto por ciento de nitrógeno en la muestrase calcula utilizando la siguiente
expresión:

14 x N x ‘/ x F

10 x P

donde:

y = % de nitrógenoen la muestra.
N, F’, y = normalidad,factor y volumende H2504 utilizado en la valoración.
P = pesode la muestraexpresadoen gramos.

3.4. PRETRATAMIENTOS.

Se ha realizadoun estudioexhaustivode distintos pretrata-mientosfísicos, quími-
cos y biológicos utilizando como referenciaaquellos que resultaronmás eficacesal ser
aplicados a sustratoslignocelulósicos de característicassimilares a las de Onopordun¿

u ervosun¿.

3.4.1. Molienda.

Paracualquiermanipulacióno tratamientoposterior,la biomasavegetaldebeser
previamentereducidaa un tamañode partícula adecuado.La evaluacióndel efecto de los
distintosgradosde moliendase ha llevadoa cabosobrela biomasadesecadapreviamenteen
estufa a 60W <6 % de humedad>,utilizando un molino de cuchillas tipo Restsch,con
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tamicesde los siguientestamañosde luz de malla: 0,25, 0,5, 0,75, 1 y 2 mm. A partir de los
resultadosobtenidosy queseexponenen el apartadocorrespondiente,sedecidióutilizar el
tamiz de 2 mm paratodos los estudiosposterioresque se describenen estetrabajo.

3.4.2. Pretratamientos alcalinos.

3.4.2.1-Pretratamiento con hidróxido sódico.

Los pretratamientoscon NaOH se llevaron a cabo en bañode silicona a 250, 1000,

1200 y 15000,utilizando disolucionesde NaOHal 1 y 2 % <¡‘1V> y unarelaciónsólido-líquido
del 5%. Los tiemposde reacciónestudiadosvariarondesdeO a 90 minutos.

3.4.2.2.Tratamiento con hidróxido cálcico.

Estepretratamientoserealizó utilizando disolucionesde Ca<OH>2 al 0,2 y 1,8%, tres
temperaturasdiferentes,40, 250 y 1000Cy tiemposde tratamientode 24 y 48 horaspara
los realizadosa 4 y 2500, y 10 y 30 núnutospara el efectuadoa 10000. La relación
sólido-líquido paradicho pretratamientofue del 5%.

3.4.3. Pretratamiento oxidante.

3.4.3.1. Pretratamiento con peráxido de hidrógeno.

A un gramo de sustratolignocelulósicose le añadieron50 ml de una solución de
1-1202 al 1 %. El pl-1 de la suspensiónresultantese ajustó a 11,5 con NaOH SN y se
mantuvocon agitacióndurante24 horasa temperaturaambiente.

3.4.3.2. Pretratamiento con hipaclorito sódico.

El tratamientoconhipoclorito sódicose efectuóde maneraquela relacióngramosde
cloro por gramo de sustratoa pretratarfuera de 0,7 ó 0,9, y la relaciónsólido-líquido final
del 10%. El pH de la mezcla de reacción fue ajustadoa 7 con ácido acéticoglacial y el
tratamientose efectuó a temperaturaambientedurante15 horas.

3.4.4. Pretratamientos ácidos.

El l)retratamientoen medio ácido se ha llevado a caboutilizando ácidos clorhídrico,
sulfúrico y acético.La relaciónsólido-líquidopara estostratamientosfue del 5% y en todos
los casoslas condicionesensayadasfueron las siguientes:

3.4.4.1. Pretratamiento con ácido clorhídrico.

Temperatura:250. 700 y 10000.
Concentraciónde ácido: 0.5%, 1% y 5%.
Tiempo: 1.3. y 5 horas
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3.4.4.2. Pretratamiento con ácido sulfúrico.

Temperatura:1000C
Concentraciónde ácido: 0,2%, 0,5%, 1% y 2%.
Tiempo:1, 3 y 5 horas.

3.4.4.3. Pretratamiento con ácido acético.

Temperatura:700 y 100W
Concentraciónde ácido: 1 y 5%
Tiempo: 1, 3 y 5 horas.

3.4.5. Pretratamiento con solventes orgánicos

Se ha estudiadoel efectodel pretratamientodela biomasalignocelulósicaconetanol,
butanoly butilamina.Los primerosse llevaronacaboen presenciade distintos catalizadores
descritosen la bibliografía por su efectividaden el tratamientode sustratossimilaresal O.
nervosllfll.

El pretratamientocon n-butilaminase llevó a caboutilizando las condicionesdescri-

tas en la bibliografía parala deslignificaciónde paja de arroz. El sustratofue tratadocon
una solución de n-butilamina al 1% a temperaturade 120W durante2 horas utilizando
relacionessólido-líquido del 25 y 10%.

En la tabla siguientese recogenlas condicionesen las que sc llevaron a cabo los
pretratamientoscon etanoly butanol.
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Una vez efectuadoslos pretratamientosquímicosen las condicionesantesdescritas,
la suspensiónde biomasaresultantefue filtrada a travésde papel de filtro y lavadahasta
eliminaciónde los restosdel agentequímico utilizadoen cadacaso.Sobreel residuosólido
recogidoy secadoen estufaa 600C serealizarontodoslos estudiosposterioresde composi-
ción y rendimientode hidrólisis enzimática.

3.4.6. Pretratamiento de irradiación.

Se llevó a cabo en la unidadde irradiaciónNAYADE del CIEMAT que consisteen
una fuentede tipo piscina de 7.700Ci de 60Co distribuidosen doceelementosactivos.Las
muestrasfueron irradiadasa las siguientesdosis:20, 50 y 100 Mrad. El flujo con el que se
realizóla irradiaciónfue de 2,41 Mrad/hora. La dosimetríade las fuentesse realizó median-
te el métododosimétricoquímico Frícke.

¡ SOLVENTE TEMPERATURA TIEMPO SOLIDO¡LIOUIDO(%)

120% ihora 20
¡ Etanol:Agua (1:1) 1600C 3Omin. 20

175% 30min. 20

¡ Butanol:Agua (1:1) 120% lhora 20

¡ Etanol:NaOH iN (1:1) 1200C ihora 20

1600C ihora 20

¡ Butanol:NaOH lN (1:1) 120W ihora 20

160% ihora 20

Etanol:H2504 O,1N (1:1) 1200C ihora 20
160% ihora 20

¡ Butanol:H2504 0,lN (1:1) 120% lhora 20
160% lhora 20

¡ Etanol:Fenol (1:1) 120W ihora 20

¡ Butanol:Fenol (1:1) 1600C ihora 20
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Los recipientesqueconteníanlas muestrasa irradiar, fueron introducidosen conte-
nedoresherméticosde aceroinoxidable, quefueron ajustadosposteriomenteen el dispositi-
vo de irradiación. La geometríade las fuentesde 60Coen dicho dispositivofue mantenida
constantedurantetodaslas experienciasparagarantizarla homogeneidaden la distribución
de la dosis:.

Las muestrafueron irradiadasdirectamenteo suspendidasen aguao medio ácido
(HCI, H2SO

4~y GH~-COOHal 1 %). En estosdosúltimos casosla proporciónsólido-líquido
fue del 5%.

Como en el casode los tratamientosquímicosantesdescritos,el sustratopretratado
fue filtrado, lavadoy secadoa 60

0C en estufa. Sobreel sólido resultantese llevaron a cabo
los estudiosde composicióny rendimientode hidrólisis enzimática.

Sobrelos residuossólidosobtenidosen el tratamientode irradiaciónen secoy agua
se estudióel efectode un pretratamientoposterioren medio ácido (sulfúrico, clorhídrico o
acético>. Las condicionesde este segundotratamiento,que fueron elegidasdespúesde un
rastreoprevio realizadocon bajas concentracionesde ácido, se detallana continuación:

ácido Concentración Temperatura Tiempo
(%) (0C) (horas)

HCí o 112504 1% 100 5

CH3-COOB 1% 70 3

La relaciónsólido-líquidoa la que fueron efectuadasestospretratamientosfue del 5%.

3.4.7. Pretratamiento de explosión por vapor.

Estepretratamientose llevó a caboen unaunidadpiloto, diseñadaparaestefin, por
la empresaINTECSA y construidaen las instalacionesdel CTEMAT. El diagramade flujo
de la instalaciónmencionadase recogeen la figura 15.

Dicho sistemaincluye un generadorde vapor con el quese alimentael reactor de
explosión en el que se introduceel material lignocelulósico.Graciasa la súbitaaperturade
la válvula de descargadel reactor,se expansionael material bruscamentey se descargaen
un ciclón dondefinalmentees recogidoparasu tratamientoposterior.
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Figura 15. Escuema del diaarama de ooeración de la olanta piloto de tra-

tamiento de material lignocelulósico.
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El reactorde explosiónes la cámaradondela biomasaescomprimiday súbitamente
despresurizada.La capacidaddel cuerpo del reactor es de 2 litros, y está provisto de
válvulasde cargay descargade biomasade 3 pulgadas.La presión máxima de trabajocon
vapor saturadoes de 42 baresabsolutos.El material es de acero inoxidableAISI 316 y
posee ademáselementosde control y seguridad(2 termómetros,un manómetroy una
vávula de seguridad>.

La mezcla de vapor y material lignocelulósicoexpulsadoen cada disparo entraal
ciclón de descargahorizontaly tangencialmente.El ciclón estáconstruidoen aceroinoxida-
ble AISI 316, poseeunaválvula de descargade tipo tajaderade 3 pulgadas.

Las condicionesde tiempo y temperaturaen las que fueron realizadoslos pretrata-
mientosfueron las siguientes:

Temperaturas:19000, 21000y 23000.
Tiempos: 30 segundos,1, 2, 4 y 8 minutos.

Se realizóademásun pretratatamientocombinadocon ácido. La impregnaciónde la
biomasadel cardoserealizó conácidosulfúrico 0,4 y 1% <relaciónsólido-líquido 1:4> a 2500
durante24 horas.Lascondicionesde tiempoy temperaturautilizadasparael pretratamien-
to de explosiónpor vapor en condicionesácidasfueron:

Temperaturas:170v y 19O~ 0.
Tiempos : 2, 4 y 8 minutos.

3.4.8. Pretratamiento biológico.

El pretratamientobiológico del sustratolignocelulósicose llevó a cabo utilizando la
cepade Phanerochaetec/n-ysosporium(CECT 7754>,el sustratoutilizado paraesteestudio
fue Onopordumnervosumnativo o pretratadopor los tresmétodosquímicoscuyascondicio-
nes se recogena continuación:

ácido: 5 gramosde sustratotratadocon 100 ml de unasoluciónde H2504 al
1%, durante3 horasa una temperaturade 10000.

alcalino: 5 gramosde sustratotratadoscon 100 ml de una soluciónde NaOHal
1% durante10 minutosy a una temperaturade 10000.

oxidante: 10 gramosde sustratotratadocon 100 ml de unasolución de H202 al
1% y con NaOH iN hastapH 11,5, durante24 horasa temperatura
ambiente.

El sustratonativo o bien el residuoresultantedel pretratamientofue esterilizadoen
autoclavee inoculado con una suspensiónde esporasde 12.8 x i.06 esporas/g.material.El
hongofue incubadoa 3800 durante4 semanas.Las muestrasfueron retiradasa los 7, 14.
21 y 28 días despuésde la inoculacióny el residuoobtenidolavado y secadoen estufa a
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10500hastapesoconstante.Sobreel residuosecofinal se realizaronlas siguientesdetermi-
naciones:análisisde la composición,evaluaciónde la susceptibilidaddel sustratoa la hidró-
lisis enzimáticacon celulasasobtenidasde 7’. reeseiQM9414.

¡‘ara todos los sustratostratadosse procedióal lavado con aguahastapH neutro,
secadoen estufaa 6000,determinándoseel pesodel residuosecoasícomo su composición
en celulosay lignina.

3.5. HIDROLISIS ENZIMATICA DE BIOMASA UGNOCELULOSICA.

3.5.1. Ensayos de hidrólisis enzimática de la biomasa pretratada.

Una vez realizadoel pretratamiento,el residuopretratadofue sometidoa hidrólisis

enzimáticautilizando celulasasprocedentesde Triehodernia;-eeseiQM9414. Laspruebasde
hidrólisis enzimáticase efectuaronen tubos de ensayoen un baño termostatizadocon
sistemade agitación. Las condicionesen las que se realizaron las pruebasde hidrólisis
fueron las siguientes:

- actividad enzimática:20 UIPF/g. sustrato.
- medio: tampón acetato0.1M. pH 4.8.
- tiempo de hidrólisis: 48 horas.
- temperatura: 5000.

Finalizado el período de hidrólisis, las muestras fueron filtradas para separarel
residuo insoluble del hidrolizado. La determinacióndel rendimientode la hidrólisis se llevó
a cabosobreel hidrolizadovalorándoseel contenidode azúcaresreductorespor el métodode
Somogyi-Nelsony de glucosapor el métodoenzimáticocomercial de Boehringer-Manheim
(Anexo 1>.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados,queseránexpuestosy discutidosa continuación,estánagrupadosen
tresapartadosque se correspondenconlas diferentesetapasdel desarrolloexperimentaldel
trabajorealizado:

1- Produccióny caracterizaciónde enzimasceluloliticas.

2-Evaluaciónde la eficacia de diferentespretratamientossobreel rendimientode hidrólisis
enzimáticadel Onopordumnervos¡ím.

3-Estudiodel procesode hidrólisis de Onopordumnervosunten condicionesóptimas.

Estostres apartadosse relacionan,asimismo,conlas diferentesfasesqueconstitu-
yenun procesocompletode transformaciónpor hidrólisis enzimática:obtenciónde enzimas,
pretratamientode la materiaprima e hidrólisis enzimáticadel sustratopretratado.

4.1. Producción y caracterización de celulasas

4.1.1. Estudios de producción enzimática.

Como ya se ha comentado en el apartado correspondientedel capítulo de
Introducción,Triehodernia iongibrachiaturu¿QM9414 reúneunaseriede característicasque
le hacenadecuadoparasu utilización como productorde celulasas.Por un lado, escapazde
producir enzimas con actividad suficienteparadegradar“in vitro” la celulosa insolublea
azúcaresy además,presentauna estabilidadque permite su manejo en mediossólidos o
líquidosmediantelas técnicasde resiembrae inoculaciónhabituales.Por estosmotivos, esta
cepafue elegidacomo productorade las enzimasquehabríande serutilizadasa lo largo del
presentetrabajo.

De acuerdocon los resultadosobtenidosen las primeraspruebasde producciónde
enzimas,realizadasen matracescon agitacióncontinua,en bañotermostatizado,y con el fin
de controlar eficientementelas condicionesde cultivo y las cinéticas de producción de
enzimas,sedecidió llevar acabolos experimentosdefinitivos de producciónen fermentador
de 10 litros de volumen útil. De esta manera,se pretendíaademás,obtenercantidadde
enzimasuficientepara ser utilizada en los distintos ensayosde hidrólisis, previstosen el
planteamientodel trabajo.
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En la figura 16 se muestran las cinéticas de producción de celulasas por
T.tongibrachiatun¿QM9414 sobreun 1% <p/v) de Solka Floc HW200. Al tratarsede un
proceso sin control automáticodel pH, se observauna disminucióndel pH a partir del
primer día hastaun valor de alrededorde 3, quese mantienemáso menosconstantea lo
largo del proceso.Estehechohaceque las proteínaspresentesen los medios de producción
esténsometidasal efecto de un bajo pH durantemuchashoras, lo queda lugar a que se
provoque tina desnaturalizaciónparcial de las mismas, que se acentúacon el paso del
tiempo. Es por ello, por lo quese produceuna disminución progresivade las actividades
enzimáticasvaloradasa pesar de que se siguen secretandoproteínasal medio (Blanco,
1990).

La disminucióndel pH puedeestarmotivadapor la actividadmetabólicadel hongo,
que, al mismotiempoque degradael sustratohidrocarbonadoañadidoal medio, consumeel
nitrógenoy proteínasdel mismo, rompiendoel tampóny consecuentementebajandoel pH.

Debidoa los efectosnegativosqueejercenlos bajos niveles de pH en el mediosobre
la actividad enzimáticase decidió, cuandose llevó a cabo el procesode producciónsobre
Solka F’loc al 2%. controlarel pH de forma que nuncabajasede 4. En estascondicioneslas
actividadesenzimáticasmedidasen los mediosde producciónevolucionaroncon la misma
tendenciaqueel contenidoen proteínasen el medio <figura 17>.

En la tabla XI serecogenlas característicasde las fermentacionesllevadas a caboy
de los rendimientostantode proteínasobtenidascomode las actividadesenzimáticasfinales
secretadasal medio.

Los resultados,representadosen las figuras 16 y 17 muestranqueun aumentode
concentraciónde celulosaen los mediosde producciónsuponeun alargamientodel tiempo
del proceso.Sin embargo, las actividadesenzimáticasvaloradaspor unidad de peso de
proteínassecretadasal final del procesoaumentanun 50% en el casode la 0-glucosidasay
casi un 60% en el caso de la actividad medida sobrepapel de filtro, mientras que la
actividadsobreCMC disminuyó.

Dado que el elevadocostede la producción de enzimas es uno de los principales
inconvenientesa la hora de plantear un proceso de transformaciónmediantehidrólisis
enzimática,es necesario,desdeun punto devistaeconómico,desarrollarprocesosde produc-
ción basadosen la utilización de fuentesde celulosabaratas.Por estemotivo, seha evaluado
aquí la posibilidad de utilizar O.nervosu.mcomo sustrato para la producciónde celulasas.

Los estudiosse hanabordadoutilizando tanto sustratonativo como sometidoa dos
pretratamientosdiferentes:
1.Acido sulfúrico al 5% <y/vi, durante3 horasa 10000.
2.Agua oxigenadaal 1% (y/vi a pH 11,5 durante24 horasa 2500 con agitación.
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Tipo de
sustrato Solka Floc HW200 Solka Floc HW200

Concentración
de sustrato 1 % 2 %

¡Volumen de producción
en fermentador

[Duración del
so de producción

9 litros ¡ 9 litros

168 h. 268 h.

Total precipitado
con acetona 11,8 g. 13,1 g.

Proteínas * 9,69 g 9,65 g

Actividad fr-glucosi--j
¡dasa (UI/mg.proteína) ¡ 0,18 Hl/mg 0,27 01/mg.

Actividad sobre PF
(01/mg, proteína) 0,39 01/mg 0,62 Hl/mg

Actividad endogluca—¡ 16,55 01/mg
¡nasa (01/mg proteína>

9,14 01/mg

* valoradas en el precipitado por el método de Lovry.

TABLA XI. Características de la producción de enzimas en fermentador.
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Cuandose utilizó como sustratobiomasalignocelulésica,los mejoresresultadosen
cuanto a crecimiento y producciónde enzimasse obtuvieronparael casode pretratamiento
ácido.

En la figura 18 se presentanlos perfilesde producciónutilizando dicho sustratoen
concentracióndel 2%. Dadoqueel contenidoen celulosa de esta biomasapretratadaes de
aproximadamenteel 40%, los resultadosde esteprocesode producciónhabríaquecompa-
rarlos con aquéllosobtenidossobresustratosde referenciapurosen concentracióndel 1%
aproximadamente(tabla XII>. Comose observaen dicha tabla, los rendimientosen proteí-
nas extracelularesy actividadesenzimáticasobtenidosno son desalentadoresaunquela
duracióndel procesoes mayor, debido a la dificultad queencuentrael micelio para crecer
sobreeste tipo de sustrato.

11
¡ pH ¡Tiempo 1 Proteínas

¡ SUSTRATO¡ % ¡ini— ¡(horas)¡ (mg/mi)
Actividades (UT/mg)¡

¡~—Glucosidasa PP ¡
¡cial.

4—1
¡ ¡
¡ ¡ ¡

jsolka Bloc ¡ 1 ¡ 5.2 168 1,44 0,18 0,39
¡

O.nervosum¡ 2 ¡ 5.4 ¡ 288 2,54 0,06 0,40

TABLA XII. Influencia del tipo de sustrato en la producción de celula--
sas por Tilongibrachiatun¡ DM9414.

En estepunto, es interesantehacer referenciaa los problemastécnicos,quesurgie-
ron durante la producción de enzimas,y originados por la utilización en los medios de
cultivo de sustratosinsolubles. La apariciónde espumasen los mediosde producciónfue
uno de los mayoresinconvenientesencontrados.Asimismo, la manipulaciónde los cultivos,
toma de muestra,filtración final de los mismos,etc., se dificultó extraordinariamentedebido
a la naturalezafilamentosade los hongosempleadosy a la baja densidadde los sustratos
lignocelulósicos.
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En funciónde los resultadosobtenidosy expuestosanteriormente,seconcluyóqueel
procesollevado a cabo con Solka Floc al 2% era el más eficaz de los ensayadospara
producciónde celulasaspor T.longibrachiatum. Se eligió, por tanto, la fermentaciónen
estascondicionesparala obtencióndel complejoqueseutilizaríaa lo largo del desarrollodel
trabajo correspondiente aesta memoria.

A continuación,se recogenlas característicasde la preparaciónenzimáticaemplea-
da, obtenida por ultrafiltración, precipitación y liofilización del medio de cultivo de
T.tongibrachiatnmQM9414 producidoen fermentadorde 9 litros. Se utilizó mediosalinode
Mandelscon 2% de Solka Floc, 0,1% peptonay 0,1%Tween<temperatura2800 y agitación
300-400rpm>.

proteínas (%) 95
Absorbanciaa 280 nm. 1,4
(0,1% p/v)
UI/mg (PF) 0,63
UI/mg (pNPG) 0,37
UI/mg(CMC) 17
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4.1.2. Caracterización del complejo enzimática.

El rendimientode un procesode hidrólisis enzimáticaviene determinadopor una
seriede factoresque atañena la naturalezadel sustrato,a las característicasde la prepara-
ción enzimáticaempleaday a las condicionesen quese desarrollael procesode hidrólisis
elegido. En este apartado,se recogeel estudioefectuadosobre la influencia de diversos
factoresen la eficacia con la quela preparaciónenzimáticaobteniday cuyas características
se recogen.en el apartadoanterior,hidroliza sustratoscelulósicosde diferente origen,con
objeto de fijar las condicionesóptimasdel procesoutilizando dichasenzimas.

4.1.2.1. Influencia del pH y la temperatura.

Puestoqueel valor del pH del medioy la temperaturainfluyen decisivamenteen el
comportamientode las enzimas,fueron éstaslas primerascondicionesque se ensayaron
dentro de un rango elegidode acuerdocon los resultadospublicadosanteriormente.

Las condicionesóptimaspara la actividad del complejoenzimáticode fl-ichoderma
LongibrachiatumQM9414 se estudiaronutilizando como sustratoparala hidrólisis Solka
Floc HW-200 por serésteun sustratocelulósicopuro. Parael estudiode la influenciadel pH
seprobaronvalorescomprendidosentre3,8 y 6,3 y parael casode la temperaturaentre300
y 5500 La hidrólisis se llevó a caboduranteun período de tiempo de 4 horasparaevitar
problemasde inhibición que podríanoriginarsecomo consecuenciade la acumulaciónde los
productosde hidrólisis duranteperíodoslargos. Parala realizaciónde estasexperienciasse
utilizó una actividadenzimáticapor gramo de sustratode 18 UIPE y una relación sólido-
líquido en el medio de reacción<tampóncitrato O.05M> del 5% (plv>. La tasade hidrólisis se
evaluó a partir de los azúcaresreductoresy la glucosa solubilizados en el hidrolizado
resultante.

En las figuras 19 y 20 se muestranlos resultadosobtenidosconlos diferentespH y
temperaturasensayadas.Se observanen amboscasosque los pH superioresa 5 producen
una clara disminuciónde la liberación de azúcaresreductoresy de glucosa. Puestoque la
producciónde azúcaresinforma de la actividad del conjuntode enzimasdel complejomien-
trasque la glucosalo hacemásespecíficamentede la actividadde la ~-glucosidasa,parece
serqueesta última enzimaes la más sensiblea los valoresaltos de pH ya que la relación
entrela glucosay los azúcaresreductorestotalesproducidos<figura 21> disminuyeconside-
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rablementea medidaqueaumentael pH del medio. De estosresultadosse puedeconcluir
queel valorde pH parael óptimo funcionamientodel complejoenzimáticoestácomprendido
entre4,3 y 4,8. Puestoqueel rango de pH óptimo es relativamenteestrecho,la hidrólisis
deberíallevarsea caboen mediotamponado,dadoquesegúnhandescritoalgunosautoresel
pH tiendea disminuir por efectode la acciónhidrolítica de las enzimas<Linko, 1977>.

Con respectoa la temperaturase observa una mayor producciónde reductoresy
glucosacuandose eleva la misma alcanzándoselos valores maximos entre 500 y 550 0
(Figuras19 y 20>.

Paralelamentea la determinaciónde los azúcaresreductoresy de la glucosasolubilí-
zadosen el hidrolizado resultante,se evaluóla cantidadde proteínassolublespresentesen
el mediodespuésde 4 horasde hidrólisis. En la figura 22 estánrepresentadoslos valoresde
proteínasexpresadoscomo porcentajedel contenido inicial de proteínasen el medio de
hidrólisis. Seobservaquela máximarecuperaciónseproducea 5000y pH 4,8; en estecaso,
el 60% de la concentracióninicial fue recuperado,mientrasqueen las condiciones más
desfavorablespara la recuperaciónde proteínas,pH 3,8 y 30~C, solamenteel 25% de la
concentracioninicial se encontrabaen solución. Este mismo fenómenoha sido observado
por otros autores(Ryu y col.. 1984>.

Puestoque las condicionesóptimasde trabajo respectoa pH y temperaturacoincidí-

an conel mayor porcentajede liberaciónde proteínas,se decidió efectuaren los ensayos
sucesivosla hidrólisisdel materialcelulósicoen tampóncitrato 0.05M a pH 4,8 y a 5000.

4.1.2.2. Influencia de la concentración de sustrato y de enzima.

El estudiode la relación sólido-líquido y de la actividad enzimáticapor unidad de
pesode sustrato.en el procesode hidrólisis enzimática,es de gran importanciaa la horade
fijar las condicionesóptimasdel proceso.El conocimientode las eficaciasde hidrólisis en
función de estasdos variablespermitirán, por un lado, ajustarla cantidadde sustratopor
volumende mezclaal mínimo posibledentrodel rangoóptimo conobjetode obtenerjarabes
con alta concentraciónde azúcares,así comoaquilatarel consumode enzimasque comoya
hemoscomentado,suponeuno de los factoresquemásencareceel procesode hidrólisis.

Parallevar a caboesteestudio,se ha utilizado, comosustratode la hidrólisisenzimá-
tica, biomasalignocelulósicade O.nervosum,con objeto de evaluar los rangosóptimos de
estos parámetrospara el sustratoque será la materiaprima a lo largo del trabajo aquí
dasarrollado.No obstante,los resultadosobtenidosse compararoncon los correspondientes
al casoideal de un sustratocelulósicopuro como el Solka Floc. Debidoa la baja susceptibi-
lidad de la estructuralignocelulósicadel O.neruosuma la acciónenzimática,los ensayosque
se recogenen este apartado.se llevaron a cabo también sobre Ouzervosumsometido a
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diferentespretratamientos.Puestoque esteestudiose llevó a cabo con anterioridada la
evaluaciónde pretratamientosrealizadosen estetrabajoy recogidosen la segundapartede
la memoria, los aquí empleadosfueron seleccionadostomando como referencia algunos
trabajospublicadossobrepretratamientosde sustratoslignocelulósicos,de composiciónsi-
milar a la del O.nervosurn.Estospretratamientos,pretratamientooxidantecon aguaoxige-
nadaal 1% <y/y> en medio alcalino y pretratamientoalcalinocon NaOH al 1% (p/v>, se
describenen el apartadocorrespondientedel capítulode Materialesy Métodos.

Tras algunos ensayosprevios, se seleccionaroncomo valoresde concentraciónde
sólidos 5% y 10%. Debido a la baja densidadde los sustratoslignocelulósicos,valoresmás
altosoriginaríanproblemastécnicosen la obtenciónde unabuenamezclaquedificultaríanla
transferenciade las celulasasdesdela faselíquida a la fasesólida. El rangodeconcentración
de enzimasensayadovarió entreel 2% y el 8%, expresadoscomo mg de proteínautilizada
por cada100 mg de sustrato<la actividadenzimáticasobrepapelde filtro y de frglucosidasa
por mg de proteínafue 0,63 UI y 0,3 UI respectivamente>.

En las figuras 23. 24, 25 y 26 se representanlos resultadosobtenidos,expresados
como mg de azúcaresreductoressolubilizadosdurante48 horasde hidrólisis, con las dife-
rentesproporcionesde enzima,para los cuatro sustratosempleados.

En las figuras 27 y 28 se representanlos valores obtenidos, a las 48 horas de
hidrólisis, de azúcaresreductorespor unidad de actividad PF utilizado frente al valor de
actividadenzimaticaempleada.

Comparandolas distintasgráficas,sepuedeobservarquecuandola concentraciónde
sustratoen el medio de reacciónse aumentadesde el 5% hastael 10%, conservandola
misma relaciónenzima-sustrato,el rendimientode la hidrólisis, expresadocomo producción
de azúcaresreductorespor unidadde pesode sustrato.se mantienemáso menosconstante
en todoslos casos.Esto suponela posibilidad de obtener,utilizando la concentracióndel
10%, un hidrolizado con dobleconcentraciónde azúcaresreductoressin perdereficienciaen
el rendimientode hidrólisis.

La influencia de la concentraciónde enzimaen el rendimientodel procesode hidró-
lisis quedareflejadoen las figuras23, 24, 25. 26, 27 y 28. En las dos últimasse recogenlos
valoresde azúcaresreductoresproducidosdespuésde 48 horasde hidrólisis por gramo de
celulosa en función de la proporciónde proteína.

En el casode los sustratosno tratados<Solka Floc y O.ner¡’osunz> se observaque
paralos valoresmásaltosde actividadenzimáticaempleadaseobtienealrededorde un 60%
de hidrólisis de la celulosa,expresadacomo azúcaresreductoresproducidospor gramo de
celulosainicial (figura 27). La saturacióndel procesohidrolitico puedeserdebidaa la propia
estructura del sustratocuyas zonas cristalinas son difícilmente atacables,en su estado
nativo, por las enzimas,o a la acumulaciónde elevadascantidadesde glucosa y otros
azúcaresque actuaríaninhibiendo la actividad de los distintos componentesdel complejo.
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Cori los sustratospretratados<figura 28) se consigueparalas actividadesmásaltas
rendimientoscercanosal 100%<expresadoscomoazúcaresreductoresproducidospor gramo
de celulosa inicial>, con lo cual se demuestrala capacidadde los pretratamientospara
modificar la estructura de los sustratos haciéndolos más accesiblesa las enzimas
hidrolíticas.

En general,seobservaque alrededordel 70% del máximode hidrólisisconseguidase
obtieneparavaloresentre2% y 4% de enzima,siendonecesarioaumentarde 2 a 4 vecesla
concentraciónde enzima para conseguirel 30% restante.Estosdatos han servidocomo
base a la hora de fijar las actividadesenzimáticaspor gramo de sustrato<20 UIPF/g.
sustrato>en los estudioscomparativosposterioresde la eficacia de pretratamientosobreel
rendimiento de la hidrólisis.

Estosresultadosdebentenerseen cuentaa la hora de diseñarprocesosde hidrólisis
y decidir si resultamás interesante,desdeel punto de vista técnicoy económico,utilizar
mayor actividad de enzimasparaobtenervaloresmásaltos de hidrólisisy por tanto,hidro-
lizados másconcentradoscon vistasa fermentacionesposteriores,o el elevadocostede las
enzimasaconsejasu utilización en menor proporción a pesar de queel rendimientofinal
disminuya.

El pretratamientode la materialignocelulósicaprevio a la hidrólisis con enzimas
tieneuna influencia decisivaen el rendimientode la misma.Puestoquelos pretratamientos
utilizados en este caso fueron, seleccionadosen basea datos de bibliografía sin que se
realizaranestudiosde optimización de los mismospara la biomasade O.nervosu,n, es de
gran interes la evaluaciónde la efectividadde diversos pretratamientosen función de su
incidenciaen el rendimientode la hidrólisis enzimáticay en el coste global del procesode
transformación.Por estemotivo, en la segundapartecorrespondientea estamemoriase ha
hechoespecialhincapiéen el estudiodel efectode diferentespretratamientosparala bioma-
sa de Onopordumneruosum en el rendimientode la hidrólisis.

4.1.2.3. Estabilidad del complejo enzimático.

Dado que la temperaturaóptima de acción de las enzimascelulolíticases elevaday
queel procesode hidrólisis debellevarsea cabo duranteun período largo de tiempo, es
importanteconocerla estabilidadde la actividadenzimáticade la preparación,a la tempera-
tura seleccionadacomo óptima. por si fueranecesariocontrarrestarlas posiblespérdidasde
actividaddurantedicho procesocon adicionessucesivasde enzima.

En nuestrocaso, la estabilidadde la actividad del complejo ha sido evaluadaen
solución,en condicionessimilaresa las del procesode hidrólisis,y a la temperaturade 5000
seleccionadapreviamentecomoóptima. Los ensayosde termoestabilidadhan sido llevadosa
cabodurante96 horas,conel fin de cubrir sobradamentela duracióntípica de un procesode
hidrólisisenzimática<24-48 horas>.

—92—



En la figura 29, en la quese representanlos valoresde la actividad sobrepapelde
filtro y de la frglucosidasaen las condicionesdescritas,se observa que ésta última se
mantienemás o menosconstanteduranteeste períodoy que la actividad sobrepapelde
filtro disminuyea partir de las 48 horasen aproximadamenteun 25% del valor inicial.

En la bibliografía, se describendiferentesgrados de desactivacióntérmica para
preparacionesceluloliticas procedentesde diferentesmicroorganismos.Así, por ejemplo, la
~-glucosidasaproducidapor Coriolus versieoior, cuyo pH y temperaturaóptima de actua-
ción son4.3 y 4500 respectivamente,cuandose incuba a 4500pierdeel 50% de la actividad
inicial al cabode 20 horasy el 55% despuésde 45 horasde incubación.<Evans,1985).

Rodríguezy col. <1988>describenparalas enzimascelulolíticasproducidaspor bacte-
riasdel géneroCellulomonas,cuandose incubanen las condicionesóptimasde pH y tempe-
ratura,unapérdidadel 77% de la actividad sobrepapelde filtro y del 90% de la actividad
~-glucosidasaal cabode 24 horasde incubación.

SegúnSaddlery col, quieneshanestudiadola estabilidadtérmicade las actividades
endoglucanasa.frglucosidasay sobrepapel de filtro de Trichoderma harzianus <1985>, la
vida mediaparalas actividadesde dichasenzimasesde alrededorde 15 horasen el casode
la actividad PF y mucho menor para el caso de la actividad ~-glucosidasa.Utilizando el
mismo microorganismo.Macris y Galiotou-Panayoton<1986> encontraronvaloresde vida
mediapara la actividad Wglucosidasade 1,1 díasa 5000.

Por el contrario, la WglucosidasadeAspergil/usnige;- presentabastanteestabilidad

cuandose mantienea 5000 y pH 5 duranteprolongadostiemposde incubación.En estas
condiciones,másdel 85% de la actividadse retienedespuésde 48 horasy el 22% después
de 120 horas<Dekker, 1986>.

La ~.glucosidasade Alternada alternata presentatambiénelevadatermoestabilidad
(vida media de 3,5 días, 1,8 horasy 10 minutos a 60v, 650 y 7000 respectivamente>
(Macris, 1984>.

En nuestrocaso,los resultadosobtenidosmuestranunabuenaestabilidadenzimáti-
ca bajo las condicionesde hidrólisis, particularmentela ~-glucosidasa.la cual permanece
prácticamenteconstantedespuésde 96 horasde incubación.

44.2.4. Estudios de inhibición por glucosa, celobiosa y etanol.

Se ha estudiadoel comportamientodel complejo enzimáticoen la hidrólisis del
Onopordurn nen’osu.men función de la concentraciónen el medio de productosfinales de
hidrólisiscomo celobiosay glucosa,asícomo de etanol,en previsióndel comportamientode
las enzimas celulolíticas en un proceso simultáneode sacarificacióny fermentación.Los
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resultadosobtenidos(figura 30) muestranun aumentode la inhibición a medidaqueaumen-
ta la concentraciónde estosproductosen el medio, así por ejemplo,con unaconcentración
de 5 mg/ml de glucosala inhibición alcanzóel 10% mientrasquea partir de 10 mg/ml ésta
fue superioral 60%. En el casode la adiciónde celobiosa,los resultadosponende manifies-
to la disminución en la producción de este disacárido probablemente debido a la inhibición
de la OBH. En cuanto a la inhibición por etanol de la producción de glucosa se observa que
es proporcionalmentemuchomenorquela producidapor unacantidadde glucosaequivalen-
te (cantidadde glucosaqueproduciríapor fermentaciónesaconcentraciónde etanol>lo cual
favorecería los procesos de fermentación simultáneos a la hidrólisis, en la que la glucosa
puedeserretiradadel mediopor acciónde los microorganismosfermentativosy transforma-
da a etanol.

Para estudiar más detalladamente el efecto de la acumulación de los productos de
hidrólisis y la posibilidad de aumentar el rendimiento de la misma aumentando la concentra-

ción de enzimas o procediendo a retirar los productos del medio se realizaron sobre Solka
Floc, O.nervosumnativo y pretratado una serie de ensayos que se recogen a continuación.

El objeto de este estudio ha sido evaluar la capacidad máxima de hidrólisis del

complejoenzimáticoobtenidode T.longibraeh.iatnmen ausenciade fenómenosde inhibición
y utilizando concentracioneselevadasde enzima.Los tres tipos de ensayosse realizaronde
acuerdoa las siguientesestrategias:

1. Hidrólisis con unaúnica dosisde enzima<20 UIPF/g sustrato>,sin retirada
de productosde hidrólisis.

II. Hidrólisis con tres dosisde enzima<20U1/gsustratox 3>, añadidascada24
horasprevia separaciónde productosde hidrólisis.

HL. Hidrólisis con tres dosisde enzima<20U1/gsustratox 3>. añadidascada24
horas sin retirada de productos de hidrólisis.

Las diferentesestrategiasparaestudiarel comportamientohidrolítico del complejo
enzimáticose recogenen la figura 31.

Los resultadosobtenidosse recogenen las figuras 32 y 33.

De estosresultadossedesprendenlas siguientesconsideraciones:

- En el casode sustratonativo no hay diferenciasconsiderablesdebidoa queel factor

limitante de la hidrólisis es la propia estructuradel sustrato.

- Para el resto de los sustratosestudiadosel ensayode tipo II es el que produce
mejoresresultadosdebido a la eliminación del medio de reacciónde los productosde hidró-

lisis que actúancomo inhibidores del proceso.
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hidrolítico del complejo enzimático.
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Figura 32: Producciónde glucosapor hidrólisis enzimática.
Sustratos: <A> Solka Floc HW-200, (E> O.ne¡-uosun¡ pretratado
O.nert’osumsin tratar.
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- Se observatambiénque, en general, la diferenciaentreel rendimientoglobal de
hidrólisis en el ensayoIII 6 1 no es significativa a pesarde queen el primero de ellos Ja
cantidadde enzimaes triple queen el segundocaso.

- Se demuestraconesto que la concentraciónde enzimautilizada (20U1/gsustrato)
no es un factor limitante en la reacciónenzimúticaestudiaday, quees la inhibición por
productofinal la razónmás importanteen el desarrolloeficaz de la reacciónhidrolítica.

4.1.2.5. Estudios cinéticos de la 8-glucosidasa del complejo
enzimático.

Los ensayosrealizados para la determinaciónde los parámetros-cinéticos de la
actividad 0—glucosidasase llevaron a cabo a 500C y pH 4.8 utilizando como sustratos:
celobiosa(sustratonatural) y p-nitrofenil- WD-glucopiranósido.El rangode concentraciones
empleadofue de 0,5-5 mM y 0,05-0.5mM respectivamente.Los estudioscinéticosde la
actividad 0-glucosidasacon ambos sustratosmuestran un comportamientocinético de
Michaelis-Mentenen amboscasos.En las figuras 34 y 35 se muestranlas representaciones
de Lineweaver-Burkparacadauno de ellos. Asimismo,se ha estudiadoel modelo de inhibi-
ción de esta enzima por glucosa,que ha resultadoser de naturalezacompetitiva. Esto
suponela posibilidadde reducirel efectoinhibitorio aumentandodentro de ciertos límites la
concentraciónde sustrato.Los valoresde Ki, utilizando pNPG y celobiosacomo sustrato,
fuerondeterminadosa partir de las representacionesde Lineawever-Burk.

En la tabla XIII se recogenlas constantescalculadasexperimen-talmente.Estos
resultadossonsimilaresa los obtenidospor Evans(1985>parael casode la 0-glucosidasade
Corlo/ns versico/or. La baja Km aparentecorrespondientea la frglucosidasaparael sustra-
to pNPG (Km = 0,095 mM> frente a la correspondienteparacelobiosa(Km 2,62 mM>,
indicaquela enzimapresentaunamayorafinidadpor el sustratoS-D-glucs ido sintéticoque
por la celobiosa,su sustratonatural, estapreferenciapor el aril- 0-glucósidoha sido también
observadapara 0-glucosidasasobtenidasa partir de otrasespecies(Wase y col,, 1985).
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Efecto de la concentraciónde glucosasobre la actividad de la ~-gIucosidasa
utilizando celobiosacomo sustrato.Representaciónde Lineweaver-Eurk
• 1 sin glucosa. 1 o 1 mM. 1 A 2.5 mM y A 1 5 mM.
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Celobiosa
p—nitrofeni1—WD—glucopiranósido~

0,095Km (mM) 2,626

Vmax (nmol/ml/min) 0,247 0,0041

Ki (mM) 2,56 0,8

TABLA XIII: Parámetros cinéticos
T. longibrachiatum 0M9414.

de la fr-Glucosidasa de
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4.2. Pretratamientos de la biomasa de Onooordum nervosum

.

Uno de íos aspectosfundamentalesa teneren cuentaparael diseñoy desarrollode
un procesode hidrólisis enzimáticade celulosaes la aplicaciónde un pretratamientoefecti-
vo, cuyanaturalezadependerá,entreotros factores,del tipo de sustratoelegido. La presen-
cia de lignina y hemicelulosaasí como la existenciade zonas cristalinasen las fibras
celulósicashacen imprescindiblepretratar por métodosfísicos, químicos-o biológicos los
sustratoscelulósicosantesde efectuarsu hidrólisis, con objeto de alterar su estructuray
facilitar el posterior ataquepor las enzimas.

Por estemotivo,uno de los principalesobjetivos en el desarrollodel trabajorecogido
en esta memoriaha sido la evaluaciónde diferentespretratamientosde la biomasalignoce-
lulósicade O. nertosiuin conobjeto de seleccionaraquellosqueofrecieranmejoresresultados
desdeel punto de vistadel aumentodel rendimientode la posteriorsacarificaciónde dicho
material.

En generaly dada las característicasquímicasy estructuralesde los materiales
lignocelulósicos.los requisitosquedebencumplir los tratamientospreviosa un procesode
hidrólisis enzimáticaserían:

- reducciónde la cristalinidadde la celulosa.
- deslignificaciónde la biomasa.
- aumentode la densidadde la biomasa.
- bajos costeseconómicos.
- bajos inputsenergéticos.
- posibilidadde aprovechamientode las fraccionesde hemicelulosay

lignina separadasde la celulosa.

En nuestrocaso,el efectode los pretratamientossobreel materiallignocelulósicose
ha evaluadoa dosniveles diferentes.En primer lugar, sobrela pérdidade materialocurrida
comoconsecuenciadel tratamientoy sobrela composicióndel residuoobtenido.En segundo
lugar, se ha estimadola modificación experimentadaen la fracción celulósica.por el incre-
mentode su susceptibilidadal ataqueenzimático.

La pérdidade material se ha evaluadoa partir del porcentajede dicho materia][
remanentedespuésdel tratamiento así como de la composicióndel residuo en celulosa.,
lignina y cenizas.

-104--



El éxito de un pretratamientose podría valorarpor la cantidadde enzimanecesaria
paraobtenerun grado razonablede hidrólisis o comparandoel valor de sacarificaciónobte-
nido utilizando concentracionesde celulasasrelativamentebajas(=1UIPF/ml> y bajasrela-
ciones enzima-sustrato(=20UIPF/g sustrato>. Este segundosistema es el que se ha
utilizadoen nuestrocasodadoqueestascondicionesproporcionanunamedidamássensible
del efecto de pequeñoscambiosen las condicionesdel pretratamientoen la digestibilidad
enzimática.

El rendimientode hidrólisis se calculóa partir de los azúcaresreductoresy glucosa
liberadosen el mediode reaccióny se expresóutilizando dos indicadoresdiferentes:eficien-
cia de sacarificacióny porcentajede conversiónde celulosaen glucosa.

La eficacia de sacarificaciónhace referenciaa la susceptibilidacfde un sustrato,
nativo o pretratado,a la hidrólisis por celulasas.Se calculéa partir de la glucosaliberaday
la glucosapotencialmenteliberablemediantela expresión:

ES = Gp/Gr

Donde:

Gp es el porcentajede glucosaliberadadespuésdc 48 horasde hidrólisis de un sustrato
(basadoen el peso secode este sustrato>

Gr es el rendimientoteórico máximo de glucosade ese sustrato.calculadopor el método
analíticode PuIs quese recogeen el apartadocorrespondientedel capítufli de Materialesy
Métodos.

El porcentajede conversiónde celulosahace referenciano sólo a la susceptibilidad
de hidrólisis de un material pretratadosino que incluye tambiénel efectode posiblespérdi-
dasde celulosaduranteel pretratamiento.Para el cálculo se utilizó la siguienteexpresión:

CC= Gp.r/Gi

Donde:
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Gp es el porcentajede glucosaliberada despuésde 48 horasde hidrólisis de un sustrato
(basadoen el pesosecode ese sustrato>.

r es el porcentaje de sustrato inicial (como peso seco> recuperadodespués del
pretratamiento

Gi es el rendimiento teórico máximo de glucosa en el sustratonativo, calculado por el
métodode PuIs.
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4.2.1. Composición de la materia prima.

Parala realizacióndel análisisde lacomposiciónquímica, la biomasade O. nervosum
secadaa 600C fue previamentetriturada en un molino con un pasode malla de 2 mm.

Los análisisde la materiaprimarealizadasegúnlosmétodosdescritosen elapartado
3.32. figuran en la tabla XIV. Como queda reflejado en dicha tabla, la biomasa de
O.nervosnm está formadaprincipalmentepor celulosa,hemicelulosay lignina, que en su
conjunto, constituyealrededorde un 65% del peso secode su materiayun contenidoen
cenizaspróximo al 10%.

4.2.2. Pretratamientos ensayados.

4.2.2.1. Molienda.

Como pretratamientoprevio a cualquierotro, se ha estudiadola influenciadel grado
de moliendade la lignocelulosadel cardonativo sobreel incrementode la accesibilidadde
las enzimasal sustrato.

Los resultadosobtenidosen estaprimera etapaindican queel gradode molienda,no
afecta en gran medida a la producción de glucosay ¿inicaresreductoresen la hidrólisis
enzimática<tabla XV>, al menosen el rangode tamañode partículaestudiado(0.25-2 mml.
Por ello, la biomasade cardo utilizada parael estudioposterior de pretratamientosfue
molida y recogidaa travésde un tamiz de malla de 2 mm.

Comportamientosimilar ha sido observado por otros autores.~¶VIcDona1dy col.
(1983>, estudiaronel efectodel tamañode partículaen la producciónde azúcaresreductores
por hidrólisis enzimáticaa las 48 horas sobre zuros de maíz, encontrandoque ésta es
independientedel tamañode partícula en el rango estudiado(45-300pm>. Rivers y Ernert
(1988>, utilizando sustratostales comobagazode cañade azúcary pajade trigo, no encuen-
tran que el tamañode partícula sea un factor principal en la hidrólisis enzimáticaen el
rango estudiado(107-947pm>.
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COMPONENTE Vm Cv

Solubilidad en NaOH
1%

51,46 0,97

Solubilidad en agua
fría

17,36 3,29

Solubilidad en agua
caliente

21,25 1,96

Extracto

alcohol;benceno (1:2>

7,83 2,80

Proteinas 7,80 1,20

Celulosa 29,65 2,29

Azúcares reductores 49,97 2,14

Xilosa 11,84 1,32

Arabinosa 2,36 1,50

Lignina <ason 20,36 2,45

Cenizas 10,42 1,25

TABLA XIV.Composiciófl quimica de la biomasadel cardoO. neruostun. Los valoresestan
expresadosen porcentajerespectoa pesode biomasaseca. -

Vm valor medio.
Cv’Coeficiente de variación (%).

no determinacioflesG
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Diametro
(mm)

mg Glucosa/lOO mg
sustrato

Gp
Vm Cv

mg Azúcares
Reductores! 100 mg

sustrato
Vm Cv

0,25

0,50

0,75

1,00

2,00

8,66 (2,86)

8,55 <2,08>

8,69 (3,13)

8,48 (1,30)

8,59 (2,73>

10,59 (3,52)

10,89 (2,99)

11,44 (2,95>

10,88 (2,73)

11,36 (2,87)

TABLA XV. Influencia del grado de molienda en a producción
azúcares reductores por hidrólisis enzimática.

de glucosa y
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4.2.2.2. Pretratamiento alcalino.

4.2.2.2.1. Pretratamiento con hidráxido sádico.

Hasta hace relativamente pocos años, el tratamiento con sosa caústica era aplicado

fundamentalmenteparaaumentarla digestibilidadde los materialeslignocelulósicosutiliza
dos paraalimentaciónde ganado.Diversosautoreshanestudiadoel efecto del tratamiento
con hidróxido sódicosobrela composiciónquimico-bromatológicay la digestibilidadde sub
productosagrícolasy agroindustriales,con especialhincapiéen las pajas de cereales,y la
mayoríade estosestudioscoincidenen afirmarqueel efectomásimportanteesel cambioen
la proporciónrelativade los componentesde la paredcelular, reduciéndose,en general, la
fibra neutro detergente.Sin embargodichos efectos dependendel tipo de tratamiento.,
concentraciónde álcali, temperatura,tiempo de actuación,lavado posterior (Rexen y col..,
1976: GonzálezSantillana, 1978>. Así, una paja embebidaen NaOH al 5,8% durante48

horasincrementasu digestibilidad“in vitro” desdeun 38,7 hastaun 46,3% (Hadjipanayo
tou. 1984>. El tratamientocon NaOH al 1.35% del bagazode caña de azúcardurante18
horasa temperaturaambienteproduce un aumentode la digestibilidad “in vitro” de la
materiaorgánicade 197 (g MO/Kg bagazo seco> a 601 <g MO/Kg bagazo seco> (Plaync.,
1.984>.

Es bienconocidoel efectode unasoluciónde hidróxido sódico(de aproximadamente
10%> sobrela celulosanativa: se producehinchamiento,quesetraduceen aumentodel área

superficial interna,disminucióndel grado de pobmerizacion.disminucióndel índice de cris-
talinidad, separaciónde los elementosestructurales,lignina y carbohidratós,y formaciónde
unacelulosaque difiere considerablementede la primitiva, la nuevacelul6§ase hidroliza un
40% más rápidamentequela original (Millet y col., 1954>.

Los distintos sustratosrespondende forma diferenteal tratamientocon NaOH. No
existeuniformidad de respuestapara las distintasespeciesvegetales,si bien, pareceque
está relacionadacon su contenidoen lignina. Así, por ejemplo. Feisty col. (1970)observan
quela digestibilidadde las maderasblandas,maderasconalto contenidoen lignina, aumen-
ta solo ligeramentecon el tratamientocon NaOH. mientrasque la digestibilidadde algunas
maderasdurasy otros materialeslignocelulósicos,con bajo contenidoen lignina, aumentan
significativamentecon un tratamiento con NaOH. Aunque el hidróxido sódico tiene un
efecto muy marcadosobre maderasdurasy paja. tiene, sin embargo. poco efecto en la
digestibilidaddel algodón,los resultadospresentadospor Moore y col. (1972> muestranque
el porcentajede azúcaresreductores(expresadoscomoglucosa)no varíantuandoel algodón
sufreun tratamientoalcalino.
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En el presenteapartado,se ha estudiadoel efectodel pretratamientoalcalinocon
NaOH en el rendimientode la hidrólisisenzimáticadel O. nervosnm.Las variablesestudia-
das:temperatura,concentracionde álcali y tiempo de pretratamiento,fueron elegidastra-
tando de minimizar los costesasociadosa la cantidad de álcali y consumoenergético
duranteel pretratamiento.

Recuperaciónde material inicial.

Dadaslas característicasquímicasdel pretratamientoy del sustratose controlaron
las pérdidasde materialsufridasen estaetapa,identificándoseen las tablascomoporcenta-
je de recuperaciónde material inicial (r).

En las tablas XVI, XVII, XVIII y XIX se muestranlos valoresde porcentajede
recuperaciónde material inicial paralas distintascondicionesestudiadas:Como se puede
observar,la solubilidad del sustratoen solucionesalcalinases mayor cuanto mayor es la
temperaturade tratamientoy tiempode] mismo.El residuofinal obtenido,disminuyenota-
blementecuandoel tratamientofue efectuadocon concentracionesde NaOH del 2%. Es
evidente,además,que la solubilizaciónocurre sobre todo durantelos primeros minutos.A
1000C, por ejemplo,y paraconcentracionesde álcali del 1 y 2 % se producenel 73% y el
85% respectivamentede las pérdidasmáximas ocurridasen cada casodurante los 10
primeros minutos, A partir de este momentose produceuna pérdidagradualdurantelos
siguientes30 minutos. Esta rápida solubilización inicial fue característicapara todos los
rangosde temperaturay concentraciónde álcali estudiados.

Podemostambiénseñalar,quecuandolas condicionesen las que serealizó el pretra-
tamientofueronsuaves,esdecir aquellospretratamientosrealizadosa temperaturaambien-
te durante90 minutos y en ausenciade álcali, se produceuna solubilización del 23,25%
aumentandoéstaal 32,9% cuandola temperaturade pretratamientose elevó a 1500C.

En las condicionesmás severasde pretratamiento(1500C,2% N~OH y tiempo 90
minutos>se producehastael 61,16% de la solubilizacióndel material lignocelulósico.

Comportamientosimilar fue observadopor McDonaldy col. (1983) cuandorealizaron
el tratamientocon NaOH sobre zuros de maíz. En las condicionesestudiadaspor estos
autores,rango de concentraciónde NaOH 0-2%, temperatura<100-1500C>y tiempo de
pretratamiento(1-60 mm.), seobservatambiénqueel gradode solubilizacióndependede la
severidaddel pretratamientosiendolos principalesfactoresque influyen: tiempo, concentra-
ción de álcali y temperatura.Durante los primeros 10 minutos se produce el 85% de la
solubilización. Los mismos autores, obtienen un rango de solubilización de 55-65% con
tratamientocon NaOH (1-2%> y temperatura(100~150oC>;en ausenciade álcali el rangode
solubilizaciónfue de 18-28%.

Recuperaciónde celulosay la tigniu¡a.
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Paraestepretratamientose realizó un rastreoprevio de diferentescondicionesde
temperatura,concentracióny tiempo. De los 56 tiposde ensayosrealizados,que se recogen
en las tablas XVI, XVII, XVIII y XIX, se seleccionaron27 parala realizacióndel estudio
más detalladodel patrón de solubilizaciónduranteel pretratamiento.En la tabla XX se
recogenlos valoresde composición(glucosa,azúcaresreductoresy lignina> expresadosen
porcentajeconrespectoa materiasecaparacadauno de los residuosobtenidosdespuésde
los tratamientosalcalinosseleccionados.En la tabla XXI se muestranlos porcentajesde
recuperaciónde los diferentescomponentesanalizadossobreel residuo,asícomo los rendi-
mientosde hidrólisis enzimáticaevaluadoscomoeficaciade sacarificación(%>. El análisisde
la varianzasegúndiseñofactorial 3x2x3 se muestraen el anexoIII.

Estetipo de pretratamientosolubiliza fundamentalmentelignina y hemícelulosa(es-
timadaa partir de la disminución de los azúcaresreductores>.La solubilizaciónde lignina
llega en las condicionesmásdrásticasal 61,58%.

La solubilizaciónfundamentalmentede hemicelulosay lignina por la accióndel hi-
dróxido sódicoha sido observadapor numerososautores.Probablemente,ello es debidoa la
rupturade las unionesésterentrela lignina y xilano (Rivers y Emert, 1988; Gharpurayy
col., 1983>.

Con respectoa la recuperaciónde glucosa, ésta disminuye significativamenteal
aumentarla temperaturay concentraciónde álcali, siendoestadisminuciónbastanterápida
sobretodoen los primeros30 minutos,y no encontrándosediferenciassignificativasapartir
de los 30 minutos (entre los 30 mm. y 90 mm.>. El análisis de la varianza,segúndiseño
factorial 3x2x3, indica que la interacción temperatura-concentraciónde NaOH y
temperatura-tiempode pretratamientoresultanmuy significativas (p<O.OOl> y la interac-
ción concentraciónde álcali-tiempode pretratamientoresultasignificativa (p<O,O1>.

En las condicionesmásseveras<1500C,2% NaOHy 90 mm.> se recuperasolamente
el 49,07%de la glucosaen el residuo.

Por otra parte,la fracciónde lignina es la mássolubilizadapor efectodel tratamien-
to, aunquecomo hemoscomentado,en condicionesextremasse puedellegar a solubilizar
cerca del 50% de la celulosa.Aunque la deslignificación aumentacon la severidad del
pretratamiento,no se observandiferenciassignificativasen la recuperaciónde lignina cuan-
do la temperaturautilizada en la realizacióndel pretratamientose eleva por encimade 120
0C. además,la deslignificaciónmayoritariase producedurantelos primeros 10 minutosdel
pretratamiento,no produciéndoseuna disminución significativa a partir de los 30 mm.
(entre30 y 90 minutos). La deslignificacióna 1000C es máslenta. Podemosobservarqueel
efectoúnico de la temperaturano producedeslignificación.éstasólo se producecuandoel
efectotemperaturase combinacon el efectode adición de álcali, tal comose puedeobservar
a partirde los valoresobtenidosparacadaunade las condicionesde températuraestudiadas
cuandono se añadióálcali.
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CONDICIONES % REcUPERACION

DELMATERIAL

INICIAL

(r)*
Vm Cv

GLUCOSA
(%)

Vm Cv

AZUCARES
REDUCTORES

<O/o)

Vm Cv

LIGNINA

Vm Cv
Conc.
(¾)

Ternp
(OC>

——

0

25 1

1

2

t,ernpo

(mm.)

—

90

30

90

90

76,75 (2,63)

7,00

71,00 (1,63)

65,00

33,19 (2,01)

37,69 (1,01)

32,66 <5,02>

29,49 (7,96)

48,53 (3,21)

54,64 <3,19)

50,35 (4,31)

41,39 (5,15)

20,70 (6,46)

15,89 (5,73)

19,48 <6,60)

19,89 (7,97)

100

2

2

2

2

2

2

300

10

30

90

10

30

90

66,25 (1,31>

65,06 (0,99)

63,15 (0,27>

53,50 (1,08)

64,10 (0,18)

46,00 (3,77)

57,00 (14,1)

29,94 (1,64>

42,41 (3,85)

31,68 (3,88>

37,57 (0,88)

41,60 (2,31)

43,98 (0,84>

32,43 (10,9)

45,92 (5,32)

49,15 (4,53)

46,21 (4,41)

50,95 (3,51>

59,86 (1,20)

61,31 <0,88)

45,40 (5,88)

20,85 (6,04)

18,33 (7,59)

22,08 (6,21)

2149 <5,34)

16,09 (4,41)

20,44 (7,27)

18,94 (7,96)

120

2
2
2
2
2
2
2
2

300

5

10

30

90

10

30

90

70,05

63,96 (0,07)

62,43 <2,90)

45,15 (1,66)

44,70 (0,52)

55,65 (1,62>

4101 (0,31)

40,90

32,83 (0,85)

38,52 (2,90)

34,51 (7,33)

37,86 (4,30>

43,19 (2,05)

39,67 (6,26>

46,74 (3,32)

41,26 (2,57>

4,81 (4,96)

39,57 (7,12>

4669 (3,92)

43,87 (3,83>

61,38 (3,24)

53,53 (4,39)

63,31 (0,75)

54,95 (2,23)

21,59 (4,44)

2168 (4,43)

¶8,39 (10,3>

20,00 (8,10)

21,68 (4,45)

2027 (1,82)

21,90 (4,52)

17,30 (2,00>

150

2

2

2

2

2

2

2

2

300

5

10

30

90

10

30

90

58,00 (9,95)

63,45 (4,64)

59,39 (2,70)

47,40 (2,19)

48,56 (1,53>

51,81 (1,83)

38,90 (4,75)

38,85 (4,03)

32,86 (602)

45,86 (5,21)

33,80 (2,51)

41,84 (4,41)

42,27 (3,87)

34,98 (7,54)

36,51 (6,20)

39,15 (372)

39,65 <7,29)

56,30 (2,36)

44,86 (1,13>

53,21 (0,55)

53,20 (2,21)

51,72 (7,52>

56,93 (2,92)

43,35 (653)

28,25 (2,84)

23,18 (3,99)

19,85 (4,12)

21,25 <3,79)

21,53 (1,39>

21,14 (3,59)

17,14 (3,46)

1,90 (5,80>

TABLA XX Porcentaje de recuperación del material inicial (expresado como peso seco)
después del pretratamiento (r> y composición de los residuos sólidos para las
disflntas condiciones de pretralamiento alcalino con hidróxido sádico ensayadas
Vm = valor medio Cv = coeficiente de variación (QSY nr 4 nt 2
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CON DICION ES

— — —

Temp Conc tempo

(oc) (¾> (ruIn)
—— —

0 90

25 1 30

1 90

2 90

REcuPERACION

GLUCOSA

~

Vm Cv

RECUPERACION

A REDuCTORES

~“~>

vm Cv

REcUPERAcION

LIGNINA

(%)

Vm Cv

ES

(%)

Vm Cv

82,24 (1,26>

91,29 (1,01>

75,54 (3,61>

61,90 (7,96>

71,90 (3,91)

79,11 (3,19)

68,98 (2,69)

51,94 (5,15)

98,88 (4,44>

74,23 <5,73)

86,10 (5,60)

80,53 (7,97)

27,33 (5,49>

19,67 (2,43)

38,80 (1,12)

59,89 (2,02>

100

2

2
2
2
2
2

300
10
30
90
10
30
90

64,05 (0,83)
89,09 (2,88>
64,63 (4,14)
64,91 (1,04)
86,13 (2,48>
65,36 (4,60)
59,01 (338)

58,69 (4,02>

61,70 (3,58)

56,33 (4,69)

52,94 (4,59)

74,07 (128)

5443 (2,89)

49,66 (8,87>

86,03 (5,20)

74,24 (6,80)

86,86 (6,42)

71,4 (6,29)

64,24 (4,42)

58,48 (4,57)

66,72 (7,62>

35,34 (6,62>

57;20 (2,73)

61,76 (3,07>

66,77 (4,14)

4767 (2,42)

57,07 (2,89)

74,57 (3,36>

120

2

2

2

2

2

2

2

2

300

5

10

30

90

10

30

90

74,28 (0,85)

79,58 (2,85)

69,48 (4,54)

55,18 (2,69)

62,37 (2,36)

71,26 (4,64>

61,92 (3,63>

54,51 (2,57>

64,65 (4,96)

48,86 (7,07)

56,22 (1,02)

38,25 (5,41)

52,97 (3,75>

57,56 (5,65)

50,12 (1,6>

43,39 (2,21)

94,21 (4,44>

86,37 (4,36)

71,46 (9,65)

56,25 <7,94)

60,36 (4,14>

70,29 (3,10)

55,96 (4,55)

44,09 (7,00)

46,41 (1,69>

50,85 <3,88>

57,19 (4,36)

5806 (3,67)

29,80 (5,54>

55,06 (3,80)

33,08 (3,42)

56,43 (3,29)

(3,39)

(5,59>

(2,35)

(421>

(3,11)

150

2

2

2

2

2

2

2

2

300

5

10

30

90

10

30

90

60,81 (6,67>

93,83 (2,09)

64,01 (1,43)

64,02 (2,28>

66,27 (2,53)

58,48 (5,72)

45,77 (1,54)

49,07 (2,43)

44,16 (4,15)

68,93 (3,41>

51,42 (1,57)

48,69 (274)

49,85 (1,07>

51,67 (5,71>

42,80 (7,65)

32,51 (7,67>

103,9 (10,1)

91,49 (1,27>

73,41 (2,92)

62,75 (420)

65,12 (2,18>

68,20 (2,39)

41,48 <1,61)

38,42 (2,45>

68,59

51,30

78,08

1923 (3,31)

1,597

69,79

3,62 (10,79>

353 (10,04>

Tabla XXI. Efecto del pretratamiento alcalino con hidróxido sódico en la recuperación de
glucosa, azúcares reductores y lignina Efecto en el rendimiento de la hitirólisis
enzimática expresado como porcentaje de eficiencia de sacarificación
Vm = valor medio. Cv = coeficiente de variación (%) n = 4
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Cuandocomparamoslos distintos pretratamientosllevadosa caboa altastemperatu-
ras (1000, 1200 y 15000) se observa que la interacción de los efectos combinados
temperatura-concentraciónde álcali influyen de forma significativa (p=O,05)mientrasque
las interaccionestemperatura-tiempode pretratamientoy concentraciónde álcali-tiempode
pretratamientoresultanmuy significativas(p=0,001).

El comportamientocon respectoa la recuperaciónen azúcaresreductoresessimilar
a aquélque se produceen la recuperaciónde la glucosa.

En condicionesrelativamentesuaves,por ejemplo,a 1000C, 10 mm. y 1% NaOH, la
recuperaciónde sólidos fue del orden del 65 %, la eliminaciónde lignina fue del ordendel
25,76%y la pérdidade celulosadel 10,91%.

Cuandosecompararonnuestrosdatosconaquéllosobtenidospor otros autorespara
materialeslignocelulósicosde composiciónsimilar al O. nervosumobservamosligeras dife-’
rencias.Así, por ejemplo,parael tratamientoconNaOH al 1% a 12000durante90 minutos
en el casode la pajade trigo, Gharpurayy col. (1983) obtienenun 50% de solubilizaciónpor
efectodel tratamiento,y pérdidasde celulosa.hemicelulosay lignina del 40%, 60% y 85%
respectivamente.En estasmismascondiciones,con O. nervosumencontramosque se soln-’
biliza el 55,3%. siendo las pérdidas de celulosa y liguina del 37,6% y 39.64%
respectivamente.

Pérdidasmenoresde celulosafueron obtenidascon pretratamientoalcalinode zuros
de maíz <McDonald y col., 1983). En el tratamientoalcalino con NaOH al 1%, a 15000
durante 15 minutos, se pierde el 15% de la celulosa,mientrasque en el caso del O,
nervosumen las mismascondicionesde temperaturay concentraciónde NaOH, perocon un
tiempo de pretratamientode 10 mm., las pérdidasde celulosa encontradaspor nosotros:
fueron del 36%.

Rendimientode la hidrólisis enzimótica.

Como se ha dicho anteriormentela eficacia de un pretratamientoviene dadapor e]L
incrementoen la hidrólisis enzimáticaqueexperimentaun determinadosustratocelulósico,,
Parasu determinaciónse evaluó la glucosaproducida,a partir de la cual se calcularonlas
eficiencias de sacarificacióny eficacia de conversiónde celulosaen glucosade acuerdocon
las definicionesantesseñaladas.

Producciónde glucosa.

Los resultadoscorrespondientesa la producciónde glucosay azúcaresreductores
(expresadoscomo mg/lOO mg sustrato>despuésde una hidrólisis enzimáticadurante48
horasaparecenen las tablasXVI. XVII, XVIII y XIX. En el anexoIII se muestrael ánalisis
de varianzade los datoscorrespondientesal rendimientode la hidrólisis enzimática.
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En general,paratodas las condicionesde pretratamientorealizadasse produceun
aumentoen la producciónde glucosapor hidrólisis enzimática.El estudioestadísticoindica,
que los valores máximos de dicha producción se encuentrana temperaturasde 1000C
produciéndosepor encimade éstauna disminuciónsignificativa(p<0,OOl) en la producción
de glucosa.Las diferentesconcentracionesestudiadasno dan lugar a resultadossignificati-
vamentediferentes,aunquela interacciónde los efectostemperatura-concentraciónde álcali
resulta muy significativa (p=0,001). También resultan muy significativas (p=O,001>las
interacciones concentración de álcali-tiempoy temperatura-tiempo.El tiempo de pretrata-
miento tiene también un efecto significativo, los valores más altos se obtienen cuando éste

fue menor, no encontrándose, sin embargo, disminución significativa para tiempos largos

(30-90 minutos).

McDonald y col. (1983>.estudiaron el efecto del pretratamientoalcalinoen la produc-
ción de azúcaresreductorespor hidrólisis enzimáticade zuros de maíz§encontrandoque
ésta disminuyecon el tiempo de pretratamiento,aumentandoligeramenteal aumentarla
concentraciónde NaOH <0-2%> a tiemposcortos, ello es debidoprobablementea la solubilí-
zación de la hemícelulosay celulosacon lo que se produceunadisminuciónen los azúcares
potencialesdel residuo.

Eficacia de sacarificoción y conversionesde celulosaen glucosa.

Con respectoal rendimiento en la hidrólisis enzimática,se observaquecuandoel
pretratamientose realizóa temperaturaambiente(25W> durante90 mm., aquélaumentóal
aumentarla concentraciónde álcali. Así, cuandola concentraciónde álcali utilizadafue del
2%, la eficacia de sacarificación(ES%> y la conversiónde celulosa (CC%> se multiplicaron
por un factor de 2,72 y 1.68 respectivamentecon respectoa los valorescorrespondientesal
sustrato no tratado.

La conversión de celulosa en glucosa (%> a temperaturaselevadas(100,1200 y

150W) en general disminuye al aumentar la concentraciónde álcali del 1 al 2 %. Cuando se

estudiala variable tiempo, se observaque su efecto tanto sobrela conversiónde celulosa
como sobrela eficienciade sacarificación,va a dependerde la temperaturadel proceso.A
100W, las conversiones,en líneasgenerales,aumentanhastalos 60 mm., transcurridos los
cualescomienzana disminuir. Sin embargo,paratemperaturasmáselevadas<120 y 1500C>,
es a partir de los primeros 10 mm. cuandola conversiónde celulosacomienzaa disminuir,
concretamente a 150W y tiempossuperioresa 10 mm. seproduceunadisminuciónconside-
rablede ésta así como de la eficacia de sacarificación.llegandoincluso aobtenersevalores
muy por debajode los obtenidosparael material sin tratar (1500C. 30-90 mini.

Los valoresmásaltos de hidrólisis a 48 horasfueronencontradoscuandoel pretra-
tamientose realizó en condicionessuaves(1000,1200,150W durante10 mm. y concentra-
ción de álcali del 1%). En estas condicionesy a 150W. los valoreg de eficiencia de
sacarificacióny conversiónde celulosa alcanzaronel 78,08%y el 50.60% respectivamente.
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De los resultadosexpuestos.sepuedeasegurarqueconel pretratamientoalcalino,se
aumentasignificativamentela digestibilidadenzimática,perodesgraciadamentea costade
importantespérdidas de materia seca y por tanto, de azúcarespotencialesduranteel
pretratamiento.

En la tabla XXII secomparanlos rendimientosde hidrólisis enzimáticade la bioma-
sade O. nervosumobtenidoscon los pretratamientosóptimosen estetrabajocon loscitados
por otros autoresparadiferentessustratoslignocelulósicos.

Debido a las diferentescondicionesde trabajo mostradasen dicha tabla es difícil
establecer,con los datosqueseofrecenen ella, comparacionessobrela facilidad de hidrólisis
enzimáticade la celulosa de los distintos materialescitados. Sí se puedeconstatar,sin
embargo,la eficaciadel pretratamiento,cuandose seleccionanadecuadamentelas condicio-
nesde operación,paraconseguiraltosrendimientosde degradaciónde la fracción de celulo-
saen unagran variedadde sustratoslignocelulósicos.
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42.2.2.2. Pretratamiento con hidróxido cálcico.

Aunquelos datospublicadossobrela utilización de hidróxido cálcico paramejorar la
digestibilidadde residuosagrícolas, en general, parecen indicar que este de tipo agente
químico no es tan efectivocomola utilización del hidróxido sódico, se han obtenido algunos

resultados,comolos publicadospor Winughogoy col. (1984>sobrepajade arroz,queindican
queel tratamientoconestetipo de reactivopuedeserinclusomásefectivoqueel tratamien-
to con hidróxido sódico, realizadoen condicionessimilares.Estosautoresrecomiendanla
utilización de unaconcéntración1,8 vecessuperiora la utilizadade hidróxidosádicosiendo
suficientela impregnacióndel materialdurante24 horas.En estascondicionesy utilizando
20 g Ca(OH)2/l00g de pajade arroz, la digestibilidad“in vitro” aumentódesdeel 40% para
el sustratosin tratar, hastael 59% en el casodel sustratotratado. Resultadossimilaresse
obtuvieroncuandose valoró la digestibilidaden rumiantes(Ibrahim y Pearce,1984>. DeI
mismomodo, el tratamientocon altas concentracionesde Ca<OH>2 (300g/Kg sustrato>del
bagazode cañade azúcarsuponeun incrementode la digestibilidadde 197 a 724 (g MO’
digeridaf Kg materiaseca)<Playne, 1984>.

La utilización de Ca(OH)2 podría serinteresanteparaaumentarla digestibilidadde
sustratoslignocelulósicos.debidoa subajo coste. flatos recogidosen la bibliografía mues-
tran que el hidróxido cálcico supone,dependiendodel país, solamentedel 7 al 20% de][
precio del hidróxido sódico por tonelada(Playne, 1984>, Otras ventajasadicionalesde la

utilización de hidróxidocálcicoconresiiectoa la sosacáusticaes su menorefectocorrosivo.,
facilidad de manejo y la posibilidad de la recuperaciónde este tipo de reactivo una vez
efectuadoel pretratamiento,aprovechandola baja solubilidad de este compuestoen agua.

El pretratamientoalcalino con hidróxido cálcico sobre la biomasa del cardo
O.nevosumse estudióutilizando 2 concentracionesde álcali 0,2 y 1,8%; tres temperaturas
diferentes4, 25 y 100~Cy tiemposde pretratamientode 24 y 48 horasparalos realizados
a 4 y 25W y 10 y 30 minutos parael efectuadoa 100W. Los resultadosobtenidosse
muestranen la tabla XXIII.

Aunquela solubilizacióny la pérdidade celulosafueron menoresparaestepretrata-
mientoqueparael realizadocon hidróxidosádico,la eficaciade la hidrólisis enzimáticafue
no solo menorqueparael sustratopretratadoconsosacáustica,sino queincluso, losvalores
de hidrólisisenzimáticaobtenidosfueron en todoslos casossignificativamenteinferiores a
los del material no tratadoindicandola ineficaciade este tratamientosobrela biomasadel
O. neruosumen las condicionesestudiadas.
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4.2.243. Pretratamiento oxidante.

42.2.3.1. Pretratamiento con peróxido de hidrógeno.

En la Naturaleza, la lignina es degradada por distintos microorganismos.Aunqueel
mecanismo de la degradación natural de la lignina es desconocido, se sabe, sin embargo, que

el peróxido de hidrógeno juega un papel importante. Es bien conocido que el H202 es capaz

de reaccionar con la lignina, y de hecho esta propiedad se ha aplicado para el blanqueo de

pulpa de madera con alto contenido en lignina. Parece ser, que la especie capaz de oxidar la

lignina no es el H202, sino que se debe al radical hidroxilo (HO.) que se forma durante la

degradación del 11202 con el anión peróxido:

8202 -í- ROO—z H0~ -4- 02- + 820

Esta reacción es fuertemente dependiente del pH. con un intervalo óptimo entre 11,5 y
11.6, que corresponde al pKa de la reacción de disociación del H202:

11202r 8’- + 800—

La utilización de 11202 en medio alcalino ha sido aplicado como pretratamiento de biomasa

procedente de residuos agrícolas. Así, Gould y Freer (1984) tratando paja de trigo y zuros de

maíz con 11202 al 1%, pH 11,5 y temperatura ambiente durante 18-24 horas, se produce

aproximadamenteel 50% de deslignificación,eliminándoseprácticamentetoda la hemicelu-
losay recuperándoseen el residuotodala celulosa.El residuoobtenidodespuésdel pretra-
tamiento puede hidrolizarseenzimáticamentecon una eficacia del 90% (basadoen el
contenidode celulosa del material de partida>.

En estetrabajo,se ha pretratadola biomasade O.nervosumutilizando las condicio-
nesóptimasdescritaspor Gould parapaja de trigo (H202 al 1%, pH 11.5; 25W. 24 horas>.
Los resultadosobtenidosen estecasofueron los siguientes:

Recuperación de material inicial: 44,50±1,27

Composición (Z):Clucosa: 39,95+0,39
Azúcares Reductores: 66,00±2,04
Lignina: 15,05±0,38

Cenizas: 3,1
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Cenizas: 3,1
Recuperación <%):Glucosa: 57,40

Azúcares Reductores: 56,69
Lignina: 41,72

Rendimiento de hidrólisis enzimatica:
mg Glucosa/lOO mg sustrato: 21,94±0,76
mg Azúcares reductores/lOO mg sustrato: 34,07±0,67
Eficacia de sacarificación (%): 54,91
Conversión de celulosa en glucosa (%): 31,17

Como se puede observar, la eficacia de sacarificación se multiplica por un factor de
2.4 respecto al sustrato nativo y, se produce además una elevada deslignificación (58,3%>.
Sin embargo, y como consecuencia de las elevadas pérdidas de celulosa 442,6%>, la eficac¡a
global del proceso disminuye considerablemente, expresada como porcentaje de conversión
de celulosaen glucosa.

En la tabla XXIV y con objeto de estableceruna comparacióncon los resultados
obtenidospor otrosautoresparadiferentessustratoslignocelulósicospretratadoscon11202
se recogenlos valoresde eficiencia de sacarificaciónobtenidospara dichos sustratosasí
comoel correspondienteaO.nervosum.En ella, sepuedeobservarla fuertedependenciadel
tipo de sustatolignocelulósicopara unascondicionessimilaresde pretratamiento.La efica-
cia de sacarificaciónobtenida sobreO. n<”r,osunz es comparablea la obtenida por Oould
(1984) sobrekenafy sobre roble.
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4.2.2.3.2. Pretratamienta can hipoclorito sádico.

El tratamientoconhipoclorito sódicoestádescritoen la bibliografíacomomuyefectivo para

producirdeslignificaciónen materialeslignocelulósicostales comobagazode cañade azúcar
y tallo de algodón (Naim y col., 1986>. Estetratamientose llevó a cabosobreO. nervosum

empleandounasolución de hipoclorito sódicode tal forma que la relacióngramosde cloro
por gramo de sustratoa pretratarfuera de 0,7 6 0,9.

En la tabla XXV, se recogenlos resultadosobtenidosde porcentajede recuperaciónde[
material inicial <r> de los residuossometidosa las dos condicionesestudiadasde pretrata-
miento alcalino con hipoclorito sódico. En la misma tabla serecogenademás,las composi-
clones de los residuosobtenidosdespuésdel pretratamiento.La pérdidade material es en
amboscasosde un 30%. valor comparablea los obtenidosen bagazode cañade azúcary
tallo de algodón <alrededordel 26% en amboscasos>por Naim y col. (1986> en condiciones
similares de tratamiento.

En la tabla XXVI, se recogenlos datosde recuperaciónde los componentesmayoritariosde
la biomasaexpresadoscomo recuperaciónreferidos a material inicial. Los resultadosmues
tran un alto porcentajede deslignificación <31% cuandose utilizó 0.7 g C12/ g sustratoy
40% cuandose utilizó 0,9 g C12/ g sustrato>,sin embargo, no se consigue el efecto de
deslignificacióntotal obtenidoen estasmismascondicionesparalos sustratoslignocelulósi’-
cosanteriormentemencionados.

Los valoresde producciónde glucosay azúcaresreductores,expresadoscomo mg/lOO mg
sustratodespuésde 48 horasde hidrólisis, así como los valoresde eficienciade sacarifica-
ción y conversiónde celulosa se recogenen la tabla XXVII. Como se puede observare.l
rendimiento de hidrólisis (expresadocomo producciónde glucosa en el medio de reacción
despuésde 48 horas>experimentacon estetipo de pretratamientoun incrementode 1,98 y
2,44 vecesrespectoal sustratonativo paralas relacionesg de C12 /g de sustratode 0,7 y 0.9
respectivamente.Estosvalores son similares a los obtenido por EI-l9iwany y col. (1986>
sobrecáscarade arroztratadacon clorito sódico.

El incrementode la eficacia de sacarificación.con respectoal sustratono tratado. fue de
2.15 y 2.46 paralas dos condicionesestudiadas.Los datos recogidosen la bibliografía con
respectoal incrementode este índice por efecto del tratamientocon hipoclorito sódico
muestranvaloresdiferentes,dependiendodel tipo de sustrato.Así, por ejemplo,el bagazo
de caña de azúcarexperimentaun incrementode la eficacia de sacarificacióndesde 1.5%
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para el sustratonativo hasta67% parael pretratado,mientras que, el tallo de algodón
aumentadesde0,6% hastael 29% en el casodel sustratopretratado.Talesvariacionesen
el comportamientode los distintos sustratospodrían relacionarsecon las estructurafisico-
química de los constituyentescelulósicosy con la especificidadenzimáticapor el sustrato
(Naim y col., 1986)
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4.2.1.4. Pretratamiento ácido.

La utilización de ácido sulfúrico diluido (0,2-2%) a temperaturasmoderadas<100-
140W> en el tratamientoprehidrolitico de la madera,fue propuestopor Schñlleren 1923
como modificación de su sistemade percolacióna presión(Sehóller, 1961). Posteriormente
tantoácidosmineralescomoorgánicoshansido empleadossatisfactoriamenteen los pretra-
tamientosde diferentessustratoslignocelulósicos.La acciónprincipal de los ácidosdiluidos
a temperaturamoderadasobrela lignocelulosaes la de solubilizar la fracciónde hemicelulo-
sapermaneciendoprácticamenteinalteradosucontenidoen lignina y celulosa.Estospretra-
tamientosson así aconsejablesparalos materialescon un grancontenidoen hemicelulosas
y, son aplicadascomo faseinicial o prehidrólisisde los procesosde hidrólisis de materiales
lignocelulósicosparaobtenerun máximo aprovechamientode azúcares.

La prehidrólisisde maderade álamoy paja de trigo con ácido sulfúrico a temperatu-
ra moderada<120-160W>y alta temperatura(180-2300C>se ha descritocomo un pretrata-
miento eficaz para aumentarla digestibilidad de la celulosa por el complejo enzimático
producidopor mutantesdel hongoT¡-icl¡odernia reesel<Grohmanny col., 1984; 1985; 1987;
1989; Grethlein y col., 1984; Torget y col., 1990).

En general,se ha descritoque estetipo de pretratamientoeseficaz para el casode
maderasdurasy no en el casode maderasblandas(Grethlein y col., 1984>.

SegúnGrethlein(1985) el pretratamientoconácidodiluido creaporosen la madera,
los cuales son suficientementegrandescomo para quepuedanpenetrarlas moléculasde
enzimay de estaformaaccedera la fibra de celulosa.Estosporosseproducenprobablemen-
te por eliminaciónde la hemicelulosay condensacióncon la lignina.

Wilke y col. <1981), recomiendanla utilización de 0,9% de H
2S04 para la elimina-

ción de las hemicelulosasde zuros de maíz y para distintas pajas,previa a la hidrólisis
enzimática.Cuandoeste tratamientose lleva a caboa 100W durante5 horasy media, el
40-80% de los pentosanosse transformaen pentosas.La producciónde hexosaspor hidró-
lisis enzimáticaaumentadel 20 al 70% sobrela obtenidasin pretratamiento.

En nuestrocasoel pretratamientode O.neruosun¿en medio ácido se ha llevado a
caboutilizando ácido clorhídrico, sulfúrico y acético en distintascondicionesde concentra-
ción y temperatura.
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4.2.2.4.1. Pretratamienta con ácida clorhídrica.

En la tablasXXVIII, XXIX y XXX serecogenlos resultadosobtenidosen cuantoa
recuperaciónde materialinicial (r) y rendimientosde la hidrólisisenzimáticaparalos distin’
tos condicionesde tratamiento.

Parael tratamientorealizadoa 25W el rango de recuperaciónde sólidos fue de
70-75,5%,mientrasqueparael realizadoa 1000C, fue de 34,5-55,5%.

Con respectoa la producciónde glucosa(expresadocomo mg/lOO mg de sustrato),
no se producenaumentossignificativos con respectoa la obtenidapor hidrólisis enzimática
del cardonativo (alrededorde 8 mg/lOO mg sustrato)paralos pretratamientosrealizadosa
25W. A medidaquese aumentala temperaturade pretratamiento,conceptraciónde ácido
utilizado y tiempode tratamiento,la producciónde glucosapor hidrólisisenzimáticaaumen-
ta, llegándoseen las condicionesmásfavorables<1000C,5% HCI y 5 h.) amultiplicarsePO!.

2,4 con respectoal sustratonativo. Sin embargo,si se tienen en cuentalas pérdidasde
material que se producenpor el efecto del pretratamiento,se obtuvieron rendimientos
expresadoscomo porcentajede conversiónde celulosaen glucosasimilaresal obtenidosin
tratar (25,8%>.

En las condicionesmás favorablesde pretratamientocon ácido clorhídrico en el
rangoestudiado(1% HCl, 100 “C y 5 horas> se obtuvouna recuperacióndesólidosdel 50%.
una producciónde glucosa por hidrólisis enzimáticade 17,37 mg/lOO mg sustratoy una
eficiencia de sacarificacióndel 27.78%.

4.2.2.4.2. Pretratamienta can ácido sulfúrica.

En la tabla XXXI serecogenlos resultadosobtenidosparael tratamientocon ácido
sulfúrico en las diferentescondicionesestudiadas.El rango de recuperaciónde material
inicial (r) obtenidofue de 45,4-71,4%.

Con respectoa la producciónde azúcarespor hidrólisisenzimáticaabajasconcentra-
cionesde 112504(0,2 y 0,5%)no se obtuvoaumentosignificativo,mientrasquea concentra-
cionesde ácidomáselevadas1 y 5% la producciónaumentóobteniéndoseun incrementodel
80% con respectoal sustratonativo. En el casode la utilización de ácidosulfúrico, el efecto
sobrela conversiónde celulosaen glucosaes másevidente,obteniéndoseen todoslos casos
valores de conversión menoresqueel correspondienteal sustrato sin tratar debido a las
pérdidasde material quese producenpor efectodel pretratamíento.

4.2.2.4.3.Pretratamiento can ácido acética.

En la tabla XXXII, se recogenlos valoresobtenidosparacadaunade lascondiciones
estudiadas.La recuperaciónde material inicial es mayorqueen el casodel ácido clorhídrico
y sulfúrico,el rangoobtenidofue de 62-77%.La producciónde glucosa,en general,es menor
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queen los casosanteriores,sin embargose obtienenmayoresconversionesde celulosaen
glucosa(%) debidoa la menor pérdidade materialpor efectodel tratamiento,especialmente
en el casodel tratamientoa 70W.

En las condicionesmásfavorables(70W, 1% y 3 horas),la recuperaciónde sólidos
fue del 74,0%, la producciónde glucosade 15,9 mg /100 mg sustrato,obteniéndoseuna
eficienciade sacarificacióndel 38.06%quecorrespondea un incrementodel 48% con res-
pecto al sustratosin tratar.

De los resultadosobtenidospuedeconcluirseque al menosen el intervalo de condi
clonesestudiadasparalostres tipos de ácidosutilizados,no se favorecela eficaciaglobal delL
procesode hidrólisis enzimática.
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4.2.2.5. Pretratamiento con radiación gamma.

Diversosautoreshan estudiadoel efecto del tratamientocon radiación y sobre la
digestibilidadde subproductosagrícolasy agroindustriales(Hany col., 1983a,Khany col..,
1986; Kumakura y Kaetsu, 1978; Saemany col., 1952>. La mayoría de estos estudios
coinciden en afirmar queel efecto más importantede la radiación y a dosiselevadas,de][
orden de io~ rad (100 KGy>. es la disminucióndel grado de polimerizaciónde la ceiulosay
una solubilización de una considerableproporción de los materiales lignocelulósicos. La
irradiación produceunadespolimerizaciónoxidativa de la celulosatanto en presenciacomo
en ausenciade oxígeno (Phillips y Arthur, 1985>. Además,las roturas originadaspor e]L
efectode la radiaciónsobrelas cadenascelulósicas,facilitan el anclajey posterioractuación
de las enzimas celulolíticas. Sin embargo. el efecto final dependefundamentalmentedelL
sustratoutilizado: así,por ejemplo, las experienciasde irradiaciónllevadasa cabosobreeL
bagazode cañade azúcar,muestranun aumentodel rendimientoen azúcaresen la hidrólisis
enzimáticade dicho bagazoirradiado con dosis de 10 Mrad (100 KGy~ o superiores.COrL

dosisde 100 Mrad. el rendimiento se triplica con respectoal sustratono irradiado(Han y
Ciegler, 1982>. Los trabajosrealizadospor Kumakuray Kaetsu(1982, 1983>demuestranla
eficaciadel tratamientopor irradiaciónen la mejorade la hidrólisis enzimáticade sustratos
talescomobagazo,paja de arroz, serrínde cedroy residuosde papel,encontrandoel óptimo
de digestibilidadcuandose irradió a 5.108 rad, mientras queel óptimo de digestibilidad
encontradopara la paja de trigo esde 2,5.108rad (Pritchardy col., 1962>. Fany col. <1987)
estudiaronel efectode la irradiación sobreSolka Floc, encontrandoque el principal efecto
erael aumentode la superficieespecíficacomoconsecuenciade unadespolimerizaciónde la
celulosa,que no iba acompañadade cambiosen el indice de cristalinidad. Otrosautoreshan
comprobadoque la presenciade cloro al irradiar la pajade trigo acelerala degradaciónde la
celulosa con la consiguientereducciónde la dosis necesariapara conseguirlos mismos
incrementosde digestibilidad<Kumakuray Kaetsu.1979>. Los resultadosno son,sin embar-
go, muy espectacularesy en cambio resultanpoco prácticospararealizarlosa gran escala.

A pesar de los distintos resultadosencontradospara los distintos materiales,se
puedegeneralizardiciendoqueconradiacióngammase necesitandosiscomprendidasentre
10 y 100 Mrad paraobtenerun aumentosignificativo del rendimientoen la hidrólisis del
material irradiado.
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Uno de los principalesproblemasen la utilización de estetipo de pretratamientoes
sualto coste.Por estemotivo, seha concedidogran importanciaal estudiode la posibilidad
de aprovechamientode los residuosde Cesio-137obtenidosen CentralesNucleares,que
permitiríanel abaratamientode esteproceso.

Estudiospreviossobreel efectode la preirradiaciónsobrela hidrólisis ácida realiza-
dos sobreOnopordum nervosum(Suárezy col., 1983>, han mostradoun aumentoen el
rendimientode hidrólisisácidadel sustratoirradiado. Por estemotivo, se decidióestudiarel
efecto de la preirradiacióndel cardo sobre la hidrólisis enzimáticade dicho sustrato.EJ
pretratamientose llevó a cabo sobreel material lignocelulósicosuspendidoen un medio’
acuosocon objeto de comprobarsi el efecto adicional de los radicaleslibres generadospor
hidrólisisdel aguapermitíaobtenerbuenosresultadosempleandodosismásbajas.Con este
mismoobjetivo se ha estudiadoel efectode la adición de ácido al medio de irradiación, tal
comosugierenalgunosautoresparasustratosde composiciónsimilar al Onopordumne,-t’o’

sum.Asimismo, seha estudiadoel efectocombinadode irradiacióny posteriortratamiento
con ácidosdiluidos.

Recuperaciónde mate;-ial inicial.

El efecto sobre la solubilización fue evaluadopor pérdidade peso secodespuésde
realizarel pretratamiento.

En la figura 36 se encuentranrecogidoslos valoresde porcentajede solubilización.
obtenidosparacadauno de los tratamientosde irradiaciónrealizadosen los distintos medios:
(agua,ácidosulfúrico, ácidoacéticoy ácido clorhídrico>. A la vistade los resultadosobteni-’
dos, podríamosdeducir el escasoefectode la adición de ácido en el medio de irradiación,,
como potenciadorde la solubilización por efecto del tratamiento.Solamentea dosisbajas
<20 Mrad? y en el casode adición de ácido sulfúrico o clorhídricose observaun incremente
de la solubilización.

Cuandose realizó un pretratamientocombinado(irradiación previay posteriortrata
mientoácido) tanto si la muestrafue preirradiadaen secoo en agua,la solubilidadaumentó
con respectoal tratamientode irradiaciónen unaúnica fase,obteniéndoselos valoresmás
elevadosen el casodel tratamientoposteriorconácidoclorhídricoy sulfúrico. En el casode
tratamientode radiaciónen medio acuosoy posteriortratamientoácido, la solubilización
total producidase puededescomponeren dos factores,la solubilizacióncorrespondientea la
primera fasey debida al efectode la radiacióny. aquéllacorrespondientea la segundafase
debidaa la acciónde los distintos ácidos.Teniendoen cuentaestehecho, seha confecciona’-
do con los datosobtenidos,la figura 37 en la queaparecela solubilizacióndebidaúnicamente
a Ja segundafasedel tratamientocon ácidos.Se puedeobservarqueparacadatipo de ácido
empleadoéstaes muy similar para las tresdosis de irradiaciónaplicadas,lo cual indicaría
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Figura 36. Influencia de la dosis de irradiacióngammaen la solubilización del sustrato
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queel efectodel tratamientoácidono se potenciaríapor la dosisde irradiaciónrecibida. Sin
embargo,cuandola muestrase irradió previamenteen aire, se observóun aumentode la
solubilizacióna medida queaumentabala dosis de irradiación.

Recuperaciónde celulosay lignina.

En la tabla XXXIII se recogenlos valoresde composiciónde los residuosobtenidos
despuésdel pretratamientode irradiaciónen los distintos medios(aguay ácido> y paralas
distintasdosis de irradiación ensayadas(20. 50 y 100 Mrad), mientrasque en la tabla
XXXIV se recogenaquellosvalorescorrespondientesal tratamientocombinadode irradia-
ción y posterior tratamientoácido (pretratamientoen dos fases).

La acción del pretratamientosobrela celulosay lignina se expresacomorecupera-
ción de celulosa (considerandoel 100% el contenido en celulosa del material inicial> y
porcentajede recuperaciónde lignina. En las tablasXXXV y XXXVI serecogenlos valores
obtenidosen cuantoa recuperaciónde glucosa,azúcaresreductoresy lignina de los pretra-
tamientosrealizadosen unaúnica fasey en dos fasesrespectivamente.En el anexoIII, se
recogenlos análisisde varianzasegúnun diseñofactorial 2x4 paracompararlos datosde
porcentajede recuperaciónde glucosa,azúcaresreductoresy lignina, en los distintospretra-
tamientosde irradiación(pretratamientoen una fase),asícomoel análisisde varianzasegún
un diseñofactorial 3x2x3 correspondienteal tratamientocombinadoirradiacióny posterior
tratamientoácido (tratamientoen dos fases>.

Con el tratamientode irradiación,a medidaqueaumentamosla dosisde irradiación,
la recuperaciónde celulosaes menor.llegándosesolamenteal 45.22k1 62 en las condicio-
nes masdrásticas(tratamientoen medio acuosoa 100 Mrad y posteriortratamientocon
ácido clorhídrico). En general, la recuperaciónde celulosaes mayor cuandoúnicamentese
someteel sustratoa irradiación,quecuandoel sustratoirradiadoes sometidoposteriormen-
te al efectode los distintos ácidos.

Cuandose comparan los valores obtenidosde recuperaciónde celulosa para los
distintos mediosen que se realizó la irradiación (tabla XXXV) se observaunadisminución
muy significativa (p<O.O1) de dicho porcentajede recuperacióna medidaqueaumentala
dosis, dependiendotanto de la dosiscomodel tipo de medioutilizado, aunqueno seencuen-
tran diferenciassignificativasentreel ácido clorhídrico y sulfúrico en cuyoscasoslas recu-
peraciones<expresadasen porcentaje>son significativamentemás elevadasqueen el caso
del tratamientoen medio acuosoo en medioacidificadoconácidoacético,teniendoéstasdos
últimas un comportamientosimilar.

Si secomparanlos pretratamientoscombinadosde irradiacióny posteriortratamien-
to ácido, pretratamientoen dos fases(tabla XXXVI>, se observauna influenciasignificativa
de los tres factoresestudiados(dosis de irradiación.medioen el que se realizó la irradiación
previa (agua/aire)y tipo de ácido utilizadoen el pretratamientocombinadoposterior,siendo
el efectocombinadodosis de irradiación-medioy medio-tipo de ácido, significativo <p<0.05>

—145—



2oUunoa
-

oU

422(3-4=
2

4un
OU1

3
-4(3

UEUE

en
C

O
st

0
0

0
4

-
o

’—

CO
LO

s
t

O
‘4

IP
’

0
4

0
LO

0
4

0
4

0
4

C
i

C
i

0%rs
-

O0
4

—
0

4
0%

-

C
C

—

0
4

0
%

rs
-a

,
0

4
LP

0
4

0
4

LO
s
t

LO

0
4

-
o

‘4s
t

0
4

N

‘4
0%

-
LP

o
’

o
’

O
’

rs
-

CC
L

P
C

O

C
O

s
t

rs-
LO

‘4
un

LO
0%

0
04

C
C

eS
CO

04

0
1

‘4
O

’
CV,

0
4

0
%

0%
0

1

0
1

0%
s
t

—
-‘

0
4

0
4

s
t

C
C

0
4

0
4

0
4

LO
0

1
—

0
1

0
0

%
un

LO

0%
0

‘4
C

i
O

’
O

CO
0

4
0

C
O

C
O

CO

u
n

u
n

C
i

CO

LOls-

L
O

O
’

—
0%

LP
‘4

0
%

.“
‘4

0
2

LO
CO

s
t

0
4

LO
0

4
0

2
’-

0
a

,

<
0

U

U
F

—

1
3

U

Z~-
D

C
D

~
~

‘4””

‘4CV-.
e

--
0%

0
4

‘4
0

4
rs

-s
t

‘4
—

LP
1

0
0

4
LO

‘4
‘4

-‘
LO

O
’

0%
O

’
CV-.

C
V

-C
O

”
‘4

‘4
‘4

C
C

0
‘4

0
4

0
%

r—
0

4
‘4

‘4
u

n
‘4

1
0

‘4
‘4

1
0

u
n

un

00
-j

U
4

o
:u

]4
U

]

u’
u’

o
:0

=
2

—
CVs-

0
4

0
4

C
O

C
i

C
O

C
i

C
O

C
O

—
‘4

L
O

L
O

L
O

L
O

L
O

L
P

‘4
0

‘4
‘4

0
1

0
1

CV-.
LO

LO

‘4
0

4
‘4

CV’-
0

W

CV-.
LO

LP

unu
’

2OUc
i

2oU

=
‘u

O
~-~

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

4
1

0
0

4
1

0
?

04
u

n
~

0
4

1
0

0

‘‘~a>
44

4444

‘‘-,44

o’4

CV’.
CO

0
4

‘4
‘4

‘4
rs-.

—
rs-.

—
0

‘4

CO
C

i
0%

a
,

C
O

s
t

CO
C

O
C

O

C
C

CO
s
t

LO
0

4
‘4

‘4
—

CO

‘4
e

n
L

P

CV-
0

4
‘4

0
0

rs-.
en

‘4
C

O

0
C

E
e

’
C

E
0

a
,L

i

E
2

(U
C

E
e

’
a>

(ULiE
e

’

L
i

e
’

—
e

’
«

‘a
>

‘u
L

i
u

,
o

-
‘a>

a>
0

3
-U

O
-

u,

‘0
CEo

-

L
i’

0
>

-U
irC

E
0

0
u,

Li
a

>
”,

O
-

(Ue
’

O
C

E
E

‘~

oLio
”,

‘uo
-a

>
4

~
0

>
0

‘—
‘u

C
U

C
E

‘0
0>

CE
‘o

—
o

(U
”,o

Q
l-U

e
’

—

<U
‘0

=
2

‘u
;>‘u

CE
C

E
’~

‘o
‘0

a
,

‘o
Li

(U
C

U
ir

L
i0

~
a

>
~

(U
>

a
«

‘‘u
0

3
’u

(U
a>

L
i

CE
>

‘
~

-U

-o
<«

‘-5
0>

a,
“>

~
a,

-o
‘~

a>
E

a>
a

,O
C

E
L

iY
,

—
-.o-’0

o
’-

2
E

’c
’&

C
E

O
(U

>
O

U>
Li“S

il
LiII

‘4
22

~
E

>
u

o
-
tt

>
U

CE

‘04:
•

-4
•

0
=

4E
-

—
1

4
6

—



CONDICIONES

RECUPERACION

DE MATERIALINICIAL
<r)

COMPOSICION

Dosis
(Mrad)

Tratamientoácido
posterior

% GLUCOSA
Vm Cv

¾AZUCARESREDUCTORES
Vm Cv

O/« LIGNINA

Vm Gv

20

50

100

20*

50*

100*

Acído

Clorhídrico

44,50

36,19

33,48

47,76

37,70

35,91

49,11 (2,36)

44,19 (3,80)

44,67 (3,58)

45,41 (3,97)

47,06 (6,07)

50,27 (2,74)

58,80 (1,09)

52,42 81,33)

52,69 (1,06)

57,74 (1,98)

54,55 (1,72)

58,23 (1,24)

31,89 (2,11)

40,74 (2,30)

449,39 (2,33)

28,13 (1,78)

23,06 (3,83)

29,39 (2,59)

20

50

100

20*

50*

100*

Acido

Sulfúrico

48,53

38,98

36,18

51,88

40,94

39,18

45,48 (5,86)

45,42 (5,79)

44,50 (2,32)

52,39 (6,39)

45,97 (648)

43,24 (4,95>

50,74 (1,36)

4823 (1,66)

49,07 (3,87)

58,04 (5,60)

55,80 (2,06)

49,93 (3,18>

31,51 (3,44)

31,49 (6,37)

34,76 (5,15)

25,88 (752)

24,40 (2,31)

30,64 <293)

20

50

100

20*

50*

100*

Ácido

Acético

67,38

50,09

49,14

72,23

50,47

68,71

29,80 (2,15)

35,73 (4,32)

34,44 (1,48>

35,28 (1,79)

38,39 (1,53>

32,48 (2,99)

51,57 (2,38)

49,77 (5,31)

53,41 (3,46)

56,56 (2,70)

55,58 (4,54)

51,06 (3,83)

20,54 (2,35)

28,79 (2,45)

29,19 (9,12)

21,59 (3,22)

27,70 (1,53)

18,89 (379)

TABLA XXXIV. Porcentaje de recuperación de material inicial (expresado como peso seco)
después del pretratamiento (r) y composición de los residuos sólidos obtenidos
para las distintas condiciones de pretratamiento combinado de irradiación y
posterior tratamiento ácido~
* las muestras fueron irradiadas previamente en seco.
Vm = valor medio
Cv o coeficiente de variación (%)
no4
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CONDICIONES R
RECUPERACION

GLUCOSA

Vm Cv

R
RECUPERACION

AZUCARES
REDUCTORES

Vm Cv

O/o

RECUPERACION

LIGNINA

Vm Cv

Dosis
(Mrad>

Pretatamiento
ácido posterior

20

50

100

20*

50*

100*

Acido

Clorhídrico

65,82 (2,36)

48.16 (3,80)

45,22 (3.58)

65,31 (3,97>

53.44 (6.07)

54,97 (2,74)

52,19 (1.09)

38,21 (1,33)

35.53 (1.07)

55.55 (1,98>

41,42 (1,72)

42,12 (1,24)

88,74 (2.11)

93.08 (2.30)

85,37 (2.33>

84,83 (1,78)

54,88 (3.83)

66.63 (2,59)

20

50

100

20*

50*

100*

Acido

Sulfúrico

66.49 (5.86)

53,33 (5,79>

48.47 (2,33)

81,86 (6,39>

56,69 <6,48)

50,63 (4,95>

49,59 (1,36)

37,87 (1.66>

35,76 (3.87)

60,64 (5,60>

46.01 (2,06)

39,39 (3,18>

96,55 (3.44>

77,49 (6,37)

79.40 (5,15)

84,76 (7,52)

63.06 (2,31>

75,78 (2.92)

20

50

100

20*

50*

100*

Acido

Acético

60,48 (2,15)

53,90 (4.32)

50,85 (1,48)

76.76 (1,79)

58,36 (1.53>

67,21 (2.59)

69.99 (2.38)

50,21 (5.31)

52.86 (3,46>

82.29 (2,70)

56.50 (4,54>

70,67 (3,82)

87,37 (2.35>

91.04 (2,4S)

90,55 (9,12)

98,45 (3.22)-

88.48 (1.53)

81,94 (3.79)

TABLA XXXVI. Efecto del pretratamiento combinado irradiación y posterior tratamiento
ácido en la recuperación de glucosa azúcares reductores y lignina
* las muestras fueron irradiadas previamente en seco.
Vm = valor medio
Cv coeficiente de variación
n=4
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y muy significativo el efecto dosis-medio<p=O,O1).A medida que aumentala dosis, la
recuperación de celulosa es menor aunque, en general, no se observan diferencias significa’

tivascuandoel material fue irradiadoa 50 y 100 Mrad. También seobservaque la recupe-
raciónfue menorcuandoel materialfue irradiadopreviamenteen medioacuoso.En general,
no seobservandiferenciassignificativasentreel pretratamíentoposteriorcon ácidoacético
y ácido sulfúrico. En amboscasoslas recuperacionesobtenidasfueron mayoresqueen el
tratamientoácido posterior con ácido clorhídrico.

Con respecto a la deslignificación, cuandoel pretratamientose realizóen una única
fase, al compararlos distintos mediosdondese llevó a cabo la irradiación no se observa
diferenciassignificativascon respectoa la dosisde irradiación,es decir, la deslignificación
es independientede la dosisaplicada,al menos,en el rango de dosisestudiado(20 a 100
Mrad>. Sóloes significativo la influencia del medioutilizado en la irradiaci4ny la interacción
de los factoresmedio-dosisde irradiación. No se producedeslignificaciónsignificativacuan
do la irradiaciónse realizóen medioacuoso.En principio, podríamosdecirquela irradiación
comoúnico efectono producedeslignificación,en el casodel Onopordwnn.eruosuin,esdecir,
es el efecto del ácido el queproduceuna ligera deslignificación siendomáxima <media del
orden del 24%> cuando la irradiación se realizó en medio con ácido acético al 1%, no
encontrándosediferenciassignificativascuandola irradiación serealizó en ácido sulfúrico o
en ácido clorhídrico.

Los resultadosencontradosen la bibliografía con respectoal comportamientode la
lignina cuandose irradian materialesde distinto contenidoen la misma son muy dispares,
pasandodel escasoefecto de deslignificaciónencontradaa dosisde 100 Mrad por Bonoy
col. <1985) hasta las pérdidassignificativasde lignina descritaspor Han y Ciegler (1982i
sobrebagazode caña de azúcar.

Cuandose comparael efectocombinadoirradiacióny posteriortratatamientoácido’
<tratamientoen dos fases),no se observandiferenciassignificativasentrelos pretratamien-
tos realizadosa 50 y 100 Mrad. La deslignificación es.en general.mayor cuandoel trata-
miento previo de irradiación se llevó acaboen seco. No se observanademásdiferencias:
significativasentre el pretratamientoposterior con ácido clorhídrico y ácido sulfúrico. La
deslignificaciónproducidaes mayorcon estosdos ácidos quecon ácido acético.

Rendimientoen la hid¡-¿lisis enzimótica.

Producciónde glucosa.

En las tablasXXXVII y XXXVIII se encuentranrecogidoslos valoresde glucosay
azúcaresreductoresproducidosa partir de 100 mg de sustratopretratadodespuésde 48
horasde hidrólisis enzimática. Los resultadosdel análisis estadísticocorrespondientese
muestranen el anexo III. Teniendo en cuenta que para el sustratonativo se obtienen
valoresde producciónde glucosadel 6% (referidosa pesoseco>,se observaque por efectode
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CONDICIONES

mg Glucosa/lOO

mg sustrato
Vm co

mgAzúcares

Reductores/lOO mg

sustrato
Vm Cv

ES(%> CC (¾>

-
29,79

18,85

1645

31,52

26,21

23,45

G
Glucosa/Kg

sustrato
nativo

Dosis
(Mrad>

Pretratamiento
ácido poster¡or

20

50

10

20*

50*

100*

Acido

Clorhídrico

22,23 (2,76)

17,29 (9,68>

16,31 (2,70)

21,92 (4,73>

23,07 (11,5)

21,68 (3,32>

27,80 (2,04)

33,12 (1,64)

21,80 (3,70)

27,50 (221)

38,23 (3,83)

38,66 (3,40)

45 27

39,13

36,51

48,26

48,77

42,66

98,9

62,5

72,9

104,7

87,0

77,8

20

50

100

20*

50*

100*

Acido

Sulfúrico

19,61 <232)

18,40 (3,13)

17,59 (6,13)

16,34 (10,0>

24,12 (2,78)

18,85 (8,07>

21,40 (1,51)

31,79 (3,97)

24,00 (3,43)

26,60 (2,35)

39,81 (3,83)

37,50 (4,86>

43,11

40,51

39,53

31,18

52,47

43,94

28,66

21,60

19,17

25,53

29,75

22,25

95,2

71,7

63,6

84,8

98,7

73,8

20

50

100

20*

50*

100*

Ácido

Acético

12,66 (6,22)

18,42 (4,10>

16,36 (4,97)

13,87 (7,64)

18,42 (4,98)

14,96 (4,54)

33,80 (1,75)

38,79 (4,20)

38,00 (1,40)

16,00 (2,26)

31,39 (1,53>

24,00 (4,67)

42,50

51,55

47,49

39,32

47,96

46,00

25,70

27,79

24,21

30,18

27,99

30,95

85,3

92,3

80,4

100,2

92,9

102,8

Efecto del tratamiento combinado irradiación y
el rendimiento de la hidrólisis enzimática.
Vm = Valor medio
Cv = coeficiente de variación (Va)

ns4
*Las muestras fueron previamente irradiadas en seco.

posterior tratamiento ácido en
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los pretratamientosrealizadosseproduceun incrementoen la producciónde ésta,llegándo-
seamultiplicar porun factorde 4 en el casode la irradiaciónen secoa 50 Mrad y posterior
tratamientocon H2S04(24,12±0,67>.Seobservatambiénquela producciónde glucosapor
hidrólisis enzimática es mayor cuando el pretratamiento con irradiación es completado con
un tratamientoácido posterior,es decir cuandoel pretratamientose realiza en dos fases.

Este incrementoen la producciónde glucosapor hidrólisis enzimáticadel sustrato
pretratado, nos refleja un aumento de la accesibilidad de las enzimas a la celulosa de la fibra
por efecto del pretratamiento. Si se observan los valores de composición de los residuos
(tablasXXXIII y XXXIV) encontramosque,en general,se obtieneunamayorproducciónde
glucosapor hidrólisis enzimáticaen aquellossustratosenriquecidosen lignina con respecto
al material original. Es decir, se podria pensar,que despuésde la radiolisis gamma, la
mayor accesibilidad a la celulosa no es debida a la deslignificación sino probablemente a
cambiosen el gradode polimerizacióny cristalinidadde la celulosao a un efecto “swelling”
tal y como reportanalgunosautores(Hany Ciegler, 1982; Han y col., 1983b;Kumakuray
col., 1982; Kumakuray Kaetsu, 1984) o a unaposible modificación en la relación de los
distintos componentesde la fibra.

Existe un comportamientodiferentedependiendode quese realice el pretratamien-
to. en una única faseo en dos fases.Así, por ejemplo,si comparamosúnicamenteel efecto
de la irradiación(tratamientoen una fase>, la producciónaumentacon la dosis, peroa partir
de 50 Mrad no se observandiferenciassignificativas. Sin embargo,si se combinael pretra-
tamientocon un tratamientoácido posterior(tratamientoen dos fases>seobservaun máxi-
mo de produccióna 50 Mrad,

Eficiencia de sacarificación y conversiónde celulosaen glucosa.

Los resultadosobtenidosen cuantoa eficienciade sacarificación(ES%)y conversión
de celulosaen glucosa(CC%> estánreflejadosen la tablaXXXVII paralos tratamientosde
radiaciónrealizadosen unaúnica fase.En el anexoIII se recogenlos resultadosdel análisis
estadístico correspondiente. Teniendo en cuenta que para el sustrato nativo, el rendimiento’
de la eficiencia de sacarificación(ES%) es del 22% podemosasegurarque la irradiación
incrementala accesibilidaddel sustratoa las enzimashidrolíticas,obteniéndosevaloresde
hasta57,72±2,56 y 57,98±1,49 en los casosde irradiaciónen medioacuosocon dosisde
50 y 100 Mrad respectivamente.Sin embargo, si el medio acuosodonde se irradia está
acidificado con cualquierade los ácidosestudiados<HCI, H2504 O CH3-COOH al 1%), se
produceunadisminuciónde la sacarificaciónde forma significativaaunqueentrelos diferen’
tesácidosno existendiferenciassignificativas.Estehechono coincidecon lo encontradopor
otros autores,segúnlos cuales,la adición de ácido sulfúrico 0,1N incrementala producción
de azúcaresen la hidrólisis enzimáticade bagazode caña de azúcar(Han y Ciegler. 1982>.

Los estudiosestadísticosrealizadosindican quela eficienciade sacarificaciónaumen
ta con la dosisde irradiaciónaplicadahasta50 Mrad y por encimade esta dosis, paralos:
valoresestudiados,no existendiferenciassignificativas.
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En las experienciasefectuadaspor nosotrossobrecardo,se obtieneun aumentodel
rendimientode hidrólisis enzimáticacon la dosis de irradiaciónde 100 Mrad de 2,6 veces,
quees similar al obtenido por Kumakura y Kaetsu (1982) irradiando bagazode caña de
azúcarcon la misma dosis. Estosautoresobtienenparael tmismosustratoirradiadotam-
bién a 100 Mrad, un aumentodel rendimientode 4 vecescuandola hidrólisis se efectuó
utilizando la vía química(con HCI 0,85%).Parala hidrólisisácidadel O. nervosumSuárez y

col. (1983) han encontrado,en tallo de cardo, un aumentodel rendimiento en azúcares
reductoresdesdeel 40% adosisnula hasta62% a 50 Mrad, y 65.5% a 100 Mrad. Parala
hojade cardo,el rendimientoen azúcaresaumentódesdeel 34% adosisnula hastael 44%
y 50% cuandolahoja se irradió a 10 y 50 Mrad respectivamente.Tambiénpareceser,según
Kawakishi y col. (1977>,quedosispor encimade 100 Mrad sondesfavorablesporquepueden
conducirauna descomposiciónde oligosacáridosy de la estructurade la glucosa.

Los valoresobtenidosde eficienciade sacarificación(%> y conversiónde celulosaen
glucosa(%) en el casodel tratamientode radiaciónrealizadoen dos fases<irradiaciónprevia
y posteriortratamientoácido) se recogenen la tabla XXXVIII mientrasqueen el anexoIII
se recogenlos estudiosestadísticoscorrespondientesa estosdatos.Los valoresmásaltosde
ambosindices seobtuvieroncuandolas muestrasfueron previamenteirradiadasa 50 Mrad,
no encontrándosediferenciassignificativasentreel pretratamientoposteriorcon ácidosul-
fúrico y ácidoclorhídrico,y obteniéndoseen generalmayoreseficaciasde sacarificaciónen el
casodel tratamientoposteriorconácido acético.Esto tendríala ventajaadicional de ahorre
de la fasede lavado posterior al tratamiento ácido, puestoque la hidrólisis enzimáticase
suelellevar a caboen tampónacetatopH 4,8.

La accion del ácido, que favorecela producciónde glucosaen la hidrólisis, provoca.
también,unamayorpérdidade celulosaen el pretratamiento,lo que repercutenegativamen’
te en el rendimiento global del proceso<conversiónde celulosaen glucosa)obteniéndoseen
generalincrementosno superioresal 30% del valor del porcentajede conversiónde celulosa
en glucosaobtenidoparael cardonativo.

Cuandoseestudiala acciónde los ácidosen el pretratamientoposteriora la irradia’
ción no se encuentraque influya de forma significativa la interacciónde los efectoscombi”
nadosmedio-tipo de ácido.

La utilización de la radiacióny combinadacon ácidosestadescritaen la bibliografía
(Kumakuray Kaetsu, 1984> comopretratamientofavorableen el incrementode la hidrólisis
enzimáticade determinadossustratoslignocelulósicos.Los resultadosobtenidosen nuestro
caso,ponende manifiesto,sin embargo,queparala biomasadel O. nervosuntel tratamiento
posteriorcon ácidosolo potenciael efectode la irradiaciónen el casode dosisbajascon 20
Mrad.

En general,se puededecir que aunquela irradiaciónaumentasignificativamentela
eficacia de sacarificación(hasta2.6 vecesen el casomás favorable),debidoa una pérdida
considerablede celulosacomo consecuenciade la utilización de estetipo de pretratamiento.
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el rendimiento final que se obtiene expresado como conversión de celulosa en glucosa es
poco satisfactorio.

Desde el punto de vista económico, los pretratamientos con irradiación del sustrato
aquíempleadono resultanaconsejablesaúnen el casode utilización de Cesio-137,obtenido
en CentralesNucleares,como fuentede irradiación.
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4.2.2.6. Pretratamiento con solventes orgánicos.

La deslignificación con organosolventesfue inicialmente estudiadapor Kleinert y
Tayenthal (1932) como un nuevo método para la producción de pasta química para la
fabricación de papel, con costes sustancialmente menores que los procesos convencionales.
Los estudiosrealizadosen este sentidose han llevado a cabo tanto a nivel de laboratorio
como a escalapiloto utilizando solucionesacuosasde etanolen presenciay en ausenciade
catalizadores.

Recientemente,la deslignífícacióncon organosolventesha cobradoun gran interés
como métodode pretratamíentode materialeslignocelulósicosparala hidrólisis enzimática,
debido a la capacidadde los solventesorgánicosde eliminar la fracción de lignina o una
combinaciónde la fracciónde lignina y hemicelulosa(Black y col., 1987; 1989; Chumy col.,
1985; 1988: Lee y col., 1987). En general.se ha observadomejor comportamientoconeste
tipo de pretratamientosobrebiomasaprocedentede maderasduraso residuosagrícolasque
sobrebiomasaprocedentede maderasblandas.

En estos pretratamientos.la deslignificación va acompañadade solvolisis y disolu-
ción de la fracción de lignina y hemicelulosa.dependiendode las condicionesdel proceso
(sistemasolvente utilizado, temperatura,diseño del reactor ‘batch o continuo-, tipo de
material inicial) <Holtzappley Humphrey,1984). Las condicionesóptimasdebenensayarse
paracada tipo de material.

Los principales fenómenosquímicos asociadosa los procesoscon organosolventes
son <Sarkanen,1980>:

-hidrólisis de los enlacesinternos de la lignina (principalmente «-0-4 éstery en
menor proporciónlos enlaces0-0-4) así comode los enlaceslignina-hemicelulosa(enlaces
éstery ésterácido 4-0-metilglucurónico>unido al carbonoa de las unidadesde lignina.

-hidrólisis de los enlacesglucosídicosen la hemicelulosay en menorproporción de la
celulosa,dependiendode las condiciones.

-degradacióncatalizadaen medio ácido de los monosacáridosa furfural y 5-
hidroximetilfurfural seguidode la reacciónde condensaciónentrela lignina y sus aldehídos
reactivos.
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El productofinal de estetipo de deslignificación produce:

-fibra celulósica que contiene la celulosa original y cantidades variables de lignina y
hemicelulosa,

-lignina quepuedeobtenersedespuésde eliminar el organosolventepor destilación.

-unidadesmonoméricasde azúcaresprocedentesde la fracción de hemicelulosadi-
sueltasen la fracción acuosa.

Así, la eliminaciónde la fracciónde lignina y xilano, facilitaría los procesosposterio-
resde hidrólisis o sacarificacióny fermentaciónsimultánea,puestoqueseevitaríala presen-
cia de estosmaterialesinertes <en generalsuponenel 30-40% de la capacidad).Además
mejoraría la capacidadde reciclado de enzima,dado que se ha descrito que éstasson
capacesde adsorberseen la lignina <Sutcliffe y Saddler,1987>.

Por otra parte,la posibilidadde recuperaciónde estossolventes,hace interesantela
aplicación de este tipo de procesoscomo pretratamientode la biomasalignocelulósica.Es
convenienteresaltarlos trabajosdesarrolladospor el SERIcuyosobjetivos, en la actualidad.
son los estudiosde pretratamientoscon organosolventescomo unaopción interesantepara
el fraccionamientode todos los componentesde la biomasapara su transformaciónen
combustiblelíquido <Chumy col., 1990>.

4.2.2.6.1.Pretratamiento con etanol y butanol como organosolventes.

Se ha estudiado el efecto del pretratamiento de la biomasa lignocelulósica del O.

nervosumcon dostipos de solventesorgánicos,etanoly butanol. El pretratamiento se llevó
a caboademásen presenciade distintos catalizadores(ácido, basey fenol) descritosen la
bibliografía por su efectividaden el tratamientode sustratossimilaresal O. ne,-vosum.

Recuperaciónde material inicial.

Los datos relativos al porcentaje de recuperación de material inicial (r> de los distin’
tospretratamientosrealizadosconetanoly butanol se muestranen las tablasXXXIX y XL.

Para una misma temperatura y tipo de solvente orgánico utilizado se encontraron
mayoresrecuperacionescuandoseutilizó comocatalizadorfenol, mientrasque éstasfueron
menorescuandoel catalizadorutilizado fue hidróxido sódico.

Recuperaciónde celulosay lignina.
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Los resultadosobtenidosde composiciónen glucosa,azúcaresreductoresy lignina
(expresadoscomo porcentaje)de los residuossólidosresultantesdel tratamientocon etanol
y butanolse muestranen las tablasXXXIX y XL. En las tablasXLI y XLII se recogenlos
resultadosdel porcentajede recuperaciónde los distintos componentesanalizados.Los
resultadosdel análisis de varianzacorrespondientea estosdatos se muestranen el anexo
III.

En el tratamientocon etanolencontramoselevadasrecuperacionesde celulosa (ex-
presadascomoporcentajeglucosa>,en muchosde los casospróximasa la recuperacióntotal.
A 1200C, la recuperaciónde celulosa fue total tanto en presenciacomo en ausenciade
catalizador,exceptoen el caso de la utilización de fenol como catalizadorcon el que se
producenligeras pérdidasde celulosa(recuperacióndel 84,63±1,90%>.Sin embargo,este
tipo de pretratamientoafecta tanto a la fracción de lignina como a la de hemicelulosa.
Aunqueen ausenciade catalizador,a 1200C. se recuperaprácticamentetoda la hemicelulo-
sa, en presenciade catalizador se producenligeras pérdidas,aumentandoéstascon la
temperaturade pretratamiento.El rango de deslignificaciónvarió entre 13,8 y 34,1; no se
observarondiferenciassignificativasentrelos distintos catalizadoresutilizados(p=O,Ol)ni
en la recuperaciónde azúcaresreductoresni en la de lignina paraunamisma temperatura.

En ausenciade catalizador,seve un marcadoefectode la temperatura.Mientras que’
a 1200C la recuperacionde celulosa y hemicelulosafue total, al elevar la temperatura
aumentanlas pérdidasde los distintoscomponentes,no encontrandodiferenciassígnificatic-
vasentre el pretratamientorealizadoa 160 y 1750C.

Con butanolcomosolvente,seobservantambiénaltas recuperacionesde celulosa,no
encontrandodiferencias significativas entre las distintas condicionesestudiadas.Por e][
contrario, en la recuperaciónde azúcaresreductoresse observaun marcadoefectode la
temperatura.Con respectoa la recuperaciónde lignina, éstafue menor cuandoel pretrata-
mientose llevó a caboen presenciade NaOI-I comocatalizador,siendoen estecasoel efecto
de la temperaturamuy acusado.

En general.se producenmayoresdeslignificacionescon butanol. Este mismo fenó”
menoha sido observadopor otrosautores<Ohosey col.. 1983> y puedeserdebidoa la mayor
polaridadde estedisolventecon respectoal etanol.

Como ya hemoscomentado,estetipo de pretratamientoseaplica principalmentepor
su capacidadde disolver la lignina. Los datos obtenidospara el caso del O. nervosun,~

muestranque, efectivamente,el pretratamientocon solventesorgánicosdeslignifica.aunque
esteefecto no es tan grandecomo el producidosobreotros sustratos.En la tabla XLIII se
muestranlos valoresen cuantoa recuperaciónde material inicial trasel pretratamiento,así
como el porcentajede deslignificaciónde diversossustratoslignocelulósicosjunto con los
obtenidosen el presentetrabajo para la materiaprima considerada.Aunqueno se pueden
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realizar comparaciones precisas con los datos mostrados en dicha tabla, debido a las diferen-

tescondicionesexperimentalesempleadasy a la naturalezadel sustratolignocelulósico,una
evaluación global si es posible. Los porcentajes de deslignificación obtenidos en el presente
trabajo son comparablesa los obtenidosen algunoscasos.

Rendimientode la hidrólisis enzimática.

Producción de glucosa.

En las tablasXLIV y XLV se muestranlos valoresdel rendimientoen la hidrólisis
enzimáticaexpresadoscomomg deglucosay azúcaresreductoresproducidospor 100 mg de
sustrato,porcentajede eficienciade sacarificacióny porcentajede conversiónde celulosaen
glucosa. Los análisis de varianzacorrespondientesa estosdatos se muestranen el anexo
III.

La producción de glucosa (expresada como mglIOO mg de sustrato> aumenta con
estetipo de pretratamiento.En general.es mayoramedidaqueaumentala temperaturade
pretratamiento,exceptuandoel casodel pretratamientocon etanoly catalizadorbásicoen
queel efectode la temperaturahacedisminuir dichaproducción.Lascondicionesóptimasse
encontraronparael casode la utilización de etanolcomodisolvente,a 1750C y ausenciade
catalizador(29,02±0.82mg /100 mg> y, en el casode utilización de butanol a 1600C y en
presenciade catalizadorbásico(29.32±0,74mg/lOO mg sustrato>.En estascondicionesse
incrementaen un factorde 4,2 la producciónde glucosapor hidrólisis enzimáticarespectoal
sustratonativo.

Eficacia de sacari/icación y conversiónde celulosa en glucosa.

En todos los casosse obtuvo un aumentode la eficacia de sacarificacióny de la
conversión de celulosa en glucosa con respecto al sustrato nativo. Las condiciones en las que

se obtuvieron los valoresóptimosde estosdos índicescoincidencon aquéllasen las que la
producciónde glucosafue mayor.

En la tabla XLVI se comparanlos rendimientosde hidrólisis enzimáticade la bioma-
sa de O. nervosumobtenidaen las mejorescondicionesde pretratamientorealizadoen este
trabajocon los citadosen la bibliografía paradiferentessustratoslignocelulósicos.En ella
puedeobservarsela fuertedependenciadel rendimientocon las distintasfuentesde material
lignocelulósicoy condicionesde operación.
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4.2.2.&2. Pretratamiento con n-butilamina.

Dentro de los pretratamientos con solventes orgánicos, se ha estudiado, asimismo, e]L

pretratamientocon n-butilamina. La utilización de este tipo de solventeha sido descrita
como muy efectiva para algunos sustratos lignocelulósicos. Así por ejemplo, Tanaka y col.
(1985a) que aplicaron este tratamiento a la paja de trigo (1% de n-butilaminaa 1200C~
obtuvieron pérdidas de peso del material inicial de alrededor del 30%, una deslignificación
del 60%. y un aumento de la solubilización enzimática (en 48 horas de hidrólisis enzimáticai
de 10% en el casodel sustratonativo y de hastael 78% en el sustratopretratado.

Aunque.como ya seha comentadoen anterioresocasiones,la utilización de pretrata
mientosquímicospresentaalgunosinconvenientes,el tratamientocon n-butilamina,y dado
queestecompuestopresentaun bajo punto de ebullición ( 770C>. implicaría la ventajade la
posibilidadde recuperaciónde estetipo de reactivo por destilacióny su reutilizaciónposte-
rior, con la consiguientedisminuciónde los costesde este tratamiento.El principal efecto
de estetipo de pretratamientoquímico es la deslignificación del material lignicelulósico y
segúnalgunosautoresse produce.además.un “swelling” de la celulosa,que afectaúnica-
mentea la región amorfa,a la hemicelulosay lignina.

El pretratamientodel Qnervosumcon n-butilamina se llevó a cabo utilizando las
condicionesdescritascomoóptimasen la biblografíaparala deslignificaciónde pajade arroz
<Tanakay col., 1985b>.

En la tabla XLVII se recogenlos resultadosobtenidosen cuantoa recuperacióndel
material inicial <expresadoen porcentajesobrepesoseco)y la composiciónde los residuos
sólidosobtenidosdespuésdel pretratamiento,en celulosa,hemicelulosay lignina.

En la tabla XLVIII se recogen los valores de recuperaciónde glucosa. azúcares
reductoresy lignina en los residuossólidosobtenidostrasel pretratamiento,

Aunque sólo se han estudiadodos condicionesde pretratamiento,se observauna
elevadarecuperacióndel materialinicial <alrededordel 80%). produciéndoseademásunaalta
recuperaciónde celulosa<expresadacomoglucosa>y de la fracciónde lignina, y unasligeras
pérdidasde hemicelulosa(pérdidamáxima obtenidaexpresadacomo azúcaresreductores
alrededordel 15%).
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En la tabla XLIX se recogenlos valoresde rendimientoen la hidrólisis enzimática.
A pesarde la baja o nula deslignificaciónobtenidaen los dos casosestudiados,se produce,
comoconsecuenciadel pretratamiento,un aumentoconsiderablede la producciónde glucosa
por hidrólisis enzimática.Ésta(expresadacomo mg glucosa/100 mg sustrato>aumentóde
6,2 en el sustratonativo hasta 19,6 en las mejorescondiciones,lo que indica que mas
importantequela deslignificacióndel material,es la modificación de las relacionesentrelos
distintos componentes de la fibra y por lo tanto, de su estructura, La eficacia de sacarifica-
ción alcanzóvaloresdel 63,7% parael tratamientoefectuadocon una relaciónsólido/líquido
del 25%, y del 43,47% parael 10% de relación sólido-líquido. Estos valoressuponenun
incremento del 255 %y del 174% respectivamentecon respectoal sustratonativo. En este
último caso la eficacia de sacarificación obtenida fue del 66,3%, la pérdida de celulosa nula,
mientras que la deslignificación fue del 18%.

Para las mismas condiciones de pretratamiento,con un sustrato similar al
O.nervosum,Cynara cardunculus(datosno publicados)seobtuvieronen nuestrolaboratorio
valoresde eficaciade sacarificacióndel 20% y 48% (para las condicionesde relaciónsólido-
liquido del 10% y 25% respectivamente>.En esteúltimo casoel incrementodel rendimiento
de hidrólisiscon respectoalsustratonativo (eficaciade sacarificacióndel 20%> fue similar al
producidosobre la biomasadel O.neruosum.
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4.2.21. Pretratamiento de explosión por vapor.

El pretratamientode explosión por vapor, patentadoen 1926 por Manson para la
producciónde tablerosde madera.combinael efectoautohidrolíticoconunadesorganización
mecánicade la fibra lignocelulósicapor efectode la descompresiónbruscaa queessometido
el material.El procesose lleva a caboinyectandovapor a presiónen un recipientedondese
introduce el sustrato a tratar. El vapor penetra en la estructura lignocelulósica del material
que, después de un tiempo de reacción determinado, es expulsado hacia un ciclán a presión

atmosférica.

Existen distintos procesosdesarrolladostanto a escala piloto como a escalade
producción. Los diferentesprocesosdifieren en los sistemasde alimentación,modo de
operación <continuo o discontinuo> y condicionesde operación <temperaturay tiempo de
residencia>.

La plantapiloto en la que se han llevado a cabolas pruebasde explosiónpor vapor
se muestraen la figura 38. En el esquemade la figura 15 se muestrael diagramade
operaciónde la plantapiloto de tratamiento.La unidadde explosiónde vaporestáconstituí
da por 3 unidades:reactorde explosiónpor vapor, acumuladorde vapor y ciclán de descar-’
ga, cuyas característicasse describenen el anexoII.

El efecto de estepretratatamientoes la liberaciónde ácidosorgánicos,fundamental--
menteácidoacéticoa partir de los restosacetiladosde las hemicelulosas.Como consecuen-
cia, se produce una autohidrólisis ácida que afecta a los enlaces glicosidicos de las
hemicelulosasy a los enlacesa-éterde la lignina, en mayoro ménor medidadependiendode
la severidadde las condicionesempleadas<PuIs y col., 1983). Cuando las condicionesson
muy severaslas pentosasse transformanen furfural y las hexosasen 5-hidroximetilfurfural,
los cualespuedengenerarproductosde condensación<PuIs y col.. 1985). Aunque,la prehi-
drólisis de las hemicelulosases la reacciónprincipal, también se producencambiosen la
lignina, que se hacefácilmenteextraibleen medio alcalino o con solventesorgánicos.

El resultadofinal de estetipo de pretratamientoes la alteracióndel empaquetamien-
to microfibrilar dentrode la paredcelulary la roturade la fibra queprovocaun aumentode
la accesibilidada la celulosa de las enzimashidrolíticas. Este efecto de incrementode la
eficacia de hidrólisis enzimáticase producetanto para el caso de biomasaprocedentede
maderasdurascomoparael casode biomasade residuosagrícolas.Lascondicionesóptimas
de temperaturay tiempo de reaccciónvaríandependiendodel tipo de material.
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Así, por ejemplo, los resultadosde los informes publicadospor Iotech Corporation
sobre explosión por vapor de biomasa procedente de maderas duras-. indican encuentra que
las condicionesóptimastantoparala recuperaciónde xilosa comode glucosasonde 500-550
psig, conun tiempode reacciónde 40-50 s y un contenidoinicial de humedaden la biomasa
del 35%. En estascondiciones,seobtuvounaproducciónmáxima de glucosaequivalenteal
90% del contenido teórico para los distintos sustratos ensayados, después de 24 horas de
hidrólisis, utilizando una combinación de enzimas, Novo Celluclast bOL (procedente de 7’.
reesei)y 250L (enzimaprocedentede Aniger>, con unaactividadenzimáticade 9UJPF/gy
unaconcentraciónde sustratodel 5% en el medio de hidrólisis.

Jurasek <1979), utilizando este tipo de pretratamientosobre maderade álamo y
estudiandoun rangode condicionesentre600 y 700 psigy tiemposde residenciade 20 a 80

s encontróqueen las condicionesóptimas(24000) se obteníaunaproduccidnde glucosadel
40 % cuandola hidrólisis se llevabaa caboa 3000 durante24 horascon MaxazymeCL
2000 (enzima procedentede 7’. reesei) con una concentracionde 30 UI/g sustrato. La
producciónde glucosaen el sustratonativo fue del 5%.

Dekker y Wallis (1983) obtuvieron una conversiónde glucosadel 50% cuandose

hidrolizaba bagazo de caña de azúcar (condicionesóptimas de pretratamiento225 psig.
durante 1-20 minI utilizando enzimas procedentesde líreesei RutCSOy QM9414, en una

concentraciónde20 UI/g sustrato.La hidrólisis fue llevadaa caboa 5oUcdurante24 horas.
una relación sólido:líquido del 10% (p/v>. La conversiónaumentabahastael 80% cuandose
añadíacelobiosaprocedentedeA. níger.

Puri y Mamers<1983> trabajaroncon tressustratosdistintos:pajade trigo, bagazoy
maderade eucalipto. Las condicionesóptimas de pretratamientode explosión por vapor
fuerona 200

0C y 5 minutosparael primerode ellosy 21000y 10 minutosparalos otros
dos. Las conversionesobtenidaspara estascondicionesfueron del 81,78yflb% respectiva-
mente. En este caso la hidrólisis fue llevada a cabo con celulasascomercialesOnozuca
(procedente de T.reseei>.Los mismosautorestambiénestudiaronel efecto’dela inyecciónde
C02 duranteel pretratamiento,encontrandoun aumentode la autohidrólisis.probablemen-
te, debidoa la formación de ácido carbónicoa altastemperaturaspor reaccióndel 002 con
el vapor condensado.

lizo y col. <1988) obtuvierondespuésdel pretrataniiento<7Kg/cm2y 80 minutos>de
bagazo,un 59% de conversión de glucosa despuésde 48 horas de hidrólisis utilizando
celulasasprocedentesde Penicillium ¡uniculosum.La hidrólisis fue llevadaa caboutilizando
una relación sólido:líquido del 2.5% y unacargade enzimade 50 UI/g sustrato.

Grous y col. (1986> obtuvieron conversiones superiores al 90 % sobre madera de
álamo tratado por explosión de vapor en las siguientes condiciones. 250 psig durante 20
mm, 350 psig durante5 mm y 20 mm y 450 psig durante2. 5 y 20 mm. realizandola
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hidrólisis enzimáticacon enzimasprocedentesde T.reseei(16,2 (11(g) y A.niger (76 111(g)
durante24 horasa 500C. En el casodel sustrato nativo la conversiónobtenida fue del
15,2%.

McDonaldy col. (1979) utilizando enzimascomercialesOnozucaRiO y OnozucaSS
(enzimas procedentes de T.reesei), llevaron a cabo la hidrólisis enzimática sobre madera de
álamo durante 24 horas, con ñna relación sólido:líquido del 2% y una concentraciónde
enzimade 0,25 g de enzima/gde sustrato.La conversiónobtenida(porcentajede glucosa
producida) fue del 39% cuando el sustrato se trató en las condiciones óptimas (7,5 mm,
1900C). En este caso, las bajas conversiones obtenidas pueden ser debidas a que la hidrólisis

se realizóa 220C.

De los estudiosanteriores,se puedededucir, que existeun rango considerablede
condicionesóptimasde pretratamiento(temperatura,tiempo),dependiendédel tipo de ma-
terial y deben ser determinadaspara cada material con el fin de obteneruna elevada
recuperaciónde carbohidratosy unadegradaciónóptimade la fibra.

Recuperaciónde material inicial.

Parael casodel Onopordumnervosum y comopuedeobservarseen la tabla L. en las
condicionesensayadasse llegana alcanzarrecuperacionesdel material por encimadel 88%.
Sin embargo,por razonesde diseño de la planta, el material que se obtienedespuésdel

pretratamientova acompañadode un volumen considerablede líquido procedentede la
condensaciónde vapor (en unaproporciónqueoscila entre2 y 4 litros de aguapor cada200
g de material tratado>.Por este motivo, se ha consideradocomo recuperaciónefectiva de
sólidos el peso seco del material obtenidodespuésde la filtración del lodo resultante,que
como puedeobservarseen dicha tabla es para el casomás favorable del 77.05%. En la
misma tabla se recogenlos valoresde la composiciónde los residuosobtenidosparadistin-
tas condicionesde tratamientode explosión por vapor.Se observaquela&pérdidasde peso
ocasionadaspor efectodel pretratamientoson mayoresparalas condicionesmásdrásticas
(temperaturasmáselevadasy tiemposde residencialargos>.Además,la fi’¡ayor partede la
pérdida total de peso se produce durante los primeros segundos de pretratamiento.

Recuperaciónde celulosay lignina.

En la tabla LI se muestranlos valoresde recuperaciónde celulosa,azúcaresreducto--
resy lignina expresadosen porcentajepara las distintascondicionesde tratamientode
explosiónpor vapor ensayadas.El análisisde la varianzasegúndiseñofactorial 2x5 y 3x4
se muestranen el anexo ¡11.

Es de destacarlas elevadaspérdidasde azúcaresreductores-.siendomucho menores
las pérdidascorrespondientesa la glucosa,lo quemuestraunasolubilízaciónpreferentede
las hemicelulosasdel sustrato.Las dosvariablesestudiadas:temperaturay’ tiempo de resi-
dencia influyen en la recuperaciónde glucosa, de forma que. a medida que aumentala
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temperatura,la recuperaciónes menor. Cuandose considerael factor tiempo, se observa
que la recuperacióndisminuyecon el tiempo, peroa partir de 1 minuto y dentro del rango
estudiado,la recuperaciónes de orden similar, Con respectoa la recuperaciónde azúcares
reductores,se observaquees en la fracción de hemicelulosadondese producenmayores
solubilizaciones,La solubilizaciónse producefundamentalmenteduranteel primer minuto,
siendoconstantesestaspérdidasa partir de los minutossiguientes.

Por otra parte, la fracción en la que se producen menores solubilizaciones es la de
lignina. Los resultadosobtenidos muestranque, en general, la recuperaciónde lignina
aumentaal aumentarla temperaturadel pretratamiento,alcanzandovalorespor encimadel
100% cuandoel pretratamientoserealizóa2300Cdurante1-4 mm. Losvaloresqueaquíse
muestrancorrespondena lignina Klason (lignina ácido insoluble> encontrándoseen algunos
casosvaloressuperioresal contenidode lignina Klason real. Estehecho,ujuedeserdebidoa
la formación de complejosde condensaciónde lignina y polisacáridos,que se cuantificarían
como lignina ácido insolublepuestoque el contenidoen estecomponenteha sido calculado
por el método de hidrólisis total con ácido sulfúrico, Este fenómenoha sido observadopor

numerososautoresfBrownel] y Saddler, 1984; Brownell y col., 1984 y 1986>.

Rendimientode la hidrólisis enamntatíca.

Producciónde glucosa.

En la tabla LII se muestranlos datos referentesa la producción de glucosa y

azúcaresreductores(expresadosen porcentaje)despuésde 48 horasde hidrólisis enzimática
a 50W. En el anexo III se muestran los análisis correspondientesa estos datos según

diseño factorial 2x5 y 3x4.

Para todos los rangosde temperaturay tiempo de residenciase alcanzanvalores
muy por encima de los obtenidos. Si tenemos en cuenta que con el control (cardo sin

pretratar), los valoresencontradosson del orden del 7,5%, se observaqueel incremento
obtenido oscila entre 2 y 4,8 veces.

En general, la producciónde glucosay azúcaresreductoresaumentaa medidaque
aumentala temperaturay paracadaunade ellas conel tiempo de residenciadel material.
Los valores más altos se obtuvieron para el pretratamientoa 230W durante4 minutos

<36,13±1.22mg glucosalloo mg sustrato).

Eficacia de sacarí/icación y conversionesde celulosaen glucosa.

Los estudiosde hidrólisisenzimáticarecogidosen la tabla LII, muestranclaramente
el efectodel tratamientode explosiónpor vapor en la eficienciacon que las enzimasactuan
sobrela celulosadel cardo.Así por ejemplo,mientrasque los valoresde eficaciade sacarifi’-
cación(relación entrela glucosaliberaday glucosapotencialmenteliberable-enun sustratol
estánalrededordel 25% parael casodel material sin tratar, en el casodel tratamientoa
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2300Cdurante1 y 2 mm, la eficacia de sacarificaciónes superioral 97%. De los estudios
estadísticosrealizados(anexo III), se deduceque tanto la temperaturacomo el tiempo de
reacción,tienenun efectopositivosobrelaeficacia de sacarificación,siendoel efectoprodu-
cido por la primerade ellas muchomás marcadoqueel debidoal tiempo de reacción.En
cuantoa la conversiónde celulosa,se observael mismopatrónde comportamientoqueen el
casode la eficacia de sacarificación,aunquelas diferenciasencontradasse acortanal quedar
compensado el incremento del rendimiento de hidrólisis con las pérdidas de celulosa. Esto
último indica quea pesarde la alta pérdidade celulosa,paraestepretratamiento(alrededor

del 21%) la celulosaremanenteestásuficientementealteradacomo para que el rendimiento

de hidrólisis compensedichaspérdidas.Los valoresmás altos de conversiónde celulosase
han encontrado para las condiciones de pretratamiento a 210W durante 8 minutos y 230W

durante 4 minutos (69,32% y 68,84% respectivamente).

Aunque desdeel punto de vista de economíaglobal del procesohay que buscar

condicionesen las que la degradaciónde la celulosa sea mínima, uno de los objetivos
fundamentalesdel pretratamientodebeser aumentaral móximo la eficienciade sacarifica-
ción de la celulosaya que ésto conduciría a la obtención de jugos azucaradosde mayor
concentración en azúcares y más adecuadospara ser sometidos a fermentaciones
posteriores.

La principal ventajadel pretratamientode explosión por vapor es la posibilidad de

minimizar la descomposiciónde azúcaresdurante el mismo acotando estrictamentelas
condicionesde pretratamientoasí como, la obtenciónde altas concentracionesde azúcares
utilizando moderadasconcentracionesde enzima.

Asimismo, la presenciade lignina, cuyas pérdidasson escasaso nulas duranteel

tratamientode O.nervosumen las distintascondicionesensayadas.no parece,a la vistade
los resultadosconstituir en el materialpretratadouna barrerapara el accesode las enzimas

a la fracción celulósica.

Tambiénes interesanteresaltarque las conversionesde celulosason relativamente

altas incluso cuandose realizó la hidrólisis enzimáticadespuésde haber secadoel residuo
obtenido trasel pretratamiento.Sin embargo,otros autores<Grous y col.. 1986) hanobser-
vadoque la producciónde glucosacuandola biomasase secapreviamentea la hidrólisis es
mucho menor que cuandola biomasapermanecehúmeda.La explicación de estefenómeno
segúnestosautoreses que, posiblemente,se puedaproducir un colapsoen la estructura
porosacreadaduranteel pretratamiento.En cualquiercaso, parael trabajoaquí recogidose
ha optadopor el secadoprevio del residuoconel fin de poder realizarunamejor compara-
ción con los otros tipos de pretratamientos.
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4.2.23.1. Pretratamienta de explosián por vapor en media ácido.

De acuerdocon los resultadosobtenidospor algunosautores,la aplicación del trata-

mientode explosióncon vaporen condicionesácidasmejora la solubilizaciónde la hemicelu-

losa, reduciendo la temperatura y tiempo óptimos de reacción y disminuyendo
consecuentementela de gradaciónde las pentosas.Así, por ejemplo, según Morjanoff y

Gray (1987> el tiempo óptimo de pretratamientosobrebagazode cañaa 220W disminuye
de 3 minutos a 30 segundoscuandoéstese realizaen condicionesácidas(1% H2504). La

producción de glucosapor hidrólisis enzimáticadel mismo aumentabadesde48 gibO g
bagazo,cuandoel tratamientose realizabaen ausenciade ácido sulfúrico, hasta57,7 g/100

g sustratocuandose realizabaen presenciade ácido.

Pourquiey Vandecasteele<1990) obtienenun incrementodel rendimientode lahidró-
lisis enzimáticade paja de trigo desde5,8%, en el casodel sustratonativo, a 3 1,3% en el
casodel sustratosometidoa pretratamientode explosiónde vapor <21 atm., 3 mm.) y 62%

en el casode realizaresteúltimo pretratainientoen condicionesácidas H2S04 0,08N; 18

atm.. 12 mm.). Los mismos autoresobservaronestemismo efecto de incrementodel rendi-
mientode la hidrólisis no sólo para la paja de trigo sino tambiénpara biomasasprocedentes

de distintasespecies(residuosagrícolasy forestaies)aunqueen el casoconcretode biomasa

procedente de maderas blandas éstas fueron menos susceptibles a este tipo de

pretratamiento.

Los resultadosobtenidospor Aguileray San Martin (1985> muestranque la digesti-

bilidad enzimáticade la biomasaprocedentede pino (maderablanda)aumentaentre 4 y 6

veces con respectoal sustratonativo, cuandose realiza el pretratamiento-de explosiónpor

vapor en ausenciade ácido, y alrededorde 10 veces cuandoel sustratose impregnaprevia-

mentecon ácido sulfúrico.

A la vista de lo expuesto, se ha estudiadoeste tipo de pretratamientopara la

biomasadel cardoO. nervosumrealizandola impregnacióndel materialcon ácido sulfúrico
al 0.4% y 1%.

Recuperacióndel material inicial,

En la tabla LIII se recogenlos resultadosobtenidosde recuperaciónde material
inicial ¿expresadocomo porcentajeen peso seco)así como los valores de composiciónen
glucosa. azúcaresreductores y lignina de los residuos sólidos obtenidos despuésdel
pretratamiento.
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En el rango de condicionesestudiadasla máximarecuperaciónse obtuvo cuandoel
pretratamiento se realizó a 170W durante 2 mm. e impregnando el material con H2504 al

0,4%. Además,tal y comocabríaesperar,la recuperacionesfueron menoresqueen el caso
del pretratamientode explosiónde vapor en ausenciade ácido si se comparanlos valores

obtenidosparaunacondicióndada.

Recuperaciónde celulosay lignina.

En la tabla LIV se recogenlos valoresde recuperaciónde celulosa(expresadocomo

glucosa), azúcaresreductoresy lignina, expresadosen porcentajepara cada una de las
condicionesde pretratamientorealizadas.El análisisde la varianzasemuestraen el anexo
III.

Con estetipo de pretratamiento,se producen,al igual queen el casode ausenciade
ácido, altas pérdidasde azúcaresreductores,siendoéstasmenoresparael casoconcretode
la glucosa. Con respectoa estaúltima fracción es de destacarque la variable tiempo, al

menosen el rango estudiado,no parecequetengauna influencia significativa, mientrasque
en el caso de los azúcaresreductorestotalessí la tiene. En amboscasos,el aumentode
temperaturay concentraciónde ácido utilizadoen la impregnaciónno producendisminucio-
nessignificativasde la recuperación.La fracciónde lignina, sin embargo.tieneun patrónde
solubilización diferente: sólamenteel aumentode la concentraciónde ácido sulfúrico hace
disminuir la recuperaciónde lignina, mientrasque ni la temperaturani el tiempo de pretra-

tandentoparecequeejerzanunagran influencia(no se hanencontradodiferenciassignifica-

tivas p=O.O1i. Otro punto interesantees la pequeñadeslignificaciónque se producecon este

tipo de pretratamiento.ésta fue menor del 10% en todos los casosestudiados.

Rendimientode la hidrólisis enzimática.

Producción de glucosa.

En la tabla LV se muestranlos valoresde producciónde glucosay’azúcaresreducto-

res (expresadoscomo porcentaje)despuésde 48 horasde hidrólisis enzimática.En el anexo

III se muestranlos análisis de varianzacorrespondientesa estosdatos.

Con este tipo de pretratamientose obtuvo en todos los casosun incrementocon
respectoal sustratonativo en la producciónde glucosaquevarió desde1,7 en las condicio--

nesmenosfavorableshasta2,9 en aquéllasmás favorables.

Eficacia de sacarificoción y conversión de celulosaen glucosa.

Aunquecon la impregnaciónácidacabríaesperarque se incrementaseel efectode la
explosiónpor vaporen la hidrólisis enzimática,los resultadosmuestran<como seobservaen

la tabla LV) que se produceuna considerabledisminución en la eficacia d&sacarificacióny

en la conversiónde celulosa con respectoal sustratono impregnado.Puestoqueel trata-
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mientode explosiónpor vaporen condicionesácidasno producepérdidasaditivasde glucosa
con respecto al sustrato sin impregnar, ésto puede sugerir la posibilidad de formación de

algún inhibidor de la actividad enzimática durante el pretratamiento en dichas condiciones.
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4.2.2.8. Pretratamiento biológico.

Ademásde por métodosfísicos o químicos, como los descritosen apartadosanterie-
res,existe la posibilidadde pretratarlos materialeslignocelulósicospor métodosbiológicos,

empleandomicroorganismoscapacesde crecersobredichos materiales,provocandotrans-
formacionesen su estructuraquefaciliten el posteriorataquepor las enzimascelulolíticas.
Es evidentequeun pretratamientode estetipo tiene comoexigenciaquelos microorganis-
mosresponsablesde dichatransformaciónrespetenalmáximo el contenidoen celulosade la
materiaprima. Los microorganismoscapacesde desarrollarseutilizando selectivamentela
lignina como fuente de energíason, en principio, los más adecuadospara este tipo de
pretratamientoya que podríaobtenersecomo consecuenciadel mismoun materialdesligni-
ficado, rico en la fracción holocelulósicay por tanto de alto valor para su posteriorsacarifi-
caciónpor hidrólisis enzimática.

Aunque estetipo de pretratamientotiene algunasdesventajas.como son los largos
tiemposrequeridosparael mismo,presentalas ventajascon respectoa los pretratamientos
químicos y físicos derivadasde: la menor complejidad. menor consumode agua, menor
gastoenergético.facilidad de manipulacióndel material fermentadoy una menor inversión
inicial de capital.

Debido al carácteraromáticoy a la naturalezade los enlacesintermonoméricos,la
lignina es uno de los materialesde origen biológico más resistentea la degradación.En
consecuencia,existenrelativamentepocosgruposde organismoscon capacidadparadegra-
darlao alterarlasignificativamente.Los únicosorganismosqueen la Naturalezaproducen
una importantedegradaciónde materialescon alto contenidoen lignina sonciertos basidio-
micetos.Dentro de los basiodiomicetos.seencuentranel grupodenominadoen su conjunto
“hongos de pudrición” o “podedrumbreblanca”, que se caracterizanpor la alteracióny

degradaciónde la lignina hastaC02 y agua,conjuntamentea la utilización de los restantes
componentesmayoritariosdel material. Los basidiomicetosde estegrupo son los degrada-
doresde lignina más eficacesquese conocen.Dentro de estegrupo se encuentrael hongo
Ph.aneroc/zaetechrysosporinmcon el que se han llevado a cabo la mayor parte de los
estudiossobre aspectosquímicos y enzimáticosde la degradaciónde lignina <Buswell y

Odier, 1987; Kirk y Farrel, 1987; Troller y col., 1988: Waldnery col.; 1988,Kantelineny
col., 1988).

Dadoquese ha descritoqueP.chrysosporiun¿escapazde degradarlignina de made-
rasprocedentesde gimnospermasy angiospermasasí como también la lignina procedente
de residuosagrícolas(Hatakka. 1983: Agosiny Odier. 1985; Bonoy col., 1985; RoIz y col.,
1988) se ha querido estudiar la posibilidad de utilizar este hongo como pretratamiento
biológico previo a la hidrólisis enzimáticade Oneriosum.
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Pareceser que el proceso de degradaciónde la lignina ocurre tras el inicio del
metabolismosecundarioduranteel cual el hongo puedesintetizarun sistemade enzimas
ligninolíticas. El principal inconvenientecon estosmicroorganismoses que utilizan, como
cosustrato,la celulosay hemicelulosa,por lo que los estudiosrealizadosen estecampovan
dirigidos a encontrarmutantesy condicionesde cultivo que favorezcanla degradaciónde la
lignina sin quela celulosaseaconsumidaen granmedida(Kirk y col., 1986). Con vistasa la
aplicaciónde procesosde deslignificaciónes deseableque las actividadesligninolíticas, celu-
lolíticasy hemicelulolíticasseande tal intensidadque se produzcauna importantedegrada-
ción de la lignina sin quela celulosase lleguea degradarsignificativamente.En la iniciación
o supresióndel metabolismosecundarioy por tantode la degradaciónde la lignina, juegaun
papelimportantela disponibilidadde nitrógenoen el medio, de forma quela degradaciónde
la lignina sólo se produceen medios inicialmentepobresen nitrógenoo cuandoéstese ha
agotado(Fenny Kirk. 1981; Fenn y col., 1981; Jeffriesy col.. 1981).

El estudiodel pretratamientobiológico de O.nervosumprevio a la hidrólisis con
enzimasseha llevadoacaboinoculandounasuspensiónde esporasde1’. chrysosporium.El
sustratoal queseañadiócomoúnicafuentede nitrógenounasolución denitrato amonicoal
25% hastauna relaciónde 113. El sustratoutilizado fue cardotanto nativo comosometido
a diferentespretratamientosquímicos<el procedimientoutilizadoparala realizaciónde este
tipo de pretratamientose recogeen el apartadocorrespondientedel capítulode Materiales
y Métodos).

Recuperaciónde material inicial.

En la figura 39 se encuentranrecogidoslos datoscorrespondientesa la pérdidade
pesoen función del tiempo de fermentacióncon P.ch/ysosporium,sobrecada uno de los
sustratosestudiados(cardo nativo o sometidoa diferentespretratamientosquímicos>.

En el anexoIII se muestranlos análisis de varianzautilizadospaia comprobarlos
datos de porcentajede insolubilizacióna lo largo de la fermentación.

Se observaclaramenteun marcadoefectoen lo querespectaal tipo de sustratosobre
el quese realizó la fermentacióncon P.chrysosporium.Cuandola fermentaciónse realizó
sobresustratonativo, las pérdidasde peso fueron mayoresque parael restode sustratos
sometidosa los diferentespretratamientosquímicos.Enel primercaso,las pérdidasde peso
durantela primera semanafueron relativamentealtas, aumentandosolo ligeramentea
partir de ésta.Cuandoel sustratosobreel que serealizó la fermentaciónfue tratadocon un
agenteoxidanteno se observópérdida significativa de peso durantelas primerascuatro
semanas<p<O,O5>.

El crecimientodel hongo evaluadotanto por el aumentodel contenidoen nitrógeno
total (figura 40> como por las pérdidasde pesoseco del sustratose producefundamental-
mentesobrecardonativo. Asimismo, se apreciala incapacidaddel hongo paracrecersobre
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el sustratosometidoa pretratamientooxidante

Recuperaciónde celulosay lignina.

En las tablasLVI, LVII, LVIII y LIX semuestranlos valoresobtenidosen cuantoa
la composiciónen glucosa,azúcaresreductoresy lignina (expresadosen porcentajesobre
pesoseco)de los residuosobtenidosdespuésde la fermentaciónpor P.chrysosporiumsobre
cadauno de los sustratosutilizados.

En el anexo III se muestranlos análisis de varíanzaelaboradosparacompararlos
datosde recuperaciónde celulosa,azúcaresreductoresy lignina a lo largo de la fermenta-
ción conP.cl¿rysosporiznnsobrecadauno de los sustratosutilizados.

La influencia del tiempode fermentaciónconP.chrysosporiumen la composiciónde
holocelulosa(referidaa la composicióninicial del sustrato>se muestraen las figuras 41 y 42
en las que se representanlos valoresde glucosay azúcaresreductoresexpresadoscomo
porcentajesdel contenido inicial de los mismos.

Se obtuvieronmayorespérdidasde celulosacuandola fermentaciónse realizó sobre
cardo nativo>Durante la primera semanase recuperósólamenteel 48.06±1.67 % de la
celulosa(expresadoen % de glucosa>y, despuésde un tiempo de fermentaciónde 4 sema-
nas, la recuperaciónde celulosafue solamentedel 21,69±0,74%. lo que indicaqueel hongo
utiliza fundamentalmentecelulosapara su crecimiento.

Cuando el tratamiento se realizó sobre material pretratadoen medio básico, se
obtuvieronpérdidasde hastael 65,95±0,45% durantelas cuatrosemanasde cremientodel
hongo.estaspérdidasfueronmenorescuandoel crecimientoserealizósobresustratopretra-
tadoen medio ácido (35,76±1,84%).

Cuandoseutilizó sustratopretratadoconagenteoxidanteno se encontraronpérdi-
das significativas, lo cual está de acuerdocon la baja capacidadde crecimientodel hongo
sobreeste tipo de sustrato.

En la figura 43 se muestrala influencia del tiempo de fermentaciónen la composi--
ción de lignina referidaa la composicióninicial del sustrato.Seobservacómoel crecimiento
del hongova acompañadade una tasade deslignificaciónvariablesegúnlos casos.Así, por
ejemplo,cuandoel hongocrecesobrecardonativo se produceuna deslignificaciónprogresí-
va durantelas cuatrosemanasde crecimiento,alcanzándoseunadeslignificacióndel 73,42:
±0,75% despuésde cuatrosemanasde crecimiento.En el casode utilización de un sustra-
to tratadoen medio ácido, la deslignificación se producea partir de la segundasemanade
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crecimiento,no siendoéstasignificativa durantelas dos semanassiguientes¿despuésde 4

semanasde crecimientola deslignificaciónfue solamentedel 9,73±1,81 %>. También,en el
caso del crecimientodel hongo sobresustratotratado en medio básico,es a partir de la
segundasemanacuandoseempiezaaproducir deslignificación,alcanzandoel 44,14±1,41%
despuésde cuatrosemanasde crecimiento.

Cuando el sustratoutilizado fue pretratadocon agentesoxidantesno se produjo
deslignificaciónsignificativa durantelas cuatrosemanasde crecimiento(p=O,05).

Rendimientode la hidrólisis enziniática.

Producciónde glucosa.

En las tablas LX y LXI se recogenlos valoresobtenidosde producciónde glucosay
azúcaresreductoresrespectivamente,despuésde la hidrólisis enzimáticade los residuos
obtenidos,a lo largo de la fermentaciónsobrecardo nativo o sometidoa los diferentes
pretratamientosquímicos. Los rendimientosobtenidosen la hidrólisis enzimáticamuestran
tal y como cabriaesperar,de acuerdocon el patrón de utilización de los distintas fracciones
de materiallignocelulósicoduranteel crecimientodel hongo, la ineficaciade estetratamien-
to como faseprevia a un procesode hidrólisis enzimática.

En el anexo III se muestranlos análisis de varianzacorrespondientesa estosensa-
yos. Salvo en el casode la utilización del sustratopretratadocon agenteoxidante,sobreel
quese producepoco o ningúncrecimientodel hongo,en el restode los casos,la producción
de glucosa fue menor que cuandoel sustratooriginal no fue sometidoa pretratamiento
biológico. La elevadautilización de las fracciones más fácilmentesolubilizablesde compo-
nenteholocelulósicopreviamentea la apariciónde la actividaddeslignificadora,convierteel
material pretratadopor este método,contrariamenteal objetivo perseguidocon su aplica-
ción, en un sustratoempobrecidoen el componentecelulósicoy constituidoa su vez por
celulosa másdifícilmente hidrolizablepor el sistemaenzimático.La parcial deslignificación
observadano parececontrarrestarestosefectosnegativosoriginadoscomoconsecuenciade!
crecimientodel hongo.

E/icaria de sacarificación y conversión de ce/ii/oso en gil/cosa.

En las tablas LXII y LXIII se recogenlos valoresde eficacia de sacarificacióny
conversiónde celulosaen glucosarepectivamenteparacadauna de las condicionesestudia--
das. En el anexoIII se muestranlos análisisde varianzade estosíndices.

Tal como cabríaesperara la vista de los bajos valores obtenidosen cuanto a la
producciónde glucosa,la eficacia de sacarificacióndisminuyeconestetipo de pretratamien--
to. En el casodel sustratosometidoa pretratamientoconsosase llegana valoresde eficacia
de sacarificaciónde 2,9 vecesmenoresque los correspondientesal sustratonativo.
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En cuantoa los valoresde conversiónde celulosaen glucosa,que son másrepresen-
tativosdel rendimientoglobal del proceso,ya quecontemplano sólo la eficienciadel ataque
enzimáticosino también las pérdidasde material ocurridasduranteel pretratamiento,se
observaque la disminucióncon el tiempo es másdrástica.

A la vista de estos resultados,se puedeconcluir que la utilización de un pretrata-
miento biológico de material lignocelulósicoencaminadoa aumentarel rendimientode una
hidrólisisenzimáticaposterior,requierela seleccióncuidadosade microorganismosy condi-
ciones de fermentaciónque permitan una utilización selectivade la fracción de lignina
respetandoal máximo el contenidoen celulosade las fibras, sustratospotencialesde la
acciónhidrolítica de las enzimas.
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4.2.2.9. Estudio comparativo de la eficacia de los distintas
pretratamientos.

En esteapartadoy parafacilitar la comparaciónentrelos distintos pretratamientos
aplicadosa la biomasadel cardoO. nervosumse recogenlos resultadosde recuperaciónde
materialy rendimientode hidrólisisparalas condicionesóptimasdentrode cadaunode los
pretratamientos.En la tabla LXIV se recogenlas condicionesde operaciónde los pretrata-
mientosseleccionados.

En la figura 44 serecogenlos datosde recuperaciónde material inicial, así comolos
de recuperaciónde los distintos componentesanalizados(glucosa, azúcaresreductoresy
lignina) en los residuossólidos obtenidosdespuésdel pretratamiento.

Los datossobrerendimientosde hidrólisis se presentanexpresadostantoen función
del peso seco del sustratopretratado(figura 45> como del contenidoen celulosa de dicho
sustrato(figura 46>. En la figura 46 se representanasimismolos valoresde conversiónde
celulosaen glucosaparalos distintos pretratamientos.

Comoquedareflejado en la figura 44, tanto con los pretratamientosde tipo físico
(radiacióngammay explosiónpor vapor) como con el pretratamientoen medio acuosoa
1500C no se producedeslignificación apreciabledel sustrato,ademáslos residuossólidos
pretratadospor estos métodosson los quepresentanuna mayor relación lignina/celulosa.
Con los pretratamientosde tipo químico se producenligeras deslignificacionesquevariaron
entreel 15 y 30% salvo en el casodel pretratamientooxidanteen el quese produjeronlas
mayoresdeslignificaciones(alrededordel 60%>. siendo el residuo correspondientea este
último tratamientoel quepresentala relación lignina/celulosamenor.

En algunospretratamientosquímicos(alcalino a 1000Cy etanol>y en el tratamiento
de explosióncon vapor en condicionesácidas,se produjeronelevadasrecuperacionesde la
fracción de celulosa,siendototal en el casodel tratamientocon etanol. En el restode los
pretratamientoslas pérdidasde celulosavariaronentre25 y 40%.

En todos los casos,se produjo unamarcadapérdidade hemicelulosa(valoradaindi-
rectamentea partir de los azúcaresreductores),siendoéstabastanteevidenteen los trata-
mientos alcalinos, con agua a 1500C y de explosión por vapor. Los residuos
correspondientesa estos tipos de pretratamientopresentabanlos valores de relación
glucosa/azúcaresreductoresmáselevados,mientrasque los más bajos correspondena los
pretratamientosoxidantey de irradiación.
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120(%)

Efectodel tipo de pretratamientode la biomasade O. nervosumen el porcen-
taje de recuperacióndel material inicial (expresadocomo peso seco)y en la
recuperaciónde glucosa,azúcaresreductoresy lignina.
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Figura 44.
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Figura 45. Efecto del tipo de pretratamientode la biomasade Onervosuinen la produc-
ción de glucosay azúcaresreductores(mg/lOO mg de sustratopretratado)por
hidrólisisenzimática.
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Figura 46. Influencia del tipo de pretratamientode la biomasade O. nervosumen la
eficacia de sacarificación(ES) y conversiónde celulosa en glucosa (CC) por
hidrólisis enzimática.
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Con respectoal rendimientode hidrólisis enzimáticaexpresadocomo liberaciónde
glucosaen el medio de hidrólisisensayado(figura 45>, las máximasproduccionesse obtuvie-
ron parael pretratamientode explosión por vapor, siendoéstascasi 5 vecesmayoresa la
correspondienteal sustratonativo.

En cuanto a los índices eficiencia de sacarificacióny conversión de celulosa en
glucosa(figura 46), el pretratamientode explosióncon vapor es el que presentalos valores
más elevados,seguidopor los pretratamientoscon álcali y etanol. En estos dos últimos
casos,los valoresde conversiónde celulosa en glucosa se aproximan a los de eficacia de
sacarificacióndebido a que las pérdidasde celulosa fueron muy pequeñas.Los residuos
obtenidosdespuésdel tratamientode explosión por vapor presentabanelevadaproporción
de lignina y pequeñaproporciónde hemicelulosa.

—211—



4.3. Seguimiento del proceso cJe hidrólisis de O.nervosum
pretratado.

Se ha estudiadola relación entreel porcentajede hidrólisis, tiempo de reaccióny
dosisde enzima.Paraello se ha utilizado el O.nervosumpretratadode acuerdoa las condi-
cionesóptimasseleccionadasen el apartadoanterior.Estasfueron:

Pretratamiento:explosiónde vapor.
Temperatura:2100C.
Tiempo: 1 minuto.

El seguimientodel procesode hidrólisis se realizó duranteun periodode tiempo
entre1 y 94 horas,utilizando unaconcentraciónde sustratode 50 g/l (C

0) y añadiendodosis
variablesde enzima(5-40 UI/g sustrato).

La concentraciónde glucosay celobiosaen el hidrolizado se determinópor HPLC.
La concentraciónde celulosa hidrolizada Y (g/l) se calculó de acuerdo a la siguiente
expresión:

Y [gluJ0.9+ [cel] 0,95.

donde[glul y ¡celJ son la concentraciónde glucosay celobiosaen el hidrolizadoexpresadoen
g/l.

El rendimientode la hidrólisis seexpresócomo la relaciónentrelacelulosa hidroli-
zaday la concentracióninicial de sustratoexpresadocomo porcentaje(100Y/Co).

En la figura 47 se muestranlas cinéticasde hidrólisis del O. neruos¡nn pretratado
paradistintasrelacionesenzima-sustrato.Se observaun comportamientobifásico caracteri-
zadopor unaetapainicial de hidrólisis rápidahastaaproximadamente10-12 horas,seguida
de una etapa más lenta. El rendimiento de hidrólisis aumentódespuésde 94 horasde
hidrólisis desdeel 15.3% (5UIPF/g sustrato>hastael 36,6% (40 UI/g sustrato).

En la figura 48 se muestrael efectode la dosisde enzimaen el rendimientode
hidrólisis (100Y/C0) despuésde 24 y 48 horas. Se observa que alrededordel 70% del
máximo rendimientoobtenidoseconsigueparavaloresde actividad enzimáticade 1OUIPF/
g, siendonecesarioaumentarla concentraciónde enzima3-4 vecesparaconseguirel 30%
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Figura 47. Cinéticade hidrólisis del O.»ervosu-mpretratadocon diferentesconcentraciones
de enzima.
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100 Y/o
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Efecto de la dosisde enzimaen el rendimientode la hidrólisis del O.nervosuvn
despuésde 24 y 48 horas.
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Figura 48.
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restante.Estodebetenerseen cuentaa la horade aplicarprocesosde hidrólisisy decidirsi.
desdeel punto de vista técnicoy económicoresultamásinteresanteutilizar mayoractividad
de enzimao, el elevadocostede las enzimasaconsejasu utilización en menorproporción, a
pesarde queel rendimientofinal del procesodisminuya.
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5. CONCLUSIONES



5. CONCLUSIONES.

De los resultadosobtenidosy discutidosen el apartadoanterior se puedenextraer
las siguientesconclusiones:

1.- La producciónde enzimascelulolíticasutilizando cultivos de Triehodermalongi-
brachiatum QM9414 ha mostradolos mejoresrendimientoscuandose utilizó como fuente
carbonadaun sustratocelulósicopuro. Empleandobiomasade Onoporduntnervosumcomo
sustratohidrocarbonadoparala producciónde enzimas,se observaronlos mejoresresulta-
dos cuandodicho sustratofue sometidoapretratamientoácido. La presenciade sustratos
lignocelulósicosen el medioinfluye negativamentetantoen la duracióndel procesocomoen
la manipulaciónde los cultivos debidoa la mayor dificultad de crecimientosobredichos
materialesy a la baja densidadde los mismos.

2.- Las condicionesóptimasde actividad del complejoenzimáticoobtenidoseencon-
traron pararangosde pH y temperaturacomprendidosentre4,3-4,8 y 50-550Crespectiva-
mente. La preparación enzimática utilizada presentó una elevada estabilidad en las
condicionesde hidrólisis seleccionadas(pH 4,8 , temperatura500Cy tiempode reacción48
horas>.La frglucosidasa,en particular,conservóel 90% de suactividad despuésde 72 horas
en dichascondiciones.Los estudioscinéticos de la actividad ~-glucosidasautilizando como
sustratocelobiosay p-nitrofenil- frD-glucopiranósidomuestranun comportamientocinético
de Michaelis-Menten.El modelo de inhibición de esta enzimapor glucosa,ha resultadoser
de naturalezacompetitiva.

3.- Onopordumnervosum,especieseleccionadaparaestetrabajocomo material lig-
nocelulósicode interés debidoasus característicasde crecimiento,productividady composi-
ción, presentaen su forma nativa, bajos rendimientosde hidrólisis enzimática.Empleando
las enzimascelulolíticasde T. tongibrachiatumseobtuvieronporcentajesde hidrólisis de su
fraccióncelulósicainferioresal 23%. Estosresultadosindican la necesidadde someteresta
biomasaa pretratamientospreviosal procesode hidrólisis conobjeto de favorecerla acción
hidrolítica así comoaumentarla concentraciónde celulosaen el materialpretratadoa fin de
obtenerhidrolizadosde máselevadaconcentración.

4.- La mayoría de los pretratamientosquímicos y físicos utilizados incrementan
considerablementeel rendimientode transformaciónpor hidrólisisenzimática.El tratamien-
to biológicoconPhanerochaetechrysosporium,debidoa la elevadautilización de la fracción
celulósicapor partedel hongo,asícomo el pretratamientoalcalinoconhidróxidocálcico han
presentadoefectosnegativossobredicho sustrato.
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Entre los pretratamientosde tipo químico (alcalinos,ácidos,oxidantesy orgánicos)
los quehanproducidomejoresresultadoshan sido los pretratamientosalcalinoscon hidró-
xido sódicoy los pretratamientosconsolventesorgánicos.

5.- El pretratamientoalcalino con hidróxido sódico aumentaconsiderablementela
digestibilidad enzimática,pero a costa de importantespérdidasde materiaseca, siendo
característicaen estetipo de pretratamientouna rápidasolubilizacióndurantelos primeros
10 minutos de reacciónen el rango de temperaturasy tiempos estudiados.Los mejores
resultadosse lograron en condicionesde tratamientorelativamentesuaves(1000C, 1%
NaOH, 10 minutos). En estascondiciones,se produjo una deslignificacióndel 26% y una
pérdidade celulosadel 11%. El rendimientode azúcarespor hidrólisis enzimáticaaumentó
desde68 gramosde glucosapor kilogramode sustratonativo hasta158 gramosde glucosa
por kilogramo de sustratonativo.

6.- En general,conel pretratamientocon solventesorgánicosse obtuvieron reduci-
daspérdidasde celulosa,produciendoseademásligerasdeslignificaciones(rangode desligni-
ficación obtenido14-34%) siendomayoreséstascuandoseutilizó butanolcomosolvente.En
las condicionesóptimas de pretratamientose incrementóla producción de glucosa por
hidrólisis enzimáticaen un factor de 2,8 respectoal sustratonativo.

7.- El estudiode la eficaciadel pretratamientode irradiaciónsobreel rendimientode
la hidrólisis enzimática muestraque aunqueéste puede aumentarhasta 2,6 veces, las
pérdidascosiderablesqueexperimentala fracciónde celulosase traducenen un rendimiento
final del procesopoco satísfactiorio.El tratamientoácido posteriora la irradiación potencia
sólo en algunoscasosel efectopositivo de la misma, sobretodo a dosis de 20 Mrad. En
generata dosis mayoresno se incrementala acción dek irradiación.

8.- La técnicade explosión por vapor ha mostradoserel pretratamientomáseficaz
parala biomasalignocelulósicade O. nervosnm.La presenciade lignina, cuyas pérdidasson
escasaso nulas duranteel pretratamientode dicho sustrato,no parecea la vista de los
resultados,constituir en el material pretratadounabarreraparael accesode las enzimasa
la fracción celulósica. No se observa incrementode la eficacia de sacarificaciónni de la
conversiónde celulosaen glucosacuandose realiza el tratamientode explosión de vapor
sobrebiomasapreviamenteimpregnadacon ácido sulfúrico, no existiendoademáspérdidas
adicionalesde celulosa en dichascondiciones.

9.- El máximo rendimientode transformaciónpor hidrólisis enzimáticaha sido obte-
nido cuandola biomasalignocelulósica fue pretratadapor explosión con vapor a 1300C
durante1-2 minutos. En estascondiciones,sehidroliza másdel 90% de la glucosapotencial
contenidaen el material pretratado.Este rendimientoequivale a una producciónde 204
gramosde glucosapor kilogramo de biomasasecainicial quecomparadocon la obtenida
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para el sustratonativo, suponeun valor final de transformaciónen glucosa tres veces
superiores.Aunque los rendimientosglobalespodrían mejorarseconsiderablementesi se
redujeranlas pérdidasde glucosaduranteel pretratamiento,las característicasespecíficas
de la plantade explosiónpor vapor utilizada no hanpermitido realizarunaselecciónmás
precisade las condiciones(temperatura,tiempo de reacción>del pretratamiento.
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ANEXO ¡



MEDIOS DE CULTIVO

Medio de patata-glucosa

Composición:

Trozosde patatapelada 300 g

Glucosa 20 g

Peptona 1 g

Agar 15g

120 1000 ml

pH antesde esterilizar 6

Preparación:

Los trozos de patatase hiervenen aproximadamente500 ml de H20 durante 1

hora. A continuaciónse filtra a través de gasay se enrasaa 1 litro con agua destilada.,

Posteriormentese añadeel agar y la glucosa, ajustandoseel pH a 6 antesde esterilizar.,

Medios!íquidos dc producción de ce!u!asas.

Composicion:

COMPONENTES
(g/l)

(NH4)2S04
KH2PO4
MgSO4. 7H20
CaCl2.2H20
NH 2 COlME2
Peptona
Tween—8O (mi)

SUSTRATO
10
1,4
2,0
0,15

0,34
0,3
1,0
0,2

HIDROCARBONADO(g/l)
20

3,9
2,0
0,15

0,34
0,3
1,6
0,2

Preparación:

A estemedio, ya preparado,se le añadióuna soluciónde metalestraza preparada

aparte,en una cantidadde 1 ml. por litro de medio. El medio debeesterilizarsepreviamen-

te. La soluciónde metalestraza tiene la siguientecomposición:

Elementos traza

C1H
FeSO4.7H20
MnSO4H2O

5 ml.
2.5 g
1,6 g
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ZnSO4.7H20 1,76 g
CoC12 2 g
1120 c.s.p. 1000 ml.

La disoluciónde metalestrazas,unavez preparaday ésteril, se mantieneestableen

neveraduranteaproximadamentetres meses.

El pH del medio se ajustó despuésde esterilizar a 5-5,5 mediante la adición de

NaOH 2N o CIH 0,5 N.

REACTIVO 3,5-DINITROSALICILICO.

Composición:

-ácido 3,5-dinitrosalicílico al 1% (plv>.
-hidróxido sódico al 1% (p/v).

-sulfito sódico al 0,05% (p¡v).
-salesde Roche/le<tartrato sódico-potásico)al 20% (p/v>.

-fenol destilado al 0,2% <p/v).

REACTIVO PROTEINAS.

Composicion:

A) Solución de Na2COSa] 2% lp/ii en NaOH 0.1 N.

B> Solución de CaSO4al 0,5% (p/v> en tartrato potásico al 1% (pfv).

C) Solución alcalina de cobreque se obtienemezclando50 ml de A y 1 ml de C.

O) Reactivode Folin diluido 1/1 con aguadestilada.

DETERIMINACION DE AZUCARES REDUCTORES.

Reactivo alcalino de Somogyi.

Composicion:

Solución 1
-tartrato sódico potásico 12 g.

-carbonatodisódicoanhidro 24 g.

-carbonatomonosódico16 g

-sulfato sódico 114 g.

-aguadestilada500 ml.

Solución II

-sulfatode cobre CuSO4.7H204 g.

-sulfito disódico36 g.

-aguadestilada200 ml.
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Preparación:

El reactivocúpricose preparaen el momentode suutilización mezclando4 volúme-

nes de la solución 1 y un volúmen de la solución II.

Reactivo de Nelson

Composición:

Solución 5:

-(NH4)eMo7O24.4H2025 g.
-H2504 concentrado21 ml.

-aguadestilada400 ml.

Solución II:

-Na2HAsO4.7H203 g.

-aguadestilada25 ml.

Preparación:

El reactivo arsenomolíbdicose preparamezclandolas soluciones 1 y II en frasco

topacioy se deja en oscuridada 3700 durante24 horas.

Procedimiento:

Se toma 1 ml muestraconvenientementediluida paraque la concentraciónde azúca-

resseencuentredel margenadecuado,se añade1 ml de reactivode Somogyi. La mezclase

calienta en baño de aguaa ebullición durante 30 minutos. A continuaciónse enfrían los

tubosy seañade1 ml de reactivoarsenomolíbdico.Cuandoacabala reacciónseenrasaa 25
ml con aguadesionizaday finalmentese determinala DO a 540 nm, frente a un blanco

preparadode forma idéntica a la muestraproblemaen el queésta última es sustituida por

1 ml de agua desionizada,como patrón se utilizó una disolución de glucosade 100 pg/ml.

En general,aunquelos residuosagrícolascontienendistintos azúcares-.cuyascanti-

dadesvarian de unosa otros, vamos a referir los datos de azúcaresreductoresa glucosa,
independientementede las diferenciasen el poder reductorde unos azúcaresa otros.

DETERMINACIÓN DE GLUCOSA.

Para la determinaciónde glucosase ha utilizado el método enzimático <de la 6

hexoquinasa>comercializadopor Boeliringer. La glucosase determinaa un pH 7,6, con las

enzimashexoquinasa(HK> y glucosa- 6-fosfato deshidrogenasa(G-6-PDH>. La glucosase

fosforila con adenosin-5’-trifosfato(ATP).
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11K

Glucosa + ATP -3G-6-P + AIF.

La glucosa-6-fosfato formada es posteriormente oxidada por la nicotinamida-adenin-
dinucleótido fosfato (NADP> en presenciade glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa(G6P-DH) a
glucosa-6-fosfatoformandoseNAOPH reducido.

06P—DH
G—6--P + NADPH -*gluconato—6—fosfato+NADPH+H+

La cantidad de NADPHformada durante la reacción es proporciona] a la cantidad de

glucosaformada.El NADPH sedeterminapor suabsorciónen espectrofotómetroa 340 nm.

DETERMINACION DE GLUCOSA Y CELOB(OSA POR I-IPLC

La separacióny cuantificación de glucosay celobiosase ha llevado a cabo con un

cromatógrafode líquidos ffewlett-J-’acfcard 108113 con detector de índice de refracción

79877A.

Columna:Aminex HPX-87P<300x7,8 mm).
Temperaturade columna:850C.
Eluyente:agua reactiva.
Flujo del eluyente: 0,6 mí/mm.
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ANEXO II



DESCRIPCION DE LA PLANTA PILOTO.

La planta piloto en la que se han llevado a cabolas pruebasde explosión por vapor

está contituida por 3 unidades: reactor de explosión por vapor, acumuladory ciclón de

descarga,cuyascaracterísticasse describena continuación.

Reactorde explosiónpor vapor.

Es la cámaradonde la biomasa lignocelulósicaes comprimida y despresurizada

súbitamente.

Consisteen una tuberíade 3” de diametronominal de aceroinoxidable 316, monta

do verticalmentey limitado por 2 válvulas de paso reducidode 3” de diametroen acero

inoxidable 316.

La válvula situada en el extremosuperior se abre manualmentey a su través se
efectúala cargade la biomasalignocelulósicaen el reactor.

La válvula del extremo inferior de la cámara se abre medianteun dispositivo de
disparadory muelle con el fin de lograr una aperturaen menos de 1 segundo.De esta

manera,la mezcla de vapor y biomasase descargaviolentamentepasandoa través de la

tuberíaque conduceal ciclón.

La cámaradel reactor,válvulas y tuberíade descargaestanaisladascon lana mine-~

ral, de 70 mm de espesor,con el fin de disminuir al máximo razonablela condensacióndel

vapor en el procesode compresión-expansión.

La cámaradel reactorestáprovista de la siguiente instrumentacióny elementosde

seguridad:

a) Dos termómetros,uno en la partesuperiorde la cámara,cercade la válvula de
cargay otro en la parteinferior, cercade la válvula de descarga,de modo que
pueda comprobarse la temperatura del vapor y de la biomasa
independientemente.

b) Válvula de seguridadtaradaa la presión máxima del acumuladorde vapor.

c> Un manómetro.

d> Conexiónde ventilación para despresurizacióndespuésde los precalentamien-
tos con el fin de permitir, a continuación, la aperturade la válvula de carga.

Existen,además,dosentradasde vapor,una en la partesuperiorde la cámaray otra

en la inferior.
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Cic!ón de descargo

La mezcla de vapor y material lignocelulósico expulsado en cada disparo entra en el
ciclón de descargahorizontaly tangencialmente.El ciclón estaconstruidoen aceroinoxida-

ble 316 y tiene una parte cilindrica de 16” de diamétro y una parte troncocónicaque

partiendode la cilindrica, hacia abajo y con angulode 600 acabaen el cuello de una brida
DN-80 y DN 16, sobrela que se montauna válvula de tipo tajaderapor la quese extraeel

material expansionadoen el reactor.

El bordesuperiorde la partecilindrica del ciclón acabaen unabrida de 16” provista
de orejetasy pasadoresquesujetanlas 16 pernasde ojo quefijan la brida ciega,quehacede

tapaderade ciclón.

El ciclón incorporaun termómetroy un manómetro

Acu,nrdadorde vapor.

El acumulador ha de suministrar vapor al reactor de explosión por vapor. Consiste

en un recipiente a presión provisto de 3 resistencias eléctricas de 9 Kw de potencia cada

una.

El recipiente tiene un diametro de 1000 mmy una altura, entre lineas de tangencia

de 930 mm. Está construidocon aceroa] carbonoy poseelas siguientesconexiones,instru-
mentosy elementosde seguridad.

- conexionde 1” de diametropara el indicador de nivel
- drenajede 3 “/4” diametro
- valvula de seguridadde 2 “x3” de diametro
- manómetro
- termometro
- presostatosde control de las resistenciaseléctricas.

En la salida de vapor ademásde una placa de orificio limitadora de caudal, se
disponede una derivaciónde venteoa la atmosfera,cerradapor dos valvulas,con el fin de

permitir la salidade aire en los llenadosiniciales y en la puestaen temperaturade servicio.

Los presostatosqueactúansobrelas resistenciasestántaradosa presionesescalona--
das y actuaráuno sobrecadaresistenciaapagándolao encendiéndolasegúnsealcanceo no

el nivel de consigna.
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ANEXO III
Justificación estadística



REFERENCIA EN EL TEflO: Tabla XXI.

Ensayo: Tratamiento alcalino con hidróxido sódico. Recuperación glucosa (Z).

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F
variación libertad cuadrados medio

Total 71 8233,844

Temperatura 2 2260,188 1130,094 244,958

Concentración 1 538,875 538,875 116,806

Tiempo 2 3042,375 1521,188 329,731

Temperatura
conce~tración 2 668,563 334,281 72,458
temperatura 4 1036,031 259,008 56,142

tiempo
Concentración 2 214,969 107,484 23,298

-x
tiempo

Tem~5~turax 4 223,719 55,930 12,123
con De araclonlempo

Error 54 249,125 4,613

TEST DE SCHEFPE. COMPARACIONHULTIPLE.

107,009

235, 4 33

24, 993

245, 082

249, 490

COMPARACION G.L.

numerador

G.L.

denominador F

100W 120% 2 54 14,629

10000 15000 2 54 21,699

12000 15000 2 54 7,070

1% 2% 1 54 10,807 116,800

10 mm 30 aUn 2 54 22,140

10 mm 90 mm 2 54 22,338

30 mm 90 aUn 2 54 0,198

* P=0,10
** P ~ 0,05
*** P ~ 0,01
****P =0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXI.

Ensayo: Pretratamiento
(%).

alcalino con hidróxido sódico. Recuperación lignina

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Total 71 11080,530

Temperatura 2 2100,344 1050,172 82,176

Concentración 1 2900,031 2900,031 226,928

Tiempo 2 2120,969 1060,484 82,983

Temperatura
concentración 2 446,313
temperatura

tiempo
4 1390,406 347,602 27,200

Concentración
tiempo

2 472,281 236,141 18,4~*

Ten1~5? turax
conDe racion

iempo
4 960,094 240,023 18,782

Error 54 690,094

TEST DE SCBEFEE. COMPARACION IiULTIPLE.

COMPARACION G.L.

numerador

G.L.

denominador

O F

100% 120% 2 54 10,301 53,052

100
0C 150% 2 54 11,760 69,147

120% 150% 2 54 1,459 1,065 NS

1% 2% 1 54 15,064 226,929

10 aUn 30 aUn 2 54 9,700 47,044

10 mm 90 mm 2 54 12,192 74,326

30 mm 90 mm 2 54 2,492
3

3,106

* P=0,10
** 1’ =0,05
~ P =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXI.

Ensayo: Tratamiento
ficación (%).

alcalino con hidróxido sódico. Eficiencia de sacan-

Fuente de
variación

Crgdos
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Total 71 40238,810

Temperatura 2 11303,360 5651,680 1909,867

Concentración 1 269,688 269,688 91,135

Tiempo 2 7435,032 3717,516 1256,256

Temperatura
concentración 2 278,938 139,469 47,131
temperatura

tíenpo
4 17660,830 4415407 1492,6~*

Concentración
tiempo

2 1976,203 988,102 333,908

Tern~e~~ turanc
con~e aracion

iempo
4 1154,969 288,742 97,574

Error 54 159,797 2,959

TEST DE SOHEFEE. COMPARACION NIJLTIPLE.

COMPARACION G.L.

numerador

G.L.

denominador

1000C 120% 2 54 25,314 320,409

100% 150% 2 54 61,485 1890,225

120% 150% 2 54 36,171 654,169

1% 2% 1 54 9,547 91,140

10 mm 30 mm 2 54 44,361 983,949

10 aUn 90 mm 2 54 42,391 898,494

30 aUn 90 mm 2 54 1,970 1,94l~

* P<010
** P =0,05
~ P =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tablas XVI, XVII, XVIII y XIX.

Ensayo: Tratamiento alcalino con hidróxido sódico. Producción de glucosa por
hidrólisis enzimática (mg/lOO mg sustrato»

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Total 71 5071,910

Temperatura 2 1871,359 935,680 1301,684

Concentración 1 4,230 4,230 5,885

Tiempo 2 297,357 463,679 645,053

Temperatura
concentración

2 94,475 47,237

tempe~atura
tiempo

4 1715,852 428,963

Concentración
.2<

tiempo
2 86,355 43,178

TemDera tura-x
concevtracion 4 333,456 83,366 115,976

Error 54 38,816 0,719

TEST DE SCEEFFE. COMPARACION MUI.TIPLE.

COMPARACION
G.L.

numerador

G.L.

¡ denominador

1000C 120W 2 54 15,567
12l,l¿t

100% 150W 2 54 49,864 1243,214

120% 150W 2 54 34,297

1% 2% 1 54 2,424 5,87t

10 aUn 30 mm 2 54 ¡ 30,596 468,0~**

10 aUn 90 mm a 54 1 31,592 499,OS~

30 mm 90 aUn - 2 54 0,996 0,49W

o F

* P=0,10
** ~‘ =0,05
~ P =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XVI, XVII, XVIII y XIX.

Ensaya: Tratamiento alcalino con hidróxido sódico. Convesion de celulosa en
glucosa (%).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Total - 71 18354,010

Temperatura 2 6967,875 3483,938 2062,964

Concentración j 277,523 277,523 164,332

Tiempo 2 6258,688 3129,344 1852,996

Temperatura
concentración 2 190,508 95,254 56,403
temperatura

tiempo
4 3821,188 955,297

-

Concentración
-x

tiempo
2 464,063 232,031 137,394

Temneratura.x
contentraclon -x tiempo 4 282,969

7
70,742 41,888

Error 54
u-.-

91,195 1,689

TEST DE SCHEFFE. COMPARACION NULTIPLE.

COMPARACION G.L.
numerador denominador

100% 1200C 2

1% 2% 1

10 aUn 30 aUn 2 54 52,682 1387,691

10 mm 90 mm 2 54 52,760 1391,790

30 mm 90 mm 2 54 0,078

* P =0,10
** P ~ 0,05
~ P =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXV.

Ensayo: Pretratamiento de irradiación. Recuperación de glucosa (Z).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado F
medio

Total 47 3725,266

Dosis 2 1715,828 857,914 97,213

Medio 3 286,469 95,490 10,820

Dosis X Medio 6 1405,266 234,211 26,539

Error 36 317,703 8,825

TEST DE SCHEFFE. COMPARACION Y4ULTIPLE.

COMPARACION C.L.

numerador

G.L.

denominador F

20 Mrad 50 Mrad 2 36 2,076

20 Mrad 100 Mrad 2 36 12,979 84,227

50 Mrad 100 Mrad 2 36 10,903 59,436
*

H2504 CH3—COOH 3 36 5,650 10,642

CH3—COOH 1120 3

* P<010
** P <005
~ 1’ =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXI.

Ensayo: Tratamiento alcalino con hidróxido sódico. Recuperación azúcares
reductores (%).

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F
variación libertad cuadrados medio

Total 71 5870,907

Temperatura 2 1813,813 906,906 182,959

Concentración 1 31,406 31,406 6,336

Tiempo 2 2014,719 1007,359 203,224

Temperatura
concentración 2 367,219 183,609 37,041

**
temperatura 4 303313 75,828 15,298

tiempo
Concentración 2 705,781 352,891 71,192

.2<
tiempo

Temer tura..x 4 366,984 91,746 18,509
con~e aracion

x lempo

Error 54 267,672 4,957

TEST DE SCREFFE. COMPARACIONMULTIPLE.

85,121

COMPARACION GL

numerador

G.L.

denominador Y

100% 120% 2 54 13,048

1000C 150% 2 54 18,638 173,686

120% 150% 2 54 5,590 15,626

1% 2% 1 54 2,516
**

6,332

10 mm 30 aUn 2 54 16,080 129,290

10 mm 90 mm 2 54 18,571 172,444

30 mm 90 mm 2 54 2,491
3

3,102

* P=0,10
** P =0,05
*** P ~ 0,01
****P =0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVI.

Ensayo: Pretratamiento combinado irradiación y
Recuperación glucosa (%).

posterior tratamiento ácido.

Fuente de
variación

Grgdos
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio E

7205,422

4120,922 2060,461 323,415

Medio 1 1168,031 1168,031 183,337

Acido 2 423,203

Dosis
x

medío
2 125,422

Dosis
ácido 4 461,547
Me io

x
ácido 2 180,281 90,141

j4j44*

Dosis
2<

medio x ácido 4 381,984 95,496 14,989

Error 54 344,031 6,371

TEST DE SCREFFE. COMPABACTON MULTIPLE.

COMPARACION numerador denominador O F

20 Mitad 50 l4rad 2

20 Mitad 100 Mitad 2

50 Mitad 100 Mitad 2

Agua Aire 1 54 13,540 183,329

HCl S04112 2 54 5,616 15,767

ECl CH3—COOH 2 54 7,923 31,386

S04H2 CH3—C00E 2 54 2,307
2

2,662

* P=0,10
** E <005
~ P =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXV:

Ensayo: Pretratamiento de irradiación. Recuperación de azúcares reductores (%).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Total 47 572,891

Dosis 2 80,477 40,238 32,38~***

Medio 3 50,680 16,893 j359~

Dosis X Medio 6 397,008 66,168 53,258

Error 36 44,727 1,242

TEST DE SCIIEPFE. COMPARACION MULTIPLE.

20 Mrad 100 Mrad 2 36 8,004 32,03~

HCl 112S04 3 36 6,269 13,098

HCl C113—C0011 3 36 3,805 4,82~

HCl 1120 3

112504 C113—COOH 3

112504 1120 3

CH3—COOH 1120 3 36 1,221

* E =0,10
** E =0,05
~ P =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVI -

Ensaya: Pretratamiento combinado irradiación y posterior tratamiento ácido.
Recuperación de azúcares reductores (%).

Medio 1 1164,750 1164,75 405,661

Acido 2 5922,688 2961,344 1031,382

Dosis
medio

2 42,563 21,281
**

7,412

Dosis
ácido 4 398,734 99,684 34,718
Medio

xácido 2 181,906 90,953 31,6~*

Dosis
2<

medio x ácido 4 160,547 40,137 13,979

Error 54 155,047 2,871

TEST DE SCBEFFE. COMPARACION MUIJTIPLE.

COMPARACION G.L.

numerador denominador

20 Mrad 50 Mrad 2 54 34,076 580,586

20 Hrad 100 Mrad 2 54 31,990 5l1,6~¿**

50 Mrad 100 Mrad 2

Agua Aire 1 54 20,141 405,663

Ecl 504112 2 54 1,451 1,0~

ECl C113—C0011 2 54 40,039 801$4$

S04H2 C113—COOH 2 54 38,587

* E =0,10
** P =0,05
~ ~ =0,01

NS no significativo
—248—



REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXV.

Ensayo: Pretratamiento de irradiación. Recuperación de lignina (%>.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Total

Dosis

Medio 3 4407,188 1469,063 29,70¿***

Dosis X Medio 6 1467,125 244,521 4,944

Error 36 1780,344 49,454

TEST DE SCHEFFE- COMPARACION MULTIPLE.

COMPARACION G.L.

numerador

G.L. -

denominador O F

20 Mrad 50 Mrad 2 36 0,106

20 Mrad 100 Mrad 2 36 0,168

50 Mrad 100 Mrad 2 36 0,062

ECl H2S04 3 36 1,174

IKI CH3—COOH 3 36 3,723 4,620

ECL H20 3 36 5,630 10,564

112504 C113—COOH 3 36 4,896 7,992

112S04 1120 3 36 4,456 6,619

013—00011 1120 3 36 9,353 29,157

* P=0,10
** P =0,05
~ P =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVI -

Ensayo: Pretratamiento combinado irradiación y posterior tratamiento ácido.
Recuperación lignina (%).

Fuente de
variación

Grados
lib~Ftad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Total 71 9824,469

Dosis 2 2031,625 1015,813 82,896

Medio 1 1831,281 1831,281 149,443

Acido 2 1742,719 871,359 71,108

Dosis
medo

2 852,406 426,203 34,781

Dosis
ácfdo 4 610,469 152,617

**

12,454

Medio
ácfdo 2 1230,719 615,359 50,217
Dosis

2<
medio x ácido 4 863,531 215,883 17,617

Error 54 661,719 12,254

TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.

COMPARACION G.L.

numerador

G.L.

denominador F

20 PIrad 50 PIrad 2 54 11,987 71,841

20 PIrad 100 PIrad 2 54 10,066 50,663

50 Mrad 100 PIrad 2 54 1,921 1,84~

Agua Aire 1 54 12,225 149,44~

1101 504112 2 54 0,580 0,l6~

1101 0113—00011 2 54 10,606 56,242

S04H2 CH3—COOH 2 54 10,026 50,25~~

* P =0,10
** E =0,05
~ P =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVII.

Ensayo: Pretratamiento de irradiación. Producción de glucosa por hidrólisis
enzimática (mg 1100 ¡ng sustrato).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Total 47 298,188

Dosis 2 73,639 36,819 79,0~*

Medio 3 124,455 41,485 89,042

Dosis X Medio 6 83,322 13,877 29,807

Error 36 16,722 0,466

TEST DE SCHEFFE. COMPARACION NIJITIPLE.

COMPARACION
G.L.

numerador
G.L.

denominador O E

20 Mrad 50 PIrad - 2 36 11,649 67,852

20 PIrad 100 PIrad 2 36 9,919 49,195

50 PIrad 100 PIrad 2 36 1,730

HCl H2S04 3 36 2,377

RO]. 0113—00011 3 36 3,690 ¡ 4,539

1101 1120 3 36 11,938 -I 47,507

112S04 C113—COOH 3 36 6,068 12,273

H2S04 1120 3 36 - 9,561 30,469

C113—COOH 1120 3 36 15,628 81,41t**

* P =0,10
** I’=0,05

*** E =0,01
~ =0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVIII.

Ensayo: Pretratamiento combinado irradiación y posterior tratamiento ácido.
Producción de glucosa por hidrólisis enzimática (mg/lOO mg sustrato).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Total 71 766,201

Dosis 2 81,615 40,808 31,307

PIedio 1 45,744 45,744 35,094

Acido 2 275,816 137,908 105,802

Do~is
medio

2 64,422 32,211
24,712

Dosis
ácko 4 116,596 29,149 22,363
Medio

x
ácido 2 41,797 20,898

16,03V

Dosis
2<

medio x ácido 4 69,824 17,456 13,392

Error 54 70,387 1,303

TEST DE SCREFFE. COMPARACION >WLTIPLE.

COMPARACION C.L.

numerador

G.L.

denominador E

20 PIrad 50 PIrad 2 54 6,620 21,909

20 PIrad 100 PIrad 2 54 0,445 009~s

50 PIrad 100 PIrad 2 54 7,065 24,954

Agua Aire 1 54 5,924 35;09V**

flCl 504112 2 54 3,836 735¿*

1101 0113—C0OH 2 54 14,070 98,979

504112 0H3—C00H 2 54 10,234 52,368

* E =0,10
** E =0,05
*** E =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVII.

Ensayo: Pretratamiento de irradiación. Eficacia de sacarificación (%).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Total 47 3316,383

Dosis 2 618,625 309,313 74,440

Medio 3 1595,703 531,901 128,01

Dosis X PIedio 6 952,469 158,745 38,204

Error 36 149,586 4,155

TEST DE SCUEFFE. COMPARACION HULTIPLE.

COMPARACION G.L.

numerador

G.L.

denominador’

O ¡

¡______________

45,96520 Mrad 50 tIrad 2 36 9,588

20 PIrad 100 PIrad 2 36 ¡ 11,329 64,178

SO PIrad 100 PIrad 2 36 1,741
NS

1,516

Ecl H2504 3 36 0,127

¡ ECl CH3—COOH ¡ 3 36 2,183

ECl 1120 ¡ 3 36 16,645 92,352-

112504 C113—COOI-l 3 36 2,056

112504 1120 3 36 16,518 90,946

C113-C0011 1120 3 36 14,462 69, 716

* E =0,10
** P =0,05
~ P =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVIII.

Ensayo: Pretratamiento combinado irradiación y posterior tratamiento ácido.
Eficiencia de sacarificación <%).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Total 71 2392,047

Dosis 2 350,547 175,273 25,295

Medio 1 49,891 49,891 7,200

Acido 2 195,328 97,664 14,095

319,141 159,570 23,029

531,734 132,934 19,18~**

244,422 122,211 17,63~**

m
medio x ácido 326,813 81,703 11,791

Error 374,172 6,929

TEST DE SCHEPFE. CONPARACION MULTIPLE.

COMPABACION numerador G.L.denominador E

20 PIrad 50 PIrad 2 6,747 22,758****

20 PIrad 100 PIrad ¡ 2 54 1,422

50 PIrad 100 PIrad ¡ 2 54 5,324 14,174

Agua Aire 1 54 2,683 7,199

1101 S04H2 2 54 ¡ 2,163 NS2,338
1

1101 0113—00011 1 2 54 3,118
**

4,862

504112 CH3—COOH j 2 54 5,281 13,944

* P =0,10
** P =0,05

~ =0,01
~ =0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVII.

Ensayo: Pretratamiento de irradiación. Conversión de celulosa en glucosa (Z).

Fuente de
-variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Total 47 1107,332

Dosis 2 168,932 84,466 5O,76V** ¡

Medio 3 507,125 169,042 101,604 ¡

Dosis X Medio 6 371,381 61,897 37,203 ¡

Error 36 59,895 1,664

TESE DE SCBEFFE. COMPABACION HULTIPLE.

COMPARACION G.L.

numerador denominador

20 Mrad 50 Mrad 2 36 8,093

20 Mrad 100 Nrad 2

50 PIrad 100 PIrad 2 36 9,245 42,73V<**

36 4,133 5,639

ECl 013-00011 3 36 0,941 0,08~3~

1101 36 15,309 78,126

112504 0113—00011 3 36 3,622 4,374

112504 36 11,196 41,786

0113—00011 1120 3 36 14,819 73,199

* E =0,10
** E ~ 0,05
*** E =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVIII.

Ensayo: Eretratamiento combinado irradiación y posterior tratamiento ácido.
Conversión de celulosa en glucosa (Z).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Total 71 1507,188

Dosis 2 407,895 203,947 84,541

Medio 1 281,602 281,602 116,731

Acido 2 181,742 90,871 37,668

Dosis
medio

2 77,824 38,912
**

16,130

Dosis
ácido 4 272,535 68,134 28,243

Medio
ácido

2 21,578 10,789
4

4,472

Dosis2<
medio 2< ácido 4 133,742 33,436 13,860

Error 54 130,270 2,412

TEST DE SCHEEFE. COMPARACION NULTIPLE.

COMPARACION
GL.

numerador
GL.

denominador’ F

20 PIrad 50 Mrad 2 54 - 7,142 25,502

20 PIrad 100 PIrad 2 54
1

12,981 84,258

50 PIrad 100 PIrad 2 54 5,840 17,051

Agua Aire 1 54 10,804 116,729

HCl 504112 2 54 0,258

HCl 0H3—COOH 2 54 7,643 29,204

504112 CH3-COOH 2 54 7,384 27,263

* E =0,10
** P =0,05
~ P =0,01
~ =0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXIX.

Ensayo: Pretratamiento con etanol. Composición en glucosa (%)

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Tratamientos 7

Error 24

Ensaya: Pretratamiento con etanol. Composición en azúcares reductores (%).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Tratamientos 7 561,172 80,167

Error 24 109,086 4,545

Ensayo: Pretratamiento con etanol- Composición en lignina (%).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Tratamientos 7 424,634 60,662 39,594

Error 24 36,771 1,532

* 1’ =0,10
** E =0,05
*** E =0,01
****P =0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XL.

Ensayo: Pretratamiento con butanol. Composición en glucosa

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Tratamientos 5 980,762 196,153 200,8¿~**

Error 18 17,577 0,977

Ensayo: Pretratamiento con butanol. Composición en azúcares reductores (%).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

- F

Tratamientos 5 348,576 69,715 l3,34~

18 94,025 5,244

Ensayo: Pretratamiento con butanol. composición en lignina (%).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Tratamientos 5 382,325 76,465 133498

Error 18 10,326 0,574

* P=o,10
** E =0,05
~ P =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XLI.

Ensayo: Pretratamiento con etanol. Recuperación de glucosa (%)

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio E

Tratamientos 7 1093,807 156,258 25,86~**

Error 24 145,006 6,042

Ensayo: Pretratamiento con etanol. Recuperación de azúcares reductores.

Fuente de
variación

Gr3dos
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Tratamientos 7 4346,815 620,974 79,324***

Error 24 187,873 7,828

Ensayo: Pretratamiento con etanol. Recuperación de lignina (%).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Tratamientos 7 1422,705 203,244 10,844

Error 24 449,826 18,743

* E =0,10
** E <005
~ P =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XLII.

Ensayo: Pretratamiento con butanol. Recuperación de glucosa (%).

Fuente de
variación

Gr9dos
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Tratamientos 5 1137,326 227,465 50,890

Error 18 80,455 4,470

Ensayo: Pretratamiento con butanol. Recuperaciónde azúcares reductores (%).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Tratamientos 5 3822,018 764,404 76,481

Error 18 179,904 9,995

Ensayo: Pretratamiento con butanol. Recuperación de lignina (U.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Tratamientos 5 4809,834 961,967 90,7~**

Error 18 190,745 10,597

* E =0,10
** P =0,05
~ P =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XLIV.

Ensayo: Pretratamiento con etanol. Producción de glucosa (mg/lOO mg
sustrato) por hidrólisis enzimática.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

E

Tratamientos 7 1409,374 201,339

Error 24 13,449 0,560

Ensayo: Pretratamiento con etanol. Producción de
mg sustrato) por hidrólisis enzimática.

azúcares reductores (mg/lOO

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Tratamientos 7 2881,458 411,637 479,SM**

Error 24 20,601 0,858

Ensayo: Pretratamiento con etanol. Eficacia de sacarificación (%).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Tratamientos 7 4614,864 659,266 164,662

Error 24 96,090 4,004

Ensayo: Pretratamiento con etanol. Conversión de celulosa en glucosa (%).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Tratamientos 7 4090,927 584,418

Error 24 81,417 3,392

* P ~ 0,10
** E =0,05
*** E =0,01

NS no significativo.
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REFERENCIA EN EL TEXTO: TABLA XLV.

Ensayo: Pretratamiento con butanol. Producción de glucosa (mg/lOO mg
sustrato) por hidrólisis enzimática.

Fuente de
variación

Gr3dos
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Tratamientos 5 1232,686 246,537 588,4~**

7,541 0,419

Pretratamiento con butanol. Producción de azúcares reductores
mg sustrato) por hidrólisis enzimática.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Tratamientos 5 2393,897 478,779 769,349

Error 18 11,202 0,622

Ensayo: Pretratamiento con butanol. Eficiencia de sacarificación (%).

Fuente de
variación

Gr3dos
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Tratamientos 5 2742,622 548,524 181,843

Error 18 54,296 3,016

Ensayo: Pretratamiento con butanol. Conversión de celulosa en glucosa (%).

Fuente de ¡
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado ¡
medio

F

Tratamientos 5 2778,854 555,771

145,21y

Error - 18 68,880 3,827

* E =0,10
** P =0,05
~ P =0,01

NS no significativo

Ensayo:
<mg/lOO
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REFERENCIA EN El. TEXTO: Tabla LI.

Ensayo: Pretratamiento de explosión por vapor. Recuperación de glucosa (%).

Fuente de Grados Suma de Cuadrado
variación libertad cuadrados medio E

Total 39 1057,125

Temperatura 1 357,484 357,494

Tiempo 4 187,750 46,938 5,801

TemperaturaxTiempo 4 269,172 67,293

Error 30 242,719 8,091

TEST DE SCHEFFE. COMPARACIONHUIJTIPLE.

EGOMPARACION G.L.numerador C.L.denominador O

210% 230% 1 30 6,647 44,185

30 s 1 aUn 4 30 3,445
**

2,968

30 s 2 mm 4 30 3,572
**

3,190

30 s 4 mm 4 30 3,160
2

2,496

30 s 8 mm 4 30 0,646

1 mm 2 aUn 4 30 0,127

1 mm 4 mm 4 30 0,286

1 aUn 8 mm 4 30 2,799

2 mm 4 mm 4 30 0,412

2 mm 8 mm 4 30 2,926

4 mm 8min 4 30 2,514

* P ~ 0,10
** E =0,05
*** E =0,01
****P =0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LI.

Ensayo: Eretratamiento de explosión por vapor. Recuperación de glucosa (U.

Fuente de
variación

Gr~os
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Total 47 1038,563

Temperatura 2 249,031 124,516 19,774

Tiempo 3 233,750 77,917 12,374

TemperaturaxTiempo 6 329,094 54,849 8,711

Error 36 226,688 6,297

TEST DE SCHEFFE. COMPARACION HULTIPLE.

COPIPARACION G.L.numerador G.L.denominador F

1900C 21000 2 36 2,935
**

4,307

190% 2300C 2 36 3,350 5,610

21000 2300C 2 36 6,285 19,748

30 s 1 mm 3 36 4,477 6,682

30 s 2 aUn 3 36 4,109 5,627

30 s 4 mm 3 36 5,739 10,978

1 mm 2 ndn 3 36 0,368

1 aUn 4 aUn 3 36 1,262

2 mm 4 mm 3 36 1,630
0,886NS

* P<0l0
** P ~ 0,05
*** E =0,01
****P =0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LI.

Ensayo: Pretratamiento de explosión por vapor. Recuperación azúcares
reductores (%).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Total 39 1359,484

Temperatura 1 410,695 410,695 72,111

Tiempo 4 649,953 162,488 28,530

TemperaturaxTiempo 4 127,977 31,994 5,618

Error 30 170,859 5,695

TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MTJLTIPLE.

COMPARACION G.L.

numerador denominador

210% 2300C 1

30 s 1 mm 4 30 8,863 19,640

30s 2min 4

30s 4min 4

30s Smin 4 9,867

1 mm 2 mm 4 30 0,020

imin 4min 4

imin Emin 4

2 mm 4 mm 4 30 0,424 O,045~

2 aún 8 mm 4 30 2,561

4 mm 8 mm 4 30 2,137

* E =0,10
** E <005
~ P =0,01
****P =0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LI.

Ensayo: Pretratamiento de explosión por vapor. Recuperación azúcares
reductores (%).

COMPARACION G.L.

numerador

G.L.

denominador F

190W 210% 2 36 8,056 32,499

19000 23000 2 36 16,564 137,176

21000 2300C 2 36 8,508 36,190

30 s 1 mm 3 36 5,234 9,132

30 s 2 mm 3 36 8,208 22,455

30 s 4 mm 3 36 7,891 20,758

1 mm 2 aún 3 36 2,974
**

2,974

1 mm 4 mm 3 36 2,657
2

2,354

2 mm 4 aUn 3 36 0,316 o,ós
3Ns

* P<010
** E <005
~ E = 0,01
~ = 0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LI.

Ensayo: Pretratamiento de explosión por vapor. Recuperación de lignina (U.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado
variación libertad cuadrados medio F

Total 39 6027,875

Temperatura 1 1022,844 1022,844 49,438

Tiempo 4 2932,375 733,094 35,433

TemperaturaxTiempo 4 1451,969 362,992 17,54~***

Error 30 602,688 20,690

TEST DE SCHEFFE. CO14PARACIONHULTIPLE.

4 mm 8 aún 4 30 6,541 10,696

COMPARACION G.L.numerador G.L.denominador o E

2100C 2300C 4

4

30

30

7,031 49,442

30 s 1 aUn 7,649 14,627-,

30 s 2 aUn 4 30 9,211 21,209

30 s 4 mm ¡ 4 30 8,033 16,133

30 s 8 mm ¡ 4 - 30 1,492

1 mm 2 aUn 4 30 1,561

1 mm 4 mm 4 -

4

30

30

0,384

1 mm 8 mm 6,,157 9,477

2 mm 4 mm 4 30

30

1,177 0,347

2 mm 8 mm 4 7,718 14,893

* E=0,10
** E = 0,05
~ P = 0,01
****E = 0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LI.

Ensayo: pretratamiento de explosión por vapor. Recuperación de lignina (%).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Temperatura 2 3743,156 1871,578

Tiempo 3 5108,188 1702,729 90,728

TemperaturaxTiempo 6 2257,688 376,281 20,050

Error 36 675,625 18,767

TEST DE SCHEFFE. COMPARACION NIJLTIPLE.

COPIPARACION G.L.

numerador

C.L.

denominador

o E

1900C 2100C 2 36 4,119 8,485

190W 2300C 2 36 13,759 94,649

210% 2300C 2 36 9,639 46,457

30 s 1 ruin 3 36 15,468 79,754

30 s 2 mm 3 36 12,607 52,975

30 s 4 mm 3 36 10,278 35,212

1 mm 2 mm 3 36 2,862
**

2,729

1 aUn 4 mm 3 36 5,190 8,979

2 mm 4 mm 3 36 2,329

* P = 0,10
** E = 0,05

P = 0,01
~ = 0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.

Ensayo: Pretratamiento de explosión de vapor. Producción de glucosa por
hidrólisis enzimatica (mg glucosa/lOO mg sustrato).

Fuente de

variación

Grados

libertad

Suma de

cuadrados

Cuadrado

medio F

Total 39 732,828

Temperatura 1 148,723 148,723 152,069

4 373,246 93,312 95,411

TemperaturaxTiempo 4 181,520 45,380 46,401

30 29,340 0,978

TESE DE SCHEPFE. COMPARACION MIJLTIPLE.

COMPARACION G-L.

numerador denominador

21000 2300C 1

30s imín 4

30s Zmin 4

7 2,966

69,763

6,448

5,521

8,703

2min Smin 4

4 mm 8 mm 4 30 0,379 O,O3(~

* 1’ ~ 0,10
** E =0,05
*** E ~ 0,01
~ = 0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.

Ensayo: Pretratamiento de explosión por vapor. Producción de glucosa (mg/lOO
mg sustrato) por hidrólisis enzimática.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Total 47 1703,711

Temperatura 2 1094,699 547,356 473,739

297,219 99,073 85,749

TemperaturaxTiempo 6 270,199 45,033 38,97~*

Error 1,155

TESE DE SCREPFE. CONPARACION MULTIPLE.

COPIPARACION G.L.

numerador denominador

19000 2100C 2 123,598

19000 230~C 2 473,668

2100C 23000 2 113,056

30 s 1 aUn 3 36 3,671 4,492

30 s 2 aUn 3 36 8,559 24,418

30 s 4 ruin 3 36 15,137 76,378

1 ruin 2 ruin 3 36 4,888 7,965

1 ruin 4 mm 3 36 11,466 43,826
2min 4min 36 6,578 14,424**

* p<010
** P ~ 0,05
*** E = 0,01
****P = 0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.

Ensayo: Pretratamiento de explosión por vapor. Eficiencia de sacarificación

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Total 39 5436,407

Temperatura 1 1781,719 1781,719 198,56¿***

Tiempo 4 1950,781 487,695 54,352

TemperaturaxTiempo 4 1434,719 358,680 39,974

Error 30 269,188 8,973

TEST DE SCHEFFE- COIIPARACION NULTIPLE.

COPIPARACION G.t.

numerador

C.L.

denominador F

210% 230% 1 30 14,091 198,563

30 s 1 mm 4 30 11,671 34,053

30 s 2 ruin 4 30 10,099 25,046

30 a 4 jiún 4 30 13,383 44,779

30 a 8 mm 4 30 7,932 15,729

1 ruin 2 ruin 4 30 1,662

1 mm 4 ruin 4 30 1,713

1 mm 8 ruin 4 30 3,739
**

3,495

2 ruin 4 ruin 4 30 3,374
2

2,846

2 ruin 8 mm 4 30 2,077

4 ruin 8 mm 4 30 5,452 7,430

* P =0,10
** E =0,05
~ P =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.

Ensaya: Pretratamiento de explosión por vapor. Eficiencia de sacarificación
(%).

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Total 47 11273,160

Temperatura 2 7158,000 3579,000 352,033

Tiempo 3 2261,531 753,844 74,149

TemperaturaxTiempo 6 1487,625 247,938 24,384***

Error 36 366,000 10,167

TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.

COMPARACION G.L.

numerador

G.L.

denominador F

19000 21000 2 36 10,819 58,524

190% 230% 2 36 26,392 348,265

21000 2300C 2 36 15,573 121,259

20, 688

27,04 1

72, 999

15,964

11,181

* E =0,10

~ 1’ =0,05
*** E ~ 0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.

Ensayo: Pretratamiento de explosión por vapor. Conversión de celulosa <U-

Fuente de
variación

Gr3dos
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Total 47 4452,938

Temperatura 2 3173,250 1586,625 403,620

3 659,734 219,911 55,943

79,740 20,28~***

3,931 -

TEST DE SCIIEFFE. COMPARACION HULTIPLE.

COMPARACION numerador denominador

190% 210
0C 2 36 16,022 128,356

1900C 2300C

2100C 230%

30 s 1 ruin 3 36 4,967 8,222

30 s 2 ruin 3 36 6,115 12,466

30 s 4 ruin 3 36 12,844 54,985

1 mm 2 mm 3 36 1,149 O,440~

1 mm 4 mm 3 36 7,877 20,682

2 mm 4 mm 3 36 6,728 15,089

* E =0,10
** E =0,05
~ E =0,01
~ =0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.

Ensayo: Pretratamiento de explosión por vapor. (Conversión de celulosa en
glucosa (%).

Fuente de Grados Suma de Cuadrado
variación libertad cuadrados medio

Total 39

Temperatura 1 253,938 253,938 80,099

Tiempo 4 559,969 139,992 44,154***

TemperaturaxTiempo 4 732,203 183,051 57,739

Error 30 95,109 3,170

TEST DE SCHEFFE. COMPARACIONHIILTIPLE.

80,091

2,388

COMPARACION G.L.numerador G.L.denominador F

21000 230% 1 30 8,949

30 a 1 ruin 4 30 9,399
w~* c

22,085

30s Zmin 4 30 7,194 12,940

30 a 4 ruin 4 30 12,489 38,995

30 a 8 ruin 4 30 9,416 22,164

1 mm 2 ruin 4 30 2,204

1 ruin 4 ruin 4 30 3,090
*

1 mm a ruin 4 30 0,017 0,OOO~

2 ruin 4 ruin 4 30 5,295 7,009

2 ruin 8 ruin 4 30 2,221
NS

1,233

4min Sruin 4 30 3,074
* ¡

2, 36¿~~

* E =0,10
** 1’ =0,05
~ P =0,01
****P =0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LIV.

Ensayo: Pretratamiento de explosión por vapor en medio ácido. Recuperación
de glucosa (Z)-

Fuente de
variación

Gr3dos
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Tratamientos 10 1264,207 126,421 8,879

Error 33 469,855 14,238

Ensayo: Pretratamiento
de azúcares reductores (%).

de explosión por vapor en medio ácido. Recuperación

Fuente de
variación

Gr3gos
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Tratamientos 10 1293,557 129,356 17,998

Error 33 237,178 7,187

Ensayo: Pretratamiento
de lignina (%).

de explosión por vapor en medio ácido. Recuperación

Fuente de

variación

Grados

libertad

Suma de

cuadrados

Cuadrado

medio F

Tratamientos 10 1046,619 104,662 - 4,546

Error 33 7 59,313 23, 021

* E =0,10
** E =0,05

E ~ 0,01
****P =0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LV.

Ensayo: Pretratamiento de explosión de vapor en medio ácido. Producción de
glucosa (mg/lOO mg sustrato) por hidrólisis enzimática-

Fuente de
variación

Grgdos
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Tratamientos 10 266,520 26,651 33,41¿***

Error 33 26,320 0,789

Ensayo: Pretratamiento de explosión por vapor en medio ácido. Producción
azúcares reductores (mg/lOO mg sustrato) por hidrólisis enzimática.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Tratamientos 10 1611,244 161,124 28,16~***

Error 33 188,771 5,720

Ensayo: Pretratamiento
sacarificación (%).

de explosión por vapor en medio ácido. Eficacia de

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Tratamientos 10 1171,248 117,125 23,861

Error 33 161,986 4,909

Ensayo: Pretratamiento
celulosa en glucosa (%).

de explosión de vapor en medio ácido. Conversión de

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

E

Tratamientos 10 299,903 29,990 50,841

33 19, 466 0,590
-J

* E =0,10
** 1’ ~ 0,05
~ ~ =0,01
****P =0,001
NS no significativo

de

Fuente de
variación

Error
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tablas LVI, LVII, LVIII y LIX.

Ensayo: Variación de la recuperación de material inicial (%) a lo largo de
la fermentación con P.chrysosporinm sobre O.nervosum sometido a
pretratamiento alcalino.

Ensaya: Variación de la recuperación de material inicial (Z) a lo largo de
la fermentación con P~chrysasparium sobre O.nervosum sometido a tratamiento
oxidante.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Tratamientos 3 2,730 0,910
**

9,811

Error 4 0,371 0,093

Ensayo: Variación de la
la fermentación con
pretratamiento ácido.

recuperación de material inicial (%) a lo largo de
Ltchrysosporium sobre Onervosum sometido a

Fuente de
variación

Grados
e ¡~

libertad
Suma de

cuadrados
Cuadrado

medio F

Tratamientos 3 301,080 100,369 24,899

Error 4 16, 123 4,03 1

Ensayo: Variación de la recuperación de material inicial (%) a lo largo de
la fermentación con ltchrysosporium sobre O.nervosum nativo.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Tratamientos 3 704,318 234,773
**

10,013

Error 4 93,789 23,447

* E =0,10
** F =0,05

E =0,01
~ =0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tablas LVI, LVII, LVIII y LIX.

Ensayo: Variación del porcentaje glucosa en la composición a
fermentación con P.chrysosporium sobre O~nervosum sometido a
alcalino.

lo largo de la
pretratamiento

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Tratamientos 4 503,910 125,977 119,164

Error 15 15,858 1,057

Ensayo: Variación del porcentaje glucosa en la composición
fermentación con P.chrysosporium sobre 0.nervosum sometido
oxidante.

a lo largo de la
a pretratamiento

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Tratamientos 4 5,371 1,343 1,055 NS

Error 15 19,086 1,272

Ensayo: Variación del porcentaje glucosa en la composición
fermentación con Pchrysosporium sobre O.nervosum sometido
ácido.

a lo largo de la
a pretratamiento

Cuadrado
medio

F

Tratamientos 4 217,936 54,484 23,417

- 2,327

Ensayo: Variación del porcentaje glucosa en la composición
fermentación con Pchrysosporium sobre 0. nervosum nativo.

a lo largo de la

Fuente de

variación

Grados

libertad

Suma de

cuadrados

Cuadrado

medio

Tratamientos 4 756,735 189,184 298,052

Error 15 9,521 0,635

* P=0,10 -

** E =0,05
*** E =0,01
****P =0,001
NS no significativo
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Grados
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tablas LVI, LVII, LVIII y LIX.

Ensayo: Variación del porcentaje de azúcares reductores en la composición a
lo largo de la fermentación con P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a
pretratamiento alcalino.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

E

Tratamientos 4 1668,906 417,226 105,97~***

Error 15 59,055 3,937

Ensayo: Variación del porcentaje de azúcares reductores en la composición a
lo largo de la fermentación con P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a
pretratamiento oxidante.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

E

Tratamientos 4 1401,605 350,401 27,739

Error 15 189,481 12,632

Ensayo: Variación del porcentaje de azúcares reductores en la composición a
lo largo de la fermentación con P.chrysosporium sobre O.nervasum sometido a
pretratamiento ácido.

Fuente de
variación

Gr8dos
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

E

Tratamientos 4 197,121 49,280
3

3,261

Error 15 ¡. 226,699 15,113

Ensayo: Variación del porcentaje de azúcares reductores en la composición a
lo largo de la fermentación con Pchrysosporium sobre O. nervosnm nativo.

Fuente de
variación

Gr3dos
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

E

Tratamientos 4 2245,140 561,285 214,43V**

Error 15 39,263 2,618

* P =0,10
** E =0,05

E < 0 01
- ****p ~ 0,001

NS no significativo
—;179—



REFERENCIA EN EL TEXTO: Tablas LVI, LVII, LVIII y LIX.

Ensayo: Variación del porcentaje de lignina en la composición a lo largo
la fermentación con Pchrysosporium sobre Onervosum sometido
pretratamiento alcalino.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Tratamientos 4 27,880 6,970 5,090

Error 15 20,541 1,369

Ensayo: Variación del porcentaje de lignina en la
la fermentación con Kchrysosporiuni sobre
pretratamiento oxidante.

composición a lo largo
O.nervosum sometido

Ensayo: Variación del porcentaje de lignina en la composición a lo largo
la fermentación con P.chrysosporium sobre Onervosum sometido
pretratamiento ácido.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Tratamientos 4 79,191 19,798 20,949

Error 15 14,176 0,945

Ensayo: Variación del porcentajede lignina en la composición a lo largo de
la fermentación con P..chrysosporium sobre O.nervosum nativo.

Fuente de
variación

Grggos
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Tratamientos 4 634,866 158,717 99,033

Error 15 24,040 1,603

* E =0,10
** E =0,05

~ P =0,01

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LX.

Ensayo: Variación de la producción de glucosa por hidrólisis enzimática (mg
glucosa/lOO mg sustrato) a lo largo de la fermentación con P.chrysosporium
sobre 0.nervosum sometido a pretratamiento alcalino.

Fuente de
variación

Gr3dos
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Tratamientos 4 1040,632 260,158 456,224

Error 15 8,554 0,570

Ensayo: Variación de la producción de glucosa por
100 mg sustrato) a lo largo de la fermentación
O.nervosum sometido a pretratamiento oxidante.

hidrólisis enzimática (mg!
con P.chnjsosporium sobre

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Tratamientos 4 50,570 12,,642 39,80~

Error 15 4,764 0,318

Ensayo: Variación de la producción de glucosa por hidrólisis enzimática (mg
glucosa! 100 mg sustrato) a lo largo de la fermentación con P-chrysosporium
sobre O.nervosum sometido a pretratamiento ácido.

Variación de la producción de glucosa por hidrólisis enzimática (mg
100 mg sustrato) a lo largo de la fermentación con Pchrysosporium

nervoswn nativo.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Tratamientos 4 64,926 16,2322 428,312

Error 15 0,568 0,038

* P :=0,10
** E <005
~ P =0,01
~ =0,001

NS no significativo

Ensayo:
glucosa!
sobre O.
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LXI.

Ensayo: Variación de la producción de azúcares reductores por hidrólisis
enzimática (mg glucosalloo mg sustrato) a lo largo de la fermentación con
P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a pretratamiento alcalino.

Ensayo: Variación de
enzimática (mg/lOO
F. chrysosporium sobre

la producción de azúcares reductores por hidrólisis
mg sustrato) a lo largo de la fermentación con
Onervosum sometido a pretratamiento oxidante.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Tratamientos 4 98,723 24,681 19,142

Error 15 19,340 1,289

Ensayo: Variación de la producción de azúcares reductores por hidrólisis
enzimática (mg glucosa! 100 mg sustrato) a lo largo de la fermentación con
Pchrysosporium sobre 0.nervosum sometido a pretratamiento ácido.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

E

Tratamientos 4 168,198 42,050 200,264

Error 15 3,150 0,210

Ensayo: Variación de la
enzimática (mg glucosa!
P.chrysosporium sobre O.

producción de azúcares reductores por hidrólisis
100 mg sustrato) a lo largo de la fermentación con
nervosum nativo.

Puente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

E

Tratamientos 4 156,750 39,188 512,214***

Error 15 1,148 0,077

* E =0,10
** P =0,05
~ P =0,01
****P =0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LXII.

Ensayo: Eficacia de sacarificación (Z ES) a lo largo de la fermentación con
Pchrysosporium sobre O.nervosum sometido a pretratamiento alcalino.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Tratamientos 4 4759,520 1189,880 443,302

Error 15 40,262 2,684

Ensayo: Eficacia de sacarificación (% Es> a lo largo de la fermentación con
Pchrysosporium sobre Onervosum sometido a pretratamiento ácido.

Fuente de
variación

Gr3dos
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

- F

Tratamientos 4 473,107 118,277 320,289

Error 15 5,539 0,369

Ensayo: Eficacia de sacarificación (% ES) a lo largo de la fermentación con
P.chrysosporium sobre Onervosum sometido a pretratamiento oxidante.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Tratamientos 4 184,836 46,209 20,866

Error 15 33,219 2,215

Ensayo: Eficacia de sacarificación (Z ES> a lo largo de la fermentación con
P.chrysosporium sobre O. nervosum nativo.

Fuente de
variación

Cr8dos
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Tratamientos 4 160,713 40,178 66,375

Error 15 9,080 0,605

* E =0,10

** E =0,05
*** E =0,01
****P ~ 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LXIII.

Ensayo: Conversión de celulosa en glucosa (% CC) a lo largo de la
fermentación con P.chrysosporium sobre 0.nervosum sometido a pretratamiento
alcalino.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

Tratamientos 4 7290,828 1822,707 994,402

Error 15 27,481 1,832

Ensayo: Conversión de celulosa en glucosa (% CC) a lo largo de la
fermentación con P.chrysosporium sobre O.nervasum sometido a pretratamiento
ácido.

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio

F

Tratamientos 4 4373,412 1093,353 43?,22t

Error 15 37,510 2,501

Ensayo: Conversión de celulosa en glucosa (% CC) a
fermentación con P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido
oxidante.

lo largo de la
a pretratamiento

Fuente de

variación

Grados

libertad

Suma de

cuadrados

Cuadrado

medio F

Tratamientos 4 497,416 124,354 8l2,61~

Error 15 2,295 0,153

Ensayo: Conversión de celulosa en glucosa (% CC) a
fermentación con P.chrysosporium sobre 0.nervosumnativo.

lo largo de la

Fuente de
variación

Grados
libertad

Suma de
cuadrados

Cuadrado
medio F

Tratamientos 4 866,568 216,642 758,73¿***

Error 15 4,283 0,286

* E’ =0,10
** E’ ~ 0,05
*** E =0,01
****p < 0 001
NS no significativo —284—
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sobre 1%dc Solka[loe 11W200.Volumen total 9 litrosEvolución de

(•) 1)1 [(0> actividad sobrepapelde ñltro,k) actividad~3-glucosidasa,(*)

actividadendoglucanasa,(*1 proteínasextracelularesa lo largode?días

17 Cinéticade producción(le celulasaspor 71 longibrachiahim QM9414 75
sobre2% de SoIRabloc II W200 Volumentotal 9 litrosEvolución(le
(e) ph (O) actividad sobrepapeldefiltro,(4) actividad ¶3-glucosidasa,

(-~) actividadendoglucanasa,(.) proteínasextracelularesa lo largo de 11
días

18 Cinéticade produccióndecelulasaspor T. longibrachiaturn QM9414 77
sobre2% de O. neruosumsometidoapretratamientoácido Volumen
total 2,5 litrosEvoluciónde 1.) pillO) actividadsobrepapelde filtro,
(<1 actividad[3-gíucosidasa,(*) proteínasextracelularesa lo largo de 12
días
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19 Efecto del ph en la hidrólisis enzunáticadel SolhaFloc ¡1W200 a 80
distintas temperaturas,expresadocomoazúcaresreductoresliberados:
(•) 300C,(2<) 35<’C, (O~ 400C,UD) 45oC,(A) 50”C y U)55oC
Tiempo de hidrólisis : 4horas
Relación sólido-liquido (p/v): 5%

20 Efectodel pH en la hidrólisisenzimátícadel SolkaFloc I[W200 a 81
distintastemperaturas,expresadocomo glucosaliberada:(@)SOoC,
(x)350C, (O) 4OoC, (U 450C,(A) 500C y (U) 55oC
Tiempo dc hidrólisis : 4horas
Relaciónsólido-líquido (plv): 5%

21 Efectodel pH enla hidrólisis enzimáticadel Solkabloc HW200 a 82
distintas temperaturas,expresadocomorelaciónentreglucosay
azúcaresreductoresliberados:(.) 3OoC, (x) 350C,(O~ 400C, (U) 450C,(A)

500C y (U) 55’t
Tiempodehidrólisis: 4horas
Relaciónsólido-líquido(p/v): 5%

22 Efectodel pH en la hidrólisis enzimática del Solka Floc HW200a 84
distintas temperaturasen la recuperacióndeenzimas,expresadocorno
porcentajedel valor inicial de proteínasenel medio dehidrólisis: (e)

30C, (x) 35oC, ~O)4OoC, (U) 4SoC,(A) SOoC y (U) 55~C
Tiempode hidrólisis : 4horas
Relaciónsólido-líquido (p/v): 5%

23 Efectode la proporcióndeenzima(expresadacomo gramosde proteínas 86
por 10<) g desustrato)en la producciónde azúcaresreductoresdurantela
hidrólisis enzimáticade Soll=aFloc 2HW200
Relaciónsólido-liquido(p/v) :5% (A) y 10% (lB

24 Efectode la proporcióndeenzima(expresadacomo gramosde proteínas 8?
por 100 g de sustrato)en la produccióndeazúcaresreductoresdurantela
hidrólisis enzimáticadeO. neruosumnativo
Relaciónsólido-liquido (pH) : 5% (A) y [0% (8)

25 Efectode la proporcióndeenzima(expresadacornogramosde proteínas 88
por lOO g de sustrato)en la producciónde azúcaresreductoresdurantela
hidrólisis enzimática(le O. nervosurn pretratadocon [1202 en medio
hasico
Relaciónsólido—liquido (plv) 5% (A) Y 10%(8)

26 Efectode la proporciónde enzima(expresadacomogramosde proteínas 89
por 10<)g de sustrato)enla produccióndeazúcaresreductoresdurantela
hidrólisis enzimáticade O. neruosumpretratadocon NaOH
Relaciónsólido-liquido (p/v) :5% (A) y lOO/o (11)

2? Eficaciadel complejocelulolítico (mg azúcaresreductores/U[Pl~’) (— ~ Y 90
rendimientode la hidrólisis (mg azúcaresreductores/lOOmgcelulosa)

enfunciónde la relaciónE/S (UIPF/gcelulosainicial)
‘I’iempo de hidrólisis :48 horas
Sustrato:(A) SolkaEloc ¡1W 200 y (8) Onervosurnnativo
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28 Eficaciadel complejocelulolítico (mg azúcaresreductores/UIPE)~ —) Y 91
rendimientode la hidrólisis (mg azúcaresreductores/lOOmgcelulosa)

en funciónde la relaciónE/S(UIPF/gcelulosainicial)
Tiempo de hidrólisis : 48 horas
Sustrato:(A) O. nervosumpretratadocon 11202y (11) Onervosum
pretratadoconNaOli

29 Variaciónde lasactividadesen-zímáticas:(O) fí-Glucosidasay (e) sobre 94
papel de filtro, en función del tiempo de incubación a SOoC, del complejo
enzi:nático producido por Tr¡choderrnalongibrachiatumQM9414

30 Efecto de la adición de : (A) glucosa, (B) celobiosa y (C) etanol, en la 96
producción de azúcares por hidrólisis enzimática del O.nervosum

31 l)iferentes estrategias para estudiar el comportamiento hidrolítico del 97
complejoenzirnático

32 Producciónde glucosapor hidróhsisenzimática.Sustratos:(A) Solka 98
FlocHW200, (13)0. neruosumpretratadoy (C) 0neruosumsin tratar

33 Producción de azúcares reductores por hidrólisis enzimática. Sustratos: 99
(A) Solka [“loc l1W200, (13)0. nervosumpretratador (C) Oneruosurn.sin
tratar

34 Efecto de la concentración de gíticosa sobre la actív idad fI-Ql ucosidasa 101
utilizando pN PGcomosustrato- Representacion de 1 4inewacver- Bu rL
(e) si¡i glucosa, (0)0,5 mM, (4> 0,75 mMy (A) 1 mM

35 Efecto de la concentración (le glucosa sobre la actividad f3-Glucosidasa 102
utiliza ¡irlo celo 5 i osa tú mo sus>,rato- Re pre sen Lic ió n de 1 i newae xc r— 1 u r It

• ) sin glucosa, (0) 1 mM, (A) 2,5 mMy (A) 5 tuN)

36 Influencia de la dosis de irradiación gammaen la solubilización dei 143
sustratoOnervosumendiferentesmedios

37 Influenciade la dosisdc irradiacióngammaen la solubilizacióndel 144
sustratoOncruosumcondiferentesácidos.

38 Plantapiloto de tratamientode materialeslignocelulosicos 174

39 In A ncnc ia del tiempodc fer mentacioncon1’. chrysospor¿urn.en la 190
pé íd ida dc pesosecodc 0. nertajsutn.nativo o sometidoa d ifetentes
p retratami ciito s -

40 1 o A ucociadel tiempode Yermentacióyi conP. chrysosporiurnen el 191
contenidodenitrógenototal de O. arreosum nativo o sometidoa
diferentespretratamcotos.

41 Influencia(leí tiempodefermentacióncon 1’. chryso.sporiumen la 197
recuperacióndc celulosareferidaa la composicióninicial de sustrato
O.??E?(&<)SUtí? OUL i VG (1 sometitlr>it ti i fereotesp¡-et¡ata¡nicotos -

42 Influenciadel tiempode fermentacióncon1< chrysosporiurn en la 198
recuperacióndcazúcaresreductoresreferidaa la composicióninicial de
sustrato Oneruosurnnativo o sometidoadiferentespretratamientos.

43 ¡ nA ucociadel tiempo(le fermentacióncon P. chrysospori¡taj en la 199
recuperaciontic lignina referidaa lii composicioninicial dc sustrato
O. ru-ruosurn. nativo o sometidoa dílercotespretratamientos.
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44 Efecto del tipo de pretratamiento de la biomasa de O. nervosumen el 208
porcentaje de recuperación de material inicial (expresado como peso
seco)yen la recuperaciónde glucosa,azúcaresreductoresy lignina.

45 Efecto del tipo de pretratamiento de la biomasa de O. neruosumen la 209
producción de glucosa y azúcares reductores (mg/LOO mgsustrato
pretratado) por hidrólisis en-uímática.

46 Influencia del tipo de pretratamiento de la biomasa de O. nervosumen la 210
eficacia de sacarificación (ES) y conversión de celulosa en glucosa (CC)
por hidrólisis enzimática

47 Cinética de hidrólisis del O. nervosumpretratadocondiferentes 213
concentraciones de enzima

48 Efecto de la dosis de enzima en el rendimiento de la hidrólisis del 214
Onervosumpretratadodespuésde24 y 48 horas
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