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1. INTRODUCCION



1. INTRODUCCION.

1.1. MATERIALES LIGNOCELULOSICOS.

1.1.1. Fuentes de materiales lignoceluldsicos.

Desde hace varios afios y como consecuencia de la crisis energética mundial, los
cientificos y los técnicos han fijado su atencién en el potencial energético que ofrece la
naturaleza en forma de biomasa. Teniendo en cuenta que el valor anual medio de ia energia
solar incidente en la tierra es de 3,67 102'kd., v estimando una eficiencia del proceso de
fotosintesis del 0,07%, se ha cifrado en 1,8 10" ¢ la produccién anual de biomasa primaria
de la que &l 40% es celulosa (Kosaric y col., 1983). Este compuesto, que constituye por tanto
la fuente renovable de carbohidratos mas abundante con la que cuenta el hombre, ha sido,
durante los ultimos afios, y, sigue siendo objeto de numerosos estudios encaminados a la
busqueda de aquellos procesos mds adecuados para su transformacion, Estos estudios, cuya
finalidad fundamental es la obtencién de combustibles o de productos de interés como
materias primas de las industrias quimica y agroalimentaria. han dado lugar a un notable
desarrollo de investigacion y tecnologia en dreas diversas tales como la Biologia, la Quimica
o la Ingenieria de procesos.

La celulosa es un polimero de unidades de D-glucosa producide como consecuencia
del proceso de fotosintesis y que se deposita en las paredes celulares de todas las plantas
superiores, en forma de fibras cristalinas que determinan la direccién del crecimiento celular
v confieren la rigidez necesaria para el desarrolle de las plantas terrestres. Aungue la
produccion de celulosa no estd confinada unicamente al reino vegetal, ya que aigunos hon-
gos, bacterias e incluso invertebrados marinos (tunicados) también producen celulosa, la
fuente mas importante de sste polimero la constituyen las plantas superiores en las que este
material es sintetizado continuamente mediante fotosintesis,

3in embargo, la celulosa no se encuentra pura sine asociada a una gran variedad de
otros polisacaridos tales como almidén. pectina, distintas hemicelulosas {(constituidas por
polimeros o heteropolimeros de diversas pentosas, hexosas y sus dcidos urdnicos) y lignina.
Estos dos ultimos, hemicelulosas v lignina son los polimeros que en mayor proporcidn
acompanian a la celulosa en las estructuras vegetales. El algodén, por ejemplo, que es la
forma de celulosa mas pura que existe en la naturaleza, contiene hasta un 6% en peso de
polisacaridos no celuldsicos. proteinas y elementos minerales.

Dentro de las plantas superiores las fuentes de celulosa en orden decreciente de
abundancia son los siguientes:



# Tallos de angiospermas lefiosas (maderas duras) con un contenido de 40-56% de
celulosa, 24-40% de hemicelulosa y 18-25% de lignina (figura 1).

# Tallos de gimnospermas lefiosas {maderas blandas): 45-50% de celulosa, 25-35% de
hemicelulosa y 25-35% de lignina {figura 1).

# Tallos de monocotiledéneas (herbiaceas tales come bambu, trigo, arroz, cafia de
azticar}, 25-40% de celulosa, 25-30% hemicelulosa y 10-30% de lignina.

# Parénquima celular no lignificado de las hojas: 15-20% celulosa, 80-85% pectina y
otras hemicelulosas.

# Fibras parcialmente lignificadas o deslignificadas de algoddn: 80-95% de celulosa,
5-20% hemicelulosa y poca lignina.

Del total de celulosa producida, la mayor proporcion corresponde a las tres primeras
fuentes, ésto es, la mayor parte de la celulosa se encuentra lignificada.

Con vistas a su posible utilizacién en procesos de transformacion, la biomasa lignoce-
luldsica se puede catalogar en tres grupos diferentes. En primer lugar, la biomasa natural
producida espontineamente en las zonas no cultivadas, tanto de tierra firme como en las
zonas maritimas. Otro grupo lo constituye la biomasa residual procedente de las explotacio-
nes agricolas y forestales, asi como la generada en las industrias y en los nucleos urbanos.
Y por Gltimo. la biomasa producida especialmente para fines energéticos en las denominadas
plantaciones de energia. De estas fuentes, las que tienen mayor interés por su abundancia y
la naturaleza de su localizacion, ya que pueden obtenerse concentradas en areas definidas,
son los residuos agricolas, residuos forestales, residuos de algunos tipos de industria. y los
cultivos energéticos (Fernandez, 1982),

La biomasa residual ofrece unas perspectivas universales de aprovechamiento ya que
se produce en todo momento como consecuencia de la actividad humana y su eliminacién
constituye normalmente un problema. El reciclado y utilizacion de este tipo de biomasa en
procesos de transformacidn supondria diversas ventajas. En primer lugar, se reduciria el
deterioro ambiental que produce su acumulacién o eliminacion por vias convencionales, tales
como la incineracion de residuos en tierras de labor, haciendo posible al mismo tiempo, la
recuperacién de elementos minerales y materia organica que de otra forma se perderian
total o parcialmente. Por otro lado, al ser una materia que se genera como subproducto de
otras actividades, su coste de produccién quedaria casi exclusivamente restringido a los
gastos de recogida en aquellos casos en los que ésta no se realizara necesariamente.

Los residuos agricolas generados en nuestro pais son fundamentalmente de tres
tipos: paja de cereales grano, residuos de cultivos industriales y restos de podas de frutales.
En la tabla 1 se expone el rendimiento medio en residuos agricolas de los cultivos mas
usuales en Espafia, asi como la produccidn total de los mismos (Martinez y Rodriguez,
1985). La composicion quimica de los residuos agricolas de caracter lignoceluldsico ha sido
estudiada por diversos autores, En la tabla Il se expresa la composicion media de algunos de
ellos,

D



Rendimiento Produccidn 10?2

Tipo de cultivo nedio
t/ha.afio t/aiio
Trigo 1,71 5061,8
Cebada 2,27 6437,0
Avena 1,73 6£38,0
Centeno 2,34 254,6
Maiz 10,04 3995,8
Arcoz 6,94 549,9
Sorgo 6,19 267,4
Cereales Grano 3,07 17204,5
Citricos 2,00 456, 4
F.pepita 3,50 428,6
F.hueso 2,00 202,4
Frutos secos 1,50 795,6
Olivar 1,70 5898,0
Vifiedo 3,50 6084,7
Otros 1,00 183,5
Frutales 14049,2
Girasol 1,32 567,9
Algodon 2,15 271,4
Cafia azucar 25,75 160,3
Cultives Ind. 1,99 999,46

TABLA I : Rendimientos y produccién en residuos agricolas de
algunos cultivos (Martinez y Rodriguez, 1985).
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En cuanto al volumen de producciones, el que ocupa el primer lugar es el grupo de
los cereales grano con un 53,3% del total, seguido de los frutales {43,6%} y de los cultivos
industriales (3,1%). Los residuos de trigo, cebada y maiz

Tipo de residuo Celulosa Hemicelulosa Lignina
4 b4 4

Maderas blandas 45-50 25-35 25-35

Maderas duras 40-55 25-40 18-25

Pajas de trigo, 25-40 25-40 10-30

arroz,caifia de

azdcar.

TABLA II. Composicién media de algunos residuos agricolas

lignoceluldsicos. (Fuente: Martinez y Rodriguez,
1985).

constituyen el 48.1% del total de los residuos agricolas y el 90% del total de residuos
procedentes de cereales grano. Dentro de los cultivos frutales generadores de residuos los
mas importantes son el olivar y el vifiedo con un 42% y 43.3% respectivamente de la
produccién de dichos cultivos, v que suponen un 37,1% del total de los residuos agricolas.
Los cultivos industriales son los que producen menos residuos dada la poca extensidon de los
mismos en nuestro pais. El girasol y el algoddén son los cultivos de mayor importancia,
seguidos de la cafia de azucar.

En el caso de residuos forestales, entre los que se incluyen los residuos de las
industrias de la transformacién primaria de la madera, la produccion anual en Espafia
alcanza aproximadamente 5,1 Mt. El tonelaje de estos residuos podria aumentarse en 2,7
veces. si se limpiasen los bosques espafioles con una frecuencia de 10 afios. que es, segun los



expertos, 1a periodicidad correcta para dicha actividad. En la tabla IIi, se dan los datos
generales de produccion y los valores de residuos forestales generados, segin un informe del
Comité de la Energia {1982).

DATOS GENERALES:
Superficie geografica (ha).......50.210.800
Superficie arbolada (ha).........11.702.538
Corta anual m /C.Cuevnunverrennnnn 5.391.597
Corta anual (t)......cvevveveana. 3.234.951,8
Produccién de ramas (t).......... 736.063,8
Produccion de lefia (t)........ - 240.825,2

RESIDUOS DE CORTA Y ELABORACION DE LA MADERA:
Total ( Mt ).......... e ass s eerea 2.306,5

RESIDUOS FORESTALES:

Residuos totales (Miles de t/afio). 14.098,7

TABLA IIT: Datos de produccidén de residuos forestales en Espafia.
{(Informe del Comité de Energia, 1982).

Con respecto a los residuos industriales, hay que sefalar que éstos estan poco catalogados
en nuestro pais, no existiendo en el momento informaciones detalladas sobre su composicion
y la cantidad generada en los distintos sectores industriales. Centrandonos en la produccién
de residuos celuldsicos que son los que aqui nos interesan, el sector de las conservas
vegetales es el gue tiene una mayor incidencia en el volumen de dichos residuos.

La produccion total de residuos agricolas es aproximadamente el 43.5% del total de
la biomasa residual en nuestro pais, mientras que el 6,9% corresponde a residuos forestales.
El 49.6% restante corresponde a residuos ganaderos, sélidos urbanos e industriales.

En relacion con los cultivos agroenergéticos, se han promovido en el mundo en los
ultimos afios, programas de investigacion y desarrollo para la busqueda de especies botani-
cas de caracteristicas apropiadas para la obtencion, mediante procesos diversos de transfor-
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macion, de combustibles o productos quimicos de alto valor afadido. El volumen y la
incidencia futura de estos cultivos en las cifras globales de produccién de biomasa dependera
de los resultados obtenidos, asi como de las necesidades concretas del momento.

Los problemas ligados a los procesos de transformacion de materiales lignoceluidsi-
cos son, en sus aspectos basicos, semejantes para todos ellos, por lo que los estudios
realizados con cualquiera de estos sustratos pueden hacerse, en lineas generales, extensivos
al resto. En nuestro caso, el trabajo desarrollado se ha centrado en el estudio del aprovecha-
miento y transformacion de la biomasa lignoceluldsica de Onopordunt nervosum, especie con
la que se viene trabajando, desde hace unos afios, en nuestro pais, como posible cultivo
agroenergético por diversas razones. Esta especie, endémica de la peninsula Ibérica, con una
productividad total en materia seca anual de alrededor de 20 t/ha (Fernandez, 1980}, presen-
ta unas caracteristicas de composicion y rusticidad que le hacen muy apropiada para su
utilizacivn como fuente de celulosa, asi como para su cultive en zonas marginales, no aptas
para cultivos tradicionales, de las que existen en nuestro pais unos 18 millones de hectéreas.
Es por ésto, por lo que al estudio de las caracteristicas agrondmicas y de los procesos de
transformacion de ésta y otras especies de similares caracteristicas, se ha dedicado una
especial atencién en nuestro grupo de trabajo, como parte del programa de investigacidn
sobre utilizacién de biomasa lignoceluldsica como fuente de energia y productos diversos.

1.1.2. Composicion y estructura de los materiales lignoceluldsicos.

Los materiales lignocelulgsicos estan formados fundamentalmente por tres
componentes:

a) Polisacéaridos.

Entre los que se encuentran la celulosa y la hemicelulosa, carbohidratos de alto peso
molecular que constituyen del 60 al 80% del total de la composicién de los materiales
lignoceluldsicos.

La celulosa es el principal componente de la pared celular de la fibra vegetal y es un
polimero lineal de D-Glucosa, con peso molecular de aproximadamente medio millén. Las
unidades individuales de la molécula estan ligadas por enlaces B {1-4} formando cadenas
que a su vez se agrupan en estructuras superiores de alto grado de cristalinidad.

La hemicelulosa esta compuesta de pequeiias cadenas de polisacdridos cuvo papel es
suministrar una union entre la lignina v la celulosa. En su estado natural existe en forma
amorfa con un grado de polimerizacion que no excede de 200 y puede ser dividida en dos
categorias: celulosanos y poliurdnidos. Los celulosanos incluyen aguellas hemicelulosas que
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son polimeros de hexosas tales como manosa, galactosa y glucosa y pentosas tales como
xilosa y arabinosa. Los poliurdnidos son hemicelulosas que contienen grandes cantidades de
acidos hexuroénicos y algunos grupos metoxilo, acetilo y carboxilo libres.

b} Lignina.

Ess un polimero tridimensional de unidades de fenilpropano ligadas por enlaces éster
y C-C. La lignina confiere rigidez estructural al endurecer y sostener las fibras de polisaca-
ridos.

¢} Otras sustancias.

Comprenden aquellos materiales no englobados en los apartados anteriores y que en
funcion de su solubilidad en agua ¢ solventes organicos neutros se pueden clasificar en:
extraibles y no extraibles. Dentro de la fraccién extraible, se encuentran los terpenos que
son polimeros de isopreno y tienen importancia dado que son fuente de terpenina en proce-
sas industriales, las resinas, que incluyen gran variedad de compuestos no voldtiles como
grasas, acidos grasos, alcoholes, resinas acidas, fitosterol, etc. y los fenoles, entre los que se
encuentran los taninos, También dentro de esta fraccion extraible se pueden incluir carbohi-
dratos de bajo peso molecular, alcaloides y lignina solubie.

En la fraccion no extraible se encuentran las sustancias minerales o cenizas. Son
principalmente carbonatos alcalinos, alcalinotérreos y oxalatos., Otro componente importan-
te de esta fraccion lo constituye la silice que se deposita generalmente, en forma de cristal
y es muy abundante en la paja. Pequefias cantidades de sustancias tales como almidén,
pectina y proteinas se encuentran asimismo dentro de la fraccién no extraible,

1.1.2.1. Estructura de la celulosa, hemicelulosa y lignina.

Es, en general, aceptado que la celulosa es un polimero lineal de unidades de D-
anhidrogluco-pirandsido, unide por enlaces B-1-4-glucosidicos. Es decir, se trata de un 1-4-§-
D-glucano (figura 2j. El anillo de piranosa esta en la conformacion 4Cq, lo cual quiere decir
gue los grupos -CH20H y -OH asi como los enlaces glucesidicos estan todos en posicion
ecuatorial con respecto al plano medio del anillo.

Cuando la molécula de celulosa estd completamente extendida y toma forma de cinta
aplanada, con los grupos -OH sobresaliendo lateralmente, se pueden formar puentes de
hidrogeno inter e intramoleculares. La superficie de la cinta que consiste en atomos de
hidrogeno unidos directamente a carbono es hidrofébica. Estos dos aspectos de la estructura
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molecular son responsables de su estructura supramolecular, y determinan muchas de las
propiedades fisicas y quimicas de la celulosa. El numero de unidades de glucosa por molécu-
la igrado de polimerizacién} varia desde 1000 hasta 15000D, dependiendo de su origen y de
la extension de su posible degradacién durante el aislamiento.

Los estudios de espectroscopia infrarroja, resonancia magnética nuclear y difraccion
de rayos X revelan que los puentes de hidrdgeno intramoleculares se establecen entre los
grupos hidroxilo en posicion 3 y los atomos de oxigeno de las glucosas adyacentes y entre
los grupos hidroxilo en posicion 6 y los oxigenos de las cadenas adyacentes {figura 3).
Aunque,. considerados individualmente. estos puentes de hidrégeno son enlaces débiles, la
gran cantidad de ellos que se establece entre las cadenas de glucosa que componen las fibras
de celulosa, le proporcionan una unién fuerte que es la responsable de la formacién de
agregados cristalinos que confieren a la pared celular su enorme resistencia.

Las hemicelulosas, como las celulosas, son polimeros de unidades de anhidroazicar
ligadas por enlaces glucosidicos. Sin embargo, cada molécula de hemicelulosa esta formada
por mas de un tipo de azucar (hexosas o pentosas) y ademas presentan ramificaciones y
sustituciones. Tedas estas caracteristicas le confieren una estructura, en general, no crista-
lina. En el caso de angiospermas. sus hemicelulosas son mayoritariamente de tipo xilano,
polimero de unidades de D-xilopiranosa (aproximadamente un 35% de sus residuos estdn
acetilados) unidos por enlaces B{1-24). En el caso concreto de las plantas dicotileddneas,
algunos restos de xilosa se encuentran sustituidos por 4-O-metilglucurénico (figura 4a). Otra
fraccion importante de las hemicelulosas de angiospermas (25% del total de hemicelulosas
aproximadamente) la constituyen los glucomananos que son polimeros lineales de glacosa y
manosa con predominio de esta Ultima. Polisacaridos relacionados con los anteriores son los
galactoglucomananos acetilados que se encuentran principalmente en los tejidos de gimnos-
permas [figura 4b). Las hemicelulosas minoritarias son arabino-4-0O-metil glucuronoxilanos,
los cuales son similares al xilano de angiospermas, pero sustituidos con ramificaciones de
arabinosa.

La lignina es el tercer componente mayoritario de los materiales lignoceluldsicos. Es
un polimero aromatico sintetizado por polimerizacion oxidativa de tres alcoholes cinamilicos:
cumarol, coniferol y sinapol (alcchol 4-hidroxi, 4-hidroxi-3-metoxi y 4-hidroxi-3,5-
dimetiloxicinamico respectivamente). La proporcién de los tres alcoholes precursores difiere
segiin se trate de angiospermas o gimnospermas, asi como de los grupos taxondmicos,
particularmente entre las primeras. En la lignina de gimnospermas, el 90% corresponde a
derivados de coniferol, mientras que en la de angiospermas corresponde a derivados del
coniferol v del sinapol en proporciones similares (figura 5).

Estos tres componentes fundamentales de los materiales lignoceluldsicos se encuen-
tran localizados en la pared de las célulasvegetales cuya estructura se describe en el siguien-
te apartado.
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1.1.2.2. Organizacién de la pared celular.

El estudio de la arquitectura de la pared celular vegetal revela la existencia de cuatro
capas concéntricas morfoildgicamente distintas (figura 6). La capa externa ilamada pared
primaria con un espesor de 0,1 mm contiene la tercera parte del contenido total de celulosa.
En esta capa, las microfibrillas elementales de celulosa se encuentran orientadas transver-
salmente a lo largo del eje de la fibra, La capa siguiente es la pared secundaria, que se forma
durante el crecimiento y maduracidn de la célula y contiene tres subcapas, originadas en
distintas fases del desarrollo, la exterior S, la capa intermedia S92 y la capa mas interior
53. Cada una de estas subcapas contiene microfibrillas con distintas ordenaciones que dan
lugar a la apariencia laminar de la pared celular. Internamente a la pared secundaria se
encuentra el lumen, que es la porcidn de célula viva que contiene las sustancias
intracelulares.

La microfibrilla se puede definir como la unidad elemental del tejido fibroso vegetal
y contiene la mayor parte de la celulosa que constituye las distintas capas y subcapas de la
pared celular {la proporcién mas elevada del total de celulosa se encuentra localizada en la
subcapa So de la pared secundaria), La seccion de una microfibrilla es de unos 120A por
término medio y su longitud ilimitada. Estas microfibrillas estdn a su vez constituidas por
fibrillas elementales que se unen lateralmente para dar lugar a la estructura superior. Los
otros componentes de la fibra, hemicelulosas y lignina, estan iocalizados entre las microfibri-
llas. La lignina se encuentra también en la lamina intermedia que es la capa que rodea la
célula vegetal, asi como en los espacios situados entre las fibras. En la figura 7 se muestra
la distribucion de los componentes quimicos de una pared celular tipica.

Con respecto a la estructura altima de las cadenas celuldsicas que constituyen las
microfibrillas. la difraccion de rayos X v otras técnicas muestran que estas son parcialmente
cristalinas y parcialmente amorfas. Se considera que por término medio la celulosa natural
contiene 15% de zonas amorfas y 85% de zonas cristalinas {figura B). Aunque se han
sugerido modelos de ordenamientos moleculares para explicar la estructura cristalina de la
celulosa, ésta no estd todavia clara (Chang, 1971},
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1.2. PROCESOS DE TRANSFORMACION DE LOS MATERIALES
LIGNOCELULOSICOS.

La celulosa y los materiales lignoceluldsicos en general, han sido profusamente utili-
zados a lo largo de la historia de la humanidad en diferentes actividades y con finalidades
diversas tales como combustible 0 materia prima de industrias de construccidn, papeleras o
textiles. A estas aplicaciones tradicionales, se afiade hoy dia un gran interés por el estudio
de estos materiales como fuente de productos quimicos y energia que podrian en su momen-
to sustituir, en buena medida a los de origen fosil no renovable {Allen y Sjostrom, 1985).

Los procesos de transformacion de los materiales lignoceluldsicos pueden tener una
finalidad eminentemente energética, como es el caso de los procesos termoquimicos de
gasificacion, pirdlisis o combustidn directa, o bien tener por objeto la obtencion de materia-
les transformados o productos quimicos que pueden ser o no utilizados como fuente de
energia. En este ultimo grupo se encontrarian las vias quimicas, bioquimicas o bioldgicas de
transformacion.

Los procesos termoguimicos agrupan los tradicionales de combustion directa asi
como los procesos de gasificacion y pirdlisis que requieren para su desarrollo la puesta a
punto de tecnologia mas complicada. La combustion directa habia quedado relegada, en la
saciedad industrial moderna, a zonas rurales y paises poco desarrollados, pero en la actuali-
dad ha empezado a introducirse en algunas industrias de EEUU y Europa en sistemas de
cogeneracién con produccion simultinea de vapor y electricidad, hornos de secado, calefac-
cién de viviendas, etc. En el caso de gasificacidn o pirdlisis, el objetivo es la obtencién de
combustibles liquidos, solidos o gaseosos cuyas densidades calorificas son bastante mas
elevadas que la de los materiales lignoceluldsicos de partida, con lo cual se facilita el
transporte y por tanto su utilizacion energética en puntos alejados de los nucleos en los que
dichos materiales se generan.

Los otros esquemas de transformacion de la biomasa lignocelulésica pueden preten-
der la modificacion de la estructura y propiedades de dicho material o su descomposicion
total o parcial en las unidades que lo constituyen, fundamentalmente, glucosa o pentosas
para su utilizacion con fines diversos. En el primer grupo, estan los procesos de fermenta-
cion en estado solido cuyo objetivo es el desarrollo de determinadas poblaciones microbianas
sobre los sustratos lignoceluldsicos, con lo cual se produce una digestion parcial de estos
sustratos y un aumento de su contenido en nitrogeno. Dependiendo del tipo de sustrato, de
las especies microbianas y de las condiciones de cultivo elegidas, se puede conseguir un
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producto final enriquecido y de mayor digestibilidad, apropiado para la alimentacién animal,
como en el caso de residuos lignoceluldsicos tratados con especies de hongos celuloliticos del
género Chaetomium o Trichoderma, o bien, un producto de caracteristicas agrobioldgicas
adecuadas para ser empleado como fertilizante o enmienda orgdnica, denominado genérica-
mente compost.

La otra posibilidad de transformacion de materiales lignoceluldsicos es la de hidroli-
zar por via quimica o enzimadtica las fracciones celulésica y hemiceluldsica para obtener los
azucares, fundamentalmente glucosa y algunas pentosas, que los constituyen. Estos azuca-
res pueden ser utilizados como tal o bien sometidos a procesos posteriores de transforma-
cién quimica ¢ biclogica. En el caso de hidrolisis quimica, se emplean acidos como HCI,
H9S04 o HF a altas concentraciones o bajas concentraciones y altas temperaturas y diver-
$08 procesos operativas, tales como percoladores, reactores de mezcla completa, reactores
de flujo piston, etc., desarrollados como resultado de diversos estudios (Thompson y
Grethelein, 1979; Wright v D’Agincourt, 1984; Wright v Wyman, 1987; Bergeron y
Werdene, 1989; Calo y Hradil, 1989: Wyman, 1989). Ademas de algunas plantas de demos-
tracion en Japdn se sabe que existen unas 40 plantas industriales en la Unidn Soviética. Los
principales inconvenientes de este proceso de transformacidn radican en la heterogeneidad
del hidrolizado obtenido debida a la hidrdlisis inespecifica de las distintas fracciones del
material, asi como a la aparicion, en mayor o menor proporcion, de productos de degrada-
cién de azucares que se generan durante el proceso. Por otra parte, la necesidad de utilizar
materiales resistentes a la corrosién y de recuperar los dcidos utilizados encarecen en gran
medida los costes de inversion y operacion.,

La hidrélisis enzimdtica de la celulosa consiste en la utilizacion de las enzimas
celuloliticas, producidas por algunos hongos y bacterias, para obtener una solucidn de gluco-
sa a partir de dicho sustrato que es originalmente insoluble. A diferencia de la hidrdlisis
quimica, la enzimdtica proporciona un hidrolizado homogéneo debido a la alta especificidad
de las enzimas. Sin embargo, y por causa de la propia estructura de la celulosa y de la
barrera que supone la fraccidn de lignina, los rendimentos de este tipo de procesos suelen
ser bajos. Puesto que la hidrdlisis enzimatica de determinados materiales lignoceluldsicos es
el objetivo primordial de este trabajo, se discuten mas adelante todos los problemas que se
plantean en esta via de trasformacién y las soluciones que se han ido aportando para su
puesta a punto.

Los azucares obtenidos en un proceso de hidrdlisis, acida o enzimatica, pueden ser
utilizados como tales o sometidos a transformaciones posteriores. Estas transformaciones,
incluyen fermentaciones diversas cuyos objetivos pueden ser la obtencidn de productos tales
como etanol, butanol. acetona, scido citrico, ete, o bien la produccion de biomasa unicefular
{denominada genéricamente proteina unicelular o0 SCP) que puede ser utilizada con fines de
alimentacion animal y humana (Linko, 1977 ; Bisaria y Ghose, 1981; Chang v coi., 1981 .
Enari, 1983). Como es evidente, los productos orgéanicos antes mencionados pueden ser a su
vez materia prima para la industria quimica de transformacion con lo cual la biomasa se
convierte, asi, en fuente de un amplio espectro de productos quimicos,
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Para finalizar hay que afiadir que cualquier proceso que pretenda el aprovechamiento
de materiales lignoceluldsicos deberia contemplar, por razones evidentes, la utilizacion no
solo de la fraccion celulésica sino también de hemicelulosas y ligninas. Estas fracciones
ademas del alto porcentaje en que entran a formar parte de dichos materiales, constituyen
por su composicién una fuente interesante de productos quimicos. En el caso de la lignina
aparte de servir como combustible que puede aportar una parte de las necesidades energé-
ticas del proceso, puede ser también utilizada como materia prima de diversos tratamientos
quimicos destinados a la obtencién de coque de lignina, metanal, vainillina, fenoles, sulfuro
de dimetilo, etc. Ademas, la lignina y sus derivados tienen diversas aplicaciones como
resinas de intercambio ionico, agentes dispersantes y como sustrato para fabricacion de
polimeros, colorantes, detergentes, pesticidas, etc.

En la figura 9 se muestra un esquema de los diversos procesos de transformacion de
materiales lignocehaldsicos asi como de los principales productos que se pueden obtener de
ellos. Aunque muchos de ellos no se desarrollan a escala industrial en la actualidad, el gran
abanico de posibilidades que ofrecen estos materiales hace posible que en un future proximo
se desarrolien procesos para el aprovechamiento integral de los mismos.
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Figura 9: Procesos de trasformacion de materiales lignoceluldésicos
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1.3. TRANSFORMACION DE MATERIALES LIGNOCELULOSICOS POR
HIDROLISIS ENZIMATICA.

La biodegradacion de la celulosa constituye una etapa esencial en el ciclo del carbono
mediante la cual se mantiene el balance de este elemento en la bicesfera. El grupo de
enzimas, responsable ultimo de este proceso se denomina genéricamente “celulasas” y
corresponde en realidad a una mezcla de distintas actividades enzimdticas cuya accién
conjunta produce finalmente la degradacion de la celulosa nativa,

Las celulasas son producidas por plantas superiores, algunos invertebrados y funda-
mentalmente por microorganismos como bacterias y hongos. Las plantas superiores produ-
cen celulasas como agentes mortogénicos con objeto de debilitar las paredes celulares ricas
en celulosa en las etapas de crecimiento, diferenciacion o abscision. También son producidas
por algunos patdgenos de plantas para facilitar la penetracién en la misma y la invasién
posterior de los tejidos. En el caso de microorganismos se producen celulasas como agentes
digestivos que permiten la utilizacion de la celulosa como fuente de carbono para su propio
desarrollo. Las celulasas de microorganismos y concretamente las de origen fungico han
sido las mas ampliamente estudiados por la capacidad de éstos de producirlas en grandes
cantidades y de forma extracelular, lo que facilita su separacion en los medios de cultivo.

El estudio de las celulasas y de los organismos que las producen se potencid extraor-
dinariamente a partir de los afios 60, cuando empezd a considerarse como una opcidn
interesante la utilizacion de la celulosa, para su transformacion en productos valiosos desde
el punto de vista energético o quimico. Aunque la transformacidn de la celulosa por via
quimica {hidrdlisis acida) habia sido estudiada con mucha anterioridad e incluso empleada &
nivel industrial, en distintos paises, la posibilidad de hidrolizar la celulosa con unos agentes
mucho mas selectivos y unas condiciones de operacion mucho mas suaves, animé la investi-
gacion del proceso de hidrdlisis enzimatica en la que fueron pioneros los trabajos realizados
en los laboratorios del éjercito americano en NATICK y que posteriormente, se extendio a
otros muchos laboratorios en otras partes del mundo.

Para situar el estado de desarrollo de este tipo de procesos, las posibilidades que
ofrecen y los problemas gue guedan aun por resolver, a continuacion se incluye un breve
repaso de cada una de las etapas que constituyen un proceso completo de hidrolisis enzima-
tica, a saber: produccidn de enzimas, pretratamiento del sustrato a hidrolizar y fase de
hidrolisis propiamente dicha.
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1.3.1. Produccian de celulasas.

1.3.1.1. Caracteristicas del complejo celulolitico.

1.3.1.1.1. Composicidn.

El complejo celulolitico, conjunto de enzimas capaces de hidrolizar la celulosa, esta
formado por distintos componentes que actian sinérgicamente. Hoy esta aceptado que este
sistema enzimatico tiene tres tipos diferentes de actividad cuya denominacion ¥ mecanismo
de accién son los siguientes:

1. Endo-B-glucanasas:

B-(1,4)-glucanglucanchidrolasa (EC 3.2.1.4.)
2. Exo-gB-glucanasas:

a}B-{1,4)-glucancelobichidrolasa {CBH} (EC 3.2.1.91} {celobichidrolasal.
b)B-(1.4)-glucanglucohidrolasa (GGH} (EC. 3.2.1.74.} (glucohidrolasa)

3. B-glucosidasa (EC. 3.2.1.21)

La endoenzima actia al azar en el interior del polimero hidrolizando enlaces B{1-+4)
y generando nuevos finales de cadena no reductores. Puede actuar sobre celodextrinas y
derivados sustituidos como carboximetilcelulosa (CMC) e hidroxietilcelulosa (HEC), asi
como sobre celulosa amorfa, pero no actiia ni sobre celulosa cristalina ni sobre celobiosa.
Supone aproximadamente un 20% del total de proteinas del complejo. La actividad de esta
enzima se ensaya con celulosa soluble y se determina por el incremento de azicares reduc-
tores 0 por la disminucidn de la viscosidad del medio de reaccidn.

La celobiohidrolasa actia sobre los extremos no reductores de ia cadena generados
por la endoglucanasa liberando moléculas de celobiosa. Esta enzima tiene actividad sobre
celulosa cristalina y amorfa y sobre celodextrinas, pero no actha sobre derivados sustituidos
ni sobre celobiosa. Entre el 50% y el 80% del sistema celulolitico, lo constituye esta enzima.
Su actividad se determina por incubacion con celulosa cristalina. La otra exoglucanasa, la
glucohidrolasa, se encuentra en poca proporcion y actua sebre los extremos ne reductores
liberando unidades de glucosa. Tiene actividad frente a celulosa amorfa, celooligosacaridos y
CMC.

La B-glucosidasa hidroliza celobiosa y oligosacaridos de pequeiio tamaiio y es absolu-
tamente necesaria para evitar la fuerte inhibicidn que sobre la endoglucanasa y exoglucana-
sa produciria la celobiosa si se acumulara en el medio de reaccion, Su actividad se determina
sobre celobiosa y 4-nitrofenil-8-D-glucopiranésido, cuantificando la glucosa ¢ el 4-nitrofenol
liberados, respectivamente, en el medio de reaccion,
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Las propiedades de los distintos componentes de un complejo enziméatico varian en
gran medida segin el origen del mismo, las condiciones de cuitivo de los microorganismos
productores e incluso la manipulacién de los medios. La separacién y la purificacién de las
distintas fracciones enzimaticas por técnicas tales como ultrafiltracién, cromatografia, elec-
troforesis, etc., revelan la existencia dentro de dicho grupo de diversos isoenzimas cuyo
niimero depende no solo del proceso de produccion utilizado sino también de los esquemas
seguidos para la separacion de dichas fracciones.

La mayor parte de los estudios relizados muestran que las endoglucanasas y 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
pequefia proporcion de carbohidratos en la composicion de la B-glucosidasa. Sin embargo, la
caracterizacion exacta de las distintas fracciones no es sencilla tal y como lo demuestran las
diferencias encontradas en los valores de composicion de aminoacidos, contenido en carbohi-
dratos, Pm, punto isoeléctrico, etc. Estos resultados, obtenidos por distintos grupos de
investigacion para distintos microorganismos celuloliticos, algunos de los cuales se recogen
en las tablas IV, V y VI, ponen de manifiesto [a variabilidad del complejo enzimatico
responsable de la hidrdlisis de la celulosa.

Peso Punto Contenido
Organismo Enzima Carbohidratos
Molecular Isoleléctrico {( %)

Trichoderma CBHI 60.000 3,9 (+)
reesei CBHII 60.000 5,6 (+)
Trichoderma CBHI 62.000 3,8 33
koningii CBHII 62.000 3,95 9
Phanerochaete CBH 48.600 4,13 0

chrysosporium

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

TABLA IV: Celobichidrolasas de hongos. (Enari, 1983).



Peso Punto Contenido
Organismo Carbohidratos
Molecular Isoeléctrico (%)
Trichoderma
reesei 47.700 5,74 0
Trichoderma 35.000 {(-) 0,01
reesei 130.000 () {~)
Trichoderma 39.800 5,53 O
koningii 34,800 5,83 1-2
Phanerochaete 165.000-172.000 (-) ()
chrysosporium  175.000-182.000 (-) (-)
Aspergillus 218.000 4,3 10
oryzae
Aspergillus niger 150.000 {(-) 0,03

{-) no se dan datos del pogible contenido en carbohidratos.

TABLA V: f-Glucosidasa de hongos. (Enari, 1983).



FPeso Punto Contenido

Organismg  Enzima Carbohidratos

Molecular Isoeléctrico (%)

Trichoderma I 20.000 7,5 (-)
reesei iT 40.000 4,6 0
Trichoderma El 13.000 4,72 {-)
koningii E3a 48.000 4,32 {-)
E3b 48.000 4,32 (-)

E4 31.000 5,09 (-

Phanerochaete T1 32.300 5,32 10,5
chrysosporium TZa 36.700 4,72 0
T2b 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: Endoglucanasas de hongos. (Enari, 1983).

1.3.1.1.2. Modo de accidén de las celulasas.

Los primeros postulados acerca de la naturaleza del mecanismo de hidrélisis enzima-
tica fueron enunciados por Reese y col. (1950} basados en el hecho de que algunos organis-
mos podian hidrolizar celulosa nativa mientras que otros, sélo hidrolizaban derivados
solubles. Se pensod que era un proceso en dos etapas. En la primera de ellas, un componente
enzimatico, al que se denomind C1 iniciaria la hidrédlisis enzimatica por activacion de las
cadenas de celulosa, v en la segunda, actuaria un componente Cx que seria el responsable de
la despolimerizacidn y formacion de oligosacaridos solubles,

De acuerdo con esta hipdtesis, los microorganismos capaces de crecer en celulosa
nativa cristalina formarian enzimas de tipo C1 y Cx, mientras que los microorganismos que
degradaban solamente celulosas modificadas o sustituidas tales como CMC carecerian de la
primera de ellas. El mecanismo propuesto por Reese y col. (1950) era el siguiente:



Cl Cx B-Glucosidasa
CELULOSA » CELULOSA REACTIVA -+ CELOBIOSA -~ GLUCOSA

Las trabajos realizados posteriormente demostraron que la actividad C1 estaba de-
terminada por una B-1-4-glucancelobiohidrolasa, que actuaba precisamente sobre las cade-
nas generadas por la accion del componente Cx, al contrario de 1o que se habia planteado en
un principio.

El concepto que se acepta actualmente sobre la accion de celulasas es que tanto las
endoglucanasas como las exoglucanasas actian sinérgicamente sobre celulosa. Las primeras
rompen enlaces en las regiones amorfas, formando extremos no reductores sobre los que
actuan las exoglucanasas liberando celobiosa y oligosacaridos de bhajo Pm que son transfor-
mados en glucosa por la B-glucosidasa. Un esquema del mecanismo de accidn se presenta en
la figura 10 {Montenecourt y Eveleigh, 1979i. De esta forma, la endogiucanasa produce
puntos de atague para la celobichidrolasa v ésta a su vez deja al descubierto nuevas cadenas
de glucano sobre cuyas regiones amorfas vuelven a actuar las endoglucanasas. El papel de 1a
B-glucosidasa es clave al hacer desaparecer la celobiosa del medio que, de acumularse,
inhibiria 1a actuacidn de las otras enzimas. El mecanismo global de accion del complejo
enzimdtico se sigue estudiando actualmente v han aparecido nuevas hipdtesis como la de
Eriksson (1979} que se comentara en apartados posteriores, que parece involucrar un nuevo
factor. posiblemente una enzima oxidativa, que seria responsable del comienzo de ia hidroli-
sis de la celulosa.

1.3.1.1.3. Sinergismo entre los componentes del complejo
enzimatico.

El sinergismo que muestran los distintos componentes del complejo enzimatico en
su modo de aceién y que ya se ha mencionado en el apartado anterior, es de dos tipos. En
primer lugar. estd el sinergismo entre endoglucanasas y exoglucanasas, una de cuyas prue-
bas mas evidentes fue aportada por Eriksson y Pettersson (1975) que demostraron el
aumento de degradacion de celulosa cristalina y algodon por exo-1-4-B-glucanasa cuando
habian sido tratados previamente con endo-1-4-B-glucanasa. La observacién de que sobre
ciertas celulosas. como la celulosa tratada con acido fostorico, no se detecta este tipo de
fenémeno puede explicarse por el hecho de gue la despolimerizacién provocada por dicho
tratamieato dcido genera suficientes sitios activos como para que las exoglucanasas no
necesiten [a accién de la otra enzima.
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La coopéracién entre endoglucanasas y exoglucanasas también se ha estudiado en
experimentos cruzados en los que se ha evaluado la actividad enzimatica de mezclas de los
dos tipos de enzimas procedentes de microorganismos distintos en cada caso (Woodward,
1991). La adicidn de exoglucanasas a filtrados de endoglucanasas produce un aumento de la
actividad celulolitica excepto cuando dichos filtrades proceden de organismos que, como
Myrothecium verrucaria, no producen exoglucanasas. La ausencia de sinergismo en este
caso se ha interpretrado como una prueba a favor de la hipdtesis de que las exoglucanasas
aunque incrementan Ja degradacion de la celulosa significativamente no son esenciales para
ella. Sin embargo, la comparacién entre los sistemas celuloliticos de estos dos tipos de
hongos (los productores de exo y endoglucanasas y los que sdlo producen estas dltimas),
debe hacerse con limitaciones puesto que hay evidencias de la existencia de una etapa
oxidativa, como iniciadora de la hidrélisis de celulosa, en hongos no productores de exoglu-
canasas (Finch y Roberts, 1985}.

El otro sinergismo al que se hacia referencia es el existente entre las enzimas
celuloliticas propiamente dichas (exo y endoglucanasasj y las enzimas responsables de la
degradacion de la ceiobiosa que tiene un efecto fuertemente inhibidor sobre las primeras.
Estas enzimas incluyen la 8-glucosidasa que hidroliza la celobiosa a glucesa y los oligdmeros
cortos, asi como las enzimas oxidativas que transforman la celobiosa en acido celobignico.
gue a su vez puede ser hidrolizado por la B-glucosidasa a glucosa ¥ gluconolactona.

La contribucion de las enzimas oxidativas, de las que carecen muchos hongos celulo-
liticos y que parecen intervenir asimismo en el proceso de degradacion de lignina, al siner-
gismo del complejo de celulasas es todavia poco conocida. Con respecto a la B-glucosidasa su
efecto sinérgico es dificil de evaluar por el hecho de que tanto la glucosa como la gluconolac-
tona, derivadas de las tranformaciones de la celobiosa, son poderosos inhibidores para esta
enzima. Hay una serie de factores que influyen, sin duda, en la contribucién de esta enzima
al sinergismo del sistema:

[

Alta velocidad maxima en comparacién con las de exo y endoglucanasas.

2. Inhibicion por glucosa de magnitud similar a las que experimentan exo y
endoglucanasas por este mismo producto y muy inferior a la inhibicion de
dichas enzimas por celobiosa.

3. La reaccion catalizada por dicha enzima no parece ser reversible en una tasa

significativa.

1.3.1.1.4. Modelos cinéticos.

Se han realizado numerosos estudios con el objetivo de encontrar modelos cinéticos
que se ajusten al proceso de hidrdlisis enzimatica de la celulosa. Sin embargo, la complejidad
del sistema celulolitico, la propia naturaleza del sustrato, el modo de accién al azar de las
endoglucanasas y la existencia de inhibicion por productos finales hacen que la aproxima-
cion a modelos cinéticos satisfactorios sea bastante dificil.
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Algunos autores han descrito modelos sencillos en los que se consideran sustratos
solubles sobre los que se estudian individualmente los enzimas del complejo (Howell y
Stuck, 1975; Ladisch y col.,, 1981; Fujii y Shimizu, 1986). Estos modelos aunque son de
indudable valor, se apartan mucho de la realidad del proceso de hidrélisis en el que hay que
tener en cuenta como factores esenciales la insolubilidad y la relativa inaccesibilidad del
sustrato.

Mooc-Young v col. han trabajade con modelos cinéticos mucho mas complejos en los
que se ha considerado la accion de los tres principales componentes del complejo {(exo y endo
glucanasas y B-glucosidasa) asi como la inhibicién por glucosa de todos ellos y por celobiosa
y oligasacéridos de las dos primeros (Okazaki y Moo-Young, 1978; Fan y Lee, 1983). Estos
modelos predicen que el sinergismo de exco y endoenzimas depende de la inhibicidn por
producto, del grado de polimerizacién y tipo de celulosa, de la concentracion de enzima para
una relacion endo-exo constante y del valor de dicha relacidon. Asumen, sin embargo, estos
autores la independencia entre constantes de Michaelis, y longitud de las cadenas celuldsi-
cas, hipotesis, por otro lado cuestionada por autores como Hsu y col. (1980}, Wood y
McGrae {1972} que han encontrado una relacién directa entre dichas constantes y la longi-
tud de las cadenas.

El desarroilo de modelos cinéticos para la hidrélisis de la celulosa implica tener en
cuenta los aspectos siguientes:

a) la naturaleza de la enzima utilizada, que determina la actividad de cada componente de la
misma.

b} la estructura fisica del sustrato, como indice de cristalinidad, area superficial asequible,
etc.

c} la interaccion entre la enzima y el sustrato, que incluye todos los aspectos derivados del
proceso: transferencia de materia externa, difusion interna, adsorcion y reaccion,

Aunque complejos en sus formulaciones matematicas, por el gran numero de para-
metros que se deben manejar para integrar los distintos hechos comprobados experimental-
mente, en esencia. la mayoria de los modelos apoyan la idea de que la celulosa altamente
cristalina es degradada por la accién cooperativa de endo y exoglucanasas y que la funcidn
del resto de los componentes del sistema celulolitico es controlar el nivel de productos de
inhibicién (Ryu y col., 1984; Caminal y col., 1985: Gusakov y col., 1985a, 1985b. 1987:
Beldman y col., 1988; Gonzalez 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, productores del complejo celulolitico necesario para hidrolizar dicho sustrato,
se encuentran distribuidos en dos grupes fundamentales: bacterias y hongos. Las enzimas
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producidas por estos micreorganismos sofn, 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 celuloliticos estudiados han resultado interesantes
para la obtencion de sus enzimas, ya que algunos de ellos las producen en poca cantidad o
con actividad insuficiente como para producir una degradacion “in vitro” de celulosa a
compuestos solubles que es la finalidad de un proceso de hidrdlisis enzimatica. También hay
organismos que, por carecer de alguna de las enzimas del complejo celulolitico, no son
capaces de digerir celulosa nativa pero si celulosas parcialmente degradadas o derivados
solubles. Estos microorganismos pueden tener interés para la sintesis de algunas enzimas
especificas. En la tabla VII se recoge una relacién de los microorganismos celuloliticos mas
estudiados.

1.3.1.2.1. Hongos celuloliticos.

De la gran variedad de hongos celuloliticos existentes en la naturaleza solo unas
cuantas especies han sido utilizadas por su capacidad de produccidon de enzimas celuloliticas,
entre ellos, Trichoderma reesei, T. koningii, T. lignorum, Sporotrichum pulvurulentum,
Penicillium funiculosum. Aspergillus weenrtii, Fusarium solani, Myrothecium verrucaria.
De todos eilos, el que ha tenido un papel mas destacado en los estudios de transformacion
de materiales lignoceluldsicos, por su eficiencia para producir un sistema celulolitico comple-
to, ha sido T.longibrachiatum (=T.reesei) aislado al final de los afios 40 en los laboratorios
del ejército norteamericano en Nactik. A partir de esta cepa salvaje, se han conseguido
mutantes hiperproductores de celulasas que poseen ademds, en muchos casos, una alta
actividad xilandsica. Algunas de las caracteristicas mas destacadas de estas cepas hiperpro-
ductoras se discuten mas adelante. Con respecto a la B-glucosidasa, los mejores productores
de esta enzima se han encontrado, sin embargo, entre especies del género Aspergillus
(A.niger, A.phoenicus y A.wentii.) (Sternberg y col,, 1977; Enari y col., 1981].

1.3.1.2.2. Bacterias.

Las especies bacterianas capaces de sintetizar enzimas celuloliticas se encuentran
tanto entre actinomicetos como entre bacterias verdaderas (Gram + y Gram -). Algunas son
aerobias tales como los actinomicetos o el género Pseudomonas, otras son anaerobios facul-
tativos como Bacillus o Cellufomonas o, anaerobios estrictos tales como Clostridium y
Bacteroides.

Algunas bacterias producen cantidades importantes de enzimas extracelulares, mien-
tras que otras, aungue no las excretan crecen activamente sobre materiales celuldsicos como
es el caso de Cellulomonas que. parece producir celulasas ligadas a la membrana celular.
Entre los grupos bacterianos productores de enzimas celuloliticas extracelulares. destaca el
género Clostridium, de gran interés por su capacidad metabdlica de transformar celulosa
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4A) HONGOS: Meséfilos

Terméfilos

B) BACTERIAS: Mesdfilas

Termdéfilas

C) ACTINOMICETOS:

Termofiles

Trichoderma reesei
T.Koningii
T.Lignorum

Penicillium funiculosum
P.iriensis
P.variable

Aspergillus wentii
A.niger

A.foetidus
A.fumigatus

Polyporus adustus
P.tulipiferae

Fusarium solani
Fusarium lini

Sclerotium rolfsii
Eupenicillium javanicum
Geotrichum candidum
Armillariella mellea
Schizophyllum commune
Monilia sp.

Chaetomium thermophile
Humicola sp.
Sporotrichum thermophile
Thermoascus aurantiacus
Talaromyces emersonii

Cellvibro fulvus

C.gilvus

C.vulgarus

Pseudomonas fluorescens
Acetovibrio cellulolyticus
Streptomyces flavogrisens
Ruminococcus sp.
Cellulomonas sp.

Clostridium thermocellum

Meséfilos Streptomyces sp.

Thermomonospora sp.
Thermoactinomycete sp.

TABLA VII. Microorganismos productores de celulasas.
{(Kosaric et al.,1983).
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directamente en productos tales como etanol, dcido acético, acetona, butanol, etc. Sobre este
género, se han centrado gran parte de los estudios de bacterias celuloliticas con el objetivo
de mejorar sus rendimientos de transformacion, 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 (Jhonson y col., 1982; Enari, 1983; Beguin y col., 1985).

1.3.1.2.3. Mutantes.

La bisqueda de mutantes hiperproductores de celulasas ha tenido como objetivo
encontrar nuevas cepas, no sometidas a los estrictos controles genéticos y bioquimicos, que
afectan a la sintesis y la actividad de las enzimas, entre las que se incluyen mecanismos de
induccion, represién catabdélica y represion por producto final {Tabla VIII),

Inhibiciodn Represor
Enzima Producto Inductor
final catabdlico
Celobiohidrolasa Celobiosa Glucosa o Celulosa
Endoglucanasa Celobiosa metabolitos Sefarosa
Celobiasa Glucosa de la glucosa Celobiosa

TABLA VIII: Mecanismo bioquimico del control de la sintesis
de celulasas en T.reesei.

A partir de la cepa salvaje de T.reesei QMB6a, aislada en los laboratorios de Natick, y del
mutante QM9414, obtenido a partir de ella por tratamiento en acelerador lineal. se han ido
obteniendo distintas series de mutantes hiperproductores que se recogen en el esquema de
la figura 11. Aunque algunos de ellos, como el Rut-C-30, producen hasta 20 veces mas
proteinas extracelulares que las cepas originales, se siguen buscando organismos mads efi-
cientes con objeto de abaratar la fase de obtencidn de enzimas, que constituye. en términos
econdmicos, alrededor de! 60% del coste global de un proceso de hidrélisis enzimatica
(Nevalainen y col., 1980; Bisaria y Ghose, 1981; Bailey v Nevalainen, 1981; Labudova y col.,
1981; Tangnu y col., 1981; Ghosh, T.K. y col., 1982; Mandels, 1282; Mishra y col., 1982;
Enari, 1983; Montenecourt. 1983}. En la tabla IX se comparan las actividades producidas
por distintos microorganismos celuloliticos y mutantes obtenidos a partir de ellos.
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T.Longibrachiatum
QM 6a (cepa silvestre)

(Natick, 1950) \\\\\

acelerador lineal uv

QM 9123 M7
{Natick,USA 1969) (Rutgers, 1976)
acelerador lineal series-L NG14(1977)

{CetrusCorp.USA)
Rut NG 14
{Rutgers,USA 1978)
OM 9414 —————= series VIT-D
(Natick,1971) (VIT Finlandia)
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MHC (Universidad
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Checoslovaquia) Francia) (Rutgers,1978)

MG (Instituto = -~ uv
Gulbenkian, , -
Portugal).

Rut-C 30 T
{Rutgers,1979)
UV-Kabicidina

TK QAl
UV-Kabicidina
(Natick,1977)
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+ Y

MCG-77 MCG-80
(Natick,1977)

Figura 11: Genealogia de los mutantes hiperproductores de celulasas.
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En los ultimos afios, se han realizado nuevos estudios en el campo de la

Organismo Celobiochidrolasa Endoglucanasa Celobiasa Actividad PF
(UL/ml %10 ) (1U/ml) (UIL/ml) (UIL/ml)

Pestalotiopsis 2,93 50 - 0,15
vesterdijkii QM38
Penicillium 11,58 81 - 0,77
iriensis QM 9624
Trichoderma 18,91 59 0,3 0,55
reesei QM 6a
T.reesei QM 9123 29,26 96 - 1,68
Sclerotium - 200 11 1,4
rolfsii CMC 142
S.rolfsii UV-8 - 190 18 2,0
T.reesei QM 9414 57,0 110 0,5 9,5
T.reesei MCG-77 60,8 100 0,9 10,5
T.reesei NG-14 58,9 135 1,35 14,6
T.reesei C-30 - 150 0,3 14,0

TABLA IX: Actividades enzimaticas obtenidas en cultivos de
diferentes cepas de microorganismos celuloliticos.
(Kosaric et al., 1983).

ingenieria genética con el objetivo de clonar genes de celulasas en organismos de rapida
division (Montenecourt, 1983; Shoemaker y col., 1983; Teeri y col., 1983; Collmer y Wilson,
1983; Wilson y Walker, 1991}. Los principales obstaculos encontrados en este caso han sido,
por un lado, la dificultad de clonacién directa de genes de un organismo eucariota en
bacterias y por otro, el hecho de que las celulasas producidas por T.reesei son glicoproteinas
y E.coli. el microorganismo utilizado tradicionalmente en ensayos de clonacion, carece del
sistema biogquimico de glicosilacion de proteinas. No obstante existe tanto interés por la
genética que en la actualidad hay muchos grupos de investigacion trabajando en este tema.
Recientemente se ha conocido la estructura del centro activo de la celobiohidrolasa 1. Esta
enzima esta formada por 477 aminoécidos y su centro activo esta situado entre el aminoa-
cido 175 y el 184, lo que aumenta la posibilidad de disminuir el tamafio de la enzima al
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permitir eliminar los aminoacidos no esenciales para la actividad aumentando, de esta
forma, la penetracion de la enzima en la compleja estructura de la celulosa {(Genencor,
1989). Mediante ¢l empleo de avanzadas técnicas de ingenieria genética, parece confirmarse
la posibilidad de expresidon de dichos genes en levaduras, lo cual, supondria la ventaja
adicional de poder reunir en un mismo microorganismo, la facultad de hidrolizar celulosa a
glucosa y de fermentar la glucesa hasta etanol (Van Arsdell v col., 1987; Love v Streiff,
1987 ; Honda y col., 1987). La actividad en este area de investigacién ha sido tan grande en
los dltimos diez afios que en 1989 existen mas de 30 diferentes genes de celulasas aislados
(Glick y Pasternak, 1989). Se esperan grandes avances en los proximos aiios.

En la actualidad, las enzimas utilizadas en los procesos de hidrélisis enzimatica son
obtenidas de cultivos en estado s¢lido 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 especificamente para los procesos en gque son utilizadas,

1.3.1.3. Inductores y sustratos.

Aunque la naturaleza del inductor real de la sintesis del complejo celulolitico no se
conoce con exactitud, se sabe que tanto la celulosa como la celobiosa y la lactosa actian
como inductores naturales eficaces de la misma. En el caso de la celulosa, puesto que ésta
es insoluble, cabria pensar que el verdaderc inductor deberia ser algiin compuesto soluble,
derivado de su metabolismo. Ademds de la glucosa, la celobiosa es el producto principal
formado en la degradacidn de la celulosa. La glucosa y otras fuentes de carbono facilmente
metabolizables, actuan como represores de la sintesis de endoglucanasas y celobichidrolasas
hasta tal punte que, en el caso de T.reesei, aunque éste crece muy bien en medios glucosa-
dos, no sintetiza enzimas celuloliticos, hasta que no ha desaparecido completamente la
glucosa de los mismos. La celobiosa, sin embargo, se ha mostrado en diversas experimentos
realizados como un eficaz inductor de la sintesis de celulasas. Utilizando celobiosa como
inductor y unica fuente de carbono, se han conseguido producciones de enzimas tan altas
como las obtenidas con celulosa (Enari, 1983), siempre que la concentracién de celobiosa en
el medio se mantenga baja. Para algunos hongos como T'.reesei, se ha demostrado la exis-
tencia de una sintesis basal de celulasas independiente de la fuente de carbono que seria
responsable de una degradacion preliminar de celulosa a celobiosa que actuaria como induc-
tor del complejo.

La lactosa, aunque no se conoce su mecanismo de induccion, se sabe que actua como
unt inductor de la sintesis del complejo celulolitico a bajas concentraciones {Gong y Tsao.
1979). A diferencia de lo que ocurre en el caso de la celobiosa, parece que altas concentracio-
nes de este disacarido no inhiben el proceso de sintesis. Algunos mutantes de T.reesei son
capaces de sintetizar activamente celulasas cuando crecen sobre lactosa como inductor y
unica fuente de carbono (Dury y col., 1984). En este caso, la glucosa y la galactosa actian
como catabolitos reguladores de la produccion de enzimas.
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Asimismo, se ha observado el efecto inhibitorio de bajas concentraciones de sefarosa,
disacdrido que se encuentra presente en algunas preparaciones industriales de glucosa que
estimulan la sintesis de enzimas celuloliticas. No se sabe con exactitud si la sefarosa es un
inductor natural en cultivos de 7.reesei sobre celulosa, aunque el heche de que este microor-
ganismo posea actividades de transglicosilacion, necesarias para la sintesis de sefarosa,
apoya esta posibilidad. Al igual que en el caso de celobiosa, la induccion por sefarosa es
dependiente de la concentracion, produciéndose una inhibicion de la sintesis de enzimas
cuando la proporcion del disacdrido en el medio es elevada (Nisizawa y col., 1971; Sternberg
y Mandels, 1979; Loewenberg, 1984; Mishra y Gopalkrishnam, 1984; Kawamori y col.,
1986}

Con respecto a la B-glucosidasa y como ya se comentd anteriormente, esta enzima es
producida por todos los organismos celuloliticos pero también por algunos que carecen de
celobiohidrolasas. Parece ser que existe una f-glucosidasa constitutiva, intracelular muy
resistente a represién catabodlica, mientras que la B-glucosidasa extracelular es reprimida
por glucosa e inducida por muchos B-glucdsidos como metil-B-D-glucosido, salicina y celobio-
sa. La celobiosa no actia como inductor de esta enzima.
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1.3.2. Pretratamientos de los materiales lignocelulésicos.

Uno de los factores que contribuyen mas decisivamente a limitar el rendimiento de
un proceso de hidrélisis enzimatica de celulosa es la propia estructura de este compuesto. La
asociacion de la celulosa con lignina, que constituye una auténtica barrera fisica a la penetra-
cion de las enzimas celuloliticas, unida a la cristalinidad de las moléculas de celulosa,
dificultan en tal grade la accidn de las enzimas que se hace necesario alterar previamente
mediante tratamientos diversos las caracteristicas de dicha estructura.

Hay otros factores, tales como el grado de polimerizacion (DP} y de sustitucion de
las cadenas celulésicas, contenido en humedad y madurez de la fibra y la asociacién con
otras sustancias que también modifican la susceptibilidad de un sustrato celuldsico a la
accion enzimatica. Como objetivos fundamentales de los pretratamientos de materiales
lignocelulésicos destinados a modificar sus caracteristicas para favorecer el rendimiento de
la hidrélisis posterior, podrian enumerarse los siguientes:

# reducir la cristalinidad de la celulosa.

# disociar el complejo lignina-celulosa.

# aumentar el area superficial de la fibra de celulosa.

# disminuir en la medida de lo posible la presencia de aguellas sustancias que dificuiten
dicho proceso.

Un pretratamiento eficaz deberia, ademas, reunir otras caracteristicas tales como:
bajo consumo energético. bajos costes de inversién y mantenimiento, utilizacion de reactivos
baratos y ficilmente recuperables, y posibilidad de aplicacién a diversos sustratos. Existen
numerosos pretratamientos de materiales lignocelulésicos descritos en la bibliografia espe-
cializada (Fan y col., 1982; Gharpuray y col., 1983; Ghose y col,, 1983; Puri y Mamers,
1983; Martin y col.,1985; Vallander y Eriksson, 1985) y algunos de ellos son muy eficaces
con respecto al incremento del rendimiento de hidrdlisis enzimatica. Sin embargo, no todos
son aplicables a escala industrial debido a los altos costes o las dificultades técnicas que
conllenvan. En la tabla X, se relacionan distintos métodos de pretratamiento utilizados para
aumentar la digestibilidad de Jos materiales lignoceluldsicos.

Por su naturaleza, los pretratamiento se clasifican en tres grupos generales: quimi-
cos, fisicos y biologicos. La evaluacion de la efectividad de los mismos se hace en base al
rendimiento de hidrolisis posterior del material pretratado, en funcién del cual se determi-
nan experimentalmente las condiciones dptimas de operacion en cada caso. A continuacion,
se describen brevemente dentro de los tres grupos citados algunos de los pretratamientos
mas estudiados.
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FisIcos

Molienda

molino de bolas
molino de doble
rodillo
molino de martillos
molino coleidal

Vapor a alta presidn
Extrusién

Expansion

Pirolisis

Radiacidon de alta energia

QUiMICOS

Alcalis
Hidréxido sodico
amoniaco
sulfito amdénico

Acidos
ac.sulfurico
ac. clorhidrico.
ac.fosférico

Gases
didéxido de cloro
didéxido de nitrégeno
didéxido de azufre

Agentes oxidantes

perdoxido de hidroégeno
0ZO0No

Disolventes de celulosa

Cadoxen
CMCS

Organosolventes

extraccion:
etanol:agua
benceno:etanol
etilenglicol
butanol:agua

Agentes de "swelling"

TABLA X: Métodos utilizados para el pretratamiento de materiales

lignocelulésicos.
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1.3.2.1. Pretratamientos fisicos.

Los pretratamientos fisicos se suelen dividir en dos categorias: mecdnicos y no
mecdnicos. En los primeros, se utilizan las fuerzas de impacto y cizalladura que conducen a
materiales de baja cristalinidad, mayor superficie especifica y densidad aparente mds alta.
Como consecuencia, se facilita la hidrdlisis posterior, se disminuye el volumen del reactor y
se abarata el transporte de materiales. Entre estos pretratamientos cabe mencionar diferen-
tes tipos de meliendas {molino de bolas, martiilos, cuchillas, rodiilo} asi como procesos de
molienda e hidrélisis simultdnea (Furcht y Sille, 1990). Los pretratamientos de caricter
fisico no mecdnico someten al residuo celuldsico a la accién de agentes externos que provo-
can alteraciones diversas del material de partida. Entre estos, se encuentran los tratamien-
tos con radiacion, la utilizacién de vapor a altas presiones y la pirdlisis a temperaturas
intermedias.

Molienda y trituracion.

En general, los pretratamientos por molienda {que pueden efectuarse tante por via
seca como por via himeda) tienen el inconveniente de su alto consumo energético. Aunquc
es necesario triturar el material lignocelulésico previamente hasta un cierto tamaiio para
tacilitar su manejo posterior, el planteamiento de una operacién de molienda intensivo como
pretratamiento principal de un sustrate se considera poco recomendable para la economia
del proceso.

Radiacién de alta energia.

En cuanto al pretratamiento por irradiacion, de eficiencia comprobada en algunos
casos {Kumakura y Kaetsu, 1982; Kumakura y col., 1982; Kumakura y Kaetsu, 1983;
Kumakura y Kaetsu, 1984; Khan y col., 1986}, ademds de su alto coste, es técnicamente
dificil de llevar a la practica debide a que la baja densidad de los materiales lignoceluldsicos
v las altas dosis requeridas obligarian al disefio de instalaciones demasiado complejas.
Puesto que en este trabajo se estudia el efecto de la radiacién gamma sobre el rendimiento
de hidrolisis enzimatica se discutiran, en posteriores apartados, aspectos concretos de este
pretratamiento.

Explosién por vapor.

El pretratamiento con vapor a alta presién {steam-explosion} combina los efectos,
sobre el material lignoceluldsico, de altas presiones y temperaturas junto con la descompre-
sién brusca posterior {Jusarek. 1979; Saddler y col., 1982; Marchessault y col.. 1983: Puls y
col.,, 1983, Schultz y col., 1983). Este pretratamiento que se basa en el proceso Mansonite,
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de aplicacion muy extendida en la industria papelera, también puede realizarse en presencia
de determinados agentes quimicos, acidos y bases. El resultado final es la obtencién de un
producto fibroso cuya fraccién celuldsica es mucho mas accesible al ataque enzimatico. La
hemicelulosa que se despolimeriza en mayor 0 menor medida dependiendo de las condiciones
del pretratamiento es facilmente recuperable por simples lavados, y la lignina, practicamen-
te inalterada, puede ser extraida y utilizada con fines diversos.

Para la aplicacion de este pretratamiento se han desarrollado algunos procesos co-
merciales en continuo y discontinuo cuyo objetivo es aumentar la digestibilidad de residuos
lignoceluldsicos para su utilizacién como alimento de ganado o incrementar su rendimiento
en procesos de hidrdlisis. Los aspectos concretos del tratamiento con vapor a altas presiones
se discutirdn mas adelante junto, con los resultados obtenidos en este trabajo, para el caso
concreto de su aplicacion a la hidrdlisis enzimatica de O.nervasum.

1.3.2.2. Pretratamientos quimicos.

El objetivo fundamental de estos pretratamientos es.en general, solubilizar la frac-
cion de lignina y modificar la estructura de las cadenas celuldsicas de manera que sean
facilmente atacables por las enzimas, Existen procesos de deslignificacion de fibras emplea-
dos tradicionalmente en la industria papelera, que a pesar de su gran eficacia para eliminar
lignina no son de gran utilidad como pretratamiento por estar diseflados para respetar al
maximo la estructura de la celulosa. Entre los pretratamientos quimicos mas estudiados se
encuentran los tratamientos con alcalis, acidos, organosolventes y agentes oxidantes.

Aun para los mas eficaces pretratamientos quimicos, hay que reconocer la existencia
de inconvenientes que plantean serios problemas a la hora de ponerlos en practica a gran
escala. Entre ellos, la necesidad de disponer de equipos fabricados con materiales especiales
resistentes a la corrosion, la exigencia de efectuar lavados sucesivos del sustrato pretratado
y la produccidon de residuos quimicos contaminantes que hay que procesar y eliminar de
alguna manera.

Los mecanismos de accidn de los agentes quimicos sobre el material lignoceluldsico
son de varios tipos. Algunos actian solubilizando determinadas fracciones, tal como es el
caso de los tratamientos con solventes orgdnicos {etanol, butanol. etilenglicol, etcl que
extraen la fraccion de lignina y que han sido fundamentalmente utilizados en los procesos de
elaboracion de pulpa de papel, o la solubilizacidn de hemicelulosa con bajas concentraciones
de acido habitualmente empleado como fase previa a la hidrolisis acida de celulosa. La
mayor parte de los pretratamientos quimicos empleados persiguen sin embargo la ruptura
de los enlaces de hidrégeno en las regiones cristalinas de la fibra con objeto de abrir la
estructura y permitir el paso de los agentes hidroliticos. En este grupo hay que incluir la
utilizacion de acidos (H2S04. H3POy4). sales (ZnClyp), alcalis {(NaOH., NHj3. CalOH)2 etc.).
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De todos estos pretratamientos, une de los gue han proporcionado mejores resulta-
dos es el tratamiento con NaOH tradicionalmente empleado para aumentar la digestibilidad
de la paja para alimentacion animal. El tratamiento con NH3 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 N9 orgdnico del sustrato como consecuen-
cia de la formacién de acetato amonico.

El resto de los pretratamientos quimicos o bien producen resultados menos satisfac-
torios 0 son excesivamente caros por la tecnologia o los reactivos que hay que emplear (por
ejemplo solventes drganicos) o incluso plantean problemas de toxicidad, como ocurre con el
cadoxen (solucidn alcalina de etilendiamina) que actua como disolvente de la celulosa y que
produce un aumento del rendimiento de hidrolisis muy significativo.

Puesto que las condiciones del tratamiento y los resultados dependen en gran medi-
da del tipo de sustrato utilizado, en este trabajo se han estudiado algunos de los pretrata-
mientos quimicos anteriormente mencionadas con objeto de comparar el efecto de todos
ellos sobre un mismo material. Los resultados obtenidos en cada caso se recogen en el
apartade correspondiente de esta memoria.

1.3.2.3. Pretratamientos bioldgicos.

Estos pretratamientos consisten en someter a la biomasa lignoceluldsica a la accion
de microorganismos degradadores de lignina y hemicelulosa con lo que se destruyen asi las
estructuras que protegen a la celulosa y se la hace mds accesible al atague hidrolitico. Un
problema que presentan un gran nimero de los mencionados micreorganismos es que pose-
en también actividad celulolitica, consumiendo la celulosa preferentemente a ia lignina.
Son numerosos los trabajos que tratan sobre el tema de la biodegradacién de 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 estdn realizando para conseguir el
denominado “biopulping”, nuevo proceso de fabricacién de papel en el que la celulosa es
liberada de la lignina por medio de microorganismos ligninoliticos y no mediante procesos
quimicos tradicionales.

1.3.3. Procesos de hidrolisis enzimatica.

De acuerdo con el esquema general de un proceso de hidrélisis enzimatica, el sustra-
to una vez sometido al pretratamiento, seleccionado de acuerdo con sus caracteristicas
especificas, es hidrolizade, mediante la accion de las enzimas celuloliticas, hasta glucosa.
L.as condiciones del proceso, temperatura, tiempo de hidrélisis, concentracion de enzimas y



relacidn sdlido-liquide dependen del sustrato elegide y de las caracteristicas y actividad
hidrolitica del complejo utilizade y deben por tanto ser determinadas experimentalmente
para cada caso concreto.

Estos parametros unidos a la finalidad del proceso de hidrélisis de que se trate
determinan el modo de operacion mas adecuado en cada caso. Se han descrito numerosos
sistemas para llevar a cabo los procesos de hidrolisis enzimadtica: continuos, discontinuos,
con enzimas inmovilizadas, con reciclado de enzimas, con fermentacion simultanea, biorreac-
tores de membrana, etc., cada uno de los cuales presenta ventajas e inconvenientes que se
discutirdn mas adelante junto con la descripcidn de dichos esquemas operativos. Las dificul-
tades para realizar a gran escala estos procesos no son sélo de orden técnico sino econdmico,
ya que los productos resultantes deben competir, entre otros, con los derivados de la indus-
tria petroquimica cuyos precios son en la actualidad, inferiores a los que alcanzaron durante
la crisis energética y que generaron unas perspectivas para la transforntacion de celulosa
muy optimistas. Con el conflicto politico del Golfo Pérsico, se ha vuelto a considerar la
necesidad de una mayor dedicacion de recursos en la bisqueda de soluciones alternativas al
petroleo,

Los factores que influyen en mayor medida en el coste de la hidrdlisis con enzimas
son la baja actividad especifica de las mismas y la fuerte inhibicion que experimentan por
acumulacidn de los productos finales, fundamentalmente celobiosa v glucosa. Es por esto,
por lo que las variaciones mas importantes, disefiadas sebre el esquema basico del procesa,
han tenido como objetivo la reduccién o eliminacion de estos factores negativos. En esencia,
se ha tratado de recuperar y reutilizar las enzimas en operaciones sucesivas y eliminar el
efecto de los productos de hidrolisis separandolos del medio o transformindolos mediante
fermentaciones simultdneas, acopladas o empleo de cocultivos.

1.3.3.1. Recuperacion e inmovilizaciéon de enzimas.

La inmovilizacién de enzimas, que es una técnica ampliamente utilizada en los mo-
dernos procesos biotecnoldgicos, presenta, en el caso concreto de las celulasas, muchos
inconvenientes debido a la insolubilidad del sustrato que dificulta enormemente la interac-
cién de éste con los enzimas inmovilizadas. A pesar de esto, se han descrito algunos trabajos
experimentales de inmovilizacion de celulasas con buen resultade en cuanto a retencion de
la actividad y reutilizacion de los lechos enzimaticos (Woodward y col., 1982; Fadda y col.,
1984; Lobarzewski y Paszczynski, 1985; Wongkhalaung y col., 1985; Fujikawa y col., 1988:
Lee y Woodward, 1983} y utilizando como soportes para la inmovilizacion: 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
posibilidad de su utilizacion para trasformacién de materiales lignoceluldsicos sobre todo en
el caso de la B-glucosidasa en cuyo caso no presenta la limitacion de la insolubilidad del
sustrato.
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Otra forma de disminuir el gasto de enzimas seria la de recuperar éstas de los
hidrolizados mediante ultrafiltracidn o adsorcidn sobre sustratos frescos. El incoveniente de
estas técnicas es que gran parte de las enzimas utilizadas, sobre todo exa y endoglucanasas,
permanecen adsorbidas al sustrato residual con lo que el complejo recuperado va desequili-
brandose con respecto a su composicion original (Peitersen, 1975; Lee y col., 1982; Ooshima
vy col., 1990} complicando el disefio de un proceso de este tipo.

1.3.3.2. Separacion de productos de hidrolisis.

La separacion de los preductos de hidrolisis tiene por objetivo, como hemos dicho
anteriormente, eliminar o reducir la inhibicién que sobre la accién enzimatica ejercen dichos
productos, fundamentalmente glucosa y celobiosa y, que puede en Gtimo término detener el
proceso de hidrélisis.

Actualmente se estin estudiando diversos sistemas que permitirian retirar estos
productos a medida que se generan. Entre ellos, estin los reactores de membrana de
ultrafiltracion, que son reactores convencionales equipados con una membrana de poro
adecuado para que las enzimas puedan ser retenidas mientras que el hidrolizado es retirado
y sustituido por medio fresco (Ghose y Kostick, 1970; Grianfreda v Greco, 1980; Alfani y
col., 1983; Ohlson y col., 1984). Este es. en realidad, un sistema de ultrafiltracion que tiene
el inconveniente de producir medios con muy baja concentracién de azicares y por tanto un
incremento econdmica y energético del proceso global al tener que ser concentrados para
posteriores operaciones.

Otros sistemas que permiten el reciclado de las enzimas y la separacién de los
productos de hidrdlisis son los sistemas acuosos de doble fase (Tjerneld y col., 1985a;: 1985b;
1991}). Las dos fases de estos sistemas se forman con polimeros solubles como dextranos y
polietilenglicol que son biocompatibles por su alto contenido en agua, Los aziacares formados
durante la etapa de hidrdlisis se distribuyen en una de las fases, de donde pueden ser
separados mediante un sistema de ultrafiltracion o ser fermentados directamente, mientras
que las enzimas y el sustrato se distribuyen en la otra. Segun una comparacion recogida en
la bibliografia (Tjerneld y col., 1985b) el grado de utilizacidn de enzimas (expresado como
actividad enzimatica, en unidades de papel de filtro consumidas por gramo de azucares
reductores formados} es de 35 para un proceso discontinuo clasico, 9,6 para un sistema de
ultrafiltracion y 16,6, para un sistema acuoso de dos fases, aunque este ultimo permite
obtener soluciones de aziicares mas concentradas {5-7%) que las obtenidas en reactores de
ultrafiltracion (1%).
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1.3.3.3. Procesos de sacarificacion y fermentacion simultanea y
acoplada.

La acumulacién de glucosa y otros azicares en el medio de hidrdlisis también puede
evitarse utilizando procesos de sacarificacidn y fermentacion simultanea {SFS) en los cuales
los azucares, producidos por la accion de las celulasas sobre el material celulosico,
son,simultaneamente, transformados en etanol mediante levaduras o bacterias, fundamen-
talmente Saccharomyces o Zymomonas (Viikari y col., 1981; Ghosh y col., 1982; Asenjo y
Jew, 1983; Deshpande y col,, 1983; Kosaric y col., 1983; Ghose y col., 1984; Spangler y
Emert, 1986; Wright y col., 1987; Spindler y col., 1989; Szczodrak, 1989). Empleando
levaduras como Candida vickerhammi, que no sélo transforma en etanol la ghucosa sino que
también es capaz de utilizar celobiosa y celodextrinas, se podria, incluso, reducir la limita-
cién del rendimiento final de transformacién originado por la baja actividad que, en general,
presenta la f-glucosidasa de la mayoria de los complejos celuioliticos (Freer y Wing, 1985).

El principal inconveniente de este tipo de procesos radica en las diferentes condicio-
nes, sobre todo de temperatura, que requieren las dos fases que lo constituyen. Habria que
establecer soluciones de compromiso para las distintas variables de operacidn, asi, la tempe-
ratura podria mantenerse alrededor de unos 40°C, que es un valor intermedio entre la
temperatura dptima para la actuacién de celulasas (40-50°C) y la correspondiente a las
levaduras {30-35°C}. Este problema se podria, también, solventar con la utilizacidon de mi-
croorganismos fermentativos termotolerantes, que aportarian la ventaja. al trabajar a altas
temperaturas, de facilitar el proceso de destilacidn del etanol y disminuir su coste. Con el
proceso SFS se elimina, ademas, la necesidad de utilizar reactores separados, reduciéndose
por tanto el coste de instalacion y operacién (Blanco y 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
Saccharomyces cerevisiae skl utilizando solka-floc BW200 {Kosaric v col., 1983}). Asimismo
Szczodrak (1988) ha estudiado el proceso de SFS utilizando celulasas de 7'.reesei junto con
Kluyveromyces fragilis sobre paja de trigo sometido a diferentes pretratamientos, consi-
guiendo productividades muy superiores a las obtenidas al realizar ambos procesos por
separado. Sin embargo el proceso de SFS mas importante en la actualidad es el patrocinado
por el Departamento de Energia de EE.UU. (DOE} y realizado en el Solar Energy Research
Institute (SERI} de Colorado {Wyman, 1990},

Este proceso SFS estd integrado en un gran proyecto de produccion de etanol a
partir de cultivos energéticos (herbaceos y lefiosos) cuyo objetivo es la obtencion de etanol a
un precio competitivo con el de la gasolina para utilizarlo como combustible en automocion
en EE.UU.

Este proyecto comenzé en 1980 y sus objetivos principales son obtener unas mate-
rias primas muy baratas (altas productividades de los cultivos energéticos), mejorar el
proceso de hidrdlisis y fermentacidn {enzimas y levaduras) y aprovechar integramente los



productos mayoritarios de la biomasa (hemicelulosa, celulosa y lignina). En este proceso se
utiliza un pretratamiento con acido sulfirico diluido. aunque también se estudia el trata-
miento con organosolventes. El complejo enzimadtico lo obtiene la empresa Genencor del
T.reesei, pero continuan trabajando en produccion de enzimas procedentes de hongos {con
fermentadores de lecho fluidizado} ¥ de bacterias productoras de celulasas termoresistentes
(Acidotermus cellulolyticus).

La fermentacion se realiza con la intervencién del S.cerevisiae (fermenta la glucosa)
y del Brettanomyces clausenii que fermenta la celobiosa producida en la hidrolisis de la
celulosa, solucionando, de esta forma, los problemas de inhibicion por producto final de las
enzimas endo y exoglucanasas.

El problema de la fermentacion de la xilosa derivada de la fraccién de hemicelulosa
lo estan resolviendo en un proceso simultdneo, utilizando la enzima isomerasa inmovilizada
{cataliza la conversidn de xilosa a xilulosal, obtenida por manipulacion genética del E.coli y
levaduras.

El aprovechamiento de la lignina lo estan estudiando a través de procesos termoqui-
micos para la produccidon de metil-aril-éteres {MAE), compuestos que incrementan el octana-
je de las gasolinas sin incrementar la presion de vapor de las mezclas.

El esquema del proceso de produccién de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica
propuesto por el SERI estd representado en la figura 12.

Fruto del esfuerzo realizado por el DOE en estos diez afios (1980-1990} es el hecho
de que ei precio del etanol estimado se ha reducido desde 3,60 $/galon en 1980 a 1,35
$/galon en 1989. Sin embargo, el objetivo del Programa es una reduccion de costes hasta 0,6
$/galén {aproximadamente 20 pts/l a valor actual del $=100 pts) basados fundamentalmen-
te en mejoras tecnoldgicas de las distintas etapas del proceso que incluyen en todos los
casos los avances cientificos que se prevén pueden realizarse a corto y medio plazo {Wyman,
1990).

La sacarificacion y fermentacion simultanea también se puede llevar a cabo utilizan-
do microorganismos con capacidad para realizar ambas funciones. En este sentido, ademas
de los intentos de expresar los genes de celulasas en levaduras, también se llevan a cabo
estudios genéticos con microorganismos que, aungue con bajos rendimientos, pueden trans-
formar celulosa en etanol directamente. Este es el caso de Clostridium thermocellum que es
un organismo altamente celulolitico que fermenta celulosa y ios productos de degradacion,
fundamentalmente glucosa y celobiosa, produciendo etanol, COg y acidos orgdnicos. El
género Monilia también puede utilizarse en estos procesos ya que ademas de celulosa puede
utilizar hemicelulosa y sustancias pécticas como fuente de carbono (Gong y col., 1981). La
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Figura 12. Proceso de produccion de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica (Wrigth
1987)



principal limitacidn de este tipo de microorganismos es que debido a la heterogeneidad de su
metabaolismo producen un rendimiento bajo de transformacion y en el caso de Clostridium
existe el problema adicional de la inhibicién de su metabolismo por la acumulacion de etanol
incluso a bajas concentraciones.

Los principales procesos que emplean microorganismos con capacidad de sacarifica-
cion y fermentacion son: MIT, GE/CRA y PEN/Arkansas.

1.3.3.4. Utilizacidon de cocultivos.

La obtencion de etanol a partir de materiales celuldsicos ha sido, asimismo, abordada
utilizando cocultivos de organismos con capacidad celulolitica y fermentativa, evitando de
esta forma la fase de produccién y obtencidn de enzimas. Este tipo de procesos se ha
estudiado ampliamente con bacterias termofilicas del género Clostridium como Cl. thermo-
cellum, Cl. thermosaccharolyticum y Clthermohydrosulfuricum. El primero de ellos es un
organismo altamente celulolitico que fermenta la celulosa v sus productes de degradacion,
fundamentalmente celobiosa y glucosa, produciendo etanol, COg y acidos orgéanicos. Puesto
que esta bacteria es capaz de degradar hemicelulosas pero no de fermentar las pentosas
producidas, su cultivo con cualquiera de las otras dos especies aumenta significativamente el
rendimiento en etanol, ya que estas ultimas 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 resultados utilizando cocultivos de Clthermocellum con
bacterias productoras de etanol como Zymomonas moebilis {(Kosaric y col., 1983}

Como inconvenientes principales de los cocultivos hay que seialar la dificultad de
controlar y mantener un proceso en el que deben coexistir poblaciones microbianas diferen-
tes y cuyas exigencias pueden ser en algunos casos dificiles de hacer compatibles.

De lo anteriormente expuesto, se puede concluir que no hay un proceso de eficacia
demostrada para llevar a cabo la etapa de hidrdlisis, pero si 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 conseguir buenos resultados. La puesta en préctica de
estos procesos depende no solo de la resolucidn de las cuestiones técnicas que se plantean
sino también de factores economicos tales como competencia de los productos obtenidos a
partir de la celulosa con los obtenidos por otras vias, precio del petréleo. y por tanto de los
productos derivados de la petroquimica, etc. que son variables y por tanto dificiles de
evaluar.

No obstante, y por los datos economicos y técnicos recogidos en la bibliografia y
parcialmente expuestos anteriormente, parece recomendable profundizar en el estudio dei
proceso de SFS, asi como en la determinacién del pretratamiento mdas adecuado para la
biomasa seleccionada segun los criterios expuestos. El hecho de que organismos tan impor-
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tantes como el DOE y el SERI apoyen y estudien ese procese como medio para producir
etanol y solventar asi sus problemas de obtencion de combustibles liquidos, nos animé a
emprender esta tesis con la que modestamente podemos contribuir en nuestro pais a obte-
ner energia (en forma de combustible liquido) y materias primas que ayuden al ahorro de
petréleo,
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2. OBJETO E INTERES DEL TEMA.

En el presente trabajo se estudia la hidrélisis enzimatica de la celulosa de
Onopordum nervoswm boiss utilizdnde un complejo enzimdtico obtenido a partir de
Trichoderma reesel QM9414.

La disminucién de las reservas de combustibles fosiles y el aumento del precio de los
mismos ha concentrado durante los ultimos afios mucha atencidn en la investigacion y
desarrolio de nuevas fuentes de energia y materias primas. La celulosa, por su abundancia
v su capacidad de ser renovada continuamente en la naturaleza, ha sido, de entre dichas
fuentes, una de las mas estudiadas. Para su utilizacién, pueden aplicarse diversos procesos
de transformacion en funcion de la finalidad concreta que se persiga. Entre estos procesos,
uno de los mas prometedores es la hidrdlisis mediante enzimas, para su conversion en
glucosa, que puede ser empleada directamente para alimentacion humana y animal o como
sustrato de transformaciones para obtener SCP, combustibles o compuestos quimicos
diversos.

En este contexto y teniendo en cuenta las perspectivas que presenta 0. nevosum
{cardo silvestre) para su introduccion en algunas zonas de Espafia coma cultivo alternativo
productor de lignocelulosa, se ha considerado el interés de realizar un estudio detallado de la
transformacion por hidrdlisis enzimatica de la biomasa de dicha especie,

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

1. Obtencién de un complejo celulolitico a partir de Trichoderma reesei
QM9414. Este apartado ha incluido el estudio de las condiciones de crecimien-
to del microovorganismo y de la produccion de enzimas, asi como la caracteri-
zacion de la actividad enzimitica de la preparacion obtenida y de las
condiciones optimas de hidrolisis para dicha preparacion.

2. Evaluacion de la efectividad de distintos pretratamientos sobre el rendi-
miento de la hidrélisis de la biomasa de O. nevosum. Este estudio ha incluido
el seguimiento de las alteraciones experimentadas por los otros compuestos
mayoritarios de la biomasa. hemicelulosa y lignina con objeto de dar una
vision global del efecto del pretratamiento sobre dicho material. y

3. Seguimiento del proceso de hidrolisis de O. nervosum pretratado de acuerdo
con las condiciones dptimas seleccionadas en el apartado anterior y utilizando
el complejo enzimdtico producido en la primera fase del trabajo.
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3. MATERIAL Y METODOS.
3.1. PRODUCCION DE CELULASAS.

3.1.1. Cepas productoras de celulasas.

El organismo ideal para la obtencién de celulasas es aquél que siendo estable, produ-
ce altas concentraciones del complejo enzimdtico completo, con un bajo requerimiento en
nutrientes solubles, en un corto tiempo, sin ser ademads suceptible a ningun tipo de repre-
sidn catabdlica. Los que mds se ajustan a este modelo ideal de productor son los mutantes
de T longibrachiatum. Para el desarrollo del trabajo de investigacion correspondiente a esta
memoria, se ha utilizado el mutante @M 9414, El complejo enzimatico producido es comple-
to (endoglucanasas, celobiohidrolasa y B-glucosidasal, extracelular y con actividad suficiente
como para abordar la hidrélisis de la celulosa.

La cepa QM 9414 es lo suficientemente estable, como para permitir su manejo en
medios solido o liquido mediante las técnicas de resiembra e inoculacion habituales.

3.1.2, Cepa productora.

Para la obtencidn de las celulasas se utilizé la cepa QM9414 del mutante hiperpro-
ductor Trichoderma longibrachiatum (CECT 2414), procedente de la Coleccion Americana
de Cultivos Tipa (ATCC) via Coleccién Espaiiola.

3.1.3. Medios necesarios para el mantenimiento, caracterizacion, cre-
cimiento y produccidn.

Para desarrollar las diferentes etapas que integran el proceso de produccién de
celulasas a partir de microorganismos fue necesario utilizar distintos medios sélidos o liqui-
dos para mantener las cepas, comprobar su estabilidad, o para abordar la fase de produccion
masiva de enzimas. Dichos medios, son los que se describen a continuacion.

3.1.3.1. Medios sdélidos de crecimiento.

La preparacion de un indculo destinado a produccion de enzimas utilizando estos
mutantes, requiere disponer de suspensiones de esporas procedentes de cultivos jovenes,
(7-14 dias) sobre medios solidos. Para el crecimiento y conservacion de las mismas se han
utilizado los medios comerciales convencionales de agar-patata o de agar-malta. Cuando se
observo un mal crecimiento sobre medios sintéticos, se pasd a utilizar sustratos naturales
como patata cocida. En el anexo I se encuentra recogido la composicion de dicho medio.
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3.1.3.2. Medios liquidos para la preparacion de indculo y para la produccion en
fermentador.

Para la preparacion de indculos y medios nutritivos de crecimiento en matraz y
fermentador se utilizé un medio liquido salino, fuertemente tamponado, al que se afadio el
sustrato hidrocarbonado gue actuaria como inductor en la sintesis de celulasas. La composi-
cion del medio fue variable segin la concentracion de sustrato. En el anexo 1 se muestra la
composicion de los diferentes medios empleados.

3.1.3.3. Preparacion del indculo,

Para la preparacion del indculo se partié de una suspension de esporas obtenidas a
partir de cultivos en medio sélido de 7-14 dias de edad. Las suspensiones de esporas
contenian 2,5-3,0 106 esporas/ml, afiadiéndose 1 ml de la suspensién por cada 100 mi de
medio salino del indculo.

El pH inicial del indculo se ajustd a 5,5-6. Se mantuvo a 28°C y una agitacidn que
garantizaba una buena oxigenacion del medio, sin alterar el micelio ni los agregados de
micelo-celulosa que se producen.

3.1.4. Condiciones fisico-quimicas necesarias para la puesta en mar-
cha de [a produccidén en fermentador.

El indculo bien crecido se aiadié al medio de produccion del fermentador. que conte-
nia como unica fuente hidrocarbonada celulosa. El fermentador utilizado para la produccion
de celulasas fue un fermentador Biotec de 2-9 iitros de capacidad, en el que se pueden
prefijar las condiciones de temperatura (28-30°C) y agitacidn {200 rpm}. El pH del medio del
fermentador se ajusté entre 5-5,5 prefijandose el nivel minimo de pH a alcanzar en 3.5. La
adicidn de base o acide (NH4OH 2N o acido fosfdrico 0,5N) era automatica, mediante bomba
peristaltica y en las cantidades requeridas por la marcha del proceso. La temperatura se fijo
durante el proceso en 28-30°C. La adicion de antiespumante, también automatica. estaba
controlada por una sonda de contacto. Un problema que se planted frecuentemente fue la
formacion de espumas. La espuma que aparecio generalmente alrededor de las 60 horas era
muy consistente y dificil de eliminar una vez formada, aun incluso mediante el empleo de
antiespumante. Sélo corrigiendo la aireacion y la agitacion se logré minimizar en parte el
problema. Parece que el alto contenide en proteinas del medio es la causa del aumento
gradual de espumas a partir de cierto momento del proceso. La concentracion de sustrato
utilizado (Solka Flock HW 200) fue del 1 y 2 % (P/V},

3.2. ESTUDIO DEL COMPLEJO CELULOLITICO

3.2.1. Precipitacion y concentracion del complejo enzimatico.

Una vez finalizado el proceso de produccion en fermentador, se procedid a la separa-
cidn a partir del medio liquido de la fraceién que contenia las enzimas. Para ello. se vacio el



fermentador y se paso el medio de cultive por unos filtros de luz de malla de 0,1 mm de
didmetro. Con esta primera filtracion se lograba separar la fraccion de celulosa y micelio del
medio liquido. Se realizé posteriormente otra filtracion, con el fin de eliminar los sélidos en
suspension restantes. Finalmente el complejo enzimatico fue concentrado, a partir del liqui-
do obtenido por filtracion 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 determinaciones finales del
proceso, Para la conservacion de las enzimas obtenidas, el concentrado obtenido fue liofiliza-
do y conservado en nevera hasta su utilizacion.

La determinacidn de las actividades y cinéticas del complejo enzimatico asi como los
estudios de hidroélisis se llevaron a cabo en un principio disolviendo el liofilizado en tampédn
citrato 0,05M, pH 4,8. Sin embargo, los andlisis posteriores del liofilizado por HPLC presen-
taron poblemas derivados de la interaccion entre dicho tampon y los componentes de las
columnas de separacion. Por este motivo, se procedié a una seleccion entre distintos tampo-
nes de diferente molaridad, con objeto de encontrar uno en el que la actividad del complejo
no resultara afectada y que no presentara los inconvenientes citados anteriormente. Entre
los tampones ensayados: citrato, fosfato y acetato con concentraciones molares que variaron
desde 0.025 M hasta 0.15 M, se eligio el acetato 0,1 M que cumplia los requisitos indicados
y que sustituyd desde ese momento al tampdn citrato 0.05M en todos los ensayos de
hidrolisis,

3.2.2. Medida de la actividad enzimatica.

Puesto que el complejo enzimatico estd constituido por diversas enzimas es necesa-
rio emplear diferentes ensayos para determinar las diferentes actividades enzimaticas. Las
tres pruebas mds utilizadas para establecer la capacidad de un complejo celuiolitico de
hidrolizar celulosa son: la actividad sobre papel de filtro, la actividad sobre carboxi-metil-
celulosa (CMC) y la actividad de 8-glucosidasa. A continuacidén, se recoge la metodologia
detallada para la realizaciéon 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 habian
sido utilizados hasta esa fecha y que dificultaban por tanto la comparacion de resultados
entre distintos grupos de trabajo {(Ghose, 1987}

3.2.2.1. Determinacion de la actividad sobre papel de filtro.

Reactivos

- Tira de papel de filtro Whatman n®1 (1 x 6 cm ).
- Tampén citrato 0,05M. pH 4.8.

- DNS.

- Solucion de glucosa en tampon citrato (10 mg/ml),

Procedimiento
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Deben hacerse al menos dos diluciones en tampon citrato de la solucion de enzima
cuya actividad se quiere medir. Una de ellas debe liberar en el medio de reaccién
algo menos de 2 mg v la otra algo mds de 2 mg de azicares reductores expresados
como glucosa. Aunque las diluciones que liberan esta cantidad de reductores deben
ser estudiadas para cada casa particular, se puede deducir de nuestras experiencias
con distintas soluciones de celulasas, que éstas corresponden, generalmente, a
concentraciones de proteinas solubles (calculadas segin el método de Lowry) com-
prendidas entre 0,1 mg/ml y 1 mg / ml.

Los patrones de glucosa se preparan a partir de una solucion de glucosa, en
tampon citrato 0,05M. pH 4.8 de 10 mg/m] de concentracidon. Las diluciones,
realizadas con el mismo tampon citrate, tienen una concentracion final de 3,3; 2,5;
1,65 ¥y 1,0 mg en 0,5 ml respectivamente,

La reaccién enzimatica se lleva a cabo en tubos de ensayo de unos 25 ml de
capacidad. En la siguiente tabla. se detallan los volimenes de reactivos que se
incorporan en las distintas muestras.

MUESTRA PATRONES BLANCO CERO

PROBLEMA  GLUCOSA ENZIMA

Tampdn citrato 1 ml 1 ml 1 ml 1,5 ml

Disolucién enzimal 0,5m1 @ - 0,5m1 -
(2 diluciones)

Glucosa _ 0,5 ml* ———- —

Tira de papel 1 ——— _—— 1

* de la dilucidén de glucosa correspondiente.

Las muestras problemas se atemperan a 50°C antes de aiadir la tira de papel de
filtro. Es importante que el papel quede sumergido, en su mayor parte, en la
mezcla de reaccion, La incubacidn de las muestras se realiza durante 60 minutos a
50°C en un bafio de agitacién.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se afiade 3 ml del reactivo 3.5-
dinitrosalicilico (Anexo 1} a todos los tubos. incluyendo muestras problemas. patro-
nes de glucosa, blanco de enzima y cero. Después de agitar se introducen durante
cinco minutos en un bafio con agua hirviendo y se transfieren posteriormente a un
bafio de agua fria. Se afiaden 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 dptica del sobrenadante a 540 nm. frente al blanco de enzima.
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Cadlculo de la actividad.

Definicion de la unidad de papel de filtro (UPF).

La UPF esta basada en la Unidad Internacional {UT), que corresponde a una conver-
sion de sustrato de 1 ymol en 1 minuto. En el caso de actividad enzimdtica sobhre papel de
filtro, la UPF se define como la formacion de 1 gmol/min. de aztcares reductores medidos
como poder reductor de glucosa, en las condiciones de ensayo descritas previamente.

Debido a la ausencia de linealidad entre la dilucién de enzima y los azucares reducto-
res liberados durante el ensayo, la actividad enzimatica sebre papel de filtro debe medirse a
una concentraciéon de enzima que libere en el medio de reaccion una cantidad absoluta de 2
mg de azucares reductores, expresados como glucosa, que es el punto en donde la relacion
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 ymoles de glucosa liberados por minutoe y por ml de la dilucién enzima-
tica ensayada o lo que es lo mismo 0,37 UT por m! de dilucién.

Caiculo de las UPF de la disolucion enzimatica.

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

2. Se calculan sobre la ecuacién de esa recta los valores de glucoesa que corresponde-
rian 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 solucion de enzima correspon-
diente, v se estima el valor de la concentracion que liberaria exactamente 2 mg de
azucares reductores.

4. Se calcula la actividad (UPF) :

0,37 -1
unidades ml

UPF=
C

C= concentracién de enzima que liberaria 2,0 mg de glucosa.

Cuando se trate de disoluciones de baja actividad enzimatica. puede ser que incluso la
muestra no diluida libere en el ensayo menos de los 2 mg. de azucares reductores. En este
caso, el calculo de actividad se realiza a partir de la cantidad de glucosa liberada empleando
la siguiente expresion:
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UPF/ml de solucidn de enzima=mg.de glucosa liberados x 0,185%

*¥1 mg. de glucosa liberada equivale a 0,185 UI/ml:

1,0 -1 -1 -1

Img de glucosa = umol.min .ml = 0,185 UI.ml
0,18x0, 5x60

3.2.2.2. Determinacién de la actividad sobre CMC.

Reactivos:

Carboximetilcelulosa (1%). La carboximetilcelulosa (viscosidad media. D.S.=0.5} se
disuelve en agua caliente y luego se afiade tampén citrato 0,6M pH=4.8 en una
proporcion tal que la concentracidn final de citrato sea 0,05M.

Tampon citrato 0,05M, pH 4,8.

DNS.

Solucion de glucosa en tampodn citrato (10 mg/ml).

Procedimiento:

1.

Deben hacerse al menos dos diluciones en tampodn citrato de la disolucion de
enzima cuya actividad se quiere medir. Una de ellas debe liberar en el medio de
reaccion algo menos de 0,56 mg v la otra algo mas de 0.5 mg de azicares reductores
expresados como glucosa.

Los patrones de glucosa se preparan a partir de una disolucion de glucosa, en
tampon citrato 0.056M, pH 4,8 a una concentracion de 5 mg/ml. Las diluciones,
realizadas con e] mismo tampdn citrato, tienen una concentracion final de 1,0; 0,7;
0.5 y 0,25 mg en 0,5 ml respectivamente.

La reaccidn enzimatica se lleva a cabo en tubos de ensayo de unos 25 ml de
capacidad. En la siguiente tabla. se detallan los volumenes de reactivos que se
incorporan en las distintas muestras.

Las muestras problemas se incuban a 50°C durante 30 minutos en un bafio de
agitacion. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se afiade 3 ml del reactivo
3,5-dinitrosalicilico {(ver anexo I} a todos los tubos, incluyendo muestras probiemas,
patrones de glucosa, blanco de enzima y cero. Se agita y se introducen durante
cinco minutos en un baifo con agua hirviendo y se transfieren posteriormente a un
bafioc de agua fria. Se afdade 20 ml de agua destilada a cada tubo y se agita
invirtiendolos varias veces hasta que la mezcla sea uniforme y se lee la densidad
optica de las muestras a 540 nm. frente a la muestra cero.
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MUESTRA PATRONES BLANCO CERO

PROBLEMAS GLUCOSA  ENZIMA

CMC (1%) 0,5 Ml cmmmm cme e
Tampén citrato | —---- 0,5ml  0,5ml 1ml
Disolucién enzima| 0,5 m}  ———— 0,5 ml  ————-

(2 diluciones)

Glucosa | @ -————- 0,5 m* ————- .

* de la diluciodn de glucosa correspondiente.
Cialeulo de la actividad.

Teniendo en cuenta que la relacion entre concentracion de enzima y azicares reduc-
tores liberados se hace aproximadamente lineal cuando, la cantidad de azucares reductores
liberados como glucosa oscila alrededor de 0,5 mg (en las condiciones de ensayo descritas
previamente), la actividad sobre CMC debe medirse utilizando diluciones de enzima que
produzcan algo mas y algo menos de este valor para asi deducir la concentracién de enzima
que liberaria exactamente 0,5 mg de glicosa.

De acuerdo con el valor de Unidad Internacional, definido en el apartado correspon-
diente a la actividad sobre papel de filtro, se deduce que 0.5 mg de glucosa corresponden a
0.185 ymoles de glucosa por minuto y por mi de la dilucidn enzimatica ensayada, es decir,
0.185 Ul/ml.

Calculo de la actividad sobre CMC en la disolucion de enzima.

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

2. Se calculan sobre la ecuacién de esa recta los valores de glucosa que correspon-
den a las absorbancias obtenidas para ias 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 solucion de enzima corres-
pondiente. y se estima el valor de la concentracion que liberaria exactamente 0.5
mg de azucares reductores.
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4.  Se calcula la actividad CMC:

0,185 -1
CMC = ————— Ul ml
C

C= concentracidn de enzima que liberaria 0,5 mg de glucosa.

3.2.2.3. Determinacion de la actividad de B-glucosidasa (Bailey et al.1981).
Reactivos:

- 4-nitrofenil-g-D-glucopirandsido {Merck Rfa 6753) 1mM en tampén citrato 0,05 M
pH 4,8,
- Solucidn de 4-nitrofenol {10 ug/ml} en tampodn citrato 0,05 M pH 4,8
- Carbonato sddico 1M
Procedimiento

1. A partir de una disolucion de 4-nitrofenol en tampén citrato (10 yg/mi), se preparan
las disoluciones que se utilizan como patrones con las siguientes concentraciones:
10; 7,5; 5; 2,5 y 1,25 ug/ml

2, La reaccion enzimatica que consiste en la liberacién de 4-nitrofenol a partir de

4-nitrofenil- B-D-glucopiranosido se lleva a cabo en baiio de agitacion a 50°C duran-
te 10 minutos. Las muestras se preparan como se detalla en la siguiente tabla.

MUESTRA

PROBLEMA PATRONES CERO

4-nitrofenil-g-D- 1,8 mI e 1,8 ml
glucopiranédsido 1 mM

Solucidén enzima 0,2 ml  ——— __
4-nitrofenol | —————- 2 ml* @

Tampdn citrato | ————- = oo 0,2 ml
0,5 M pB 4,8

*de la dilucién de 4-nitrofenol correspondiente.

3. Transcurridos los 10 minutos, la reaccion se detiene afiadiendo a cada muestra 1
ml de NagCOg 1 M. La lectura de la absorbancia se realiza a 400 nm frente a la

rmuestra cero.
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Calculo de la actividad.

La actividad enzimatica de B-glucosidasa se suele expresar en nKat. El nKat se
define como la cantidad de enzima que libera 1 nmol/s de 4-nitrofenol en la mezcla reaccio-
nante en las condiciones descritas {(lnkat= 0,06 UI).

3.2.3. Determinacidn de proteinas solubles.

El método empleade para la determinacion de proteinas fue el de Lowry y col
{1950}, que tiene como fundamento la aparicion de color, resultado de la reaccion de Biuret
de las proteinas con el ién cobre en medio alcalino y de la reduccién del fosfomolibdico-
fosfotungstico por la tirosina y el triptéfano presentes en las proteinas totales.

Procedimiento:

Se utiliza un volumen de muestra de 1 ml, en una concentracion presumible de
proteinas comprendida en la curva patrén (preparada con disoluciones de seroalbtimina
entre 50 y 200 pgiml). Se afiaden 5 ml de la disolucidn C (ver Anexo I}, se agita y se dejan
en reposo 10 minutos. Transcurrido este tiempo se afiaden 0,5 ml de reactivo D {Anexo I},
se agita inmediatamente, y se dejan las muestras 30 minutos en reposo para conseguir el
desarrollo de color, La lectura de la absorbancia se realiza en espectrofotometro a longitud
de onda de 757 nm frente a un blanco tratado de forma idéntica a la muestra problema en
el que esta ultima es sustituida por agua destilada.

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

En este apartado se indican los métodos analiticos utilizados para caracterizar la
materia prima tanto nativa como pretratada y los productos de hidrolisis de la biomasa
lignoceluldsica:

3.3.1. Materia prima.

Como materia prima de partida en este trabajo se ha utilizado parte aérea desecada
(6-10% humedad) del cardo Onopordum nervosum boiss procedente de una plantacion expe-
rimental situada en los Campos de Practicas de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros
Agronomos de Madrid.

La fotografia de la figura 13, muestra algunos ejemplares de la citada especie en los
que se puede observar el gran desarrolle que alcanzan las plantas. algunas veces de altura
superior a los 3.5 metros.
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Figura 13. Onopordum nervosum Boiss




3.3.2. Caracterizacion de la materia prima.

3.3.2.1. Determinacion de la humedad : segin norma Tappi, T-11m-58.

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

3.3.2.3. Determinacion de la solubilidad en agua(fria y caliente):norma Tappi T-1m-59.
3.3.2.4. Extracto en éter : norma Tappi T-5m-59.

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

3.3.2.6. Analisis de componentes. Hidrolisis totai con acido sulfurico.

Existen diversos métodos para el estudio de la composicion en celulosa, hemicelulosa
y lignina de biomasa lignoceluldsica. Después de algunos estudios previos realizados sobre
Onopordum nervosum en los que se evaluaron tanto los resultados obtenidos como la com-
plejidad de dichos métodos se decidid emplear el método descrito por Puls (Puls et al.,
1985).

Este método que consiste en una hidrolisis total con H2S04. se lleva a cabo sobre el
sustrato seco (100°C) como se describe a continuacion (figura 14).

Se pesan 200 mg. de producto y se afiaden 2 ml. de Ho504 72% (P/P} se homoge-
niza en mortero hasta conseguir una impregnacién total del material y se deja en estufa a
30°C durante 1 hora, removiendo varias veces durante este tiempo. Después se transfiere el
material cuantitativamente a un frasco sovirel de 100 ml y se ariade HoO {56 ml) para diluir
el H9S04 hasta el 4%,

La segunda hidrolisis se realiza durante 1 hora a 120°C. Después se deja enfriar
despresurizando lentamente el autoclave para evitar sobreebullicion de hidrolizado. La
muestra se deja enfriar y se neutraliza a pH 5-6 con Ba{OH)2. Una vez neutralizada la
muestra se filtra por membrana Millipore de 0,45 u, y se recoge el filtrado para anslisis
posterior.

Para la determinacion de los azucares reductores se siguio el método propuesto por
Somogyi (1954) y modificado por Nelson (1944). Mientras que para la determinacion de
glucosa se utilizé el métoedo enzimatico de la 6-hexoquinasa comercializado por Boehringer
{Anexo I).
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Sustrato (200 mg)
-2 ml H2S504 12M (hasta
impregnacidn total).

laDlilucidn (hasta 58 ml
totales)

fxAutoclave 1 hora, 1200C.

-« Dilucion (hasta 100ml

totales).
Y
Filtracion
‘r////’//// \\\\\\ Azlcares
//(Reductores
Residuo Filtrado
)//// \\\\\\\ \\kclucosa
Peso seco Calcinacién
LIGNINA CENIZAS HEMICELULOSA-CELULOSA.

Figura 14. Procedimiento realizado para el estudio de la composicidn
de la bicomasa lignocelulédsica.

3.3.2.6.1. Determinacion de lignina (lignina "Klason").

La determinacion de lignina de la biomasa lignocelulésica {tanto nativa com tratada)
se ha efectuado sobre el residuo resultante de la hidrolisis total con dcido sulfurico tal y
come se recoge en el esquema de la figura 14,

El residuo sdlido resultante de dicha hidrdlisis es filtrado sobre filtro Millipore de
0,45 1 previamente pesado. El residuo solido se deja secar en estufa a 80°C durante 24
horas. Transcurrido este tiempo se pesa hasta peso constante. Se calcina el residuo en
mufla a 550°C durante 3 horas {(norma TAPPI, T-15m-58) calculandose el contenido en
lignina por la diferencia de peso entre el residuo seco y el peso de cenizas resultante.
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3.3.2.7. Determinacion de cenizas: norma TAPPI, T-15m-58.

3.3.2.8. Determinacion de nitrogeno total.

El contenido en nitrdgeno se determind por el método Kjeldahl (Coombs et al,,
1985), empleandose para la digestion de la materia orgénica acido sulfirico concentrado, asi
como una mezcla digestora que actia como catalizador y cuyo contenido es el siguiente:

Sulfato potésico . . . . . . . ... L. oL 87 g.
Sulfatodecobre . . . . . . . . .. ... o 4,35 g.
Sulfatoferroso. . . . . . . . . ... 8,65 g.

De esta mezcla, una vez homogeneizada, se utiliza 1 g. para cada determinacion.
Después de realizada la digestion de 500 mg de materia seca se destila el amoniaco, previo
desplazamiento de éste con NaOH al 40%. El destilado se recoge sobre acido bdrico al 4%
que contiene unas gotas de indicador Shiro-Tashiro, y se valora después el amoniaco con
Hao504 0,01N,

El tanto por ciento de nitrogeno en la muestra se calcula utilizando la siguiente
expresion:

14 x Nx VxF

10 x P

donde:

v = % de nitrégeno en la muestra.
N, F, V = normalidad, factor y volumen de H2S04 utilizado en la valoracion.
P = peso de la muestra expresado en gramos.

3.4. PRETRATAMIENTOS.

Se ha realizado un estudio exhaustivo de distintos pretrata- mientos fisicos, quimi-
cos y biolégicos utilizando como referencia aquellos que resultaron mas eficaces al ser
aplicados a sustratos lignoceluldsicos de caracteristicas similares a las de Onopordum
nervosuin.

3.4.1. Molienda.

Para cualquier manipulacion o tratamiento posterior, la biomasa vegetal debe ser
previamente reducida a un tamarfio de particula adecuado. La evaluacién del efecto de los
distintos grados de molienda se ha llevado a cabo sobre la biomasa desecada previamente en
estufa a 60°C (6 % de humedad). utilizando un molino de cuchillas tipo Restsch., con
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tamices de los siguientes tamanos de luz de malla: 0,25, 0,5, 0,75, 1 y 2 mm. A partir de los
resultados obtenidos y que se exponen en el apartadc correspondiente, se decidio utilizar el
tamiz de 2 mm para todos los estudios posteriores que se describen en este trabajo.

3.4.2. Pretratamientos alcalinos.

3.4.2.1. Pretratamiento con hidroxido sédico.

Los pretratamientos con NaOH se llevaron a cabo en bafio de silicona a 25°, 100°,
120° y 160°C, utilizando disoluciones de NaOH al 1 y 2 % (P/V) y una relacidn solido-liquido
del 5%. Los tiempos de reaccidon estudiados variaron desde 0 a 90 minutos.

3.4.2.2. Tratamiento con hidroxido calcico.

Este pretratamiento se realizd utilizando disoluciones de Ca(OH)2 al 0,2 y 1,8%, tres
temperaturas diferentes, 4°, 25° y 100°C y tiempos de tratamiento de 24 y 48 horas para
los realizados a 4 y 25°C, y 10 y 30 minutos para el efectuado a 100°C. La relacion
solido-liquido para dicho pretratamiento fue del 5%.

3.4.3. Pretratamiento oxidante.

3.4.3.1. Pretratamiento con perdxido de hidrogeno.

A un gramo de sustrato lignoceluldsico se le afiadieron 50 ml de una solucion de
H202 al 1 %. El pH de la suspensidn resultante se ajusté a 11,5 con NaOH 3N y se
mantuvo con agitacién durante 24 horas a temperatura ambiente.

3.4.3.2. Pretratamiento con hipoclorito sédico.

El tratamiento con hipoclorito sddico se efectud de manera que la relacion gramos de
cloro por gramo de sustrato a pretratar fuera de 0,7 6 0,9, y la relacion solido-liquido final
del 10%. El pH de la mezcla de reaccion fue ajustado a 7 con acido acético glacial y el
tratamiento se efectud a temperatura ambiente durante 15 horas.

3.4.4. Pretratamientos acidos.

El pretratamiento en medio Acido se ha llevado a cabo utilizando acidos clorhidrico,
sulfarico y acético. La relacion sdlido-liquido para estos tratamientos fue del 5% y en todos
los casos las condiciones ensayadas fueron las siguientes:

3.4.4.1. Pretratamiento con acido clorhidrico.

Temperatura: 25°, 70° y 100°C.
Concentracion de dcido: 0.5%, 1% y 5%.
Tiempo: 1,3. y 5 horas
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3.4.4.2. Pretratamiento con acido sulfdrico.

Temperatura: 100°C
Concentracion de dcido: 0,2%, 0,56%, 1% v 2%.
Tiempo:1, 3 y 5 horas.

3.4.4.3. Pretratamiento con acido acético.

Temperatura: 70° y 100°C
Concentracion de acido: 1 y 5%
Tiempo: 1, 3 y 5 horas.

3.4.5. Pretratamiento con solventes organicos

Se ha estudiado el efecto del pretratamiento de la biomasa lignoceluldsica con etanol,
butanol y butilamina. Los primeros se llevaron a cabo en presencia de distintos catalizadores
descritos en la bibliografia por su efectividad en el tratamiento de sustratos similares al O.
nervosum,

El pretratamiento con n-butilamina se ilevé a cabo utilizando las condiciones descri-
tas en la bibliografia para la deslignificacion de paja de arroz. El sustrato fue tratado con
una solucidn de n-butilamina al 1% a temperatura de 120°C durante 2 horas utilizando
relaciones sdlido-liquido del 25 vy 10%.

En la tabla siguiente se recogen las condiciones en las que se llevaron a cabo los
pretratamientos con etanol y butanol.
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SOLVENTE TEMPERATURA TIEMPO SOLIDO/LIQUIDO(Z)
120°C lhora 20
Etanol:Agua (1:1) 160°C 30min. 20
175°C 30min. 20
Butanol:Aguva (1:1) 12G°C lhora 20
Etanol:NaOH 1IN (1:1) 120°C lhora 20
160°C lhora 20
Butanol:NaOH IN (1:1) 120°C lhora 20
160°C lhora 20
Etanol:H2804 O,1N (1:1) 120°C lhora 20
160°C lhora 20
Butanol:H2504 0,1N (1:1) 120°C lhora 20
le0°C lhora 20
Etanol:Fenol (1:1) 120°C lhora 20
Butanol:Fenol (1:1) 160°C lhora 20

Una vez efectuados los pretratamientos quimicos en las condiciones antes descritas,
la suspension de biomasa resultante fue filtrada a traveés de papel de filtro y lavada hasta
eliminacién de los restos del agente quimico utilizado en cada caso. Sobre el residuo solido
recogido y secado en estufa a 600C se realizaron todos los estudios posteriores de composi-

cion y rendimiento de hidrélisis enzimatica.

3.4.6. Pretratamiento de irradiacién.

Se llevd a cabo en la unidad de irradiacion NAYADE del CIEMAT que consiste en
una fuente de tipo piscina de 7.700 Ci de 60Co distribuidos en doce elementos activos. Las
muestras fueron irradiadas a las siguientes dosis: 20, 50 y 100 Mrad. El flujo con el que se
realizé la irradiacion fue de 2,41 Mrad/hora. La dosimetria de las fuentes se realizé median-

te el método dosimétrico quimico Fricke.
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Los recipientes que contenian las muestras a irradiar, fueron introducidos en conte-
nedores herméticos de acero inoxidable, que fueron ajustados posteriomente en el dispositi-
vo de irradiacién. La geometria de las fuentes de 60Co en dicho dispositivo fue mantenida
constante durante todas las experiencias para garantizar la homogeneidad en la distribucion
de la dosis.

Las muestra fueron irradiadas directamente o suspendidas en agua o medio écido
(HCI, HoSO4, y CH3-COOH al 1 %). En estos dos ultimos casos la proporcion sélido-liquido
fue del 5%.

Como en el caso de los tratamientos quimicos antes descritos, el sustrato pretratado
fue filtrado, lavado y secado a 60°C en estufa. Sobre el sélido resultante se llevaron a cabo
los estudios de composicion y rendimiento de hidrdlisis enzimatica.

Sobre los residuos sélidos obtenidos en el tratamiento de irradiacion en seco y agua
se estudid el efecto de un pretratamiento posterior en medio acido (sulfarico, clorhidrico o
acético). Las condiciones de este segundo tratamiento, que fueron elegidas despies de un
rastreo previo realizado con bajas concentraciones de 4cido, se detallan a continuacion:

acido Concentracién  Temperatura Tiempo
(%) (°C) (horas)
HC1 o H2S504 1% 100 5
CH3-COOH 1% 70 3

La relacion sdlido-liquido a ia que fueron efectuadas estos pretratamientos fue del 5%.

3.4.7. Pretratamiento de explosién por vapor.

Este pretratamiento se llevé a cabo en una unidad piloto, disefiada para este fin, por
la empresa INTECSA y construida en las instalaciones del CIEMAT. El diagrama de flujo
de la instalacidn mencionada se recoge en la figura 15.

Dicho sistema incluye un generador de vapor con el que se alimenta el reactor de
explosion en el que se introduce el material lignoceluldsico. Gracias a la sibita apertura de
la valvula de descarga del reactor, se expansiona el material bruscamente y se descarga en
un ciclon donde finalmente es recogido para su tratamiento posterior.
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Figura 15. Esouema del diagrama de coperacion de la planta piloto de tra-—

tamiento de material lignocelulésico.
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El reactor de explosidn es la cAmara donde la biomasa es comprimida y subitamente
despresurizada. La capacidad dei cuerpo del reactor es de 2 litros, y esta provisto de
valvulas de carga y descarga de biomasa de 3 pulgadas. La presidn maxima de trabajo con
vapor saturado es de 42 bares absolutos. El material es de acero inoxidable AISI 316 y
posee ademas elementos de control y seguridad (2 termdmetros, un manémetro y una
vavula de seguridad).

La mezcla de vapor y material lignoceluldsico expulsado en cada disparo entra al
ciclén de descarga horizontal y tangencialmente. El ciclén estd construido en acero inoxida-
ble AlSI 316, posee una valvula de descarga de tipo tajadera de 3 pulgadas.

Las condiciones de tiempo y temperatura en las que fueron realizados los pretrata-
mientos fueron las siguientes:

Temperaturas: 190°C, 210°C y 230°C.
Tiempos: 30 segundos, 1, 2, 4 y 8 minutos.

Se realizé ademads un pretratatamiento combinado con dcido. La impregnacion de la
biomasa del cardo se realizo con acido sulfurico 0,4 v 1% (relacién solido-liquido 1:4) a 25°C
durante 24 horas. Las condiciones de tiempo y temperatura utilizadas para el pretratamien-
to de explosién por vapor en condiciones dcidas fueroin:

Temperaturas: 170° y 190° C.
Tiempos : 2. 4 v 8 minutos.

3.4.8. Pretratamiento biolégico.

El pretratamiento bioldgico del sustrato lignoceluldsico se llevé a cabo utilizando la
cepa de Phanerochaete chrysosporium {(CECT 7754}, el sustrato utilizada para este estudio
fue Onopordum nervosum nativo o pretratado por los tres métodos quimicos cuyas condicio-
nes se recogen a continuacion:

acido: 5 gramos de sustrato tratade con 100 ml de una solucién de H2S04 al
1%, durante 3 horas a una temperatura de 100°C.

alcalino: 5 gramos de sustrato tratados con 100 ml de una solucion de NaOH al
1% durante 10 minutos ¥ a una temperatura de 100°C.

oxidante: 10 gramos de sustrato tratado con 100 ml de una solucion de H202 al
1% y con NaOH 1IN hasta pH 11,5, durante 24 horas a temperatura
ambiente.

El sustrato nativo o bien el residuo resultante del pretratamiento fue esterilizado en
autoclave e inoculado con una suspensién de esporas de 12.8 x 106 esporas/g.material, El
hongo fue incubado a 38°C durante 4 semanas. Las muestras fueron retiradas a los 7, 14,
21 y 28 dias después de la inoculacion y el residuo obtenido lavado v secado en estufa a
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105°C hasta peso constante. Sobre el residuo seco final se realizaron las siguientes determi-
naciones: andlisis de la composicién, evaluacion de la susceptibilidad del sustrato a la hidré-
lisis enzimatica con celulasas obtenidas de T. reesei QM9414,

Para todos los sustratos tratados se procedié al lavado con agua hasta pH neutro,
secado en estufa a 60°C, determinandose el peso del residuo seco asi como su cornposicidn
en celulosa y lignina.

3.5. HIDROLISIS ENZIMATICA DE BIOMASA LIGNOCELULOSICA.

3.5.1. Ensayos de hidrdélisis enzimatica de la biomasa pretratada.

Una vez realizado el pretratamiento, el residuo pretratado fue sometido a hidrdlisis
enzimatica utilizando celulasas procedentes de Trichoderma reesei QM9414, Las pruebas de
hidrélisis enzimatica se efectuaron en tubos de ensayo en un baifio termostatizado con
sistema de agitacion. Las condiciones en las que se realizaron las pruebas de hidrolisis
fueron las siguientes:

- actividad enzimatica: 20 UIPF/g. sustrato.
- medio: tampodn acetato 0,1M, pH 4.8.

- tiempo de hidralisis: 48 horas.

- temperatura: 50°C.

Finalizado el periodo de hidrélisis, las muestras fueron filtradas para separar el
residuo insoluble del hidrolizado. La determinacion del rendimiento de Ia hidrolisis se llevd
a cabo sobre el hidrolizado valordndose el contenido de azicares reductores por el método de
Somogyi-Nelson y de glucosa por el método enzimatico comercial de Boehringer-Manheim
(Anexo ).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados, que seran expuestos y discutidos a continuacidn, estin agrupados en
tres apartados que se corresponden con las diferentes etapas del desarrollo experimental del
trabajo realizado:

1- Produccion y caracterizacion de enzimas celuloliticas.

2-Evaluacidn de la eficacia de diferentes pretratamientos sobre el rendimiento de hidrélisis
enzimatica del Onopordum nervosum.

3-Estudio del proceso de hidrélisis de Onopordum nervosum en condiciones dptimas.

Estos tres apartados se relacionan, asimismo, con las diferentes fases que constitu-
yen un proceso completo de transformacidn por hidrdélisis enzimadtica: obtencion de enzimas,
pretratamiento de la materia prima e hidrdlisis enzimatica del sustrato pretratado.

4.1. Produccién y caracterizacion de celulasas

4.1.1. Estudios de produccion enzimatica.

Como wva se ha comentado en el apartado correspondiente del capitulo de
Introduccidn, Trichoderma longibrachiatum QM9414 redne una serie de caracteristicas que
le hacen adecuado para su utilizaciéon como productor de celulasas. Por un lado, es capaz de
producir enzimas con actividad suficiente para degradar "in vitro” la celulosa insoluble a
azucares y ademads, presenta una estabilidad que permite su manejo en medios sélidos o
liquidos mediante las técnicas de resiembra e inoculacion habituales. Por estos motivos, esta
cepa fue elegida como productora de las enzimas que habrian de ser utilizadas a io largo del
presente trabajo.

De acuerdo con los resultados obtenidos en las primeras pruebas de produccion de
enzimas, realizadas en matraces con agitacion continua, en bafio termostatizado, y con el fin
de controlar eficientemente las condiciones de cultivo y las cinéticas de produccion de
enzimas, se decidio llevar a cabo los experimentos definitivos de produccidn en fermentador
de 10 litros de volumen util. De esta manera, se pretendia ademads, obtener cantidad de
enzima suficiente para ser utilizada en los distintos ensayos de hidrdlisis, previstos en el
planteamiento del trabajo.
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En la figura 16 se muestran las cinéticas de produccion de celulasas por
T.longibrachiatum QM9414 sobre un 1% (p/v) de Solka Floc HW200. Al tratarse de un
proceso sin control automatico del pH, se observa una disminucion del pH a partir del
primer dia hasta un valor de alrededor de 3, que se mantiene mas ¢ menos constante a lo
largo del proceso. Este hecho hace que las proteinas presentes en los medios de produccion
estén sometidas al efecto de un bajo pH durante muchas horas, lo que da lugar a que se
provoque una desnaturalizacién parcial de las mismas, que se acentia con el paso del
tiempo. Es por ello, por lo que se produce una disminucion progresiva de las actividades
enzimadticas valoradas a pesar de que se siguen secretando proteinas al medio {Blanco,
1990).

La disminucidn del pH puede estar motivada por la actividad metabdlica del hongo,
que, al mismo tiempo que degrada el sustrato hidrocarbonado afadido al medio, consume el
nitrégeno v proteinas del mismo, rompiendo el tampodn y consecuentemente bajando el pH.

Debido a los efectos negativos que ejercen ios bajos niveles de pH en el medio sobre
la actividad enzimatica se decidid, cuando se llevd a cabo el proceso de preduccion sobre
Solka Floc al 2%. controlar el pH de forma que nunca bajase de 4. En estas condiciones las
actividades enzimaticas medidas en los medios de produccién evolucionaron con la misma
tendencia que el contenido en proteinas en el medio {figura 17).

En la tabla X1 se recogen las caracteristicas de las fermentaciones llevadas a cabo y
de los rendimientos tanto de proteinas obtenidas camo de las actividades enzimdticas finales
secretadas al medio.

Los resultados, representados en las figuras 16 y 17 muestran que un aumento de
concentracidn de celulosa en los medios de produccion supone un alargamiento del tiempo
del proceso. Sin embargo, las actividades enzimaticas valoradas por unidad de peso de
proteinas secretadas al final del proceso aumentan un 50% en el caso de la B-glucosidasa y
casi un 60% en el caso de la actividad medida sobre papel de filtro, mientras que la
actividad sobre CMC disminuya.

Dado que el elevado coste de la produccion de enzimas es uno de los principales
inconvenientes a la hora de plantear un proceso de transformacion mediante hidrolisis
enzimatica, es necesario, desde un punto de vista econdmico, desarrollar procesos de produc-
citn basados en la utilizacion de fuentes de celulosa baratas. Por este motivo, se ha evaluado
aqui la posibilidad de utilizar Q.nervosum como sustrato para la produccion de celulasas.

Los estudios se han abordado utilizando tanto sustrato native como sometido a dos
pretratamientos diferentes:
1.Acide sulfarico al 5% (v/v), durante 3 horas a 100°C.
2.Agua oxigenada al 1% (viv) a pH 11,5 durante 24 horas a 25°C con agitacidn.
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Tipo de sustrato Solka Floc HW200 Solka Floc HW200
Concentracién
de sustrato 1% 2%
Volumen de produccién
en fermentador 9 litros 9 litros
Duracién del proce-
so de producciodn 168 h. 268 h.
Total precipitado
con acetona 11,8 g. 13,1 g.
Proteinas * 9,69 g 9,65 g
Actividad B-glucosi-
dasa (UI/mg.proteina) 0,18 UI/mg 0,27 UI/mg.
Actividad sobre PF
(UIL/mg. proteina) 0,39 Ul/mg 0,62 UI/mg
Actividad endogluca- 16,55 Ul/mg 9,14 Ui/mg
nasa (ULl/mg proteina)

* valoradas en el precipitado por el método de Lowry.

TABLA XI. Caracteristicas de la produccidn de enzimas en fermentador.
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Cineética de produccion de celulasas por T. Longibrachiatum QM9414 sobre
1% de Solka Floc HW200. Volumen total 9 litros. Evolucion de ( e ¢ pH. (0]
actividad sobre PF. { %) actividad B-Glucosidasa. { #} actividad endoglucanasa.
{ = } proteinas extracelulares a io largo de 7 dias.
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Cuando se utilizé como sustrato biomasa lignoceluldsica, los mejores resuitados en
cuanto a crecimiento y produccidn de enzimas se obtuvieron para el caso de pretratamiento
acido.

En la figura 18 se presentan los perfiles de produccién utilizando dicho sustrato en
concentracion del 2%. Dado que el contenido en celulosa de esta biomasa pretratada es de
aproximadamente el 40%, los resultados de este proceso de produccion habria que compa-
rarlos con aquéllos obtenidos sobre sustratos de referencia puros en concentracion del 1%
aproximadamente (tabla XII). Como se observa en dicha tabla, los rendimientos en protei-
nas extracelulares y actividades enzimaiticas obtenidos no son desalentadores aunque la
duracidn del proceso es mayor, debido a la dificultad que encuentra el micelio para crecer
sobre este tipo de sustrato.

pH Tiempo Proteinas Actividades (UI/mg)
SUSTRATO| % |[ini- (horas) (mg/ml) B-Glucosidasa PF

cial.
Solka Floc 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 produccidén de celula-
sas por T.longibrachiatum Q¥9414.

En este punto, es interesante hacer referencia a los problemas técnicos, que surgie-
ron durante la produccién de enzimas, y originados por la utilizacion en los medios de
cultivo de sustratos insolubles. La aparicion de espumas en los medios de produccion fue
uno de los mayores inconvenientes encontrados. Asimismo, la manipulacidn de los cultivos,
toma de muestra, filtracion final de los mismos. etc., se dificulté extraordinariamente debido
a la naturaleza filamentosa de los hongos empleados y a la baja densidad de los sustratos
lignocelulésicos.
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Cinetica de produccion de celulasas por T. Longibrachiatum QM9414 sobre 2%
de O. nervosuwm sometido a pretratamiento acido. Volumen total 2.5 litros.
Eveiucidon de ( @ } pH. ( 0} actividad sobre PF. { ) actividad B-Glucosidasa.
{#} proteinas extracelulares a lo largo de 12 dias.
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En funcién de los resultados obtenidos y expuestos anteriormente, se concluyé que el
proceso llevado a cabo con Solka Floc al 2% era el mas eficaz de los ensayados para
produccion de celulasas por T.longibrachiatum. Se eligio, por tanto, la fermentacion en
estas condiciones para la obtencidn del complejo que se utilizaria a lo largo del desarrollo del
trabajo correspondiente a esta memoria.

A continuacion, se recogen las caracteristicas de la preparacién enzimatica emplea-
da, obtenida por ultrafiltracién, precipitacién y liofilizacion del medio de cultivo de
T.longibrachiatum QM9414 producido en fermentador de 9 litros. Se utilizé medio salino de
Mandels con 2% de Solka Floc, 0,1% peptona y 0,1% Tween (temperatura 28°C y agitacion
300-400 rpm}.

proteinas (%) 95
Absorbancia a 280 nm. 1,4
(0,1% p/v)

UI/mg (PF) 0,63
UI/mg (pNPG) 0,37
UL/mg{CMC) 17
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4.1.2. Caracterizacion del complejo enzimatico.

El rendimiento de un proceso de hidrélisis enzimatica viene determinado por una
serie de factores que atafien a la naturaleza del sustrato, a las caracteristicas de la prepara-
cion enzimatica empleada y a las condiciones en que se desarrolla el proceso de hidrolisis
elegido. En este apartado, se recoge el estudio efectuado sobre la influencia de diversos
factores en la eficacia con la que la preparacién enzimatica obtenida y cuyas caracteristicas
se recogen en el apartado anterior, hidroliza sustratos celuldsicos de diferente origen, con
objeto de fijar las condiciones dptimas del proceso utilizando dichas enzimas.

4.1.2.1. influencia del pH y la temperatura.

Puesto que el valor del pH del medio y la temperatura influyen decisivamente en el
comportamiento de las enzimas, fueron éstas las primeras condiciones que se ensayaron
dentro de un rango elegido de acuerdo con los resultados publicados anteriormente.

Las condiciones éptimas para la actividad del complejo enzimatico de Trichoderma
Longibrachiatum @M9414 se estudiaron utilizando como sustrato para la hidrélisis Solka
Floc HW-200 por ser éste un sustrato celuldsico puro. Para el estudio de la influencia del pH
se probaron valores comprendidos entre 3,8 v 6,3 v para el caso de la temperatura entre 30°
y 55°C. La hidrdlisis se llevo a cabo durante un periodo de tiempo de 4 horas para evitar
problemas de inhibicién que podrian originarse como consecuencia de la acumulacién de los
productos de hidrélisis durante periodos largos. Para la realizacion de estas experiencias se
utilizé una actividad enzimdtica por gramo de sustrato de 18 UIPF y una relacién solido-
liquido en el medio de reaccion (tampdn citrato 0,05M) del 5% (p/v). La tasa de hidrolisis se
evalué a partir de los aztGcares reductores y la glucosa solubilizados en el hidrolizado
resultante.

En las figuras 19 y 20 se muestran los resultados obtenidos con los diferentes pH y
temperaturas ensayadas. Se observan en ambos casos que los pH superiores a 5 producen
una clara disminucion de la liberacion de azucares reductores y de glucosa. Puesto que la
produccion de azicares informa de la actividad del conjunto de enzimas del complejo mien-
tras que la glucosa lo hace mas especificamente de la actividad de la B-glucosidasa, parece
ser que esta ultima enzima es la mas sensible a los valores altos de pH ya que {a relacion
entre la glucosa y los azicares reductores totales producidos (figura 21) disminuye conside-
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AZUCARES REDUCTORES (mg/ml)

12

Figura 19:

pH

Efecto del pH en la hidrolisis enzimatica del Sotka Flec HW 200 a distintas
temperaturas. expresado como azicares reductores liberados: { # } 30°C. 1y )
35°C. (0} 40°C. 1O} 45°C. ( A} 50°C vy (m) 55°C.

Tiempo de hidrdlisis : 4 horas.

Relacion solido-liquide (pfv) @ 5%.
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GLUCOSA (mg/ml)

Figura 20:

4 5 6

pH

Efecto del pH en la hidrolisis enzimatica del Solka Floc HW 200 a distintas
temperaturas. expresado como glucosa liberada: { e } 30°C, (x } 356°C. (0]
40°C. (00) 45°C. (A} 50°C v ( W) 55°C.

Tiempo de hidrélisis : 4 horas.

Relacion solido-liquido {(p/vh @ 5%.
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Figura 21:

pH

Efecto del pH en la hidrélisis enzimatica del Solka Floc HW 200 a distintas
temperaturas, expresado como relacion entre glucosa v azticares reductores
tiberados: { @ ) 30°C. { %1 35°C. (01 40°C. (145°C.14)50°C y (m) 55°C.
Tiempo de hidrolisis : 4 horas.

Relacidn sdlide-liquido (p/vt : 5%.



rablemente a medida que aumenta el pH del medio. De estos resultados se puede concluir
que el valor de pH para el 6ptimo funcionamiento del complejo enzimatico estd comprendido
entre 4,3 y 4,8. Puesto que el rango de pH dptimo es relativamente estrecho, la hidrdlisis
deberia llevarse a cabo en medio tamponado, dado que segiin han descrito algunos autores el
pH tiende a disminuir por efecto de la accidn hidrolitica de las enzimas (Linke, 1977).

Con respecto a la temperatura se observa una mayor produccién de reductores y
glucosa cuando se eleva la misma alcanzindose los valores mdximos entre 50° y 55° C
(Figuras 19 y 20).

Paralelamente a la determinacion de los azucares reductores y de la glucosa solubili-
zados en el hidrolizado resultante, se evalud la cantidad de proteinas solubles presentes en
el medio después de 4 horas de hidrélisis. En la figura 22 estdn representados los vaiores de
proteinas expresados como porcentaje del contenido inicial de proteinas en el medio de
hidrdlisis. Se observa que la maxima recuperacion se produce a 50°C y pH 4,8; en este caso,
el 60% de la concentracion inicial fue recuperado, mientras que en las condiciones mas
desfavorables para la recuperacion de proteinas, pH 3,8 y 30°C, solamente el 25% de la
concentracion inicial se encontraba en solucion. Este mismo fenémeno ha sido observado
por otros autores (Ryu y col., 1984).

Pueste que las condiciones éptimas de trabajo respecto a pH v temperatura coineidi-
an con el mayor porcentaje de liberacion de proteinas, se decidio efectuar en los ensayos
sucesivos la hidroélisis del material celuldsico en tampdn citrato 0.05M a pH 4,8 y a 50°C,

4.1.2.2. influencia de la concentracion de sustrato y de enzima.

El estudio de la relacion sdlido-liquido y de la actividad enzimatica por unidad de
peso de sustrato, en el proceso de hidrdlisis enzimatica, es de gran importancia a la hora de
fijar las condiciones déptimas del proceso. El conocimiento de las eficacias de hidrolisis en
funcion de estas dos variables permitiran, por un lado, ajustar la cantidad de sustrato por
volumen de mezcla al minimo posible dentro del rango optimo con objeto de obtener jarabes
con alta concentracién de azucares. asi como aquilatar el consumo de enzimas que como ya
hemos comentado, supone uno de los factores que mas encarece el proceso de hidrolisis.

Para llevar a cabo este estudio, se ha utilizado, como sustrato de la hidrolisis enzima-
tica, biomasa lignoceluldsica de O.nervosum, con objeto de evaluar los rangos dptimos de
estos parametros para el sustrato que sera la materia prima a lo largo del trabajo aqui
dasarrollado. No obstante, los resultados obtenidos se compararon con los correspondientes
al caso ideal de un sustrato celuldsico puro como el Solka Floc, Debido a la baja susceptibi-
lidad de la estructura lignoceluldsica del O.nervosum a la accidn enzimatica, los ensayos que
se recogen en este apartado, se llevaron a cabo también sobre O.nervosum sometido a
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Figura 22:
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Efecto del pH en la hidrglisis enzimatica del Solka Floc HW200 a distintas

temperaturas en la recuperacion de enzimas (expresado como porcentaje dei

valor inicial de proteinas en el medio de hidrolisisi: { @ ) 30°C. (x ) 35°C. (O)
40°C. {1 45°C. (A} 30°C vy (M) 55°C.

Tiempo de hidrolisis : 4 horas.

Relacion solido-liquido (p/vi : 5%.



diferentes pretratamientos. Puesto que este estudio se llevé a cabo con anterioridad a la
evaluacion de pretratamientos realizados en este trabajo y recogidos en la segunda parte de
la memoria, los aqui empleados fueron seleccionados tomando como referencia algunos
trabajos publicados sobre pretratamientos de sustratos lignoceluldsicos, de composicion si-
milar a la del O.nervosum. Estos pretratamientos, pretratamiento oxidante con agua oxige-
nada al 1% (v/v) en medio alcalino y pretratamiento alcalino con NaOH al 1% {pfv), se
describen en el apartado correspondiente del capitulo de Materiales y Métodos.

Tras algunos ensayos previos, se seleccionaron como valores de concentracidn de
sdlidos 5% y 10%. Debido a la baja densidad de los sustratos lignoceluldsicos, valores mas
altos originarian problemas técnicos en la abtencion de una buena mezcla que dificultarian la
transferencia de las celulasas desde la fase liquida a la fase solida. El rango de concentracion
de enzimas ensayado varié entre el 2% y el 8%, expresados como mg de proteina utilizada
por cada 100 mg de sustrato {la actividad enzimatica sobre papel de filtro y de B-glucosidasa
por mg de proteina fue 0,63 Ul y 0,3 Ul respectivamente).

En las figuras 23, 24, 25 y 26 se representan los resultados obtenidos, expresados
como mg de azdicares reductores solubilizados durante 48 horas de hidrolisis, con las dife-
rentes proporciones de enzima, para los cuatro sustratos empleados.

En las figuras 27 y 28 se representan los valores obtenidos., a las 48 horas de
hidrédlisis, de azucares reductores por unidad de actividad PF utilizado frente al valor de
actividad enzimética empleada.

Comparando las distintas graficas, se puede observar que cuando la concentracion de
sustrato en el medio de reaccidn se aumenta desde el 5% hasta el 10%, conservando la
misma relacién enzima-sustrato, el rendimiento de la hidrdlisis, expresado como produccion
de azucares reductores por unidad de peso de sustrato, se mantiene mas o menos constante
en todos los casos. Esto supone la posibilidad de obtener, utilizando la concentracion del
10%, un hidrolizado con doble concentracién de azdacares reductores sin perder eficiencia en
el rendimiento de hidrdlisis.

La influencia de la concentracion de enzima en el rendimiento del proceso de hidré-
lisis queda reflejado en las figuras 23, 24, 25, 26, 27 y 28, En las dos altimas se recogen los
valores de azicares reductores producidos después de 48 horas de hidralisis por gramo de
celulosa en funcion de la propoercidn de proteina.

En el caso de los sustratos no tratados {Solka Floc y OG.nervosum) se observa que
para los valores mas altos de actividad enzimatica empleada se obtiene alrededor de un 60%
de hidrdlisis de la celulosa, expresada como azucares reductores producides por gramo de
celulosa inicial (figura 27}. La saturacion del proceso hidrolitico puede ser debida a la propia
estructura del sustrato cuyas zonas cristalinas son dificilmente atacables, en su estado
nativo, por las enzimas, o a la acumulacion de elevadas cantidades de glucosa y otros
azucares que actuarian inhibiendo la actividad de los distintos componentes del complejo.
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Figura 23:
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Efecto de la proporcién de enzima (expresada como gramos de proteina por
100 g. de sustrato) en la produccién de azicares reductores durante la hidré-
lisis enzimdtica de Solka Floc HW-200.

Relacidn solido-liquido: 5% (Al y 10% (B).
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Efecto de la proporcién de enzima (expresada como gramos de proteina por
100 g. de sustrato) en la produccion de azicares reductores durante la hidrg-
lisis enzimatica de O.nervosum nativo.

Relacion sélido-liquido: 5% (A) y 10% (B).
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Efecto de la proporcién de enzima (expresada como gramos de proteina por
100 g. de sustrato) en la produccitn de azucares reductores durante la hidré-
lisis enzimatica de O.nervosum pretratado con HeO9 en medio basico.
Relacidn sélido-liquido: 5% (A} y 10% (B).
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Figura 26: Efecto de la proporcion de enzima {expresada como gramos de proteina por
100 g. de sustrato} en la produccién de azicares reductores durante la hidro-
lisis enzimatica de O.nervosum pretratado con NaQOH.

Relacion solido-liquido: 5% (A} y 10% (B).
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Tiempo de hidrélisis: 48 horas.

Relacion sdlido-liguido: (e} 5% v {x) 10%.

Sustrato: (A) O. nervosum pretratado con H2092 en medio basico y {B) G.
nervosum pretratado con NaQH.
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Con los sustratos pretratados {figura 28) se consigue para las actividades mas altas
rendimientos cercanos al 100% {expresados como azucares reductores producidos por gramo
de celulosa inicial), con lo cual se demuestra la capacidad de los pretratamientos para
modificar la estructura de los sustratos haciéndolos mas accesibles a las enzimas
hidroliticas.

En general, se observa que alrededor del 70% del maximo de hidrélisis conseguida se
obtiene para valores entre 2% y 4% de enzima, siendo necesario aurnentar de 2 a 4 veces la
concentracidn de enzima para conseguir el 30% restante. Estos datos han servido como
base a la hora de fijar las actividades enzimaticas por gramo de sustrato (20 UIPF/g.
sustrato} en los estudios comparativos posteriores de la eficacia de pretratamiento sobre el
rendimiento de la hidrélisis.

Estos resultados deben tenerse en cuenta a la hora de diseiiar procesos de hidrdlisis
y decidir si resulta mas interesante, desde el punto de vista técnice y econdmico, utilizar
mayor actividad de enzimas para obtener valores mas altos de hidrélisis y por tanto, hidro-
lizados mas concentrados con vistas a fermentaciones posteriores, o el elevado coste de las
enzimas aconseja su utilizacion en menor proporcion a pesar de que el rendimiento final
disminuya,

El pretratamiento de la materia lignoceluidsica previo a la hidrolisis con enzimas
tiene una influencia decisiva en el rendimiento de la misma. Puesto que los pretratamientos
utilizados en este caso fueron. seleccionados en base a datos de bibliografia sin que se
realizaran estudios de optimizacion de los mismos para la biomasa de O.nervosum. es de
gran interés la evaluacion de la efectividad de diversos pretratamientos en funcion de su
incidenicia en el rendimiento de la hidrdlisis enzimatica y en el coste global del proceso de
transformacion. Por este motivo, en la segunda parte correspondiente a esta memoria se ha
hecho especial hincapié en el estudio del efecto de diferentes pretratamientos para la bioma-
sa de Onopordum nervosum en el rendimiento de la hidrélisis.

4.1.2.3. Estabilidad del complejo enzimatico.

Dado que la temperatura optima de accién de las enzimas celuloliticas es elevada y
que e! proceso de hidrdlisis debe llevarse a cabo durante un periodo largo de tiempo, es
importante conocer la estabilidad de la actividad enzimatica de la preparacion, a la tempera-
tura seleccionada como dptima, por si fuera necesario contrarrestar las posibles pérdidas de
actividad durante dicho proceso con adiciones sucesivas de enzima.

En nuestro caso, la estabilidad de la actividad del complejo ha sido evaluada en
solucidn, en condiciones similares a las del proceso de hidrdlisis, y a la temperatura de 50°C
seleccionada previamente como optima. Los ensayos de termoestabilidad han sido llevados a
cabo durante 96 horas, con el fin de cubrir sobradamente la duracidn tipica de un proceso de
hidrdlisis enzimatica {24-48 horas).
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En la figura 29, en la que se representan los valores de Ja actividad sobre papel de
filtro y de la B-glucosidasa en las condiciones descritas, se observa que ésta ultima se
mantiene mas o menos constante durante este periodo y que la actividad sobre papel de
filtro disminuye a partir de las 48 horas en aproximadamente un 25% del valor inicial.

En la bibliografia, se describen diferentes grados de desactivacion térmica para
preparaciones celulohiticas procedentes de diferentes microorganismos. Asi, por ejemplo, la
B-glucosidasa producida por Coriolus versicolor, cuyo pH y temperatura optima de actua-
cion son 4,3 v 45°C respectivamente, cuando se incuba a 45°C pierde el 50% de la actividad
inicial al cabo de 20 horas y el 55% después de 45 horas de incubacion. (Evans, 1985).

Rodriguez y col. (1988) describen para las enzimas celuloliticas producidas por bacte-
rias del género Cellulomonas, cuando se incuban en las condiciones dptimas de pH y tempe-
ratura, una pérdida del 77% de la actividad sobre papel de filtro y del 90% de la actividad
B-glucosidasa al cabo de 24 horas de incubacidn.

Segun Saddler y col. quienes han estudiado la estabilidad térmica de las actividades
endoglucanasa, B-glucosidasa y sobre papel de filtro de Trichoderma harzianus {1985), la
vida media para las actividades de dichas enzimas es de alrededor de 15 horas en el caso de
la actividad PF y mucho menor para el caso de la actividad B-glucosidasa. Utilizando el
mismo micrgorganismo, Macris y Galiotou-Panayoton {1986} encontraron valores de vida

o

media para la actividad B-glucosidasa de 1,1 dias a 50°C.

Por el contrario, la B-glucosidasa de Aspergilius niger presenta bastante estabilidad
cuando se mantiene a 50°C y pH 5 durante prolongados tiempos de incubacion. En estas
condiciones, mas del 85% de la actividad se retiene después de 48 horas y el 22% después
de 120 horas {Dekker, 1986).

La 8-glucosidasa de Alternatia aiternata presenta también elevada termoestabilidad
(vida media de 3,5 dias, 1,8 horas y 10 minutos a 60°, 65° y 70°C respectivamente)
(Macris, 1984).

En nuestro caso, los resultados obtenidos muestran una buena estabilidad enzimati-
ca bajo las condiciones de hidrolisis. particularmente la B-glucosidasa. la cual permanece
practicamente constante después de 96 horas de incubacion.

4.1.2.4, Estudios de inhibiciéon por glucosa, celobiosa y etanol.

Se ha estudiado el comportamiento del complejo enzimatico en la hidrolisis del
Onopordum nervosum en funcion de la concentracidn en el medio de productos finales de
hidrdlisis como celobiosa y glucosa, asi como de etanol, en prevision del comportamiento de
las enzimas celuloliticas en un proceso simultaneo de sacarificacion y fermentacién. Los
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resultados obtenidos (figura 30) muestran un aumento de la inhibicion a medida que aumen-
ta la concentracién de estos productos en el medio, asi por ejemplo, con una concentracion
de 5 mg/ml de glucosa la inhibicién alcanzé el 10% mientras que a partir de 10 mg/ml ésta
fue superior al 60%. En el caso de la adicién de celobiosa, los resultados ponen de manifies-
to la disminucion en la produccion de este disacarido probablemente debido a la inhibicion
de la CBH. En cuanto a la inhibicién por etanol de la produccién de glucosa se observa que
es proporcionalmente mucho menor que la producida por una cantidad de glucosa equivalen-
te {cantidad de glucosa que produciria por fermentacion esa concentracion de etanol} lo cual
favoreceria los procesos de fermentacion simultdneos a la hidrdlisis, en la que la glucosa
puede ser retirada del medio por accion de los microorganismos fermentativos y transforma-
da a etanol.

Para estudiar mas detalladamente el efecto de la acumulacién de los productos de
hidrolisis y la posibilidad de aumentar el rendimiento de ia misma aumentando la concentra-
cion de enzimas o procediendo a retirar los productos del medio se realizaron sobre Solka
Floc, O.nervosum nativo y pretratado una serie de ensayos que se recogen a continuacion.

El objeto de este estudio ha sido evaluar la capacidad maxima de hidrolisis del
complejo enzimadtico obtenido de T.longibrachiatum en ausencia de fendémenos de inhibicién
y utilizando concentraciones elevadas de enzima. Los tres tipos de ensayos se realizaron de
acuerdo a las siguientes estrategias:

L. Hidrélisis con una unica dosis de enzima (20 UIPF/g sustrato), sin retirada
de productos de hidrélisis.
I1. Hidrdlisis con tres dosis de enzima (20Ul/g sustrato x 3), afiadidas cada 24

horas previa separacion de productos de hidrolisis.
III.  Hidrdlisis con tres dosis de enzima (20UI/g sustrato x 3}, afitadidas cada 24
horas sin retirada de productos de hidrolisis.

Las diferentes estrategias para estudiar el comportamiento hidrolitico del complejo
enzimatico se recogen en la figura 31.

Los resultados obtenidos se recogen en las figuras 32 y 33.
De estos resultados se desprenden las siguientes consideraciones:

- En el caso de sustrato nativo no hay diferencias considerables debido a que el factor
limitante de la hidrolisis es la propia estructura del sustrato.

- Para el resto de los sustratos estudiados el ensayo de tipo II es el que produce
mejores resultados debido a la eliminacion del medio de reaccién de los productos de hidro-
lisis que actian comg inhibidores del proceso.
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ENSAY(Q TIPO I: RESIDUO

HIDROLISIS ENZIMATICA /,/"

SUSTRATO Y
72 h. 20 UIPF/g. HIDROLIZADO

En este ensayo se realizaron analisis de glucosa y reductores cada 24
horas.

*
ENSAYO TIPO II: HIDROLIZADO

HIDROLISIS ENZIMATICA ////,'

24 h. 20 UIFP/g.

SUSTRATO

RESIDUO

HIDROLISIS ENZIMATICA
24 h. 20 UIFP/g.

*
RESTDUO “"”"—’Lﬁﬁﬂ‘“““-— HIDROLIZADO

HIDROLISIS ENZIMATICA
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ENSAYO TIPO IIT:
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SUSTRATO - - - %
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HIDROLIZADO"

andlisis de glucosa y azlcares reductores.

Figura 31: Diferentes estrategias para estudiar el comportamiento
hidrolitico del complejo enzimatico.
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- Se observa también que, en general, la diferencia entre el rendimiente global de
hidrodlisis en el ensayo III 6 I no es significativa a pesar de que en el primero de ellos la
cantidad de enzima es triple gue en el segundo caso.

- Se demuestra con esto que la concentracion de enzima utilizada (20UlI/g sustrato)
no es un factor limitante en la reaccién enzimdtica estudiada y, que es la inhibicion por
producto final la razén mas importante en el desarrollo eficaz de la reaccion hidrolitica.

4.1.2.5, Estudios cineticos de la g-glucosidasa del complejo
enzimatico.

Los ensayos realizados para la determinacion de los parametros cinéticos de la
actividad B-glucosidasa se lievaron a cabo a 50°C y pH 4.8 utilizando como sustratos:
celobiosa (sustrato natural) y p-nitrofenil- B-D-glucopirandside. El rango de concentraciones
empleado fue de 0,5-5 mM y ,05-0,5 mM respectivamente. Los estudios cinéticos de la
actividad PB-glucosidasa con ambos sustratos muestran un comportamiento cinético de
Michaelis-Menten en ambos casos. En las figuras 34 y 35 se muestran las representaciones
de Lineweaver-Burk para cada uno de ellos. Asimismo, se ha estudiado ¢l modelo de inhibi-
cidn de esta enzima por glucosa, que ha resultado ser de naturaleza competitiva. Esto
supone la posibilidad de reducir el efecto inhibitorio aumentando dentro de ciertos limites la
concentracion de sustrato. Los valores de Ki, utilizando pNPG y celobiosa como sustrato,
fueron deterniinados a partir de las representaciones de Lineawever-Burk.

En la tabla XIII se recogen las constantes calculadas experimen- talmente. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Evans {1985} para el caso de la g-glucosidasa de
Coriolus versicolor. La baja Km aparente correspondiente a la B-glucosidasa para el sustra-
to pNPG (Km = 0,095 mM) frente a la correspondiente para celobiosa (Km= 2,62 mM),
indica que la enzima presenta una mayor afinidad por el sustrato 8-D-glucgsido sintético que
por la celobiosa, su sustrato natural, esta preferencia por el aril-B-glucésido ha sido también
observada para B-glucosidasas obtenidas a partir de otras especies (Wase y col,, 1985).
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Celobioza

p-hitrofenii-g-D-glucopiranésido

Km (mM)
Vmax (nmol/ml/min)

Ki (mM)

2,626
0,247

2,56

0,095
0,0041

0,8

TABLA XITI: Parametros

cinéticos

de la

T.longibrachiatum QM9414.
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4.2. Pretratamientos de la hiomasa de Qnopordum nervosum.

Uno de los aspectos fundamentales a tener en cuenta para el diseno y desarrollo de
un proceso de hidrolisis enzimatica de celulosa es la aplicacidn de un pretratamiento efecti-
vo, cuya naturaleza dependerd, entre otros factores, del tipo de sustrato elegido. La presen-
cia de lignina y hemicelulosa asi como la existencia de zonas cristalinas en las fibras
celuldsicas hacen imprescindible pretratar por métodos fisicos, quimicos o bioldgicos los
sustratos celuldsicos antes de efectuar su hidrélisis. con objeto de alterar su estructura y
facilitar el posterior ataque por las enzimas.

Por este motivo, uno de los principales objetivos en el desarrollo del trabajo recogido
en esta memoria ha sido la evaluacion de diferentes pretratamientos de la biomasa lignoce-
luldsica de O. nervosum con objeto de seleccionar aquellos que ofrecieran mejores resultados
desde el punto de vista del aumento del rendimiento de la posterior sacarificacién de dicho
material.

En general v dada las caracteristicas quimicas y estructurales de los materiales
lignocelulésicos, los requisitos que deben cumplir los tratamientos previos a un proceso de
hidrdlisis enzimatica serian:

- reduccion de la cristalinidad de la celulosa.

- deslignificacién de la biomasa.

- aumento de la densidad de la biomasa.

- bajos costes econdmicos.

- bajos inputs energéticos.

- posibilidad de aprovechamiento de las fracciones de hemicelulosa y
lignina separadas de la celulosa.

P

En nuestro caso, el efecto de los pretratamientos sobre el material lignoceluldsico se
ha evaluado a dos niveles diferentes. En primer lugar, sobre la pérdida de material ocurrida
como consecuencia del tratamiento y sobre la composicién del residuo obtenido. En segundo
lugar, se ha estimado la modificacién experimentada en la fraccién celuldsica, por el incre-
mento de su susceptibilidad al ataque enzimatico.

La pérdida de material se ha evaluado a partir del porcentaje de dicho material
remanente después del tratamiento asi como de la composicion del residuo en celulosa,
lignina y cenizas.
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El éxito de un pretratamiento se podria valorar por la cantidad de enzima necesaria
para obtener un grado razonable de hidrdlisis o comparando el valor de sacarificacién obte-
nido utilizando concentraciones de celulasas relativamente bajas ({1 UIPF/ml} y bajas rela-
ciones enzima-sustrato (<20 UIPF/g sustrato). Este segundo sistema es el que se ha
utilizado en nuestro caso dado que estas condiciones proporcionan una medida mas sensible
del efecto de pequefios cambios en las condiciones del pretratamiento en la digestibilidad
enzimatica,

E! rendimiento de hidrolisis se calculo a partir de los azicares reductores y glucosa
liberados en el medio de reaccién y se expresd utilizando dos indicadores diferentes: eficien-
cia de sacarificacion y porcentaje de conversion de celulosa en glucosa.

La eficacia de sacarificacién hace referencia a la susceptibilidad de un sustrato,
nativo o pretratado, a la hidrélisis por celulasas. Se calculo a partir de la glucosa liberada y
la glucosa potencialmente liberable mediante la expresion:

ES = Gp/Gr

Donde:

Gp es el porcentaje de glucosa liberada después de 48 horas de hidrolisis de un sustrato
{basado en el peso seco de este sustrato)

Gr es el rendimiento tedrico maximo de glucosa de ese sustrato, calculado por el método
analitico de Puls que se recoge en el apartado correspondiente del capitulo de Materiales y
Métodos.

El porcentaje de conversidn de celulosa hace referencia no solo a la susceptibilidad
de hidrélisis de un material pretratado sino que incluye también el efecto de posibles pérdi-
das de celulosa durante el pretratamiento. Para el cdlculo se utilizo la siguiente expresion:

CC= Gp.r/Gi

Donde:
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Gp es el porcentaje de glucosa liberada después de 48 horas de hidrdlisis de un sustrato
{basado en el peso seco de ese sustrato).

r es el porcentaje de sustrato inicial [(como peso seco) recuperado después del
pretratamiento.

Gi es el rendimiento tedrico maximo de glucosa en el sustrato nativo, calculado por el
método de Puls,

o
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4.2.1. Composicién de la materia prima.

Para la realizacion del analisis de la composicién quimica, la biomasa de O. nervosum
secada a 60°C fue previamente triturada en un molino con un paso de malla de 2 mm.

Los analisis de la materia prima realizada segun los métodos descritos en el apartado
3.3.2. figuran en la tabla XIV. Como queda reflejado en dicha tabla, la biomasa de
O.nervosum estd formada principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina, que en su
conjunto, constituye alrededor de un 65% del peso seco de su materia y un contenido en
cenizas proximo al 10%. ‘

4.2.2. Pretratamientos ensayados.

4.2.2.1. Molienda.

Como pretratamiento previo a cualquier otro, se ha estudiado 1a influencia del grado
de molienda de la lignocelulosa del cardo nativo sobre el incremento de la accesibilidad de
las enzimas al sustrato.

Los resultados obtenidos en esta primera etapa indican que el grado de molienda, no
afecta en gran medida a la produccién de glucosa y azicares reductores en la hidrolisis
enzimatica {tabla XV}, al menos en el rango de tamafio de particula estudiado (0,25-2 mm}.
Por eilo, la biomasa de cardo utilizada para el estudio posterior de pretratamientos fue
molida v recogida a través de un tamiz de malla de 2 mm.

Comportamiento similar ha sido observado por otros autores.™McDonald y cal.
{1983}, estudiaron el efecto del tamarfio de particula en la produccién de azicares reductores
por hidrolisis enzimatica a las 48 horas sobre zuros de maiz, encontrando que ésta es
independiente del tamafio de particula en el rango estudiado (45-300 pm). Rivers y Emert
(1988}, utilizando sustratos tales como bagazo de cafia de azicar y paja de trigo. no encuen-
tran que el tamafo de particula sea un factor principal en la hidrélisis enzimatica en el
rango estudiado (107-947 ym)}.
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COMPONENTE vm  Cv

Salubilidad en NaQHR 51,46 0,97
194
Solubilidad en agua 17,36 3,29
fria
Solubtlidad en agua 21,25 1,96
caliente
Extracto 7.83 2,80
alconol:benceno {1:2)
Protainas 7,80 1,20
Celulosa 29,65 2,29
Azlcares reductoras 49,97 2,14
Xitosa 11,84 1,32
Arabinosa 2,36 1,50
Lignina Klason 20,36 2,45
Cenizas 10,42 1,25

TABLA XIV.Composicion quimica de la biomasa del cardo O nervosinl. _Los valores estan
expresados en porcentaje respecto a peso de biomasa seca.;
Vm=valor medio. S
Cv=Coeficiente de variacion {%).

n® determinaciones =6
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mg Glucosa/100 mg mg Aztcares

Diametro sustrato Reductores/ 100 mg

{mm) Gp sustrato

vVm Cv \m Cv

0,25 8,66 (2,86) 10,59  (3,52)

0,50 8,55 (2,08) 10,89 {2,99)

0,75 869 (3,13) 11,44  (2,95)

1,00 8,48 (1,30) 10,88 (2,73)

2,00 8,59 {2,73) 11,36 (2,87)

TABLA XV. Influencia del grado de molienda en {a produccion de glucosa y
azucares reductores por hidrolisis enzimatica.
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4.2.2.2. Pretratamiento alcalino.

4.2.2.2.1. Pretratamiente con hidroxido sodico.

Hasta hace relativamente pocos afios, el tratamiento con sosa catstica era aplicado
fundamentalmente para aumentar la digestibilidad de los materiales lignocelulosicos utiliza-
dos para alimentacién de ganado. Diversos autores han estudiado el efecto del tratamiento
con hidrdxido sddico sobre la composicion quimico-bromatologica y la digestibilidad de sub-
productos agricolas y agroindustriales, con especial hincapié en las pajas de cereales, y la
mayoria de estos estudios coinciden en afirmar que el efecto mas importante es el cambio en
la proporcion relativa de los componentes de la pared celular. reduciéndose, en general, la
fibra neutro detergente. Sin embargo dichos efectos dependen del tipo de tratamiento,
concentracion de alcali, temperatura, tiempo de actuacion, lavado posterior (Rexen y col.,
1976: Gonzalez Santillana, 1978). Asi, una paja embebida en NaOH al 58% durante 48
horas incrementa su digestibilidad "in vitro” desde un 38,7 hasta un 46,3% (Hadjipanayo-
tou, 1984). El tratamiento con NaOH al 1,356% del bagazo de cafia de azucar durante 18
horas a temperatura ambiente produce un aumento de la digestibilidad "in vitro” de la
materia organica de 197 (g MO/Kg bagazo seco) a 601 (g MO/Kg bagazo seco) (Playne.
1984).

Es bien conocido el efecto de una solucién de hidréxido sddico (de aproximadamente
10%) sobre la celulosa nativa: se produce hinchamiento, que se traduce en aumento del drea
superficial interna, disminucién del grado de polimerizacidn, disminucién del indice de cris-
talinidad, separacién de los elementos estructurales, lignina y carbohidratos, y formacion de
una celulosa que difiere considerablemente de la primitiva, la nueva celul@a se hidroliza un
40% mas rapidamente que la original (Millet y col., 1954).

Los distintos sustratos responden de forma diferente al tratamiento con NaOH. No
existe uniformidad de respuesta para las distintas especies vegetales, si bien, parece que
esta relacionada con su contenido en lignina. Asi, por ejemplo, Feist y col. {1970} observan
que la digestibilidad de las maderas blandas, maderas con alto contenido en lignina, aumen-
ta solo ligeramente con el tratamiento con NaOH, mientras que la digestibilidad de algunas
maderas duras y otros materiales lignoceluldsicos, con bajo contenido en lignina, aumentan
significativamente con un tratamiento con NaOH. Aunqgue el hidréxido sddico tiene un
efecto muy marcado sobre maderas duras y paja, tiene, sin embargo. poco efecto en la
digestibilidad del algoddn, los resultados presentados por Moore y col. (1972} muestran que
el porcentaje de azucares reductores {expresados como glucosa) no varian cuando el algodon
sufre un tratamiento alcalino.
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En el presente apartado, se ha estudiado el efecto del pretratamiento alcalino con
NaOH en el rendimiento de la hidrolisis enzimatica del O. nervosum. Las variables estudia-
das: temperatura, concentracion de alcali y tiempo de pretratamiento, fueron elegidas tra-
tando de minimizar los costes asociados a la cantidad de dlcali y consumo energético
durante el pretratamiento.

Recuperacion de material inicial.

Dadas las caracteristicas quimicas del pretratamiento y del sustrato se controlaron
las pérdidas de material sufridas en esta etapa, identificindose en las tablas como porcenta-
je de recuperacion de material inicial {r).

En las tablas XVI, XVII, XVIII y XIX se muestran los valores de porcentaje de
recuperacion de material inicial para las distintas condiciones estudiadas.” Como se puede
observar, la solubilidad del sustrato en soluciones alcalinas es mayor cuanto mayor es la
temperatura de tratamiento y tiempo del mismo. E} residuo final obtenido, disminuye nota-
blemente cuando el tratamiento fue efectuado con concentraciones de NaOH del 2%. Es
evidente, ademas, que la solubilizacién ocurre sobre todo durante los primeros minutos. A
100°C, por ejemplo. v para concentraciones de alcali del 1 ¥y 2 % se producen el 73% y el
85% respectivamente de las pérdidas méximas ocurridas en cada caso durante los 10
primeros minutos. A partir de este momento se produce una pérdida gradual durante los
siguientes 30 minutos. Esta rdpida solubilizacion inicial fue caracteristica para todos los
rangos de temperatura y concentracion de alcali estudiados.

Podemos también serialar, que cuando las condiciones en las que se realizo el pretra-
tamiento fueron suaves, es decir aquellos pretratamientos realizados a temperatura ambien-
te durante 90 minutos y en ausencia de alcali, se produce una solubilizacion del 23,25%
aumentando ésta al 32,9% cuando la temperatura de pretratamiento se elevd a 150°C.

En las condiciones mas severas de pretratamiento (150°C, 2% NAOH y tiempo 90
minutos) se produce hasta el 61,16% de la solubilizacion del material lignocelulésico.

Comportamiento similar fue observado por McDonald y caol. (1983) cuando realizaron
el tratamiento con NaOH sobre zuros de maiz. En las condiciones estudiadas por estos
autores, rango de concentracion de NaOH 0-2%, temperatura {100-150°C) v tiempo de
pretratamiento (1-60 min.}, se observa también que el grado de solubilizacidon depende de la
severidad del pretratamiento siendo los principales factores que influyen: tiempo, concentra-
cién de alcali y temperatura. Durante los primeros 10 minutos se produce el 856% de la
solubilizacion. Los mismos autores, obtienen un rango de solubilizacion de 55-65% con
tratamiento con NaOH (1-2%) v temperatura (100-150°C}: en ausencia de élcali el rango de
solubilizacién fue de 18-28%.

Recuperacion de celulosa y la lignina.
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RENDIMIENTO HIDROLISIS ENZIMATICA

CONDICIONES 3
RECUPERACION
DE MATERIAL PRODUCCION PRCDUCCION CONVERSION D&
INICIAL GLUCOSA AZUCARES GLUCOSA g Gilucosa/Kg de
concentra- tiempo (ry* mg/100 mg sustrato REDUCTORES CC (%) sustrato nativo
cion (%) {min) Gp mg/ 100 mg sustrato
vm vm Cv Vm Cv Vm Cv

0 90 76,75 3,08 (7,24) | 11,92 (1,28) 22,47 (4,65) 69,65

30 75,00 7.41 (2,47) 18,22 (4,02) 17,96 (2,47) 55,60

1 60 70,00 15,80 (10,5) 20,75 (2,41) 35,73 (10,5) 110,62

80 71,00 12,79 (3,83) 18,00 (5,73) 29,31 (2,27) 30,77

10 80,87 7.84 (10,49) 9,38 (6,11) 20,47 (10,4) 63,37

2 30 71,20 13,83 (4,086) 24,06 (6,28) 31,80 (3,60) 98,47

60 70,50 15,50 (9,01) 22,36 (6,03) 35,29 (9.01) 109,26

90 £5.00 17,64 {6,23) 22,72 (6,62) 37,03 (6,23) 114,66

TABLA XVI. Efecto del pretratamiento alcaling con hidroxldo sadico a 259C sobre: Porcentaje de recuperacién del material

inicial{expresada en peso seco} (r) y el rendimiento de la hidrdlisis enzimatica.
Vm = valor medio.

Cy = coeficiente de variacidn

n=4
n*=2

(%)
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RENDIMIENTO HIDROLISIS ENZIMATICA

CONDICIONES
%% RECUPERACION DE
MATERIAL NICIAL DR OBUCCION GLUCOSA PRODUCCION CONVERSION DE
i Mgr100 mg sustrato AEUCARES GLUCOSA g Glucosa/Kg de
Concentra- Tiempe Gp REDUCTORES CC (%) sustrato nativo
6N tmin) vm v v mgi100 mg sustrato
vm Cv vm Cv

30 85,00 10,73 (9,97) 13,39 (12,8) 29,47 (9,97) 91,23

60 84,50 8,95 (3,09) 13,58 (8,74) 24,56 (3,09) 75,61

0 90 79,00 12,97 (4,43) 15,97 (5,25) 33,10 (4,43) 102,47
180 76,50 13,49 (7,57) 16,74) (5,71) 33,34 (7,50) 103,21

300 66,05 10,59 (8,02) 15,89 (5,07} 22,64 (6,73) 70,15

0 71,50 14,66 18,16) 19,14 (7,77} 33,87 (8,18) 104,85

10 65,06 24,24 (2,17) 33,96 (2,83) 56,94 (1,62) 157,72

1 20 €0,00 2296 (6,50) 34,31 (13,8) 44,50 (6,50) 137,77
30 63,15 19,55 (1,63) 34,03 (6,35) 39,88 (1,80) 123,47

60 53,00 28,65 {2,80) 36,78 (5,62) 49,05 (2,80) 151,87

90 52,50 25,09 14,53) 35,91 (2,94) 43,33 (3,47) 134,20

¢ 68,50 12,75 04,91) 17,46 (2,19) 28,20 (4,91) 87,31
10 64,10 19,84 (4,55) 24,48 (2,55) 41,08 (4,72) 127,17
2, 30 _ 46,00 d 25,11 (3,65) 34,94 (4,24) 37,34 (7.28) 115,48
60 66,00 24,05 {9,75) 25,90 (10,5) ‘ 51,28 (9,75} 158,75

90 57,40 24,12 (7,97) 36,72 (3,68) 44,04 (6,52) 137,50

TABLA XVII.

Efecto del pretratamiento alcalino con hidroxido sodico a 1000C sobre: Porcentaje de recuperacion del material

inicial (expresado como peso seco} después del pretratamiento (r) y el rendimiento de la hidrdlisis enzimatica.

Vm = valer medio. Cv = coeficientedavariacion{%). n=4 *n=2
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o, REDIMIENTO HIDROLISIS ENZIMATICA
CONDICIONES RECUPERACION
DE MATERIAL PRODUCCION PRODUCCION CONVERSION DE
INICIAL GLUCOSA AZUCARES CELULOSA EN Glucosa/k
concentra. | Tempo () mg/100 mg sustrato REDUCTORES GLUCOSA S eS8
c6n (min) Gp mg/100 mg sustrato CC (%)
vm vm Cv Vm Cv Vm Cv

90 71,2 12,21 (2,80) 15,18 (1,87) 28,08 (2,80) 86,95

0 180 73,25 12,76 (2,09) 16,08 (7,78) 30,18 (2,09) 93,44
300 70,05 13,59 (1,18) 17,06 (5,76) 30,76 (1,18) 95,23

2 67,00 r 20,82 (9,06) 34,98 (1,92) 45,06 (9,06) 139,49

5 63,96 19,59 (5,03) 35,62 (4,21) 40,47 (4,98) 125,31

1 10 62,43 19,70 (4,25) 32,56 (4,21) 39,69 (2,45) 122,97
30 45,15 21,96 (2.17) 29,53 [2,87) 32,02 (1,19) 99,16

60 44 90 18,33 (1,71) 29,83 [1,39) 26,58 (1,71) 82,29

90 44,70 12,87 (5,29) 20,34 [2,39) 18,58 (5,25) 57.52

10 55,65 21,81 (2,76) 30,71 {2,000 39,18 (1,37) 121,35

2 30 41,01 15,45 (1,62) 21,75 [2,30) 20,47 (1,08) 63,36
60 40,90 23,22 {5,74) 33,13 [1,34) 30,68 (5,74) 94,99

90 40,90 23,30 (5.,13) 33,09 [1,18) 30,77 (5,13) 95,28

i
TABLA XVIII.  Efecto del pretratamiento aicalino con hidréxido sodico a 120 qCsobre: Porcentaje de recuperacion del material
inicial (expresado en peso seco) (r}y ef rendimiento de la hidrélisis enzimatica.

Vm = valor medio. Cv = coeficiente de variacion (%) . *n=2 n=4
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RENDIMIENTO HIDROLISIS ENZIMATICA

CONDICIONES %
RECUPERACION
DE MATERIAL PRODUCCION PRODUCCION CONVERSION DE
(NICIAL GLUCOSA AZUCARES GLUCOSA
concentra. | Tiempo (n* mg/100 mg REDUCTORES CC (%) de%ﬂ‘;gfgagim
an (min) sustrato Gp mg/100 myg sustrato
vm Vm Cv vm Cv Vm Cv
90 67,10 19,56 (1,41) 27,86 (1,19) 42,40 (1,41) 131,28
0 180 62,50 19,06 (5,21) 24,79 (4,48) 38,47 (5,21) 119,10
300 58,00 22,53 (5,59) 32,79 (1,97) 42,05 (6,20) 130,66
2 56,00 23,49 (2,79) 38,56 (4,55) 42,48 (2,79) 131,52
5 63,45 23,49 (2,80) 32,44 (8,16) 48,13 (5,46) 149,02
1 10 55,39 26,40 (4,25) 39,45 {4,47) 50,60 (1,93) 156,77
30 47,40 8,04 (1,53) 11,21 (4,02) 12,40 (1,15) 38,10
60 47,60 2,90 (14,9} 8,95 (5,27) 4,45 (14,9) 13,78
90 48,55 321 (4410 7.99 (8,89) 5,03 (3,95) 15,59
10 51,81 24,38 (4,81) 31,55 (4,13) 40,76 (3,08) 126,29
2 30 38,90 1,32 (6,74) 4,62 {7,24) 1,66 (9,67) 513
60 39,10 1,18 (8,55) 4,12 {5,98) 1,49 (8,55) 4,62
90 38,84 1,38 (10,9) 4,47 (5,98) 1,73 (9,95) 5,37

TABLA XiX Efecto del pretratamiento alcalino con hidréxido sédico a 1500C sobre: Porcentaje de recuperacion del material
inicial {(expresado en peso setd) {r) y el rendimiento de la hidrolisis enzimatica. - .
Vm = valor medio. Cv = coeficiente de variaciéon. (%). *n=2 n=4.



Para este pretratamiento se realizd un rastreo previo de diferentes condiciones de
temperatura, concentracion y tiempo. De los 56 tipos de ensayos realizados, que se recogen
en las tablas XVI, XVII, XVIII y XIX, se seleccionaron 27 para la realizacion del estudio
mas detallado del patrén de solubilizacién durante el pretratamiento. En la tabla XX se
recogen los valores de composicion (glucosa, azicares reductores y lignina) expresados en
porcentaje con respecto a materia seca para cada uno de los residuos obtenidos después de
los tratamientos alcalinos seleccionados. En la tabla XXI se muestran los porcentajes de
recuperacion de los diferentes componentes analizados sobre el residuo, asi como los rendi-
mientos de hidrolisis enzimatica evaluados como eficacia de sacarificacion (%). El analisis de
la varianza segun diseno factorial 3x2x3 se muestra en el anexo 111

Este tipo de pretratamiento solubiliza fundamentalmente lignina y hemicelulosa (es-
timada a partir de la disminucién de los azicares reductores). La solublllzacmn de lignina
llega en las condiciones mas drdsticas al 61,58%.

La solubilizacién fundamentalmente de hemicelulosa y lignina por la accion del hi-
droxido sodico ha sido observada por numerosos autores. Probablemente, ello es debido a la
ruptura de las uniones éster entre la lignina y xilano (Rivers y Emert, 1988; Gharpuray y
col., 1983).

Con respecto a la recuperacién de glucosa, ésta disminuye significativamente al
aumentar la temperatura y concentracion de alcali, siendo esta disminucion bastante rapida
sobre todo en los primeros 30 minutos, y no encontrandose diferencias significativas a partir
de los 30 minutos {entre los 30 min. y 90 min.). El analisis de la varianza, segun diserio
factorial 3x2x3, indica que la interaccion temperatura-concentracion de NaOH y
temperatura-tiempo de pretratamiento resultan muy significativas (p<0,001) y la interac-
cidn concentracion de lcali-tiempo de pretratamiento resulta significativa {p<0.01).

En las condiciones mas severas (150°C, 2% NaOH y 90 min.) se recupera solamente
el 49,07% de la glicosa en el residuo.

Por otra parte, la fraccidn de lignina es la mas solubilizada por efecto del tratamien-
to, aunque como hemos comentado, en condiciones extremas se puede llegar a solubilizar
cerca del 50% de la celulosa. Aunque la deslignificacién aumenta con la severidad del
pretratamiento, no se observan diferencias significativas en la recuperacién de lignina cuan-
do la temperatura utilizada en la realizacion del pretratamiento se eleva por encima de 120
°C, ademas, la deslignificacion mayoritaria se produce durante los primeros 10 minutos del
pretratamiento, no produciéndose una disminucion significativa a partir de los 30 min.
{(entre 30 y 90 minutos). La deslignificacion a 100°C es mas lenta. Podemos observar que el
efecto unico de la temperatura no produce deslignificacion, ésta sdlo se produce cuando el
efecto temperatura se combina con el efecto de adicidn de alcali, tal como se puede observar
a partir de los valores obtenidos para cada una de las condiciones de temperatura estudiadas
cuando no se artadid alcali.
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CONDICIONES % RECUPERACION AZUCARES
DEL MATERTAL GLUCOSA REDUCTORES LIGNINA
INICIAL (9%} (%) (%)

Temp. § Conc. ] tiempa (r)*

(oC} (%) | (min.}) vm Qv vm  Cv vm  Cv vm  Cv
0 90 76,75 (2,63) | 33,19 (2,01} | 48,53 (3,21) § 20,70 (6,46)

25 1 30 7,00 37,69 (1,01) 54,64 (3,19) 15,89 (5,73)
1 90 71,00 (1,63} 32,66 (5,02) 50,35 {4,31) 19,48 (6,60)
2 90 65,00 29,49 (7,96) 41,39 (5,15) 19,89 (7,97}
0 300 | 66,25 (1.31) | 2994 (1.64) | 4592 (532) | 20.85 (6,04)
i 10 65,06 (0,99) 42,41 (3,85) 49,15 {4,53) 18,33 {7.59)
i 30 63,15 {0,27) 31,68 (3,88) 46,21 (4,41) 22,08 (6,21)

100 1 90 53,50 (1,08) 37,57 (0,88) 50,95 (3,51) 21,49 (5,34)
2 10 64,10 (0,18) 41,60 (2,31) 59,86 (1,20) 16,09 (4.41)
2 30 46,00 (3,77) 43,98 (0,84) 61,31 (0,88) 20,44 (7,27)
2 90 57,00 (14,1) 32,43 (10,9) 45,40 (5,88) 18,94 (7,96}
] 300 70,05 32,83 (0,85 4,81 {4,96) 21,59 (4,44)
1 5 63,96 (0,07} 38,52 (2,90) 39,57 (7,12} 21,68 (4,43)
1 10 62,43 (2,90) 34,51 (7.33) 46,69 (3,92) 18,39 (10,3)

120 1 30 45,15% (1,66) 37,86 (4,30) 43,87 (3,83) 20,00 (8,10)
1 90 4470 (0,52) 43,19 (2,05) 61,38 (3,24) 21,68 {4,45)
2 10 55,65 (1,62} 39.67 (6,26} 53,53 (4.39) 20,27 (1,82)
2 30 41,01 (0,31) | 46,74 (3,32) | 63,31 (0,75 | 21,90 (4,52)
2 30 40,90 41,26 (2,57) 54,95 (2,23) 17,30 (2,00)
0 300 58,00 (9,95) 32,86 (6,02) 39,65 (7,29) 28,25 (2,84)
1 5 63,45 {4,64) 45,86 (5,21) 56,30 (2,36) 23,18 {(3,99)
1 10 59,39 (2,70 33,80 (2,51) 44,86 (1,13) 19,85 (4,12)

150 1 30 47,40 (2,19) 41,84 (4,41) 53,21 (0,55) 21,25 (3,79
1 90 48,56 (1,53) 42,27 (3,87} 53,20 (2,21) 21,53 (1,39)
2 10 51,81 (1,83) 34,98 (7.,54) 51,72 (7,52) 21,14 (3,59)
2 30 38,90 (4,75) 36,51 (6,20) 56,93 (2,92) 17,14 (3,46)
pi 30 38,85 {4,03) 1 39,15 {3,72) 43,35 {6,53) 1,90 (5.80)

TABLA XX Porcentaje de recuperacidn del material inicial (expresado como peso seco)
después del pretratamiento (r) y composicion de los residuos sélidos paralas
distintas condiciones de pretratamiento alcalino con hidroxido sédico ensayadas

Vm = valor medio Cv = ceeficiente de variacion (%) n=4 n*=2
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CONDICIONES

e

RECUPERACION RECUPERACION RECUPERACION
GLUCOSA A_REDUCTORES LIGNINA ES
Temp. | Conc. | siempo (%) (%) (%) (%)
(oC) (%) (min.) vm Cv vm Cv vm Cv vm Cv
0 90 82,24 (1,26) 71,90 (3,91) 98,88 {4,44) 27.33 (5,49)
25 i 30 91,29 (1,01) 79,11 (3,19 74,23 (5,73) 19,67 (2,43)
1 90 75,54 (3,61) 68,98 (2,69} 86,10 (5,60} 38,80 (1,12)
2 90 61,90 (7,96) 51,94 (5,15) 80,53 (7,97) 59,89 (2,02)
0 ﬁ300 64,05 {0,83) 58,69 (4,02) 86,03 (5.20) 35,34 (6,62)
1 10 89,09 (2,88) 61,70 {3,58) 74,24 (6,80) 57,20 (2,73)
1 30 64,63 (4,14) 56,33 .(4,69) 86,86 (6,42) 61:76 {3,07)
100 1 90 64,91 (1,04) 52,94 (4,59) 71,4 (6,29 66,77 (4,14)
2 10 86,13 (2,48) 74,07 {1,28) 64,24 (4,42) 47,67 (2,42)
2 30 65,36 (4,60) 54,43 (2,89) 58,48 {4,57) 57,07 (2,89)
2 90 59,01 (3,38) 49,66 (8,87) 66,72 (7,62) 74,57 (3,38)
0 300 I 74,28 (0,85) . 64,65 (4,90) 94,21 {4,44) 46,41 (1,69)
1 7 5 79,58 (2,85) 48,86 (7,07) 86,37 (4,36) 50,85 (3,88)
1 10 69,48 (4,54) 56,22 (1,02) 71,46 (9,65) 57,19 (4,36)
120 1 30 55,18 (2,69) 38,25 (5,41 56,25 {7,94) 58,06 (3,67)
] 90 62,37 (2,36) 52,97 (3,75) 60,36 (4,14) 29,80 (5,54)
2 10 71,26 {4,64) 57,56 (5,65) 70,29 (3,10) 55,06 (3,80)
2 30 61,92 (3,63} 50,12 (1.,6) 55,96 (4,55) 33,08 (3,42)
2 0 54,51 (2,57) 4339 (2,21) 44,09 (7,00 56,43 (3,29)
Q 300 60,81 (6,67) 44,16 (4,15) 103,29 (10,1) |-68,59 (3,39)
1 5 93,83 (2,09) 68,93 (3,41) 91,49 {(1,27) 51,30 (5,59)
1 10 64,01 (1,43) 51,42 (1,57} 73,41 (2,92) 78,08 (2,35)
150 1 30 64,02 (2,28} 48,69 (2,74) 62,75 (4,20) 19,23 (3,31)
1 90 66,27 (2,53) 49,85 (1,07) 65,12 (2,18) 7,597 (4,21)
2 10 58,48 (5,72) 51,67 (5,71} 68,20 (2,39) 63,79 (3,11)
2 30 45,77 {1,54) 42,80 (7,65) 41,48 {1,61) 3,62 {10,79)
2 90 49,07 (2.43) 32,51 (7,67) 38,42 (2,45) 3,53 (10,04)

.

Tabla XX|. Efecto del pretratamiento alcalino con hidroxido sédico en la recuperacion de
glucosa, azucares reductores y lignina. Efecto en el rendimiento de la hidralisis
enzimatica expresado como porcentaje de eficiencia de sacarificacion

Vm = valor medio. Cv = coeficiente de variacidon (%) n=4
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Cuando comparamos los distintos pretratamientos llevados a cabo a altas temperatu-
ras (100°, 120° y 150°C) se observa que la interaccién de los efectos combinados
temperatura-concentracién de alcali influyen de forma significativa {p<0,05) mientras que
las interacciones temperatura-tiempo de pretratamiento y concentracion de dlcali-tiempo de
pretratamiento resultan muy significativas {p< 0,001).

El comportamiento con respecto a la recuperacién en azicares reductores es similar
a aquél que se produce en la recuperacion de la glucosa.

En condiciones relativamente suaves, por ejemplo, a 100°C, 10 min. y 1% NaOH, la
recuperacion de sélidos fue del orden del 65 %, la eliminacién de lignina fue del orden del
25,76% y la pérdida de celulosa del 10,91%.

Cuando se compararon nuestros datos con aquéllos obtenidos por ofros autores para
materiales lignoceluldsicos de composicion similar al O. nervosum observamos ligeras dife-
rencias. Asi, por ejemplo, para el tratamiento con NaOH al 1% a 120°C durante 90 minutos
en el caso de la paja de trigo, Gharpuray y col. (1983} obtienen un 50% de solubilizacién por
efecto del tratamiento, y pérdidas de celulosa, hemicelulosa y lignina del 40%, 60% y 85%
respectivamente. En estas mismas condiciones, con O. nervosum encontramos que se solu-
biliza el 553%, siendo las pérdidas de celulosa y lignina del 37.6% y 39.64%
respectivamente.

Pérdidas menores de celulosa fueron obtenidas con pretratamiento alcalino de zuros
de maiz (McDonald v col., 1983). En el tratamiento alcalino con NaOH al 1%, a 150°C
durante 15 minutos, se pierde el 15% de la celulosa, mientras que en el caso del O.
rervosum en las mismas condiciones de temperatura y concentracion de NaOH, pero con un
tiempo de pretratamiento de 10 min., las pérdidas de celulosa encontradas por nosotros
fueron del 36 %.

Rendimiento de la hidrélisis enzimatica.

Como se ha dicho anteriormente la eficacia de un pretratamiento viene dada por el
incremento en la hidrélisis enzimatica que experimenta un determinado sustrato celuldsico.
Para su determinacion se evalud la glucosa producida, a partir de la cual se calcularon las
eficiencias de sacarificacion y eficacia de conversién de celulosa en glucosa de acuerdo con
las definiciones antes sefialadas.

Produccion de glucosa.

Los resultados correspondientes a la produccion de glucosa y azicares reductores
(expresados como mg/100 mg sustrato) después de una hidrdlisis enzimatica durante 48
horas aparecen en las tablas XVI, XVII, XVII y XIX. En ¢l anexo III se muestra el analisis
de varianza de los datos correspondientes al rendimiento de la hidrolisis enzimatica.
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En general, para todas las condiciones de pretratamiento realizadas se produce un
aumento en la produccién de glucosa por hidrélisis enzimatica. El estudio estadistico indica,
que los valores maximos de dicha produccion se encuentran a temperaturas de 100°C
produciéndose por encima de ésta una disminucion significativa {p<0,001} en la produccién
de glucosa. Las diferentes concentraciones estudiadas no dan lugar a resultados significati-
vamente diferentes, aunque la interaccion de los efectos temperatura-concentracion de aicali
resulta muy significativa (p< 0,001). También resultan muy significativas (p<0,001} las
interacciones concentracién de alcali-tiempo y temperatura-tiempo. El tiempo de pretrata-
miento tiene también un efecto significativo, los valores mas altos se obtienen cuando éste
fue menor, no encontrandose, sin embargo, disminucion significativa para tiempos largos
(30-90 minutos).

McDonald y col. (1983}, estudiaron el efecto del pretratamiento alcalino en la produc-
cion de azucares reductores por hidrolisis enzimatica de zuros de maiz, “encontrando que
ésta disminuye con el tiempo de pretratamiento, aumentando ligeramente al aumentar la
concentracion de NaOH (0-2%) a tiempos cortos, ello es debido probablemente a la solubili-
zacion de la hemicelulosa y celulosa con lo que se produce una disminucién en los azucares
potenciales del residuo.

Eficacia de sacarificacién y conversiones de celulosa en glucosa.

Con respecto al rendimiento en la hidrdlisis enzimatica, se observa que cuando el
pretratamiento se realizd a temperatura ambiente {25°C} durante 90 min., aquél aumento al
aumentar la concentracion de dlcali. Asi, cuando la concentracion de alcali utilizada fue del
2%, la eficacia de sacarificacion (ES%! y la conversion de celulosa (CC%j se multiplicaron
por un factor de 2,72 y 1,68 respectivamente con respecto a los valores correspondientes al
sustrato no tratado.

La conversion de celulosa en glucosa (%) a temperaturas elevadas (100,120° y
150°C} en general disminuye al aumentar la concentracién de alcali del 1 al 2 %. Cuando se
estudia la variable tiempo, se cbserva que su efecto tanto sobre la conversion de celulosa
como sobre la eficiencia de sacarificacidn, va a depender de la temperatura del proceso. A
100°C, las conversiones, en lineas generales, aumentan hasta los 60 min., transcurridos los
cuales comienzan a disminuir. Sin embargo, para temperaturas mas elevadas (120 y 150°C),
es a partir de los primeros 10 min. cuando la conversion de celulosa comienza a disminuir,
concretamente a 150°C y tiempos superiores a 10 min. se produce una disminucion conside-
rable de ésta asi como de la eficacia de sacarificacion, llegando incluso a obtenerse valores
muy por debajo de los obtenidos para el material sin tratar (150°C, 30-90 min.}.

Los valores mas altos de hidrolisis a 48 horas fueron encontrados cuando el pretra-
tamiento se realizé en condiciones suaves (100°,120°, 150°C durante 10 min. y concentra-
cion de alcali del 1%). En estas condiciones y a 150°C, los valores-de eficiencia de
sacarificacion y conversidn de celulosa alcanzaron el 78,08% vy el 50,60% respectivamente.
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De los resultados expuestos, se puede asegurar que con el pretratamiento alcalino, se
aumenta significativamente la digestibilidad enzimatica, pero desgraciadamente a costa de
importantes pérdidas de materia seca y por tanto, de azicares potenciales durante el
pretratamiento.

En la tabla XXII se comparan los rendimientos de hidrolisis enzimatica de la bioma-
sa de . nervosum obtenidos con los pretratamientos éptimos en este trabajo con los citados
por otros autores para diferentes sustratos lignoceluldsicos.

Debido a las diferentes condiciones de trabajo mostradas en dicha tabla es dificil
establecer, con los datos que se ofrecen en ella, comparaciones sobre la facilidad de hidrdlisis
enzimatica de la celulosa de los distintos materiales citados. Si se puede constatar, sin
embargo, ia eficacia del pretratamiento, cuando se seleccionan adecuadamente las condicio-
nes de operacion, para conseguir altos rendimientos de degradacién de la fraccion de celulo-
sa en una gran variedad de sustratos lignocelulosicos.
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24

coneen- | ’
SUSTRATO [ srL(ea) | T2 on | wa | Tiempo | ES(%) [ CC(%) | Nativo Referencia
%) (°C)

| zurodemaiz | 6 | 2 | 150 |1smin| 94 | 79 | 57 |  McCdonald, 1983 |
| paiadetigo | 13 | t | 129 | 150 | 88 | 53 | 141 | Gharpurayycol. 1983 |
[ bogaroconaazicar | 12 | 4 | 8 |6omin| 70 | 37 | 17 |  Raoycol.1983 |
| bagazo cana azucar | | 2 | so | 2¢n | | €71 ] &1 | RiversyEmert, 1988 |
| pajederrigo | - ] 2 | e | 24n | | 78 | 21 | RiversyEmert, 1988 |
| hoja de batata | - I 2 | 25 | 24 h I | 28 ‘ 10 | Bhattacharyay col., 1987 |
| tatiodebatata | - | 2 | 25 | 24n | | 26 | 55 | Bhattacharyaycol, 1987 |
| pajadetrigo | | 1+ | 25 | th | st | 44 | 1t | Detroyycol 1981 |
| paja de trigo ‘ 30 | 1 I 30 | th ‘i 75 | 68 | 11 | Detroy y col., 1981 I
l cardo | 5 | i | 150 | 10 min | 78 | 39 | 25 | Este trabajo |
| cardo | s | 1 | 100 |tomin] 57 | 57 Io2s | Este trabajo I
TABLA XXII. Rendimiento de diversos pretratamientos alcalinos con hidréxido sodico de diferentes sustratos

lignoceluldsicos.



4.2.2.2.2, Protratamiento con hidroxido calcico.

Aunque los datos publicados sobre la utilizacién de hidroxido calcico para mejorar la
digestibilidad de residuos agricolas, en general, parecen indicar que este de tipo agente
guimico no es tan efectivo como la utilizacion del hidréxido sodico, se han obtenido algunos
resultados, como los publicados por Winughogo y col. {1984} sobre paja de arroz, que indican
que el tratamiento con este tipo de reactivo puede ser incluso mas efectivo que el tratamien-
to con hidréxido sddico, realizado en condiciones similares. Estos autores recomiendan la
utilizacion de una concéntracién 1,8 veces superior a la utilizada de hidréxido sédico siendo
suficiente la impregnacion del material durante 24 horas. En estas condiciones y utilizando
20 g Ca{OH)2/100 g de paja de arroz, la digestibilidad "in vitro” aumento desde el 40% para
el sustrato sin tratar, hasta el 59% en el caso del sustrato tratado. Resultados similares se
obtuvieron cuando se valord la digestibilidad en rumiantes (Ibrahim y Pearce, 1984}, Del
mismo modo, el tratamiento con altas concentraciones de Ca{OHj2 (300g/Kg sustrato} del
bagazo de cafha de azdcar supone un incremento de la digestibilidad de 197 a 724 (g MO
digerida/ Kg materia seca) (Playne, 1984).

La utilizacion de Ca{OH)2 podria ser interesante para aumentar la digestibilidad de
sustratos lignoceluldsicos, debido a su bajo coste. Datos recogidos en la bibliografia mues-
tran que el hidréxido calcico supone, dependiendo del pais, solamente del 7 al 20% del
precio del hidroxido sdédico por tonelada (Playne, 1984). Otras ventajas adicionales de la
utilizacién de hidroxido calcico con respecto’a la sosa caustica es su menor efecto corrosivo,
facilidad de manejo y la posibilidad de la recuperaciéon de este tipo de reactivo una vez
efectuado el pretratamiento, aprovechando la baja solubilidad de este compuesto en agua.

El pretratamiento alcalino con hidréxido calcico sobre la biomasa del cardo
O.nevosum se estudio utilizando 2 concentraciones de alcali 0,2 y 1,8%; tres temperaturas
diferentes 4, 25 y 100°C y tiempos de pretratamiento de 24 y 48 horas para los realizados
a4y 25°Cy 10 y 30 minutos para el efectuado a 100°C. Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla XXIIL

Aunque la solubilizacién y la pérdida de celulosa fueron menores para este pretrata-
miento que para el realizado con hidréxido sédico, la eficacia de 1a hidrdlisis enzimadtica fue
no solo menor que para el sustrato pretratado con sosa cdustica, sino que incluso, los valores
de hidrélisis enzimética obtenidos fueron en todos los casos significativamente inferiores a
los del material no tratado indicando la ineficacia de este tratamiento sobre la biomasa del
0. nervosum en las condiciones estudiadas.
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24 RECUPERALCION

45 RECUPERCION

4y RECUPERACION

s 5 ce )
e s Wi\:“ v Cv i;DUCTORCEj vm Cv vm  Cv vm Qv
4 24 h 79,44 88,94 (3,12) 86,62 (5,21) 81,36 {1,24) 11,31 {(1,06) 10,08 (1,06)
4 48 h 83,81 101,4 (3,33) 96,07 (6,71) 74,54 (4,24) 6,64 (1,19) 6,78 (1,19)
0.2 25 24h 82,91 89,57 {1,09) 85,74 (5,91) 83,44 (5,27) 9,52 {2,28) 8,52 {2,28)
25 48 h 84,11 100,2 {1,10) 94,96 (6,74) 95,74 (1,11) 6,79 (2,22) 6,80 (2,22)
100 10 min 83,06 92,98 (2,21) 94,40 (4,75) 102,37 {2,86) 6,17 (3,92) 5,70 (3,92)
100 30 min 80,57 89,59 (3,09 85,67 (2,36) 102,64 {1,37) 11,62 (1,32) 10,33 {1,32)
4 24 h 85,91 80,61 (1,38) 72,06 (5.47) 71,06 (2,50) 2,10 (8,82) 1,70 (8,82)
4 48 h 87,71 102,49 (2,96) 79,30 {4,41) 78,12 (1,10) 1,39 (3,56) 1,43 (3,56)
1.8 25 24h 73,86 69,45 (2,80) 71,13 (5.24) 59,78 (4,68) 1.19 (3,27) 0,82 (3,27)
25 48 h 76,11 90,58 (0,42) 80,20 (2,55) 77,57 (4,92) 0,91 (7,95) 0,83 (7,95)
100 10 min 74,75 82,00 (0,64) 68,74 (6,86) 84,54 (7,15) 1,93 (2,65) 1,58 {2,65)
100 30 min 71,16 86,70 (3,84) 63,21 (2,08) 88,33 (8,01) 1,11 (5,67) 0,95 (5,67}
TABLA XXili. . Efecto del pretratamiento alcaline con hidroxido calcico en el porcentaje de recuperacion de: material inicial

(expresado como peso seca), glucosa, azucares reductoresy lignina. Efecto del pretratamiento sobre la hidrdlisis

enzimatica.

vm = valor medio
Cv = coeficiente de variacion
n=4




4.2.2.3. Pretratamiento oxidante.

4.2.2.3.1. Pretratamienio con peréxido de hidrogeno.

En la Naturaleza, la lignina es degradada por distintos microorganismos. Aunque el
mecanismo de la degradacidn natural de la lignina es desconocido, se sabe, sin embargo, que
el perdxido de hidrdgeno 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 Ho02, sino que se debe al radical hidroxilo (HO-) que se forma durante la
degradacion del H202 con el anion peréxido:

HoO02 + HOO- = HO- + 09p- + H20

Esta reaccién es fuertemente dependiente del pH, con un intervale dptimo entre 11,5 y
11,6, que corresponde al pKa de la reaccién de disociacion del HeO42:

Hp09 == H+ + HOO-

La utilizacién de H2029 en medio alcalino ha sido aplicado como pretratamiento de biomasa
procedente de residucs agricolas. Asi, Gould y Freer (1984) tratando paja de trigo y zuros de
maiz con H902 al 1%, pH 11,6 y temperatura ambiente durante 18-24 horas, se produce
aproximadamente el 50% de deslignificacién, eliminandose practicamente toda la hemicelu-
losa y recuperandose en el residuo toda la celulosa. El residue obtenide después del pretra-
tamiento puede hidrolizarse enzimaticamente con una eficacia del 90% (basado en el
contenido de celulosa del material de partida).

En este trabajo, se ha pretratado la biomasa de G.nervosum utilizando las condicio-
nes optimas descritas por Gould para paja de trigo {(H902 al 1%, pH 11.5; 25°C. 24 horas).
Los resultados obtenidos en este caso fueron los siguientes:

Recuperacidn de material inicial: 44,504+1,27
Composicién (%):Glucosa: 39,95+0,39
Azldcares Reductores: 66,00+2,04

Lignina: 15,05+0,38
Cenizas: 3,1
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Cenizas: 3,1
Recuperacidn (%):Glucosa: 57,40
Azucares Reductores: 56,69
Lignina: 41,72
Rendimiento de hidrdlisis enzimatica:
mg Glucosa/100 mg sustrato: 21,94:0,76
mg Azlcares reductores/100 mg sustrato: 34,07+0,67
Eficacia de sacarificacion (%): 54,91
Conversion de celulosa en glucosa (%): 31,17

Como se puede observar, la eficacia de sacarificacidn se multiplica por un factor de
2,4 respecto al sustrato nativo y, se produce ademas una elevada deslignificacion (58,3 %).
Sin embargo, y como consecuencia de las elevadas pérdidas de celulosa {42,6%}, la eficacia
global del proceso disminuye considerablemente, expresada como porcentaje de conversidn
de celulosa en glucosa.

En la tabla XXIV y con objeto de establecer una comparacién con los resultados
obtenidos por otros autores para diferentes sustratos lignocelulésicos pretratados con HgO2
se recogen los valores de eficiencia de sacarificacion obtenidos para dichos sustratos asi
como el correspondiente a Q.nervosum. En ella, se puede observar la fuerte dependencia del
tipo de sustato lignoceluldsico para unas condiciones similares de pretratamiento. La efica-
cia de sacarificacién obtenida sobre 0. nervosum es comparable a la obtenida por Gould
(1984} sobre kenaf y sobre roble.
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% Eficacia de sacarificacion

SUSTRATO LIGNOCELULOYICO

| |
l | 0, | + H20, |
| Pajade trigo” | 27,2 | 93,0 |
| Tallo de maiz* | 49,8 | 90,1 |
| Zuro de maiz’ | 32,1 | 100 I
| Bagazo de maiz® | 62,3 | 99,0 |
| Alfalfa® | 40,9 | 93,6 |
| Kenaf* | 25,7 | 58,4 |
| Paja de soja” | 46,2 | 74,7 |
| Roble* | 21,8 | 52,5 |
| Cardo | 23,0 | 54,2 |

TABLA XXIV. Efectodel pretratamiento oxidante en medio alcalincenla
eficacia de sacarificacién de distintos materiales
lignoceluiasicos. {"Fuente Gould, 1984)



4.2.2.3.2. Pretratamiento con hipocicrito sodico.

El tratamiento con hipoclorito sddico estd descrito en la bibliografia como muy efectivo para
producir deslignificacion en materiales lignoceluldsicos tales como bagazo de cafia de azicar
y tallo de algodon (Naim y col., 1986). Este tratamiento se llevo a cabo sobre Q. nervosum
empleando una solucidn de hipoclorito sddico de tal forma que la relacidn gramos de cloro
por gramo de sustrato a pretratar fuera de 0,7 6 0,9. _

En la tabla XXV, se recogen los resultados obtenidos de porcentaje de recuperacion del
material inicial (r) de los residuos sometidos a las dos condiciones estudiadas de pretrata-
miento alcalino con hipoclorito sédico. En la misma tabla se recogen ademads, las composi-
ciones de los residuos obtenidos después del pretratamiento. La pérdida de material es en
ambos casos de un 30%, valor comparable a los obtenidos en bagazo de cafia de azucar y
tallo de algoddn {alrededor del 26% en ambos casos) por Naim y col. {1986) en condiciones
similares de tratamiento.

En la tabla XXVI, se recogen los datos de recuperacion de los componentes mayoritarios de
la biomasa expresados como recuperacion referidos a material inicial. Los resultados mues-
tran un alto porcentaje de deslignificacién (31% cuando se utilizé 0.7 g Cla/ g sustrato y
40% cuando se utilizé 0.9 g Clo/ g sustrato), sin embargo. no se consigue el efecto de
deslignificacion total obtenido en estas mismas condiciones para los sustratos lignoceluldsi-
cos anteriormente mencionados.

Los valores de produccion de glucosa y azucares reductores, expresados como mg/100 mg
sustrato después de 48 horas de hidrdlisis, asi como los valores de eficiencia de sacarifica-
cion y conversion de celulosa se recogen en la tabla XXVII. Como se puede observar el
rendimiento de hidrdlisis {expresado como produccién de glucosa en el medio de reaccidn
después de 48 horas} experimenta con este tipo de pretratamiento un incremento de 1,98 y
2.44 veces respecto al sustrato nativo para las relaciones g de Cl2 /g de sustrato de 0,7 y 0.9
respectivamente. Estos valores son similares a los obtenido por El-Diwany y col. {1986}
sobre cascara de arroz tratada con clorite sodico.

El incremento de la eficacia de sacarificacion. con respecto al sustrato no tratado. fue de
2.15 y 2,46 para las dos condiciones estudiadas. Los datos recogidos en la hibliografia con
respecto al incremento de este indice por efecto del tratamiento con hipoclorito sddico
muestran valores diferentes, dependiendo del tipo de sustrato. Asi. por ejemplo, el bagazo
de cana de azicar experimenta un incremento de la eficacia de sacarificacion desde 1,5%
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:
%%
RECUPERACION
Ci fa sustrat MATERIAL 0% GLUCOSA % AZUCARES % LIGNINA
9 ~i2/gsustrato INICIAL REDUCTORES
(r)*
Vm Cv vm Cv vm Cv Vm Cv
| 0.7 | 7027 (131 | 2710 1.70) | 47,26 335 | 1540 (437 |
| 0,9 | 7035 (2.12) | 25,14 (1,67) | 48,84 (2,19) | 1340 (272) |

TABLA XXV. Porcentaje de recuperacion de material inicial (expresado como peso seco)
después del pretratamiento (r) y composicién de los residuos sélidos para las
distintas condiciones de pretratamiento oxidante con hipociorito sodico.
Vm = valor medio.
Cv = coeficiente de variacion (%),

n*

=2, n=4.
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% RECUPERACION % RECUPERACION % RECUPERACION

Cl, /g sustrato GLUCOSA AZUCARES LIGNINA
9279 REDUCTORES
vm Cv Vm Cv vm Cv
0,7 | 77,09 (1,19) | 78,35 (3,81) | 68,71 (0.36) |
TABLA XXVI. Efecto del pretratamiento oxidante con hipoclorito sédico enla recuperacion

de glucosa, azlcares reductores y lignina.

Vm = valor medio.
Cv = coeficiente de variacion (%).

n=4.



—1E1~

mg G lucosa/100 mg Azucares
mg sustrato Reductores/100 Glucosa/k
g Cl, /g sustrato Gp mg sustrato CC (%) £5(%) sm.?strato natieo
vm Cv vVm Cy vm Cv vm Cv
07 | 1188 (34n | 21,88 297 | 3383 261 | 4725 (1,99) | 83,56
103,18

0,9

| 1469 a2 | 2188 65 | 4177 212 | s419 (154) |

TABLA XXV

Efecto del pretratamiento oxidante con hipoclorito sodico en el rendimiento de la hidrélisis

enzimatica.
Vm =valor medio.

Cv = coeficlente de variacion (%).

n=4




para el sustrato nativo hasta 67% para el pretratado, mientras que, el tallo de algodon
aumenta desde 0.6% hasta el 29% en el caso del sustrato pretratado. Tales variaciones en
el comportamiento de los distintos sustratos podrian relacionarse con las estructura fisico-
quimica de los constituyentes celuldsicos y con la especificidad enzimatica por el sustrato
{Naim y col.. 1986)
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4.2.2.4. Pretratamiento acido.

La utilizacion de acido sulfurico diluido (0,2-2%) a temperaturas moderadas {100-
140°C) en el tratamiento prehidrolitico de la madera, fue propuesto por Schéller en 1923
como modificacion de su sistema de percolacién a presion (Scholler, 1961). Posteriormente
tanto acidos minerales como organicos han sido empleados satisfactoriamente en los pretra-
tamientos de diferentes sustratos lignoceluldsicos. La accion principal de los acidos diluidos
a temperatura moderada sobre la lignocelulosa es la de solubilizar la fraccién de hemicelulo-
sa permaneciendo practicamente inalterado su contenido en lignina y celulosa. Estos pretra-
tamientos son asi aconsejables para los materiales con un gran contenido en hemicelulosas
y, son aplicadas como fase inicial o prehidrolisis de los procesos de hidrolisis de materiales
lignocelulosicos para obtener un maximo aprovechamiento de azdcares.

La prehidrélisis de madera de dlanmo y paja de trigo con acido sulfarico a temperatu-
ra moderada (120-160°C) y alta temperatura {180-230°C} se ha descrito como un pretrata-
miento eficaz. para aumentar la digestibilidad de la celulosa por el complejo enzimatico
producido por mutantes del hongo Trichoderma reesei (Grohmann y col., 1984; 1985; 1987;
1989; Grethlein y col., 1984; Torget y col., 1990).

En general, se ha descrito que este tipo de pretratamiento es eficaz para el caso de
maderas duras y no en el caso de maderas blandas (Grethlein y col., 1984).

Segun Grethlein (1985) el pretratamiento con acido diluido crea poros en la madera,
los cuales son suficientemente grandes como para que puedan penetrar las moléculas de
enzima y de esta forma acceder a la fibra de celulosa. Estos poros se producen probablemen-
te por eliminacion de la hemicelulosa y condensacion con la lignina.

Wilke y col. (1981}, recomiendan la utilizacidon de 0,9% de H2504 para la elimina-
cion de las hemicelulosas de zuros de maiz y para distintas pajas, previa a la hidrdlisis
enzimatica. Cuando este tratamiento se lleva a cabo a 100°C durante 5 horas y media. el
40-80% de los pentosanos se transforma en pentosas. La produccion de hexosas por hidro-
lisis enzimatica aumenta del 20 al 70% sobre la obtenida sin pretratamiento.

En nuestro caso el pretratamiento de O.nervosum en medio dcido se ha llevado a
cabo utilizando dcido clorhidrico, sulfurico y acético en distintas condiciones de concentra-
cion y temperatura.
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4.2.2.4.1. Pretratamiento con acido clorhidrico.

En la tablas XXVIII, XXIX y XXX se recogen los resultados obtenidos en cuanto a
recuperacion de material inicial (r} y rendimientos de la hidrélisis enzimatica para los distin-
tos condiciones de tratamiento.

Para el tratamiento realizado a 25°C el rango de recuperacién de solidos fue de
70-75,5%, mientras que para el realizado a 100°C, fue de 34,5-55,5%.

Con respecto a la produccion de glucosa (expresado como mg/100 mg de sustrato},
no se producen aumentos significativos con respecto a la obtenida por hidrélisis enzimatica
del cardo nativo {alrededor de 8 mg/100 mg sustrato) para los pretratamientos realizados a
25°C. A medida que se aumenta la temperatura de pretratamiento, conceptracion de acido
utilizado y tiempo de tratamiento, la produccion de glucosa por hidrdlisis enzimatica aumen-
ta, llegdndose en las condiciones mds favorables (100°C, 5% HCl y 5 h.) a multiplicarse por
2,4 con respecto al sustrato nativo. Sin embargo, si se tienen en cuenta las pérdidas de
material que se producen por el efecto del pretratamiento, se obtuvieron rendimientos
expresados como porcentaje de conversion de celulosa en glucosa similares al obtenido sin
tratar (25.8%).

En las condiciones mas favorables de pretratamiento con acido clorhidrico en el
rango estudiado (1% HCL 100 °C v 5 horas) se obtuvo una recuperacion de sélidos del 50%,
una produccion de glucesa por hidrdlisis enzimatica de 17,37 mg/100 mg sustrato y una
eficiencia de sacarificacién del 27.78%.

4.2.2.4.2, Pretratamiento con acido sulfirico.

En la tabla XXXI se recogen los resuitados obtenidos para el tratamiento con acido
sulfurico en las diferentes condiciones estudiadas. El rango de recuperacion de material
inicial {r) obtenido fue de 45,4-71,4%.

Con respecto a la produccion de azucares por hidrélisis enzimatica a bajas concentra-
ciones de HoS0y4 (0,2 v 0,5%) no se obtuvo aumento significativo, mientras que a concentra-
ciones de dcido mas elevadas 1 y 5% la produccion aumento obteniéndose un incremento del
80% con respecto al sustrato nativo, En el caso de la utilizacion de acido sulfurico, el efecto
sobre la conversion de celulosa en glucosa es mds evidente, obteniéndose en todos los casos
valores de conversidon menores que el correspondiente al sustrato sin tratar debido a las
pérdidas de material que se producen por efecto del pretratamiento.

4.2.2.4.3. Pretratamiento con acido acético.

En la tabla X XXII, se recogen los valores obtenidos para cada una de las condiciones
estudiadas. La recuperacion de material inicial es mayor que en el caso del acido clorhidrico
y sulfarico, el rango obtenido fue de 62-77%. La produccién de glucosa, en general, es menor

~134-



~GET-

RENDIMIENTO HIiDROLIS!IS ENZIMATICA
CONDICIONES o,
RECUPERACION ) % Conversidn de
MATERIAL mg Glucosa/100 | mgAzucares celulosa en
INICIAL mg sustrato Reductores/100 lucosa g Glucosa/Kg
CONCENTRACION TIEMPO " Gp mg sustrato g cc sustrato nativo
() {horas) vm Cv vm Cv
Vm Cv
1 74,50 8,61 (1,74) 10,15 (5,38) 20,72 (1,74) 64,14
0,5 3 75,50 8,68 [9,55) 9,03 (7.79) 20,20 (10,0 65,53
5 71,50 8,80 (4,67) 11,09 (8,41) 20,33 (4,67) 62,92
1 75,00 7,64 (7,33) 8,94 (9,61} 18,52 (7,33) 57,30
1 3 75,50 8,78 (1,20) 12,15 (7,81} 21,41 (1,20) 66,29
5 74,50 10,10 (7,09) 11,59 (12,2} 24,33 (7,09) 75,32
1 70,50 9,56 (2,97) 12,20 (5,86} 21,76 (2,97) 67,40
5 3 70,00 8,90 (1.11) 12,24 (6,35) 20,13 (1,11 62,30
5 70,00 9,55 (4,41} 11,34 (6,90} 21,58 (4,41) 66,85

TABLA XXVIIL.

Efecto del pretratamiento con acido clorhidrico a 2509Csobre: recuperacion de material inicial {expresado
como peso seco) (r) y rendimiento de |a hidrélisis enzimatica.

Vm = valor medio

Cv = coeficiente de variaciéon (%),

n=4
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RENDIMIENTO HIDROLISIS ENZIMATICA

como peso seco) (r}y rendimiento de la hidrolisis enzimatica.
vm = valor medio
Cv = coeficiente de variacion

n=4

CONDICIONES "
RECUPERACION ) % Conversion de
MATERIAL mg Giucesa/100 mg Azucares celulosa en
INICIAL mg sustrato Reductores/100 lucosa g Glucosa/Kg
CONCENTRACION TIEMPO (r) Gp mg sustrato 9 cc sustrato nativo
(el {horas) vm Qv vm Qv
vm Cv
1 65,50 9,33 (1,04) 11,43 (4,55) 19,73 (1,04) 61,11
0,5 3 65,00 11,78 (9,17) 11,25 (7,56) 24,74 (9,17) 76,57
5 64,00 10,24 (6,97) 11,38 (5,53) 21,16 (6,97) 65,54
1 64,50 9,00 (11,1} 13,83 (2,09) 18,76 (11,0 58,05
1 3 62,50 10,18 (1.,6) 11,48 (7,72) 20,56 (1,60) 63,62
5 61,50 10,18 (1,63) 12,37 (11,5) 20,23 (1,63) 62,61
1 57,50 10,50 {2,70) 13,95 (1,75) 19,49 (2,70) 60,37
5 3 55,50 10,30 (7,60} 13,68 (5,29) 18,46 (7,60) 57,16
5 53,50 14,17 {4,27) 13,02 (2,75) 24,48 (4,29) 75,81
TABLA XXIX  Efectc del pretratamiento con acido clorhidrico a 70eC sobre: recuperacién de sustrato inicial (expresado
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RENDIMIENTO HIDROLISIS ENZIMATICA

CONDICIONES o
RECUPERACION o P&
MATERIAL mg Glucosa/100 mg Azucares % ggmﬁgzzde
INICIAL mg sustrato Reductores/100 lucosa g Glucosa/Kg
CONCENTRACION TIEMPO ") Go mg sustrato g e sLstrato nativo
o) (horas) vm Qv vm Qv
vm Cv
H 55,50 9,04 (11,4) 10,52 (5,84) 16,20 (11,4) 5G,17
0,5 3 55,50 11,14 (2,14) 12,59 (4,13) 19,97 (2,14) 61,83
5 51,50 8,43 (7,75} 9,61 (8,13) 14,03 (7,75) 43,41
1 55,50 11,07 (1,40) 13,34 (7,47) 19,67 (1,40 61,44
1 3 49,50 15,99 (2,06) 16,75 (4,12) 25,57 (2,00) 79,15
5 49,50 17,37 (2,23) 17,18 (5,27) 27,78 {2,23) 85,98
1 44,50 18,07 (2,57) 20,16 (8,51) 25,68 (2,57) 80,41
5 3 41,50 18,68 (4,81) 23,07 (6,64) 25,04 (4,81) 77,52
5 34,50 19,21 (4,57) 23,29 {1,50) 21,40 (4,57} 66,27

TABLA XXX

Efecto del pretratamiento con écido clorhldrico a 100°C sobre:

como peso seco) (r) y rendimiento de la hidrélisis enzimatica.
Vm = vator medio

Cv = coeficiente de variacion (%)

nz=4

recuperacién de sustrato inicial [expresado
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‘ RENDIMIENTO HIDROLISIS ENZIMATICA
CONDICIONES % .
RECUPERACION . % Conversion de
MATERIAL mg Glucosa/100 mg Azucares celulosa en
NICIAL mg sustrato Reductores/100 lUeosa g Glucosa/Kg
CONCERTRACCN TIEMPO (r)* Gp mg sustrato 9 cc sustrato native
e (horas) Vm Qv vm  Cv
vm Cv
1 71,4 5,82 (4,77) 12,29 {6,04) 13,42 (4,77) 41,55
0,2 3 67,3 8,52 (7,24) 11,18 (4,07) 18,52 (7,24} 57,34
5 65,3 9,97 (3,53) 11,18 (8,55) 21,18 (3,53) 65,10
4 60,1 892 (5,64) 11,25 (8,59) 17,32 (5,64) 53,61
0,5 3 60,1 8,77 (7,70 11,63 (5,85) 17,03 (7,70) 52,71
5 53,8 9,82 (3,29 12,32 (1,70) 17,06 (3,29) 52,83
1 57,6 9,45 {5,96) 13,41 (3,88) 17,58 (5,96) - 54,43
1 3 54,9 11,01 (5,23) 14,55 (3,55) 19,53 (5,23) 60,44
5 55,4 12,94 (5,80) 14,93 (1,95) 23,15 {5,80) 71,69
1 55,4 9,56 {1,43) 15,55 (1,87) 17,11 (1,43} 52,96
5 3 49,0 13,79 (2,18) 20,68 (1,28) 21,83 (2,18) 67,57
5 45,4 14,75 (3,22) 20,07 {3,29) 21,62 (3,22) 66,96
TABLA XXX  Efecto del pretratamignto con acido sulfurico a 100cCsobre: recuperacion de sustrato inicial {expresado como
peso seco) (r) y rendimfento de la hidrélisis enzimatica.
Vm = valor medio
Cv = coeficiente de variacion (%).

n=4.
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CONDICIONES ) RENDIMIENTO HIDROLISIS ENZIMATICA
%%
RECUPERACION , % Conversiéon de
MATERIAL mg Glucosa/100 mg Azucares celulosa en
CONCEN.- INICIAL mg sustrato Reductores/100 g Glucosa/Kg
TEMPERATURA TIEMPO glucosa )

X TRACION (r) Gp mgq sustrato sustrato nativo
°ql {horas) cc

(%) vm Cv vm Cv

vm Cv

1 1 77,0 12,88 (4,93) 16,28 (3.30) 32,03 (4,93) 99,18

1 3 74,0 15,93 1{0,86) 20,77 {2.,80) 38,06 (0,86) 117,85
70 1 5 73,5 11,21 156,79) 14,96 (1,10) 26,61 (0,79) 82,39

5 3 75,5 12,86 (1,41) 18,72 (3,36) 31,36 (1,41) 97,08

5 5 73,0 12,61 (4,90) 17,80 (3,41 28,72 (4,90) 92,02

1 1 68,0 9,76 (0,45) 20,26 (1,68) 21,44 (0,45) 66,37

1 3 65,5 14,97 (5,90) 20,29 (5,08) 31,67 (5,90 98,05
100 1 5 63,0 10,47 (7,38) 14,95 (1,89) 21,31 (7,38) 65,97

5 1 64,5 10,43 (0,92) 14,64 (0,76) 21,73 (0,92) 67,29

5 3 61,5 7,88 (8,62) 13,12 (4,35) 15,66 (8,62) 48,49

5 5 62,0 9,58 (4,16) 13,50 (4,34) 19,18 {4,186) 59,38

TABLA XXXIi. Efecto del pretratamiento con acido acético sobre: recuperacion de material inicial (expresado como peso seco}(rly

rendimiento de la hidrdlisis enzimatica.
Vm = valor medio

Cv = coeficiente de variacién (%).

n=4.



que en los casos anteriores, sin embargo se obtienen mayores conversiones de celulosa en
glucosa (%) debido a la menor pérdida de material por efecto del tratamiento, especialmente
en el caso del tratamiento a 70°C.

En las condiciones mas favorables (70°C, 1% y 3 horas). la recuperacion de sélidos
fue del 74,0%, la produccion de glucosa de 15,9 mg /100 mg sustrato, obteniéndose una
eficiencia de sacarificacién del 38,06% que corresponde a un incremento del 48% con res-
pecto al sustrato sin tratar.

De los resultados obtenidos puede concluirse que al menos en el intervalo de condi-

ciones estudiadas para los tres tipos de 4cidos utilizados, no se favorece la eficacia global del
proceso de hidrolisis enzimatica.
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4.2.2.5. Pretratamiento con radiacion gamma.

Diversos autores han estudiado el efecto del tratamiento con radiacidon y sobre la
digestibilidad de subproductos agricolas y agroindustriales {Han y col., 1983a, Khan y col..
1986; Kumakura y Kaetsu, 1978; Saeman y col, 1952). La mayoria de estos estudios
coinciden en afirmar que el efecto mas importante de la radiacion v a dosis elevadas, del
orden de 107 rad (100 KGy), es la disminucién del grado de polimerizacion de la celulosa y
una solubilizacion de una considerable proporcion de los materiales lignoceluldsicos. La
irradiacién produce una despolimerizacién oxidativa de la celulosa tanto en presencia como
en ausencia de oxigeno {Phillips y Arthur, 1985). Ademas, las roturas originadas por el
efecto de la radiacidn sobre las cadenas celulosicas, facilitan el anclaje y posterior actuacion
de las enzimas celuloliticas. Sin embargo, el efecto final depende fundamentalmente del
sustrato utilizado: asi. por ejemplo, las experiencias de irradiacién llevadas a cabo sobre el
bagazo de cafia de azucar, muestran un aumento del rendimiento en azucares en la hidrélisis
enzimdtica de dicho bagazo irradiado con dosis de 10 Mrad (100 KGy!} o superiores. Con
dosis de 100 Mrad, el rendimiento se triplica con respecto al sustrato no irradiado (Han y
Ciegler, 1982). Los trabajos realizados por Kumakura y Kaetsu {1982, 1983) demuestran la
eficacia del tratamiento por irradiacion en la mejora de la hidrélisis enzimatica de sustratos
tales como bagazo, paja de arroz, serrin de cedro y residuos de papel, encontrando el éptimo
de digestibilidad cuando se irradié a 5.108 rad, mientras que el dptimo de digestibilidac
encontrado para la paja de trigo es de 2,5.108 rad (Pritchard y col., 1962). Fan y col. {1987)
estudiaron el efecto de la irradiacion sobre Solka Floc, encontrando que el principal efecto
era el aumento de la superficie especifica como consecuencia de una despolimerizacién de la
celulosa, que no iba acompafiada de cambios en el indice de cristalinidad. Otros autores han
comprobado que la presencia de cloro al irradiar la paja de trigo acelera la degradacion de la
celulosa con la consiguiente reduccion de la dosis necesaria para conseguir los mismos
incrementos de digestibilidad {(Kumakura y Kaetsu, 1979). Los resultados no son, sin embar-
go, muy espectaculares y en cambio resultan poco practicos para realizarlos a gran escala.

A pesar de los distintos resultados encontrados para los distintos materiales, se
puede generalizar diciendo que con radiacion gamma se necesitan dosis comprendidas entre
10 v 100 Mrad para obtener un aumento significativo del rendimiento en la hidrdlisis del
material irradiado.
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Uno de los principales problemas en la utilizacién de este tipo de pretratamiento es
su alto coste. Por este motivo, se ha concedido gran importancia al estudio de la posibilidad
de aprovechamiento de los residuos de Cesio-137 obtenidos en Centrales Nucleares, que
permitirian el abaratamiento de este proceso. '

Estudios previos sobre el efecto de la preirradiacion sobre la hidrdlisis acida realiza-
dos sobre Onopordum nervosum (Sudrez y col., 1983), han mostrado un aumento en el
rendimiento de hidrdlisis dcida del sustrato irradiado. Por este motivo, se decidid estudiar el
efecto de la preirradiacion del cardo sobre la hidrdlisis enzimdtica de dicho sustrato. El
pretratamiento se llevé a cabo sobre el material lignoceluldsico suspendide en un medio
acuosc con objeto de comprobar si el efecto adicional de los radicales libres generados por
hidrdlisis del agua permitia obtener buenos resultados empleando dosis mas bajas. Con este
mismo objetivo se ha estudiado el efecto de la adicidn de acido al medio de irradiacion, tal
como sugieren algunos autores para sustratos de composicion similar al Onropordum nervo-
sunt. Asimismo, se ha estudiado el efecto combinado de irradiacion y posterior tratamientc
con acidos diluidos.

Recuperacion de material inicial.

El efecto sobre la solubilizacién fue evaluado por pérdida de peso seco después de
realizar el pretratamiento.

En la figura 36 se encuentran recogidos los valores de porcentaje de solubilizacion
obtenidos para cada uno de los tratamientos de irradiacion realizados en los distintos medios
(agua, acido sulfurico. 4cido acético y acido clorhidricol. A la vista de los resultados obteni-
dos, podriamos deducir el escaso efecto de la adicion de acido en el medio de irradiacidn,
como potenciador de la solubilizacién por efecto del tratamiento. Solamente a dosis bajas
{20 Mrad} y en el caso de adicion de dcido sulfurico o clorhidrice se observa un incremento
de la solubilizacién.

Cuando se realizo un pretratamiento combinado (irradiacion previa y posterior trata-
miento acido) tanto si la muestra fue preirradiada en seco o en agua, la solubilidad aumento
con respecto al tratamiento de irradiacion en una unica fase, obteniéndose los valores mas
elevados en el caso del tratamiento posterior con acido clorhidrico y sulfurico. En el caso de
tratamiento de radiacién en medio acuoso y posterior tratamiento Acido, la solubilizacion
total producida se puede descomponer en dos factores, la solubilizacion correspondiente a la
primera fase y debida al efecto de la radiacidn y. aquélla correspondiente a la segunda fase
debida a la accion de los distintos dcidos. Teniendo en cuenta este hecho, se ha confecciona-
do con los datos obtenidos, la figura 37 en la que aparece la solubilizacidn debida unicamente
a la segunda fase del tratamiento con dcidos. Se puede observar que para cada tipo de acido
empleado ésta es muy similar para las tres dosis de irradiacién aplicadas, lo cual indicaria
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Influencia de la dosis de irradiacion gamma en la solubilizacion del sustrato
O.nervosum en diferentes medios.
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que el efecto del tratamiento acido no se potenciaria por la dosis de irradiacion recibida. Sin
embargo, cuando la muestra se irradid previamente en aire, se observé un aumento de la
solubilizacién a medida que aumentaba la dosis de irradiacidn.

Recuperacion de celulosa y lignina.

En la tabla XXXIII se recogen los valores de composicion de los residuos obtenidos
después del pretratamiento de irradiacion en los distintos medios {agua y acido) y para las
distintas dosis de irradiacion ensayadas (20, 50 y 100 Mrad), mientras que en la tabla
XXXIV se recogen aquellos valores correspondientes al tratamiento combinado de irradia-
cién y posterior tratamiento acido (pretratamiento en dos fases).

La accion del pretratamiento sobre la celulosa y lignina se expresa como recupera-
cion de celulosa (considerando el 100% el contenido en celulosa del material inicial) y
porcentaje de recuperacion de lignina. En las tablas XXXV y XXXVI se recogen los valores
obtenidos en cuanto a recuperacion de glucosa, azacares reductores y lignina de los pretra-
tamientos realizados en una Unica fase y en dos fases respectivamente. En el anexo 111, se
recogen los anilisis de varianza segun un diseno factorial 2x4 para comparar los datos de
porcentaje de recuperacién de glucosa, azicares reductores y lignina, en los distintos pretra-
tamientos de irradiacion (pretratamiento en una tase), asi como el andlisis de varianza segun
un disefio factorial 3x2x3 correspondiente al tratamiento combinado irradiacion y posterior
tratamiento acido {tratamiento en dos fases).

Con el tratamiento de irradiacion, a2 medida que aumentamos la dosis de irradiacion,
la recuperacion de celulosa es menor, llegandose solamente al 45,22+1,62 en las condicio-
nes mas drasticas (tratamiento en medio acueso a 100 Mrad y posterior tratamiento con
acido clorhidrico}. En general, la recuperacion de celulosa es mayor cuando Gnicamente se
somete el sustrato a irradiacion, que cuando el sustrato irradiado es sometido posteriormen-
te al efecto de los distintos 4cidos.

Cuando se comparan los valores obtenidos de recuperacion de celulosa para los
distintos medios en que se realizé la irradiacion (tabla XXXV) se observa una disminucién
muy significativa {(p<0.01} de dicho porcentaje de recuperacion a medida que aumenta la
dosis, dependiendo tanto de la dosis como del tipo de medio utilizado, aunque no se encuen-
tran diferencias significativas entre el cido clorhidrico v sulfarico en cuyos casos las recu-
peraciones (expresadas en porcentaje) son significativamente mas elevadas que en el caso
del tratamiento en medio acuoso o en medio acidificado con acido acético, teniendo éstas dos
ultimas un comportamiento similar.

Si se comparan los pretratamientos combinados de irradiacion y posterior tratamien-
to dcido. pretratamiento en dos fases (tabla XXXVI). se observa una influencia significativa
de los tres factores estudiados {dosis de irradiacion. medio en el que se realizé la irradiacion
previa (agua/aire} y tipo de acido utilizado en el pretratamiento combinado posterior, siendo
el efecto combinado dosis de irradiacion-medio y medic-tipo de acido. significativo {p<0.05)
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CONDICIONES % RECUPERACION COMPOSICION
DE MATERIAL
, INICIAL % GLUCOSA % AZUCARES % LIGNINA
Medio Dosis ") REDUCTORES
Mrad) vm Qv Vm Qv vm Qv
20 63,31 38,31 (7.47) 47,74 (3,38) 22,03 (1,03)
A Clarhudrico 50 60,87 33,80 (1,43) 43,97  (1,76) 20,45  (9,03)
100 53,32 34,94 (7,42) 41,82 (4,66) 26,54  (1,24)
20 65,32 30,74  (4,68) 48,54  (1,39) 20,79  (1,88)
ASutfirco 50 61,13 40,23 (1,23) 50,42 (1,41) 22,72 (8,91)
100 59,48 37,45  (3,44) 44,47  (3,29) 25,89 (1,12)
20 73,44 " 30,57 (1,89) 52,14  (1,65) 17,24 (4,26)
A Acetico 50 66,30 32,66 (3,57 49,64  (2,24) 19,14 (11,4)
100 55,34 28,94  (4,31) 47,91 (4,89) 19,59  (1,06)
20 ' 72,74 33,89  (5,36) 51,95  (1,11) 22,13 (9,33)
Agus 50 66,02 32,90 (6,03) 52,95  (1,04) 24,19 (3,24)
100 54,64 30,04 (1,91) 5472 (1,88) | 2824  (1,99)

TABLA XXXIIl. Porcentaje de recuperacion del material inicial {(expresado como peso seco) después del pretratamiento
(r) y composicion de los residuos séiidos abtenidos para las distintas condiciones de pretratamiento con
irradiacidn ensayadas.

Vm = valor medio
Cv = coeficiente de variacioén (%)
n=4.



CONDICIONES o, COMPOSICION
RECUPERACION
bosis | Tratamiento DE MATERIAL % GLUCOSA % AZUCARES % LIGNINA
(Mrad) acido 'N'(Cr')A'- REDUCTORES
posterior vm Cv vVm Cv Vm Cv
20 44,50 49,11 (2,36) 58,80 (1,09) 31,89 (2.11)
50 Acido 36,19 44,19 (3,80) 52,42 81,33) 40,74 (2,30)
100 33,48 44,67 (3,58) 52,69 (1,08) . 40,39 (2,33)
20" Clorhidrico 47,76 4541 (3,97) 57,74 (1,98) 2813 (1,78)
50* 37,70 47,06 (6,07) 54,55 (1,72) 23,06 (3,83)
100> 35,91 50,27 (2,74) 58,23 (1,24) 29,39 (2,59)
20 48,53 45,48 (5,86) | 50,74 (1,36) 31,51 (3,44)
50 Acido 38,98 45,42 (5,79) 48,23 (1,66) 31,49 (6,37)
100 36,18 44,50 (2,32) 49,07 (3,87) 34,76 {5,15)
20* Sulfunco 51,88 52,39 (6,39) 58,04 (5,60) 25,88 (7,52)
50* 40,94 45,97 (6,48) 55,80 (2,08) 24,43 (2.31)
100~ 39,i8 43,24 (4,95) 49,93 (3,18) 30,64 (2,93)
20 67,38 . 29,80 (2,15) 51,57 (2,38) 20,54 (2,35)_‘
50 Acido 50,09 35,73 (4,32) 49,77 (5,31) 28,79 (2,45)
100 49,14 34,44 (1,48) 53,41 {(3.,46) 29,19 (9,12) °
20* Acético 72,23 35,28 (1,79) 56,56 (2,70) 21,59 (3,22)
50* 50,47 38,39 (1,53) 55,58 (4,54) 27,70 (1,53)
100* 68,71 32,48 (2,99) 51,06 (3,83) 18,89 (3,79)

TABLA XXXIV. Porcentaje de recuperacion de material inicial (expresado como peso seco)
despues del pretratamientao (r) y composicion de los residuos solidos obtenidos
para las distintas condiciones de pretratamiento combinado de irradiacion y
posterior tratamiento acido .
* las muestras fueron irradiadas previamente en seco.
¥m = valor medio
Cv = coeficiente de variacion (%)
n=4
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CONDICIONES

% RECUPERACION

% RECUPERACION

% RECUPERACION

4 GLUCOSA AZUCARES LIGNINA
| Dosis REDUCTORES

Medio (Mrad) Vm  Cv Vm  Cv Vm Qv
20 73,04 {7,47) 60,87 (3,38) 88,05 {1,03)
A Clarhidrico 50 61,97 (1,43) 53,91 (1,76} 78,58 (9,30
100 56,12 (7,42) 44,37 (4,66) 89,34 (1,24)
20 60,47 {4,68) 63,86 (1,39) 85,74 {1,88)
ASutfarico 50 74,07 (1,23) 62,08 (1,41 87,68 (8,92)
100 67,09 (3,44) 53,27 {3,29) 97,24 {1,12)
20 67,62 (1,89) 77,14 (1,65) 79,93 {4,26)
A ACTICO 50 65,22 {3,57) 66,28 (2,24) 80,11 {11,4)
100 48,23 {4,31) 53,39 (4,88} 68,44 {1,08)
20 74,26 {5,36) 76,10 (1,11} 101,6 {9,33)
Agua 50 65,43 {6,03) 70,42 (1,04) 100,8 (3,24)
100 49,44 (1,91} 60,22 (1,88) 97,42 (1,99)

Tabla XXX\V. Efecto del pretratamiento de irraciacion en larecuperacion de glucosa, azucares
reductores y lignina.
Vm = valor medio

Cv = coeficiente de variacion (%}

n=4




CONDICIONES % % %
RECUPERACION | RECUPERACION ] RECUPERACION
GLUCOSA AZUCARES LIGNINA
Dosis Pretatamiento REDUCTORES
(Mrad) acido posterior vm Cv vm Cv vm Cv
20 6582  (2.26) 52,13 (1.09) 88,74  {(2,11)
50 a8,16  {3,80) 3821 {1,33) 93,08  {2.30)
100 Acido 4522  {(3,58) 3553 {1.07) 8537  (2,33)
20* Clorhidrico 6531 (3,97} 5555  (1.98) 84,83 (1,‘;"8)
50* 53,44  {6,07) a4 (1,72) 54,88  (3,83)
160* 54,97  (2,74) a1z (1,24) 66,63  (2,59)
20 66,49  (5.86) 4353  {1.36) 96,55  (3.84)
50 53,33 {5.79) 3787 (166} 7749 (6,37)
100 Acido 4847  (2,33) 35,76  (3.87) 79.40  (5,15)
20* Sulfurico 81,86  (6.39) 60,64  (5.60) 84,76  (7.52)
50+ 56,69  (6.48) 45,01 {2,06) 63,06  (2,31)
100* 5063  (4,95) 39,39 (3.18) 7578 (2,92)
20 60,48  (2,15) 69,99  (2.38) 8737  (2.35)
50 53,90  (4.32) 50,21 {5.31) 91,04  (2,45)
100 Acida 50,85  {1,48) 52,86  (3,46) 90,55  (9.12)
20* Acético 76,76  (1,79) 8229 (2,70 98,45  {3,22)
50* 58.36 (1,53} 56,50 {a,54) 88.48 (1,53}
100* 67,21  (2,59) 70,67  (3.82) 81,94  {3,79)

TABLA XXXVI. Efecto del pretratamiento combinado irradiacion y posterior tratamiento
acido en la recuperacion de glucosa azucares reductores y lignina.
* las muestras fueron irradiadas previamente en seco.

Vm =valor medio

Cv = coeficiente de variacion

n=4
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y muy significativo el efecto dosis-medio (p<0,01). A medida que aumenta la dosis, la
recuperacién de celulosa es menor aungue, en general, no se observan diferencias significa-
tivas cuando el material fue irradiado a 50 y 100 Mrad. También se observa que la recupe-
racion fue menor cuando el material fue irradiado previamente en medio acuoso. En general,
no se observan diferencias significativas entre el pretratamiento posterior con acido acético
y acido sulfdrico. En ambos casos las recuperaciones obtenidas fueron mayores que en el
tratamiento acido posterior con acido clorhidrico.

Con respecto a la deslignificacion, cuando el pretratamiento se realizé en una unica
fase, al comparar los distintos medios donde se llevd a cabo la irradiacion no se observa
diferencias significativas con respecto a la dosis de irradiacion, es decir, la deslignificacion
es independiente de la dosis aplicada, al menos, en el rango de dosis estudiado (20 a 100
Mrad}. Sdlo es significativo la influencia del medio utilizado en la irradiacidn y la interaccion
de los factores inedio-dosis de irradiacién. No se produce deslignificacion significativa cuan-
do la irradiacion se realizdé en medio acuoso, En principio, podriamos decir que la irradiacién
como unico efecto no produce deslignificacion, en el caso del Onopordum nervosun, es decir,
es el efecto del acido el que produce una ligera deslignificacion siende maxima {media del
orden del 24%) cuando la irradiacion se realizo en medio con Acido acético al 1%, no
encontrandose diferencias significativas cuando la irradiacién se realizd en dcido sulfurico o
en acide clerhidrico.

Los resultados encontrados en la bibliografia con respecto al comportamiento de la
lignina cuando se irradian materiales de distinto contenido en la misma son muy dispares,
pasando del escaso efecto de deslignificacion encontrada a dosis de 100 Mrad por Bono y
col. (1985} hasta las pérdidas significativas de lignina descritas por Han y Ciegler (1982)
sobre bagazo de caria de azicar.

Cuando se compara el efecto combinado irradiacion y posterior tratatamiento acido
{tratamiento en dos fases), no se observan diferencias significativas entre los pretratamien-
tos realizados a 50 y 100 Mrad. La deslignificacion es, en general. mayor cuando el trata-
miento previo de irradiacion se lievo a cabo en seco. No se observan ademas diferencias
significativas entre el pretratamiento posterior con acido clorhidrico y 4cido sulfirico. La
deslignificacion producida es mayor con estos dos dcidos que con acido acético.

Rendimiento en la hidrolisis enzimdtica.
Produccion de glucosa.

En las tablas XXXVIH y XXXVIII se encuentran recogidos los valores de glucosa y
azucares reductores producidos a partir de 100 mg de sustrato pretratado después de 48
horas de hidrolisis enzimatica. Los resultados del analisis estadistico correspondiente se
muestran en el anexo IIl. Teniendo en cuenta que para el sustrato nativo se obtienen
valores de produccién de glucosa del 6% (referidos a peso seco), se observa que por efecto de
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CONDICIONES mg Glucosa/ 100 mg mg Azucares
sustrato Reductores/ 100 mg ES (%) CC{%) g Glucosa/ Kg
Gp sustrato sustraie nativo
Medio Desis vVm Cv vm Cv
20 12,73 (2,92) 37,75 (1,89) 34,99 24,28 80,60
A, clorhidrico 50 13,29 (1,53) 21,60 (4,73) 39,03 24,37 80,90
100 12,48 {7.75} 17,40 (4,85) 35,71 20,04 66,54
20 11,29 (3,13) 28,75 (1,41) 34,55 22,21 73,74
A sulfarico 50 13,34 (6,33) 29,56 {2,93) 33,17 24,57 81,55
100 15,85  (3,03) 29,76 (3,86) 42,34 28,41 94,28
20 11,27 (4,18) 28,75 (0,45) 36,86 24,93 82,76
A acético 50 12,97 (9,02) 29,33 {1,65) 39,72 25,91 85,99
100 11,17 (4,84) 30,00 (2,30) 38,62 18,63 61,81
20 12,06 (6,89) 18,50  (1,41) 35,59 26,43 87,72
Agua 50 18,99 (2,58) 25,00 (4,18) 57.72 37,77 106,38
100 17,42 (4,42) 33,29 (3,62) 57,98 28,67 95,18

TABLA XXXVIl . Efecto del pretratamiento por irradiacién en el rendimiento de la hidrolisis enzimatica.

vm = valor medio

Cv = coeficiente de variacion (%)

n=4




CONDICIONES mg Azicares g
mg Glucesa/100 | Reductores/100 mg ES(%) CC (%) Glucosa/Kg
Dosis Pretratamiento mg sustrato sustrato sustrato
(Mrad) acido posteriar Vm Cv vm Cv nativo
20 22,23 (2,76) 27,80 (2,04) 45,27 29,79 98,9
50 17,29 (9,68) 33,12 (1,64) 39,13 18,85 62,5
10 Acido 16,31 {2,70) 21,80 (3,70) 36,51 16,45 729
20* Clorhidrico 21,92 (4,73) 27,50 (2,21) 48,26 31,52 104,7
50* 23,07 (11,5) 38,23 (3,83) 48,77 26,21 87,0
100* 21,68 (3,32) 38,66 (3,40) 42 66 23,45 77.8
20 19,61 (2,32) 21,40 (1,51) 43,11 28,66 95,2
50 18,40 (3,13) 31,79 (3,37) 40,51 21,60 7
100 Acido 17,59 (6,13) 24,00 (3,43) 39,53 19,17 63.6
20 Sulfarico 16,34 (10,0} 26,60 {2,35) 31,18 2553 84,8
50* 24,12 (2,78) 39,81 (3,83) 52,47 29,75 98,7
100* 18,85 (8,07) 37,50 {4,86) 43,94 22,25 73,8
20 12,66 (6,22) 33,80 (1,75) 42,50 25,70 85,3
50 18,42 (4,10) 38,79 (4,20) 51,55 27,79 92,3
100 Acido 16,36 (4,97) 38,00 (1,40) 47,49 2421 80,4
20* Acético 13,87 (7.64) 16,00 (2,26) 39,32 30,18 100,2
50* 18,42 (4,98) 31,39 (1,53) 47,96 27,99 92,9
100* 14,96 (4,54) 24,00 (4,67) 46,00 30,95 102,8

TABLA XXXVIH Efecto del tratamiento combinado irradiacion y posterior tratamiento acido en
el rendimiento de la hidrolisis enzimatica.
Vm = Valor medio
Cv = coeficiente de variacian (%)

n=4

*Las muestras fueron previamente irradiadas en seco.
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los pretratamientos realizados se produce un incremento en la produccion de ésta, liegando-
se a multiplicar por un factor de 4 en el caso de la irradiacién en seco a 50 Mrad y posterior
tratamiento con H2S04 (24,12+0,67). Se observa también que la produccion de glucosa por
hidroélisis enzimatica es mayor cuando el pretratamiento con irradiacién es completado con
un tratamiento acido posterior, es decir cuando el pretratamiento se realiza en dos fases.

Este incremento en la produccidn de glucosa por hidrdlisis enzimatica del 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 composicién de los residuos
{tablas XXXIII y XXXIV) encontramos que, en general, se obtiene una mayor produccion de
glucosa por hidrolisis enzimatica en aquellos sustratos enriquecidos en lignina con respecto
al material original. Es decir, se podria pensar, que después de la radiolisis gamma, la
mayor accesibilidad a la celulosa no es debida a la deslignificacion sino probablemente a
cambios en el grado de polimerizacién y cristalinidad de la celulosa 0 a un efecto “swelling”
tal y como reportan algunos autores {(Han y Ciegler, 1982; Han y col., 1983b; Kumakura y
col., 1982; Kumakura y Kaetsu, 1984) o a una posible modificacién en la relacion de los
distintos componentes de la fibra.

Existe un comportamiento diferente dependiendo de que se realice el pretratamien-
to, en una unica fase o en dos fases, Asi, por ejemplo, si comparamos unicamente el efecto
de la irradiacion {tratamiento en una fase), la produccion aumenta con la dosis, pero a partir
de 50 Mrad no se observan diferencias significativas. Sin embargo. si se combina el pretra-
tamiento con un tratamiento acido posterior (tratamiento en dos fases) se observa un maxi-
mo de produccion a 50 Mrad.

Eficiencia de sacarificacion y conversion de celulosa en glhicosa.,

Los resultados obtenidos en cuanto a eficiencia de sacarificacion (ES%) y conversion
de celulosa en glucosa (CC%] estan reflejados en la tabla XXXVII para los tratamientos de
radiacion realizados en una Gnica fase. En el anexo 111 se recogen los resultados del andlisis
estadistico correspondiente. Teniendo en cuenta que para el sustrato nativo, el rendimiento
de la eficiencia de sacarificacion (ES%} es del 22% podemos asegurar que la irradiacidn
incrementa la accesibilidad del sustrato a las enzimas hidroliticas, obteniéndose valores de
hasta 57,72+ 2,56 y 57,98%1.49 en los casos de irradiacién en medio acuoso con dosis de
50 y 100 Mrad respectivamente. Sin embargo, si el medio acuoso donde se irradia estd
acidificado con cualquiera de los acidos estudiados (HCl, H2S04 o CH3-COOH al 1%}, se
produce una disminucién de la sacarificacion de forma significativa aunque entre los diferen-
tes acidos no existen diferencias significativas. Este hecho no coincide con lo encontrado por
otros autores, segun los cuales, la adicién de 4cido sulfurico 0,1N incrementa la produccion
de azucares en la hidrélisis enzimatica de bagazo de cafia de azicar {Han y Ciegler, 1982).

Los estudios estadisticos realizados indican que la eficiencia de sacarificacién aumen-
ta con la dosis de irradiacion aplicada hasta 50 Mrad y por encima de esta dosis, para log
valores estudiados, no existen diferencias significativas.



En las experiencias efectuadas por nosotros sobre cardo, se obtiene un aumento del
rendimiento de hidrdlisis enzimatica con la dosis de irradiacién de 100 Mrad de 2,6 veces,
que es similar al obtenido por Kumakura y Kaetsu (1982) irradiando bagazo de cafia de
azucar con la misma dosis. Estos autores obtienen para el tmismo sustrato irradiado tam-
bién a 100 Mrad, un aumento del rendimiento de 4 veces cuando la hidrdlisis se efectud
utilizando la via quimica (con HCI 0,85%). Para la hidrdlisis acida del Q. nervosumn Sudrez y
col. {1983) han encontrado, en tallo de cardo, un aumento del rendimiento en azicares
reductores desde el 40% a dosis nula hasta 62% a 50 Mrad, y 65,5% a 100 Mrad. Para la
hoja de cardo. el rendimiento en azucares aumentd desde el 34% a dosis nula hasta el 44%
y 50% cuando la hoja se irradié a 10 y 50 Mrad respectivamente. También parece ser, segin
Kawakishi y col. {1977), que dosis por encima de 100 Mrad son desfavorables porque pueden
conducir a una descomposicion de oligosacaridos y de la estructura de la glucosa.

Los valores obtenidos de eficiencia de sacarificacion (%) y conversion de celulosa en
glucosa {%) en el caso del tratamiento de radiacion realizado en dos fases {irradiacién previa
¥ posterior tratamiento acido) se recogen en la tabla XXXVIII mientras que en el anexo I
se recogen los estudios estadisticos correspondientes a estos datos. Los valores mas altos de
ambos indices se obtuvieron cuando las muestras fueron previamente irradiadas a 50 Mrad,
no encontrandose diferencias significativas entre el pretratamiento posterior con acido sul-
farico y acido clorhidrico, y obteniéndose en general mayores eficacias de sacarificacién en el
caso del tratamiento posterior con acido acético. Esto tendria la ventaja adicional de ahorro
de la fase de lavado posterior al tratamiento acido. puesto que la hidrélisis enzimatica se
suele llevar a cabo en tampodn acetato pH 4.8.

La accidn del acido, que favorece la produccion de glucosa en la hidrolisis, provoca.
también, una mayor pérdida de celulosa en el pretratamiento. lo que repercute negativamen-
te en el rendimiento global del proceso {conversion de celulosa en glucosa} obteniéndose en
general incrementos no superiores al 30% del valor del porcentaje de conversion de celulosa
en glucosa obtenido para el cardo nativo.,

Cuando se estudia la accion de los dcidos en el pretratamiento posterior a la irradia-
cion no se encuentra que influya de forma significativa la interaccion de los efectos combi-
nados medio-tipo de acido.

La utilizacidn de la radiacidn y combinada con 4cidos esta descrita en la bibliografiz
(Kumakura y Kaetsu, 1984} como pretratamiento favorable en el incremento de Ia hidrélisis
enzimatica de determinados sustratos lignoceluldsicos. Los resultados obtenidos en nuestro
caso, ponen de manifiesto, sin embargo, que para la biomasa del O. nervosum el tratamiente
posterior con acido solo potencia el efecto de la irradiacién en el caso de dosis bajas con 20
Mrad.

En general, se puede decir que aunque la irradiacion aumenta significativamente la
eficacia de sacarificacion (hasta 2,6 veces en el caso mas favorable}, debido a una pérdida
considerable de celulosa como consecuencia de la utilizacion de este tipo de pretratamiento,
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el rendimiento final que se obtiene expresado como conversion de celulosa en glucosa es
poco satisfactorio.

Desde el punto de vista econdmico, los pretratamientos con irradiacion del sustrato

aqui empleado no resultan aconsejables aun en el caso de utilizacion de Cesio-137, obtenido
en Centrales Nucleares, como fuente de irradiacién,
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4.2.2.6. Pretratamiento con solventes organicos.

La deslignificacién con organosolventes fue inicialmente estudiada por Kleinert y
Tayenthal (1932) como un nueve método para la produccidn de pasta quimica para la
fabricacion de papel, con costes sustancialmente menores que los procesos convencionales.
Los estudios realizados en este sentido se han llevado a cabo tanto a nivel de laboratorio
como a escala piloto utilizando soluciones acuosas de etanol en presencia y en ausencia de
catalizadores.

Recientemente, la deslignificacion con organosolventes ha cobrado un gran interés
como método de pretratamiento de materiales lignoceluldsicos para la hidrélisis enzimatica,
debido a la capacidad de los solventes organicos de eliminar la fraccién de lignina o una
combinacidén de la fraccién de lignina y hemicelulosa (Black y col., 1987; 1989; Chum y col.,
1985; 1988; Lee y col., 1987). En general, se ha observado mejor comportamiento con este
tipo de pretratamiento sobre biomasa procedente de maderas duras o residuos agricolas que
sobre biomasa procedente de maderas blandas.

En estos pretratamientos. la deslignificacion va acompaniada de solvolisis y disolu-
cidn de la fraccién de lignina y hemicelulosa. dependiendo de las condiciones del proceso
(sistema solvente utilizado, temperatura, disefio del reactor -batch o continuo-, tipo de
material inicial) (Holtzapple y Humphrey, 1984). Las condiciones dptimas deben ensayarse
para cada tipo de material.

Los principales fendmenos quimicos asociados a los procesos con organosolventes
son {Sarkanen, 1980}

-hidrélisis de los enlaces internos de la lignina (principalmente o-0-4 éster y en
menor proporcion los enlaces B-0-4) asi como de los enlaces lignina-hemicelulosa {enlaces
éster y éster acido 4-O-metilglucurdnico) unido al carbono o de las unidades de lignina.

-hidrdlisis de los enlaces glucosidicos en la hemicelulosa y en menor proporcion de la
celulosa, dependiendo de las condiciones.

-degradacion catalizada en medio 4cido de los monosacéridos a furfural y 5-
hidroximetilfurfural seguido de la reaccion de condensacion entre la lignina y sus aldehidos
reactivos.
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El producto final de este tipo de deslignificacion produce:

-fibra celuldsica que contiene la celulosa original y cantidades variables de lignina y
hemicelulosa.

-lignina que puede obtenerse después de eliminar el organosolvente por destilacidn.

-unidades monoméricas de azucares procedentes de la fraccién de hemicelulosa di-
sueltas en la fraccion acuosa.

Asi, la eliminacion de la fracciéon de lignina y xilano, facilitaria los procesos posterio-
res de hidrdlisis o sacarificacion y fermentacion simultanea, puesto que se evitaria la presen-
cia de estos materiales inertes {en general suponen el 30-40% de la capacidad). Ademas
mejoraria la capacidad de reciclade de enzima, dado que se ha descrito que éstas son
capaces de adsorberse en la lignina (Sutcliffe y Saddler, 1987).

Por otra parte, la posibilidad de recuperacion de estos solventes, hace interesante la
aplicacion de este tipo de procesos como pretratamiento de la biomasa lignocelulésica. Es
conveniente resaltar los trabajos desarrollados por el SERI cuyos objetivos, en la actualidad,
son los estudios de pretratamientos con organosolventes como una opcion interesante para
el fraccionamiento de todos los componentes de la biomasa para su transformacién en
combustible liquido (Chum y col., 1990).

4.2.2.6.1. Pretratamiento con etanol y butanol como organosolventes.

Se ha estudiado el efecto del pretratamiento de la biomasa lignocelulgsica del O.
nervosum con dos tipos de solventes organicos, etanol y butanol. El pretratamiento se llevd
a cabo ademds en presencia de distintos catalizadores (acido. base y fenol) descritos en la
bibliografia por su efectividad en el tratamiento de sustratos similares al O. nervosum.

Recuperacion de material inicial.

Los datos relativos al porcentaje de recuperacién de material inicial (r) de los distin-
tos pretratamientos realizados con etanol y butanol se muestran en las tablas XXXIX y XL.

Para una misma temperatura y tipo de solvente organico utilizado se encontraron
mayores recuperaciones cuando se utilizé como catalizador fenol, mientras que éstas fueron
menores cuando el catalizador utilizado fue hidréxido sddico.

Recuperacion de celulosa y lignina.
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RECUPERACION DEL % AZUCARES %
CATALZADOS remp:ﬂn:rum MATER\A{;LMGAL % % GLUCOSA REDUCTORES LIGNINA
vm Cv Ym Cv Vm Cv vm Cv

120 72,94 ' 39,44  {1,55)a 62,36 (3,73)2 18,58  (5,55)ab

H>O 160 54,74 (1,96) | 38,49 (2,99)= 52,14 (5,04)b 21,00 (5,61)a¢
175 47,23 {G,55) 46,04 (1,26} 59,59  (4,45)a¢ 27,58  (2,04)

NaOH 120 56,75  (1,81) 43,36  (0,66}b 61,02 (1,49)ad 19,53  (5,58)ad
160 52,41 {(8,83) 42,69  (6,08)ab 55,62  (5,09)bcd 19,87  (9,55)ee

H>504 120 70,33 (2,58) 32,75 (1,90)¢ 49,63 {0,19)b 15,40 (5,52)b
160 53,70 | (1,18) 43,78  (2,66)b 54,29  (4,07)bc 23,24 (5,92)ce
Feno! 120 I 70,29 | 33,52 (2,24) 54,20  (3,30)bc | 16,25  (8,91)bd

TABLA XXXIX. Porcentaje de recuperdcién del material inicial (expresado como peso seco) después del pretratamiento (r) y
composicion de los resijduos sélidos para las distintas condiciones de pretratamiento con etanol .
Vm = Valor medio ,
Cv = coeficiente de var|acidn (%)
n*=2
n=4
Los valores seguidos de la misma letra {dentro de la misma columna), no son significativamente diferentes (p
=0,05) n=4




661

% RECUPERACION

% AZUCARES

TEMPERATURA MATERIAL INICIAL % GLUCOSA REDUCTORES % LIGNINA
CATALIZADOR *
{=Q) (r)
vm Cv vm Cv vm Cv vVm Cv
H0 | 120 69,30 32,66 {2,99) 52,89  (3.43) 14,65 (3552 |
NaQOH 120 58,26 {0,78) 43,33 (0,91)p 59,69 (4,02)b 17,91 (3,22)b
160 41,92 {0,37) 49,13 (2,31) 58,75 (4,33)b 16,04  (3,22)3b
H,504 120 73,78 (3,16) 31,53 (3,47)a 50,82 (3,32)e 16,92 (5,50t
160 52,99 (3,30) 42,48  (3,13)b 51,19 (5,48)2 25,96  (3,92)
Fenol 120 69,34 35,06 {2,02)a 58,94  (3,84)b 13,85  (5,91)2 J
TABLA XL . Porcentale de recuperacién del material inicial {expresado como peso seco) después del pretratamiento (r) y

composicién de los residuos solidos para las distintas condiciones de pretratamiento butano! .
vim = Valpr medic
Cv = coeflciente de variaciéon (%)

n*=2
n=4

Los valores sequldos de la misma letra (dentro de la misma columna ), no son significativamente diferentes (p

=0,05)



Los resultados obtenidos de composicidn en glucosa, azucares reductores y lignina
(expresados como porcentaje) de los residuos solidos resultantes del tratamiento con etanol
y butanol se muestran en las tablas XXXIX y XL, En las tablas XLI y XLII se recogen los
resultados del porcentaje de recuperacion de los distintos componentes analizados. Los
resultados del analisis de varianza correspondiente a estos datos se muestran en el anexg
I

En e} tratamiento con etanol encontramos elevadas recuperaciones de celulosa {ex-
presadas como porcentaje glucosa), en muchos de los casos proximas a la recuperacion total.
A 120°C, la recuperacion de celulosa fue total tanto en presencia como en ausencia de
catalizador, excepto en el caso de la utilizacidn de fenol como catalizador con el que se
producen ligeras pérdidas de celulosa {recuperacion del 84,63+1,90%). Sin embargo, este
tipo de pretratamiento afecta tanto a la fraccidn de lignina como a la de hemicelulosa.
Aunque en ausencia de catalizador, a 120°C, se recupera practicamente toda la hemicelulo-
sa, en presencia de catalizador se producen ligeras pérdidas, aumentando éstas con la
temperatura de pretratamiento. EI rango de deslignificacién varié entre 13,8 y 34,1; no se
observaron diferencias significativas entre los distintos catalizadores utilizados (p<0,01) ni
en la recuperacion de azucares reductores ni en la de lignina para una misma temperatura.

En ausencia de catalizador, se ve un marcado efecto de la temperatura. Mientras que
a 120°C la recuperacion de celulosa y hemicelulosa fue total. al elevar la temperatura
aumentan las pérdidas de los distintos componentes, no encontrando diferencias significatic-
vas entre el pretratamiento realizado a 160 y 175°C.

Con butanol como solvente, se observan también altas recuperaciones de celulosa, no
encontrando diferencias significativas entre las distintas condiciones estudiadas. Por el
contrario, en la recuperacion de azucares reductores se observa un marcado efecto de la
temperatura. Con respecto a la recuperacion de lignina, ésta fue menor cuando el pretrata-
miento se llevo a cabo en presencia de NaOH como catalizador, siendo en este caso el efecto
de la temperatura muy acusado. ’

En general. se producen mayores deslignificaciones con butanol. Este mismo feno-
meno ha sido observado por otros autores (Ghose y col., 1983) v puede ser debido a la mayor
polaridad de este disolvente con respecto al etanol.

Como ya hemos comentado, este tipo de pretratamiento se aplica principalmente por
su capacidad de disolver la lignina. Los datos obtenidos para el caso del O. nervosum
muestran que, efectivamente, el pretratamiento con solventes organicos deslignifica. aunque
este efecto no es tan grande como el producido sobre otros sustratos. En la tabla XLIII se
muestran los valores en cuanto a recuperacién de material inicial tras el pretratamiento, asi
como el porcentaje de deslignificacion de diversos sustratos lignoceluldsicos junto con los
obtenidos en el presente trabajo para la materia prima considerada. Aunque no se pueden
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%% RECUPERACION % RECUPERACION RECUPERACICN
TEMPERATURA GLUCOSA AZUCARES LIGNINA
CATALIZADOR o0, REDUCTORES
Vm Cv vVm Cv vVm Cv
120 99,70 (1,55)a 101,9 (3,73) 86,13 {5,55)fg
H-0 160 84,85 {2,23)b 67,29 (3,42)a 73,09 (6,21)acd
175 87,69 (1,70} 66,39 (4,63) 82,79 (2,53)deg
NaOH 120 99,24 {2,07)ad 81,71 (3,25)b 70,45 (5,58)ace
160 89,88 (2,55)b¢ 68,56 (4,14)a 65,85 (4,44)bc
H2>50, 120 92,88 (2,89)cd 82,33 {2,53)b 68,79 (4,64)ab
160 94,80 (2,86)2 68,76 (3,54)a 79,35 (6,93)adg
Fenol 120 84,63 (2,24)bc 85,41 (3,30)b 72,61 (8,91)abd

TABLA XLI Efecto del pretratamiento con etano! enla recuperacicn de glucosa, azucares
reductores y lignina.
Vm = valor medio

Cv = coeficiente de variacion (%)

n=4.

Los valores seguidos de la misma letra (dentro de la misma columna), no son

significativamente diferentes (p £0,05%)




—c91-

CATALIZADOR

TEMPERATURA
(°Q)

% RECUPERACION
GLUCOSA

vm Cv

3% RECUPERACION
AZUCARES
REDUCTORES
Vm Cv

% RECUPERACION
LIGNINA

vVm Cv

120

81,29  (2,99)°

82,17 {3,43)2

64,54  (3,55)8

120
160

101,80 {1,57)
83,04 (2,05)ab

82,01 (3,24)2
58,10 (4,68)b

66,30 {2,95)2
42,74 (2,91)

120
160

93,75 (2,67)¢
90,73 (2,73)cd

88,39 {1,41)ac
63,90 (2,79)b

7926 (2,40)0
87,51 {(6,93)b

120

87,32 (2,02)bu

96,41 (3,84)c

61,06  (591)a

H,O
NaOH
H2504

| Fenal
TABLA XLt

Efecto del pretratamiento con butanol en larecuperacion de glucosa, azucares
reductoresy lignina.
vm = valor medio

Cv = coeficiente de variacidon (%)

n=4.

Los valores seguidos de la misma letra {dentro de la misma columna), no son
significativamente diferentes (p = 0,05%)




—£9T~

CONDICIONES OPERATIVAS

%

RECUPERA- %
SUSTRATO CION DESLIGNIFI- REFERENCIA
Temp. | Tiempo S/L MATERIAL CACION
SOLVENTE CATALIZADOR
(oC) (h} INICIAL
Alamo 165 2,5 4% Metanol:agua’0:30 ausencia 78 56,9 Chumy col,
Celulosa 44,8% 165 1 4% Metanol:agua70:30 H,50,0,05M 46.4 76,1 1988
tignina 18.4%
Chopo 160 0.5 1001 Butanol:agua 1:1 {v/v) ausencia 20
Celulosa 52% 160 0,5 10:1 Butanchagua 1:1 {viv) H;504 1N 99 Holtzapple y
Lignina 25% 160 0.5 10:1 Butangl:agua 1:1 {v/v) NaQH 1N - 65 Humphrey 1984
Eucalipto 165 1 4:1 Etancl:agua 1:1 (viv} ausencia 79,4 36,8 Colagoy
Ceiuiosa 57% 175 0.5 4.1 Etanol:agua 1:1 {viv) ausencia a0,40 29,2 Pereira, 1985
Lignina 23%
Citronella 175 4 Etanol:agua 1:1 (vv) antraguinona 56,66 50 Rolz y col. 1586
Celulosa 28,5% 0,05% p.
vigrina 11,1%
Pajade trigo 120 2 8% Etanciagual: 1 {v/v) aromatico 54,2 82,8 Ghose y col,
0.5% (w/v)
Celulosa 39% 120 2 8% Butanol:agua aromatico 51,5 75.6 1983
Ligrina 14%; 121 {wiv) 0,5% {v/iv)
160 0.5 4:1 Etanol:agua 1:1 (v} ausencia 54,74 19,3
Cardo 160 1 4:1 Etanol:agua 1:1 (v/v} NaDH TN 52,41 34,4 Este trabajo
Celulosa 25% 160 1 4:1 Etanoliagua 1:1 (v/v) H;50, 01N 53,7 20,6

Lignina 15,7%

TABLA XLIII. Recuperacion de material inicial y deslignificacién (%) para distintos sustratos lignocelulésicos.




realizar comparaciones precisas con los datos mostrados en dicha tabla, debido a las diferen-
tes condiciones experimentales empleadas y a la naturaleza del sustrato lignocelulésico, una
evaluacion global si es posible. Los porcentajes de deslignificacion obtenidos en el presente
trabajo son comparables a los obtenidos en algunos casos.

Rendimiento de la hidrolisis enzimatica.
Produccion de glucosa.

En las tablas XLIV y XLV se muestran los valores del rendimiento en la hidrdlisis
enzimatica expresados como mg de glucosa y azicares reductores producidos por 100 mg de
sustrato, porcentaje de eficiencia de sacarificacién y porcentaje de conversion de celulosa en
glucosa. Los anilisis de varianza correspondientes a estos datos se muestran en el anexo
I1I.

La produccidn de glucosa (expresada come mgfl100 mg de sustrato) aumenta con
este tipo de pretratamiento. En general. es mayor a medida que aumenta la temperatura de
pretratamiento, exceptuando el caso del pretratamiento con etanol y catalizador basico en
que el efecto de la temperatura hace disminuir dicha produccion. Las condiciones dptimas se
encontraron para el caso de la utilizacién de etanol como disolvente, a 175°C v ausencia de
catalizador (29,02+0,82 mg /100 mg) y, en el caso de utilizacion de butanol a 160°C y en
presencia de catalizador basico (29.32+0.74 mg/100 mg sustrato). En estas condiciones se
incrementa en un factor de 4,2 la produceion de glucosa por hidrélisis enzimaética respecto al
sustrato nativo.

Eficacia de sacarificacion v conversion de celulosa en glucosa.

En todos los casos se obtuve un aumento de la eficacia de sacarificacion y de la
conversion de celulosa en glacosa con respecto al sustrato nativo, Las condiciones en las que
se obtuvieron los valores dptimos de estos dos indices coinciden con aquélias en las que la
produccion de glucosa fue mayor.

En la tabla XLVI se comparan los rendimientos de hidrdlisis enzimatica de la bioma-
sa de O. nervosum obtenida en las mejores condiciones de pretratamiento realizado en este
trabajo con los citados en la bibliografia para diferentes sustratos lignoceluldsicos. En ella
puede observarse la fuerte dependencia del rendimiento con las distintas fuentes de material
lignoceluldsico y condiciones de operacidn.

-164-



—G91-

Vm = Valor medio.
Cv = Coeficiente de variacién (%)
n= 4
Los valoreb dequidos dela misma letra (dentro de la misma columnaj, no son significativamente diferentes
{p=0,05).

mg Glucosa/100 mg Azucares EFICACIA DE CONVERSION
CATALIZADOR TEMP(EORSTURA mg sg;tato Reni;c;fsrter;/twooo SACARI(}:OC)AC\ON CEL(Li/t)OSA Sgsf::tcs;a;tii(\fgo
Vm Cv vm o Cv vm Cv vm  Cv

120 12,79 (5,77)2 15,63 (5,38)2 32,45 (6,17)2 33,51 (5,77)2 93,29

H>O 160 22,07 (1,78)b 22,31 (5,38) 57,36 (2,97)b 48,73 (2,96)b 120,81

175 29,02 (2,81)¢ 32,32 {1,83)" 63,04 (3,68)b¢ 55,27 (2,31)¢ 137,06

NaQOH 120 28,74 (2,62)c 1 44,40 (1,09) 66,27 (2,76)¢ 65,76 (1,19} 163,09

160 21,39 (5,89)b 33,27 (2,24)b 50,16 (5,54) 45,12 (7,01)b 112,10

M350, 120 11,71 (4,81)a 1 18,20 (6,74)c 35,77 (4,96)ad 33,24 (6,30)a 82,35

160 25,30 (2,87) 29,87 (2,070 57,78 (2,92)b 54,80 (3,60)c 135,86

Fenol 120 13,49 {2,59)a | 16,27 (4,50)2 | 40,27 (4,10)d | 34,06 (2,59)2 I 54,82

TABLA XL!IV. Efecto del pretratamiento con etanat en el rendimiento de la hidrélisis enzimatica.




—99T—

mg Glucosa/i00

mg Azucares

EFICACIA DE

CONVERSION

TEMPERATURA mg sustato Reductores/ 100 SACARIFICACION CELULGSA g Glucosa/ Kg
CATALIZADOR (oC) Gp mg sustrato (%) {%6) sustrato nativo
vm Cv Vm Cv vm Cy vm Cv
H,0 120 13,67 (5,77)2 | 17,02 {1,32) | 41,83 (5.17) 34,01 (5,77)2 | 94,73
NaQOH 120 24,88 (3,38)b 36,59 (4,30) 57,40 (2,87)a 58,47 (4,06) 144,95
160 29,32 (2,52) 41,27 (1,21) 60,11 (1,09)2 49,93 (1,03)b 122,90
H>50, 120 10,71 (4,31) 17,55 (5,09} 33,99 (5,19)0 31,88 (5,69)2 79,02
160 24,08 (2,90)b 25,98 {1,29) 56,72 (4,28)= 51,49 (5,44)b 127,60
Fenol 120 12,67 (4,59)2 | 1584 (1,31)e |3&13(3J&b 31,56 (4,59)2 | 87,85
TABLA XLV. Efecto del pretratamiento con butanol en e! rendimiento de la hidrolisis enzimatica.

Vm = Valor medio.
Cv = Coeficiente de variacidn (%)
n= 4

Los valores seguidos de

(p=0,05).

la misma tetra (dentro de la misma columna), no son significativamente diferentes
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CONDICIONES OPERATIVAS
ES (%) ES (%)
SUSTRATO . Sustrato Sustrato REFERENCIA
T(eo”&‘;' e(h)"e’ S/L SOLVENTE CATALIZADOR nativo pretratado
Citronella Antragquinona
Celulosa 28,5% 175 4 Etanol:agua 0,05% p. 14 60 Rolz ycoi., 1986
Lignina 11,1% 60:40
120 2 8% Etanol:agua Aromaético
Pajade trigo 111 (viv) 0,5 % (v/v) 20 90 Ghosey col.,
Celuiosa 39% 120 2 8% Butanal:agua Aromatico 1983
Lignina 14% 1:1 (viv) 0,5 % (viv) 20 80
Eucalipto 175 0,5 4:1 Etanol:agua Ausencia 10 77 Colagoy
Celulosa 57% 1:1 (viv) Pereira, 1985
Lignina 23%
Cardeo 120 1 4:1 Etanol:agua NaCOH 1N
111 (v/v) 25 66,3 Este trabajo
Celulosa 25% 120 1 4:1 Butanol:agua |NaOH1N
Lignina 15,7 % | J 101 {wiv) 25 60,1

TABLA XLVL

Rendimlentos de hldrolisis de diversos pretratamientos con solventes organicos de diferentes sustratos lignocelulésicos.




4.2.2.6.2. Pretratamiento con n-butilamina.

Dentro de los pretratamientos con solventes orgdnicos, se ha estudiado, asimismo, el
pretratamiento con n-butilamina. La utilizacion de este tipo de solvente ha sido descrita
como muy efectiva para algunos sustratos lignoceluldsicos. Asi por ejemplo, Tanaka y col.
(1985a) que aplicaron este tratamiento a la paja de trigo (1% de n-batilamina a 120°C)
obtuvieron pérdidas de peso del material inicial de alrededor del 30%, una deslignificacion:
del 60%, v un aumento de la solubilizacidn enzimatica (en 48 horas de hidrdlisis enzimatica)
de 10% en el caso del sustrato nativo y de hasta el 78% en el sustrato pretratado.

Aungue. como ya se ha comentado en anteriores ocasiones, la utilizacion de pretrata-
mientos quimicos presenta algunos inconvenientes, el tratamiento con n-butilamina, y dado
que este compuesto presenta un bajo punto de ebullicion { 77°C), implicaria la ventaja de la
posibilidad de recuperacion de este tipo de reactivo por destilacion y su reutilizacion poste-
rior, con la consiguiente disminucion de los costes de este tratamiento. El principal efecto
de este tipo de pretratamiento quimico es la deslignificacidn del material ligniceluldsico y
segun algunos autores se produce, ademas, un “swelling” de la celulosa, que afecta unica-
mente a la region amorfa, a la hemicelulosa y lignina.

El pretratamiento del O.nervosum con n-butilamina se llevd a cabo utilizando las
condiciones descritas como éptimas en la biblografia para la deslignificacidn de paja de arroz
(Tanaka y col., 1985b).

En la tabla XLVII se recogen los resultados obtenidos en cuanto a recuperacion del
material inicial {(expresado en porcentaje sobre peso seco) y la composicion de los residuos
solidos obtenidos después del pretratamiento, en celulosa, hemicelulosa y lignina.

En la tabla XLVIII se recogen los valores de recuperacion de glucosa, azicares
reductores y lignina en los residuos sdlidos obtenidos tras el pretratamiento.

Aunque sdlo se han estudiado dos condiciones de pretratamiento, se observa una
elevada recuperacidn del material inicial (alrededor del 80%), produciéndose ademds una alta
recuperacion de celulosa {expresada como glucosa) y de la fraccion de lignina. y unas ligeras
pérdidas de hemicelulosa (pérdida maxima obtenida expresada como azucares reductores
alrededor del 15%j.
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CONDICIONES % COMPOSICION (%)
RECUPERACION
MATERIAL

P - - a o] )

Relacidn Ten:(npera Tiempo iNICEf\L e GLULCOSA % AZUCARES e LIGNINA
S L ura (horas) (r) REDUCTORES
' (cQ) vm  Cv vm  Cv vm  Cv vm  Cv

10 120 81,20 {1,39) 30,10 {(1,85) 45,02 {2,60) 20,79 (3,66)
25 120 80,90 (2.27} 30,70 (2,38) 48,03 (3,34) 18,96 (7,09)

TABLA XLVII. Porcentaje de recuperacién de material inicial {(expresado como peso seco) después del

pretratamiento (r) y composicion de los residucs sélidos para las distintas condiciones de
pretratamiento con 1% n-butilamina.

Vm = valor medio

Cv = coeficiente de variacidn

n=4
n*=2




CONDICIONES (%) (%) (%)
RECUPERACION RECUPERACION
g GLUCOSA AZUCARES RECLPERACION
Relacion | Tempera- - REDUCTORES
tura Tiempo
S:L (oC) (horas) vm o v Vm  Cv vm Cv
10 120 2 98,95 (0,90} 86,23 (1,68) 100,30 (4,00)
25 120 2 100,55 (2,30) 91,63 (2,99) 97,58 (8,92)
TABLA XLVIII. .Efecto del pretratamiento con 1% n-butilaminaen la recuperacion de glucosa, azucares

reductoresy lignina.
Vm = valor medio
Cv = coeficiente de variacion (%)

n=4




En la tabla XLIX se recogen los valores de rendimiento en la hidrdlisis enzimatica.
A pesar de la baja o nula deslignificacién obtenida en los dos casos estudiados, se produce,
como consecuencia del pretratamiento, un aumento considerable de la produccion de glucosa
por hidrélisis enzimatica. Esta (expresada como mg glucosa/ 100 mg sustrato) aumentd de
6.2 en el sustrato nativo hasta 19,6 en las mejores condiciones. lo que indica que mas
importante que la deslignificacion del material, es la modificacién de las relaciones entre los
distintos componentes de la fibra y por lo tanto, de su estructura. La eficacia de sacarifica-
cion alcanzo valores del 63,7% para el tratamiento efectuado con una relacion sélido/liquido
del 25%, vy del 43,47% para el 10% de relacidn solido-liquido. Estos valores suponen un
incremento del 255 % y del 174% respectivamente con respecto al sustrato nativo. En este
ultimo caso la eficacia de sacarificacion obtenida fue del 66,3%, la pérdida de celulosa nula,
mientras que la deslignificacién fue del 18%.

Para las mismas condiciones de pretratamiento, con un sustrato similar al
O.nervosum, Cynara cardunculus (datos no publicados) se obtuvieron en nuestro laboratorio
valores de eficacia de sacarificacién del 20% y 48% (para las condiciones de relacion solido-
liquido del 10% y 25% respectivamente). En este altimo caso el incremento del rendimiento
de hidrolisis con respecto al sustrate nativo {eficacia de sacarificacion del 20%) fue similar al
producido sobre la biomasa del O.nervosum.
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CONDICIONES mg Glucosa/100 | mgAzlcares EFICACIA DE CONVERSION
mg sustrato Reductores/100 SACARIFICACION CELULOSA
B Gp mg sustrato (%) (%) g Glucosa/Kg
Relacion | Tempera- Tiempo sustrato nativo
tura (horas)

S:L (cC) vm cv Vm Cv vm Cv v Cv

10 120 2 13,06 (6,28) 16,51 (5,58) 43,37 (5.07) 42,75 (5,07) 106,0

25 120 2 19,57 (4,56) 22,00 (4,49) 63,73 (3,55) 63,82 (2,83) 158,2
TABLA XLIX.  Efecto del pretratamiento con 1% n-butilamina en el rendimiento de la hidrolisis enzimatica.

Vm = vaior medio
Cv = coeficiente de variacion (%)

n=4




4.2,2.7. Pretratamiento de explosion por vapor.

El pretratamiento de explosion por vapor, patentado en 1926 por Manson para la
produccion de tableros de madera, combina el efecto autehidrolitico con una desorganizacion
mecanica de la fibra lignoceluldsica por efecto de la descompresién brusca a gue es sometido
el material. E] proceso se lleva a cabo inyectando vapor a presion en un recipiente donde se
introduce el sustrato a tratar. El vapor penetra en la estructura lignoceluldsica del material
que, después de un tiempo de reaccién determinado, es expulsado hacia un ciclén a presion
atmosférica,

Existen distintos procesos desarrollados tanto a escala piloto como a escala de
produccion. Los diferentes procesos difieren en los sistemas de alimentacion, modo de
operacion [continuo o discontinue) y condiciones de operacion (temperatura y tiempo de
residencial.

La planta piloto en la que se han llevado a cabo las pruebas de explosién por vapor
se muestra en la figura 38. En el esquema de la figura 15 se muestra el diagrama de
operacion de la planta piloto de tratamiento. La unidad de explosién de vapor estd constitui-
da por 3 unidades: reactor de explosion por vapor, acumulador de vapor y ciclén de descar-
ga, cuyas caracteristicas se describen en el anexo IL

El efecto de este pretratatamiento es la liberacion de acidos orgéanicos, fundamental-
mente Acido acético a partir de los restos acetilados de las hemicelulosas. Como consecuen-
cia, se produce una autohidrélisis acida que afecta a los enlaces glicosidicos de las
hemicelulosas y a los enlaces a-éter de la lignina, en mayor o menor medida dependiendo de
la severidad de las condiciones empleadas {Puls y col., 1983). Cuando las condiciones son
muy severas las pentosas se transforman en furfural y las hexosas en 5-hidroximetilfurfural,
los cuales pueden generar productos de condensacion (Puls y col., 1985). Aunque, la prehi-
drélisis de las hemicelulosas es la reaccion principal, también se producen cambios en la
lignina. que se hace facilmente extraible en medio alcalino o con solventes organicos.

El resultado final de este tipo de pretratamiento es la alteracion del empaquetamien-
to microfibrilar dentro de la pared celular y la rotura de la fibra que provoca un aumento de
la accesibilidad a la celulosa de las enzimas hidroliticas. Este efecto de incremento de la
eficacia de hidrdlisis enzimatica se produce tanto para el caso de biomasa procedente de
maderas duras como para el caso de biomasa de residuos agricolas. Las condiciones optimas
de temperatura y tiempo de reacccion varian dependiendo del tipo de material.

—-173-



Figura 38. Planta piloto de tratamiento de material lignocelulésico

-174—



Asi, por ejemplo, los resultados de los informes publicados por Iotech Corporation
sobre explosion por vapor de biomasa procedente de maderas duras, indican encuentra que
las condiciones dptimas tanto para la recuperacidn de xilosa como de glucosa son de 500-550
psig, con un tiempo de reaccion de 40-50 s vy un contenido inicial de humedad en la biomasa
del 35%. En estas condiciones, se obtuvo una produccién maxima de glucosa equivalente al
90% del contenido tedrico para los distintos sustratos ensayados, después de 24 horas de
hidrélisis, utilizando una combinacidn de enzimas, Nove Celluclast 100L (procedente de T
reesei) y 250L (enzima procedente de A.niger), con una actividad enzimatica de SUIPF/g y
una concentracion de sustrato del 5% en el medio de hidrolisis.

Jurasek {1979), utilizando este tipo de pretratamiento sobre madera de alamo y
estudiando un rango de condiciones entre 600 y 700 psig y tiempos de residencia de 20 a 80
s encontré que en las condiciones éptimas (240°C} se obtenia una produccion de glucosa del
40 % cuando la hidrolisis se llevaba a cabo a 30°C durante 24 horas con Maxazyme CL
2000 (enzima procedente de T. reesei) con una concentracion de 30 Ul/g sustrato. La
praduccion de glucosa en el sustrato native fue del 5%.

Dekker v Wallis {1983} obtuvieron una conversion de glucosa del 50% cuando se
hidrolizaba bagazo de cafia de azucar (condiciones dptimas de pretratamiento 225 psig,
durante 1-20 min.} utilizando enzimas procedentes de 7.reesei RutC30 y QMY414. en una
concentracion de 20 Ul/g sustrato. La hidrélisis fue llevada a cabo a 50°C durante 24 horas.
una relacion sdlido:liquido del 10% (p/v). La conversion aumentaba hasta el 80% cuando se
afadia celobiosa procedente de A, niger.

Puri y Mamers (1983} trabajaron con tres sustratos distintos: paja de trigo, bagazo y
madera de eucalipto. Las condiciones dptimas de pretratamiento de explosion por vapor
fueron a 200°C y 5 minutos para el primero de ellos y 210°C y 10 minutos para los otros
dos. Las conversiones obtenidas para estas condiciones fueron del 81,78 y. 75% respectiva-
mente. En este caso la hidrdlisis fue llevada a cabo con celulasas comerciales Onozuca
(pracedente de T.reseei). Los mismos autores también estudiaron el efecto’de la inyeccion de
CO2 durante el pretratamiento, encontrando un aumento de la autohidrdlisis, probablemen-
te, debido a la formacion de dcido carbdnico a altas temperaturas por reaccién del CG9 con
el vapor condensado.

Rao y col. (1983} obtuvieron después del pretratamiento (7Kg/cmZ y 30 minutos) de
bagazo, un 59% de conversion de glucosa después de 48 horas de hidrdlisis utilizando
celulasas procedentes de Penicillium funiculosum. La hidrélisis fue llevada a cabo utilizando
una relacion solido:liquidoe del 2.5% y una carga de enzima de 50 Ul/g sustrato.

Grous y col. {1986) obtuvieron conversiones superiores al 90 % sobre madera de
dlamo tratado por explosion de vapor en las siguientes condiciones, 250 psig durante 20
min, 350 psig durante 5 min v 20 min y 450 psig durante 2. 5 y 20 min, realizando la
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hidrdlisis enzimdtica con enzimas procedentes de 7 .reseer (16,2 Ulfgl v A.niger (76 Ullgl
durante 24 horas a 50°C. En el caso del sustrato nativo la conversion obtenida fue del
15,2%.

McDonald y col. (1979) utilizando enzimas comerciales Onozuca R10 y Onozuca SS
{enzimas procedentes de T.reesei), llevaron a cabo la hidrdlisis enzimatica sobre madera de
dlamo durante 24 horas, con Gna relacion sdlido:liquido del 2% y una concentracion de
enzima de 0,25 g de enzimalg de sustrato. L.a conversion obtenida (porcentaje de glucosa
producidaj fue del 39% cuando el sustrato se tratd en las condiciones dptimas (7,5 min,
190°C). En este caso, las bajas conversiones obtenidas pueden ser debidas a que la hidrélisis
se realizd a 22°C.

De los estudios anteriores, se puede deducir, que existe un range considerable de
condiciones dptimas de pretratamiento (temperatura, tiempo}, dependiendo del tipo de ma-
terial y deben ser determinadas para cada material con el fin de obtener una elevada
recuperacion de carbohidratos y una degradacion dptima de la fibra.

Recuperacién de material inicial.

Para el caso del Onopordum nervosum y como puede observarse en la tabla L, en las
condiciones ensayadas se llegan a alcanzar recuperaciones del material por encima del 88%.
Sin embargo, por razones de disefio de ia planta, el material que se obtiene después dej
pretratamiento va acompafiado de un volumen considerable de liquido procedente de la
condensacién de vapor (en una proporcidn que oscila entre 2 y 4 litros de agua por cada 200
g de material tratadoj. Por este motivo, se ha considerado como recuperacidn efectiva de
sélidos el peso seco del material obtenido después de la filtracion del lodo resultante, gque
como puede observarse en dicha tabla es para el caso mas favorable del 77,05%. En la
misma tabla se recogen los valores de la composicion de los residuos obtenidos para distin-
tas condiciones de tratamiento de explosion por vapor. Se observa que las.pérdidas de peso
ocasionadas por efecto del pretratamiento son mayores para las condiciones mas drasticas
{temperaturas mds elevadas y tiempos de residencia largos). Ademas, la mayor parte de la
pérdida total de peso se produce durante los primeros segundos de pretratamiento.

Recuperacién de celulosa y lignina.

En [a tabla LI se muestran [os valores de recuperacion de celulosa, azicares reducto-
res v lignina expresados en porcentaje para las distintas condiciones de tratamiento de
explosion por vapor ensayadas. El analisis de la varianza segun disefie factorial 2x5 y 3x4
se muestran en el anexo iI1.

Es de destacar las elevadas pérdidas de azucares reductores. siendo mucho menores
las pérdidas correspondientes a la glucosa, {o que muestra una solubilizaeion preferente de
las hemicelulosas del sustrato. Las dos variables estudiadas: temperatura y tiempo de resi-
dencia influyen en la recuperacion de glucosa, de forma que. a medida que aumenta la
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% RECUPERACION MATERIAL
INICIAL
. {r) 0 0 0 A
Temperatura T:empo 0o GLUCOSA Ca S\ZL(J:?AEES 06 LIGNIN
( OC) (mlﬂ) REDUCTORES
Solidos vm  Cv vm Qv vm Qv
Solidos .
después de
totales
filtrar

0,5 84 60,48 39,65 {1,53) 54,02 (2,89} 21,21 (7,00}
1 88 77,05 29,58 (2,10) 46,43 (1,97) 29,53 (1,41)
190 2 78 63,32 36,71 (1,39} 49,70 (3,27) 28,54 {4,85)
4 85 | 62,24 34,36 {1,51) 50,48 (3,48) 26,68 (2,69)
g5 85 | 67,48 35,75 (1,96) 1 51,74 (2,51} 22,60 (3.17)
1 84 63,07 38,01 (7,96) 44 .17 {4,68) 29,38 (5,27}
210 2 82 60,65 39,88 (2,02) 44,51 (3.11) 34 .46 (2,96)
4 83 61,59 36,29 (11,0) 45,68 {3,49) 33,91 (5,63)
8 82 57.87 42,77 (3,04) _ 49,87 (3,44) 32,95 (4,87}
0,5 a2 l 63,19 | 37.41 (1,88) 44,89 (1,68} 31,15 (7,75)
1 79 60,16 34,74 {0,92) 41,12 (2,56) 39,46 (2,35)
230 2 77 59,16 34,43 (1,13) 43,09 (5,87} 38,80 (3,40)
4 78 57,31 39,79 (3,86) 43,71 {Z2,58) 37,94 (5,51)
8 78 55,99 40,13 (2,200 48,01 (2,61} 30,88 (2,65)

-

TABLA L. Porcentaje de recuperacion de material inicial (expresado como peso seco) después del pretratamiento (r) y
composicion de los residuos sélidos para las distintas condiciones de pretratamiento de explosion por
vapor. B L
vm = valor medio
Cv = coeficiente de variacién.
n=4
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% Recuperacion % Recuperacion % Recuperacion
Temperatura Tiempo Glucosa Azucares Lignina
(oC) {min) Reductores

Vm Cv Vm Cv Vm Cv

0,5 79.84  {(1,53) 64,95 (2,89 61,07 (7,00

1 75,88  {2,10) 71,13 (1,97) 108,35  (1,41)

190 2 77.37 (1,39) 62,57 (2,27) 86,06 (4,85)

4 71,19 (1,51) 62,46 (3,48) 79,06 (2,69)

0,5 80,31 (1,96) 69,41 (2,51) 72,62 (3,17)

1 79,63  (4,58) 55,44  (7,99) 38,12 (2,12)

270 2 B0,53 {3.71) 53,67 {4,04) 99,47 {1,24)

4 74,21 (7,96) 55,96 (6,01%) 99,57 {8,73)

8 82,38  (3,44) 57,37  {3,44) 90,8¢  (4,87)

0,5 78,68  (1,88) 56,39  (1,68) 93,73 (7.75)

1 69,57 (2,28) 49,20 {4,62) 113,0 (1,86)

230 2 68,32  (1,69) 51,02 (4,16) 108,8  (5,74)

4 7581 (2,49) 49,75  {2,73) 103,3  (0,67)

8 74,79 (2,20 53,44  (2,61) 82,33  (2,65)

TABLA LI

Efecto del pretratami?nto de expiosion por vapor en fa recuperacion de glucosa, azucares
reductoresy lignina. '’ T

Vm = valor medio

Cv = coeficiente de variacion {%}.

n=4

i



temperatura, la recuperacién es menor. Cuando se considera el factor tiempo, se observa
que la recuperacidn disminuye con el tiempo, pero a partir de 1 minuto y dentro del rango
estudiado, la recuperacion es de orden similar. Con respecto a la recuperacion de azicares
reductores, se observa que es en la fraccidon de hemicelulosa donde se producen mayores
solubilizaciones. La solubilizacién se produce fundamentalmente durante el primer minuto,
siendo constantes estas pérdidas a partir de los minutos siguientes.

Por otra parte, la fraccion en la que se producen menores solubilizaciones es la de
lignina. Los resultados obtenidos muestran que, en general, la recuperacién de lignina
aumenta al aumentar la temperatura del pretratamiento, alcanzando valores por encima del
100% cuando el pretratamiento se realizé a 230°C durante 1-4 min. Los valores que aqui se
muestran corresponden a lignina Klason (lignina dcido inseluble} encontrindose en algunos
casos valores superiores al contenido de lignina Klason real. Este hecho, puede ser debido a
la formacion de complejos de condensacién de lignina y polisacaridos, que se cuantificarian
como lignina dcido insoluble puesto que el contenido en este componente ha sido calculado
por el método de hidrélisis total con acido sulfurico. Este fendmeno ha sido observado por
numerosos autores {Brownell v Saddler, 1984; Brownell y col., 1984 y 1986).

Rendimiento de la hidrolisis enzimatica.
Produccién de glucosa.

En la tabla LII se muestran los datos referentes a la produccion de glucosa y
azucares reductores (expresados en porcentaje) después de 48 horas de hidrdlisis enzimética
a 50°C. En el anexo IIl se muestran los analisis correspondientes a estos datos segun
disefio factorial 2x5 y 3x4.

Para todos los rangos de temperatura y tiempo de residencia se alcanzan valores
muy por encima de los obtenidos. Si tenemos en cuenta que con el contro]l (carde sin
pretratar), los valores encontrados son del orden del 7,5%, se observa que el incremento
obtenido oscila entre 2 y 4.8 veces. N

En general, la produccion de glucosa y azucares reductores aumenta a medida que
aumenta la temperatura y para cada una de ellas con el tiempo de residencia del material.
Los valores mas altos se obtuvieron para el pretratamiento a 230°C durante 4 minutos
{36,13+1.22 mg glucosa/100 mg sustrato).

Eficacia de sacarificacién y conversiones de celulosa en glucosa.

Los estudios de hidrolisis enzimatica recogidos en la tabla L1I, muestran claramente
el efecto del tratamiento de explosidn por vapor en la eficiencia con que las enzimas actuan
sobre la celulosa del carda. Asi por ejemplo, mientras que los valores de eficacia de sacarifi-
cacion {relacién entre la glucosa liberada y glucosa potencialmente liberable-en un sustratol
estan alrededor del 256% para el caso del material sin tratar. en el caso del tratamiento a
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Tempera- | mg Glucosa/ 100 mg Azucares Ny
tura Tiempo mg sustrato Reductores/ 100 ES (%} CC (%) g Glucosa/ Kg
(C) {min) Gp mg sustrata sustrato nativo
vm Qv Vm Qv vm Qv Vm  Cv
0,5 22,83 (6,99) 30,34 (2,93) 57,57 (6,98} 45,62  (6,88) 138,1
i 15,79 {5.62) 21,32 {5,78) 53,37 (5.62) 40,95 {6,07) 121,6
190 2 23,04 (4,45) 30,67 (2,37} 62,76  (4,45) 47,66  (1,24) 145,9
4 25,86 {2,44) 33,94 (1,92) 75,27 (2,43) 53,82 {2,29) 161,0
0,5 20,90 {4,62) 28,61 (3,92} 58,47 (4,62) 47,89 {(4,36) 1419
1 29,41 (6,39) 236,56  (8,24) 77,47 (2,20 61,82  (3,57) 185,2
210 2 28,86 (2,72) 36,55 (8,92) 72,38 {1,93) 58,08 (3,97) 175,1
4 32,24 (2,61) 38,14  (5,75) 89,45  (8,59) 65,95 (1.27) 198,4
8 35,80 {(1,71) 44,63 (2,42) 83,71 (1,71 69,32 {0,95) 207 1
0,5 35,57 (3,87) 37,99 {4,48) 81,70 (3,86) 64,66 (3.12) 1931
1 33,93 (1,39) 36,90  (5.11) 97,68  (1,39) 67,47 (2,09 204,1
230 2 33,67 (1,28) 39,29 (8,68) 97,77 (1,26) 67,28 (3.12) 200,7
4 36,13 {3,39) 41,81 (14,00) 90,81 (1,19) 68,84 {2,28) 206,8
8 32,19 (1,76) 42,35 (2,24) 80,22 (1,76) 60,00 (1,76) 180,2
TABLA LIl. Efe¢to del pretratamiento de expéosi@nlp?f vapor en el rendimiento de la hidrolisis eqzirr;a‘tica.

Vm = valor medio

Cv = coeficiente de variacidn (%)

n=4




230°C durante 1 y 2 min, la eficacia de sacarificacion es superior al 97%. De los estudios
estadisticos realizados {anexo III), se deduce que tanto la temperatura como el tiempo de
reaccion, tienen un efecto positive sobre la eficacia de sacarificacion, siendo el efecto produ-
cido por la primera de ellas mucho mas marcado que el debide al tiempo de reaccién. En
cuanto a la conversion de celulosa, se observa el mismo patron de comportamiento que en el
caso de la eficacia de sacarificacion, aunque las diferencias encontradas se acortan al quedar
compensado el incremento del rendimiento de hidrdlisis con las pérdidas de celulosa. Esto
ultimo indica que a pesar de la alta pérdida de celulosa, para este pretratamiento (airededor
del 21%) la celulosa remanente estd suficientemente alterada como para que el rendimiento
de hidrélisis compense dichas pérdidas. Los valores mas altos de conversion de celulosa se
han encontrado para las condiciones de pretratamiento a 210°C durante 8 minutos y 230°C
durante 4 minutos (69,32% y 68,84% respectivamente).

Aungue desde el punto de vista de economia global del proceso hay que buscar
condiciones en las que la degradacion de la celulosa sea minima, uno de los objetivos
fundamentales del pretratamiento debe ser aumentar al maximo la eficiencia de sacarifica-
cion de la celulosa ya que ésto conduciria a la obtencidn de jugos azucarados de mayor
concentracidn en azicares v mas adecuados para ser sometidos a fermentaciones
posteriores.

La principal ventaja del pretratamiento de explosion por vapor es la posibilidad de
minimizar la descomposiciéon de azucares durante el mismo acotando estrictamente las
condiciones de pretratamiento asi como, la obtencidn de altas concentraciones de azicares
utilizando moderadas concentraciones de enzima,

Asimismo, la presencia de lignina, cuyas pérdidas son escasas o nulas durante el
tratamiento de O.nervosum en las distintas condiciones ensayadas. no parece, a la vista de
los resultados constituir en el material pretratado una barrera para el acceso de las enzimas

a la fraccion celulosica.

También es interesante resaltar que las conversiones de celulosa son relativamente
altas inclusao cuando se realizd la hidrdlisis enzimatica después de haber secado el residuo
obtenido tras el pretratamiento. Sin embargo, otros autores (Grous y col.. 1986} han obser-
vado que la produccion de glucosa cuando la biomasa se seca previamente a la hidrélisis es
mucho menor que cuando la biomasa permanece humeda. La explicaciin de este fenomeno
segln estos autores es que, posiblemente, se pueda preducir un colapso en la estructura
porosa creada durante el pretratamiento. En cualquier caso, para el trabajo aqui recogido se
ha optado por el secado previo del residuo con el fin de poder realizar una mejor compara-
cion con los otros tipos de pretratamientos.
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4.2.2.7.1. Pretratamiento ¢de explosion por vapor en medio acido.

De acuerdo con los resultados obtenidos por algunos autores, la aplicacion del trata-
miento de explosion con vapor en condiciones acidas mejora la solubilizacion de la hemicelu-
losa, reduciendo la temperatura y tiempo Optimos de reaccién y disminuyendo
consecuentemente la de gradacion de las pentosas. Asi, por ejemplo, segan Morjanoff y
Gray (1987} el tiempo optimo de pretratamiento sobre bagazo de cafa a 22(°C disminuye
de 3 minutos a 30 segundos cuando éste se realiza en condiciones &cidas (1% HoS0y4). La
produccidn de glucosa por hidrolisis enzimatica del mismo aumentaba desde 48 gf100 g
bagazo. cuando el tratamiento se realizaba en ausencia de acido sulfirico, hasta 57,7 g/100
g sustrato cuando se realizaba en presencia de acido.

Pourquie y Vandecasteele (1990} obtienen un incremento del rendimiento de ia hidré-
lisis enzimatica de paja de trigo desde 5,8%, en el caso del sustrato nativo, a 31.3% en el
caso del sustrato sometido a pretratamiento de explosion de vapor {21 atm., 3 min.) y 62%
en el caso de realizar este ultime pretratamiento en condiciones acidas { H2S0y4 0.08N; 18
atm., 12 min.}. Los mismos autores observaron este mismo efecto de incremento del rendi-
miento de la hidrolisis no sélo para la paja de trigo sino también para biomasas procedentes
de distintas especies Iresiduos agricolas v forestales) aunque en el caso concreto de biomasa
procedente de maderas blandas éstas fueron menos susceptibles a este tipo de
pretratamiento.

Los resultados obtenidos por Aguilera y San Martin (1985) muestran que la digesti-
bilidad enzimatica de la biomasa procedente de pino {madera blanda) aumenta entre 4 y 6
veces con respecto al sustrato nativo, cuando se realiza el pretratamiento de explosién por
vapor en ausencia de acido, y alrededor de 10 veces cuando el sustrato se impregna previa-
mente con acido sulfurico.

A la vista de lo expuesto, se ha estudiado este tipo de pretratamiento para la
biomasa del cardo O. nervosum realizando la impregnacion del material con dcido sulfarico
al 0.4% y 1%.

Recuperacion del material inicial,

En la tabla LIIT se recogen los resultados obtenidos de recuperacion de material
inicial {expresado come porcentaje en peso seco} asi como los valores de composicidn en
glucosa, azucares reductores vy lignina de los residuos sodlidos obtenidos después del
pretratamiento.
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CONDICIONES " COMPOSICION (%)
RECUPERACION |

Con;gn- Tempera- Tiempo MATERIAL 05 GLUCOSA % AZUCARES % LIGNINA

tracion tura (min) (NICIAL (r) REDUCTORES
acido (%) (oC) vm Cv vVm Cv vm Cv
170 2 78,99 36,87 (3,51) 54,67 (1,89) 27,39 (4,33)
170 4 69,86 41,10 (5,93) 56,33 (1,93) | 27,78 (1,99)
0,4 170 8 69,70 38,82 (3,52) 57,74 (4,46) 27,75 (2,70)
190 2 70,77 3688 (1,93) | 56,68 (2,65 | 30,03 (1,89)
190 4 68,77 38,34 (3.39) 51,21 (7,000 31,00 (4,98)
| 210 2 70,20 40,28 (2,77} 55,15 {5,28) . 29,63 (4,06)
170 2 65,04 42,08 (1,74) 58,71 (3,41) 31,77 (9,63)
170 4 62,27 41,88 10,63) 54,49 (5,32) 31,64 (6,70)
1 170 8 64,37 36,08 14,17) 59,68 (1,99) 30,82 (5,51)
190 2 64,77 39,90 (1,78) 52,68 (1,73) 28,84 (3,06)
190 4 65,53 38,59 (4,82) 53,08 (3,41) 28,48 (1,02)

TABLA Lill. Porcentaje de recuperacion de material inicial (expresado como peso seco) después del pretratamiento
' (r) y composicion de los residuos solidos para las distintas condiciones de pretratamlento con exptosion
de vapor en medio acido.
Vm = valor medio.Cv = coeficiente de variacion.n =4



En el rango de condiciones estudiadas la maxima recuperacion se obtuvo cuando el
pretratamiento se realizé a 170°C durante 2 min. e impregnando el material con HgSO4 al
0,4%. Ademds, tal y como cabria esperar, la recuperaciones fueron menores que en el caso
del pretratamiento de explosién de vapor en ausencia de Acido si se comparan los valores
obtenidos para una condicion dada.

Recuperacion de celulosa y lignina.

En la tabla LIV se recogen los valores de recuperacion de celulosa (expresado como
glucosa), azucares reductores y lignina, expresados en porcentaje para cada una de las
condiciones de pretratamiento realizadas. El andlisis de la varianza se muestra en el anexo
III.

Con este tipo de pretratamiento, se producen, zl igual que en el caso de ausencia de
acido, altas pérdidas de azicares reductores, siendo éstas menores para el caso concreto de
la glucosa. Con respecto a esta ultima fraccion es de destacar que la variable tiempo, al
menos en el rango estudiado, no parece que tenga una influencia significativa, mientras que
en el caso de los azucares reductores totales si la tiene. En ambos casos, el aumento de
temperatura y concentracion de acido utilizado en la impregnacidn no producen disminucio-
nes significativas de la recuperacion. La fraccidn de lignina, sin embargo, tiene un patrén de
solubilizacién diferente; sélamente el aumento de la concentracidn de acido sulfurice hace
disminuir la recuperacion de lignina. mientras que ni la temperatura ni el tiempo de pretra-
tamiento parece que ejerzan una gran influencia (no se han encontrado diferencias significa-
tivas p<(.01}. Otro punto interesante es la pequeiia deslignificacion que se produce con este
tipo de pretratamiento, ésta fue menor del 10% en todos los casos estudiados.

Rendimiento de la hidrolisis enzimatica.
Produceion de glucosa.

En la tabla LV se muestran los valores de produccion de glucosa y azicares reducto-
res {(expresados como porcentaje} después de 48 horas de hidrélisis enzimatica. En el anexo
IIf se muestran los analisis de varianza correspondientes a estos datos.

Con este tipo de pretratamiento se obtuvo en todos los casos un incremento con
respecto al sustrato native en la produccion de glucosa que varié desde 1,7 en las condicio-
nes menos favorables hasta 2,9 en aquéllas mas favorables.

Eficacia de sacarificacion y conversion de celulosa en glucosa.

Aungue con la impregnacion dcida cabria esperar que se incrementase el efecto de la
explosion por vapor en la hidrolisis enzimatica, los resultados muestran (como se observa en
la tabla V) que se produce una considerable disminucién en la eficacia de_sacarificacién y
en la conversion de celulosa con respecto al sustrato no impregnado. Puesto que el trata-
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CONDICIONES

Recuperacion

Recuperacidn

% Recuperacion

Glucosa Azucares Lignina
Concen- Tempera- : (%} Reductores (%)
L Tiempo (%)
tracion tura ‘
acido (%) (o) (min) Vim Cv Vm Cv vVm Cv
170 i 2 96,95 (3,51)- 85,85 {1,89): 103,0 (4,33)°
170 4 95,56 (5,66)" 77,97 (2,14)2 92,10 (2,36)
0,4 170 8 30,06 (3,41%)= 79,93 (4,55} 92,01 (2,71}
190 2 86,88 (1,93)- 79,74 (2,65} 101,2 (1,89)°
190 4 87,84 (6,88) 71,02 (5,53 103,1 (6,23)
210 2 94,12 (2,77)% 76,97 (5,28)00 99,04 (4,06)
170 2 31,10 (2,23): 75,48 (3,17)ewitf 97,80 {9,23)-
170 4 86,81 (0,80)- 67,53 (5,37} 93,93 (6,83):
1 170 8 77,30 (4,13} 76,09 (1,71)e4g 94,12 (5,78)=
190 2 86,03 (1,80)7 67,87 (1,76)=s 88,99 (3,12)s
180 4 84,27 (7,75)» 70,12 (2,02)09 90,14 (1,20):

TABLA LIV. Efecto del pretratamiento con explosion de vapor en medio acido enliarecuperacion
de glucosa, azucares reductores y lignina. "
Vm = valor medio.Cv = coeficiente de variaciéon (%).n=4.
Los valores seguidos de la misma letra (dentro de la misma columnaj, no son
significativamente diferentes (p =0,05).
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CONDICIONES RENDIMIENTO HIDROLISIS ENZIMATICA

Concen- | Tempera- | . m?ngi:fs?iiloo Reductores 100 ES cc 9 Glucosa/icg

’t‘ramoﬂn tura (mir) Gp mg sustrato (%) (%) nativo

acido (%) {°Q) vVm Cv vm Cv Vm Cv Ym Cv

170 2 13,05 (2,88) 15,39 (1,95)- 35,60 (2,99) 34,82 (2,88)q 103,08

170 4 15,29 (4,12)e 17,48 (5,07)» 36,80 (5,86) 35p5 (4,16) 106,81

0,4 170 8 19,28 (4,28)¢ 23,84 (4,32) 49,29 (3,73) 44,72 (4,03) 134,38

190 2 18,47 (3,55} 22,83 (2,81)= 50,45 (2,79} 43,51 (3,55)0 130,71

180 4 18,97 (4,55)- 18,57 (4,71)0 49,54 {6,111 43,42 (5,22)bd 130,46

210 2 20,54 (6,17)¢ 20,97 (2,63)cx 50,70 (7,23) 48,01 (6,17)ee 144,19

170 2 22,09 (3,42) 18,70 (4,62)e° 52,53 (8,34)0 47,86 (9,69)> 143,67

170 4 17,97 (3,26): 21,71 (2,40} 42,86 (3,30) 37,2p (3,06)0acd 111,90

1 170 8 18,46 (1,04} 20,67 (5,47) 51,00 (1,21)e 39,35 (1,71)« 118,83

190 2 15,98 (5,05)cde 12,42 (3,50) 39,77 (6,28)- 34,45 (4,94) 103,50

190 4 15,78 (3,37)ane 16,98 (5,85)° 40,22 (2,93)= 34,844 (6,58): 103,41

TABLA LV. Efecto del pretratamiento de explosién por vapor en medio acidoen el rendimiento de la hi
Vm =valor medio.Cv = ¢coeficiente devariacion.n =4
Los valores sequidos de ta misma letra (dentro de la misma columna), no son significativamente diferentes (p £0,05).

Hrolisis enzimatica.




miento de explosion por vapor en condiciones acidas no produce pérdidas aditivas de glucosa
con respecto al sustrato sin impregnar, ésto puede sugerir la posibilidad de formacion de
algun inhibidor de la actividad enzimatica durante el pretratamiento en dichas condiciones.
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4.2.2.8. Pretratamiento bioldgico.

Ademas de por métodos fisicos o quimicos, como los descritos en apartados anterio-
res, existe la posibilidad de pretratar los materiales lignoceluldsicos por métodos biolégicos,
empleando microorganismos capaces de crecer sobre dichos materiales, provocando trans-
formaciones en su estructura que faciliten el posterior ataque por las enzimas celuloliticas.
Es evidente que un pretratamiento de este tipo tiene como exigencia que los microorganis-
mos responsables de dicha transformacion respeten al maximo el contenido en celulosa de la
materia prima. Los microorganismos capaces de desarrollarse utilizando selectivamente la
lignina como fuente de energia son, en principio, los mas adecuados para este tipo de
pretratamiento ya que podria obtenerse como consecuencia del mismo un material desligni-
ficado, rico en la fraccidn holoceluldsica y por tanto de alto valor para su posterior sacarifi-
cacion por hidrdlisis enzimadtica.

Aungue este tipo de pretratamiento tiene algunas desventajas, como son los largos
tiempos requeridos para el mismo, presenta las ventajas con respecto a los pretratamientos
quimicos y fisicos derivadas de: la menor complejidad, menor consumo de agua, menor
gasto energético. facilidad de manipulacion del material fermentado y una menor inversion
inicial de capital.

Debido al caracter aromatico y a la naturaleza de los enlaces intermonoméricos, la
lignina es uno de los materiales de origen bioldgico mas resistente a la degradacion. En
consecuencia, existen relativamente pocos grupos de organismos con capacidad para degra-
darla o alterarla significativamente, Los unicos organismos que en la Naturaleza producen
una importante degradacidn de materiales con alto contenido en lignina sen ciertos basidio-
micetos. Dentro de los basiodiomicetos, se encuentran el grupo denominado en su conjunto
"hongos de pudricion” o “podedrumbre blanca”. que se caracterizan por la alteracién y
degradacion de la lignina hasta CO9 y agua, conjuntamente a la utilizacidn de los restantes
componentes mayoritarios del material. Los basidiomicetos de este grupo son los degrada-
dores de lignina mas eficaces que se conocen. Dentro de este grupo se encuentra el hongo
Phanerochaete chrysosporium con el que se han llevado a cabo la mayor parte de los
estudios sobre aspectos quimicos y enzimaticos de la degradacién de lignina {Buswell y
Odier, 1987:; Kirk y Farrel, 1987; Troller y col., 1988: Waldner y col.; 1988, Kantelinen y
col., 1988).

Dado que se ha descrito que P.chrysosporium es capaz de degradar lignina de made-
ras procedentes de gimnospermas y angiospermas asi como también la lignina procedente
de residuos agricolas (Hatakka, 1983: Agosin y Odier. 1985; Bono y col., 1985; Rolz y col.,
1988) se ha querido estudiar la posibilidad de utilizar este hongo como pretratamiento
biologico previo a la hidrélisis enzimatica de O.nervosum.
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Parece ser que el proceso de degradacion de la lignina ocurre tras el inicio del
metabolismo secundario durante el cual el hongo puede sintetizar un sistema de enzimas
ligninoliticas. El principal inconveniente con estos microorganismos es que utilizan, como
cosustrato, la celulosa y hemicelulosa, por lo que los estudios realizados en este canipo van
dirigidos a encontrar mutantes y condiciones de cultivo que favorezcan la degradacion de la
lignina sin que la celulosa sea consumida en gran medida (Kirk y col., 1986). Con vistas a la
aplicacion de procesos de deslignificacion es deseable que las actividades ligninoliticas, celu-
loliticas y hemiceluloliticas sean de tal intensidad que se produzca una importante degrada-
cién de la lignina sin que la celulosa se llegue a degradar significativamente. En la iniciacién
o supresion del metabolismo secundario y por tantoe de la degradacién de la lignina, juega un
papel importante la disponibilidad de nitrdgeno en el medio. de forma que la degradacion de
la lignina sdlo se produce en medios inicialmente pobres en nitrégeno o cuando éste se ha
agotado (Fenn y Kirk, 1981; Fenn y col., 1981; Jeffries y col., 1981},

El estudio del pretratamiento biologico de O.nervosum previo a la hidrodlisis con
enzimas se ha llevado a cabo inoculando una suspension de esporas de P. chrysosporium. El
sustrato al que se afiadié como unica fuente de nitrégeno una selucion de nitrato amdénico al
25% hasta una relacién de 1/3. El sustrato utilizado fue cardo tanto nativo come sometido
a diferentes pretratamientos quimicos {el procedimiento utilizado para la realizacion de este
tipo de pretratamiento se recoge en el apartado correspondiente del capitulo de Materiales
v Métodosi.

Recuperacion de material inicial.

En la figura 39 se encuentran recogidos los datos correspondientes a la pérdida de
peso en funcion del tiempo de fermentacion con P.chrysosporium, sobre cada uno de los
sustratos estudiados (cardo nativo o sometido a diferentes pretratamientos quimicos).

En el anexo III se muestran los andlisis de varianza utilizados para comprobar los
datos de porcentaje de insolubilizacidn a lo largo de la fermentacion.

Se observa claramente un marcado efecto en lo que respecta al tipo de sustrato sobre
el que se realizé la fermentacion con P.chrysosporitim. Cuando la fermentacion se realizé
sobre sustrato nativo, las pérdidas de peso fueron mayores que para el resto de sustratos
sometidos a los diferentes pretratamientos quimicos. En el primer caso, las pérdidas de peso
durante la primera semana fueron relativamente altas, aumentando solo ligeramente a
partir de ésta. Cuando el sustrato sobre el que se realizd la fermentacién fue tratado con un
agente oxidante no se observd pérdida significativa de peso durante las primeras cuatro
semanas {p<0,05}

El crecimiento del hongo evaluado tanto por el aumento del contenido en nitrégeno
total (figura 40} como por las pérdidas de peso seco del sustrato se produce fundamental-
mente sobre cardo nativo. Asimismo, se aprecia la incapacidad del hongo para crecer sobre
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Figura 39,

TIEMPO (semanas)
NaOH + H202 ¢ H2S504 A Nativa

influencia del tiempo de fermentacion con F.cArysosporium en la pérdida de
peso seco de Q.nervosum nativo ¢ sometido a diferentes pretratamientos.
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el sustrato sometido a pretratamiento oxidante.

Recuperacion de celulosa y lignina.

En las tablas LVI, LVII, LVIII y LIX se muestran los valores obtenidos en cuanto a
la composicidn en glucosa, azicares reductores y lignina {expresados en porcentaje sobre
peso seco} de los residuos obtenidos después de la fermentacion por P.chrysosporium sobre
cada uno de los sustratos utilizados.

En el anexo III se muestran los analisis de varianza elaborados para comparar los
datos de recuperacion de celulosa, azicares reductores y lignina a lo largo de la fermenta-
cion con P.chrysosporium sobre cada uno de los sustratos utilizados.

La influencia del tiempo de fermentacion con P.chrysosporium en la composicién de
holocelulosa {referida a la composicion inicial del sustrato} se muestra en las figuras 41 y 42
en las que se representan los valores de glucosa y aziucares reductores expresados como
porcentajes del contenido inicial de los mismos.

Se obtuvieron mayores pérdidas de celulosa cuando la fermentacion se realizé sobre
cardo nativa.- Durante la primera semana se recuperd solamente el 4806167 % de la
celulosa {expresado en % de glucosa) y, después de un tiempo de fermentacion de 4 sema-
nas, la recuperacion de celulosa fue solamente del 21,69+0,74 %. lo que indica que el hongo
utiliza fundamentalmente celulosa para su crecimiento.

Cuando el tratamiento se realizd sobre material pretratado en medio basico, se
obtuvieron pérdidas de hasta el 65,956+0,45 % durante las cuatro semanas de cremiento del
hongo. estas pérdidas fueron menores cuando el crecimiento se realizé sobre sustrato pretra-
tado en medio acido (35,76 % 1,84%). B

Cuando se utilizo sustrato pretratado con agente oxidante no se encontraron pérdi-
das significativas, lo cual estd de acuerdo con la baja capacidad de crecimiento del hongo
sobre este tipo de sustrato.

En la figura 43 se muestra la influencia del tiempo de fermentacion en la composi-
cion de lignina referida a la composicidn inicial del sustrato. Se observa como el crecimiento
del hongo va acompaiiada de una tasa de deslignificacién variable segun los casos. Asi, por
ejemplo, cuando el hongo crece sobre cardo nativo se produce una deslignificacion progresi-
va durante las cuatro semanas de crecimiento, alcanzédndose una deslignificacion del 73,42
+0,75 % después de cuatro semanas de crecimiento. En el caso de utilizacion de un sustra-
to tratado en medio acido, la deslignificacidn se produce a partir de la segunda semana de
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TIEMPO DE % RECUPERACION DEL
FERMENTACION MATERIAL INICIAL % GLUCOSA % AZUCARES ts LIGNINA
(dias) (ry* REDUCTORES
Vm Cv Vm Cv Vm Cy vVm Cv
0 - 35.07 (1.72) 58.86 (4.27) 17.90 (3.01)
7 66.27 (4.75)2 25.44 (0.41)a 45.03a (1.24)2 28.06 (3.77)a
14 61.14 (14.5)ab 25.13 (4.99)a 47 .87 (3.32)= 22.55 (10.33)
21 53.87¢ (3.52)ac 18.21 (1.20)b 32.64c¢ (5.29)b 26.32 (3.05)e
28 41.29¢ (3.92)bc 18.45 (5.86)b 29.77c (3.21)b 12.65 (5.72)

TABLA LVI Recuperacion del material inicial (expresado como porcentaje en peso seco} (r) y composicién de los residuos resuttantes
de la fermentacidn con P.chrysosporium sobre O.nervosum nativo.

Vm = valor medio
Cv = coeficiente de variacién (%)

n=4 *n=2 ;
Los valores seguidos de la misma letra (dentro de la misma ¢olumna), no son significativamente diferentes (p <0,05)
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TIEMPO DE 94 RECUPERACION DEL
FERMENTACION MATERIAL INICIAL % GLUCOSA ¢y AZUCARES % LIGNINA
(dias) (ry* REDUCTORES

as vm Cv vVm Cv vm Cv vVm Cv
0 - 52.58 (0.64) 65.34 (4.22)a 28.05 {1.51)a
7 94.30 (0.10)2 51.15 {1.47) 66.73 (2.81)e 30.72 (2.93)e
14 87.21 (0.94)ab 48.38 (2.24)eb 66.02 (4.15)2 28.90 (3.10)2
21 84 04¢ {0.98)bc 45.47 {1.68)b £60.07 (3.79)a 39.03 (4.73)ab
28 77.24 (4.97)¢ 4382 (6.91)b 59.33 (12.1)2 33.03 (2.18)p

TABLA LVII Recuperacion del material inicial (expresado como porcentaje en peso seco) (r) y composicidn de los residuos resultantes
de la fermentacion por P.chysosporium sobre O.nervosum sometido a pretratamiento acido.
vm = valor medio
Cv = coeficiente de variac%én'(%)
n=4 *n=2
Los valores seguidos de fa misma letra; (dentro de la misma columna), no son significativamente diferentes (p < 0,05)
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Q
TIEMPO DE ﬁgg;iﬁ%%ﬁ % GLUCOSA % AZUCARES e LIGNINA
FERMENTACION N REDUCTORES °
(dias) Vm(r) Cv vm  Cv
Vm Cv Vm Cv
0 - 43.34 (3.94) 659a (4.25)2 16.12 {(3.58)a
7 96.57 (1.61) 38.62 (0.92)2 59.65 (3.37)p 18.24 (2.78)°
14 82.56 (0.44) 36.40 (3.19)a 59.77 (1.15)ab 17.42 (9.51)2
21 61.78 (5.25) 32.45 (1.36) 4836 (3.58) 19.70 (8.74)2
28 51.33 (2.28) 2876 (2.89) 4051 (5.171) 18.40 (3.99)a
TABLA LVIIN Recuperacidn del material inicial (expresado como porcentaje en peso seco) (r) y composicion de los residuos

resultantes de [a fermentacion por P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a pretratamiento alcaling.
Vm = valor medio

Cv = coeficiente de variacion
n=4 *n=2

Los valores seguidos de la misma letra (dentro de la misma columna), no son significativamente diferentes (p = 0,05)
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TIEMPO DE
FERMENTACION
(dias)

% RECUPERACION
MATERIAL INICIAL
(n*

VIV Cv

% GLUCOSA

Vm Cv

% AZUCARES
REDUCTORES

Vm Cv

% LIGNINA

vVm Cv

14

21

28

96.91 (0.10j2
95.33 (0.52)a
96.50 (0.10)2

96.04 (0.36)°

41.85 (3.99)a
42.26 (3.67)2
4175 (1.75)2
41.63 [(1.30)a

40.71 (1.41)e

70.82 (3.51)a
69.99 (2.32)2b
75.20 (6.42)b
51.22 (10.5}

63.12 (2.08)2

13.99 (3.59)
11.84 (11.9)ab
11.00 (5.51)®
12.30 (5.78}ab

10.97 (5.73)b

TABLA LIX Recuperacion del mhterial inicial (expresado como porcentaje en peso seca) {r}y composicién de los residuos resultantes

de la fermentacion qon P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a pretratamiento oxidante.
Vm = valor med]
Cv = coeficientejde variacion (%)
n=4 *n=2
Los vaiores segu

jo

dos de la misma letra (dentro de la misma columna), na son significativamente diferentes (p = 0,05)
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Figura 41.  Influencia del tiempo de fermentacion con P.chrysosporium en la recuperacién
de celulosa referida a la composicién inicial del sustrato O.nervosum nativo o
sometido a diferentes pretratamientos.
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Figura 42.  Influencia del tiempe de fermentacion con P.chrysosporium en la recuperacion
de azucares reductores referida a la composicion inicial del sustrato
O.nervosum nativo o sometido a diferentes pretratamientos.
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Figura 43. Influencia del tiempo de fermentacion con P.chrysosporium en la recuperacion
de lignina referida a la composicién inicial del sustrato Q.nervosum native o
sometido a diferentes pretratamientos.
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crecimiento, no siendo ésta significativa durante las dos semanas siguientes {después de 4
semanas de crecimiento la deslignificacion fue solamente del 9.73+1,81 %). También, en el
caso del crecimiento del hongo sobre sustrato tratado en medio basico, es a partir de la
segunda semana cuando se empieza a producir deslignificacion, alcanzando el 44,1411 .41 %
después de cuatro semanas de crecimiento.

Cuando el sustrato utilizado fue pretratado con agentes oxidantes no se produjo
deslignificacion significativa durante las cuatro semanas de crecimiento (p<0,05).

Rendinento de la hidrélisis enzimdatica.

Produccion de glucosa.

En las tablas LX y LXI se recogen los valores obtenidos de produccién de glucosa y
azucares reductores respectivamente, después de la hidrolisis enzimatica de los residuos
obtenides, a lo largo de la fermentacién sobre carde nativo o sometido a los diferentes
pretratamientos quimicos. Los rendimientos obtenidos en la hidrolisis enzimatica muestran
tal y como cabria esperar, de acuerdo con el patrén de utilizacidon de los distintas fracciones
de material lignoceluldsico durante el crecimiento del hongo, la ineficacia de este tratamien-
to como fase previa a un proceso de hidrolisis enzimatica.

En el anexo 11l se muestran los andlisis de varianza correspondientes a estos ensa-
yos. Salvo en el caso de la utilizacion del sustrato pretratado con agente oxidante, sobre el
que se produce poco o ningun crecimiento del hongo, en el resto de los casos, la produccién
de glucasa fue menor que cuando el sustrato original no fue sometido a pretratamiento
bioldgico. La elevada utilizacion de las fracciones mas faciimente solubilizables de compo-
nente holoceluldsico previamente a la aparicién de la actividad deslignificadora, convierte el
material pretratado por este método, contrariamente al objetivo perseguido con su aplica-
cion, en un sustrato empobrecido en el componente celulosico y constituido a su vez por
celulosa mas dificilmente hidrolizable por el sistema enzimatico. La parcial deslignificacion
observada no parece contrarrestar estos efectos negativos originados como consecuencia del
crecimiento del hongo.

Eficacia de sacarificacion y conversion de celulosa en glucosa.

En las tablas LXII y LXIII se recogen los valores de eficacia de sacarificacion y
conversion de celulosa en glucosa repectivamente para cada una de las condiciones estudia-
das. En el anexo III se muestran los andlisis de varianza de estos indices.

Tal como cabria esperar a la vista de los bajos valores obtenidos en cuanto a la
produccion de glucosa, la eficacia de sacarificacion disminuye con este tipo de pretratamien-
to. En el caso del sustrato sometido a pretratamiento con sosa se llegan a valores de eficacia
de sacarificacion de 2.9 veces menores que los correspondientes al sustrato nativo.
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TIEMPO DE NATIVO ACIDO ALCALINO OXi{DANTE
FERMENTACION

{dias) vVm Cv vm Cv vm Cv vm Cv
0 7,52 (4,21) 9,56 (2,72) 24,10 (4,07) 28,96 (2.86)°
7 3,89 (6,03) 4,65 (1,17) 21,64 (1,77)2 30,23 (1,44)a
14 4,80 (3,08) 6,98 (6,06)a 19,84 (5,28)a 28,22 (2,42)@
21 2,71 (4,36)2 6,66 (1,64)a 10,00 (7,52) 29,69 (1,20)2
28 2,59 (2,99)a 1,89 (4,42) 5,41 (4,89) 25,68 (1,28)a

TABLA LX. Produccion de glucosa por hidrélisis enzimética (mg glucosa/100 mg sustrato) de
los residuos resultantes de la fermentacién por P. chrysosporium de O.nervosum
native o sometido a diferentes pretratamientos.
Vm = valor medio
Cv = coeficiente de variacion {%).

n=4.

Los valores sequidos de la misma letra (dentro de la misma columna), no son
significativamente diferentes (p =0,05)
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TIEMPO DE NATIVO ACIDO ALCALINO OXIDANTE
FERMENTACION
(dias) vm Cv vm Cv vm Cv vm Cv
0 1117 (3,36) 11,92 (4,16) 3589 (3.40) | 34,36 (1,34)a
7 436 (1,63)2 4,23 (2,55) 26,71 (2,92) | 33.66 (2,94)
14 5,80 (8,24) 6,97 (9,25)b 23,43 (7,91) | 32,38 (6,48)a
21 380 (2,17)a 710 (8,55)5 13,03 (2,98) | 32,70 (2,49)a
28 3,74 (1,66)a 3,79 (2,08)2 594 (5,71) 28,00 (1,86)

TABLA LXI Produccion de azlUcares reductores por hidrolisis enzimatica (mg/100 mg
sustrato) de los residuos resultantes de ta fermentacion por P. chrysosporium de
O.nervasum native o sometido a diferentes pretratamientos.
Vm = valor medio
Cv = coeficiente de variacion (%),

n=4

Los valores sequidos de la misma letra (dentro de la misma columna}, ne sen
significativamente diferentes (p <0,05)
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TIEMPO DE NATIVO ACIDO ALCALINO OXIDANTE
FERMENTACION _
{dias) vm Cv vm Cv Vm Cv vm Cv -
0 21,44 (4,03)e 18,19 (2,73) 55,60 (4,08)2 69,22 (2,87)2
7 15,31 (5,69)% 9,10 (1,8%) 56,03 (2,50)= 71,59 (2,78)ab
14 19,14 (2,93)2 14,43 (7,53)2 54,49 (2,53)a 67,60 (1,91)ab
21 14,90 (4,95)0 14,64 (2.65)2 30,81 (6,31) 70,96 (1,20)2
28 14,06 (5,78)b 434 (11,1 18,90 (4,17) 63,09 (1,41)b
TABLA LXII. Valores de eficacia de sacarificacion (%) de los residuos resultantes de la

fermentacion por P. chrysosparium de O.nervosum nativo o sometido a
diferentes pretratamientos.

Vm = valor medio

Cv = coeficiente de variacton (%).

n=4,

Los valores seguidos de lamisma letra (dentro de la misma columna), no san
significativamente diferentes (p = 0,05)
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TIEMPQO DE NATIVO ACIDO ALCALINO OXIDANTE
FERMENTACION

(dias) Vm Cv Vm Cv vm Cv Vm Cv

0 21,44 (4,03) 18,19 (2,73) 55,60 (4,08) | 69,21 (2,87)a

7 7.35 (2,36) 8,35 (1,19) 48,19 (1,03) 70,01 (1,45)a

14 8,36 (9,47) 11,57 (5,70)@ 37,79 (4,94) 64,29 (2,06)

21 4,16 (2,51)8 10,64 {1,32)@ 14,22 (3,27) 68,46 (1,16)

28 3,03 (4,27)a 2,78 (8,36) [ 6,40 (4,21) 58,94 (1,13)

TABLA LXIII.  Valoresde conversion de celuiosa en glucosa (%) delos residuos resuitantes

de la fermentacion por P. chrysosporium de O.nervasum nativo o sometido a

diferentes pretratamientos.

Vm = valor madio

Cv = coeficiente de variacion (%),

n=4

Los valores seqguidos de la misma letra {dentro de la misma columna), no son
significativamente diferentes {p = 0,05)




En cuanto a los valores de conversion de celulosa en glucosa, que son mas represen-
tativos del rendimiento global del proceso, ya que contempla no sélo la eficiencia del ataque
enzimatico sino también las pérdidas de material ocurridas durante el pretratamiento, se
observa que la disminucién con el tiempo es mas drastica.

A la vista de estos resultados, se puede concluir que la utilizacion de un pretrata-
miento biologico de material lignoceluldsico encaminado & aumentar el rendimiento de una
hidrolisis enzimatica posterior, requiere la seleccion cuidadosa de microorganismos y condi-
ciones de fermentacion que permitan una utilizacién selectiva de la fraccién de lignina
respetando al maximo el contenido en celulosa de las fibras, sustratos potenciales de la
accion hidrolitica de las enzimas.
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4.2.2.9. Estudio comparativo de la eficacia de los distintos
pretratamientos.

En este apartado y para facilitar la comparacion entre los distintos pretratamientos
aplicados a la biomasa del cardo O. nervosum se recogen los resultados de recuperacion de
material y rendimiento de hidrdlisis para las condiciones dptimas dentro de cada uno de los
pretratamientos. En la tabla L.XIV se recogen las condiciones de operacidn de los pretrata-
mientos seleccionados.

En la figura 44 se recogen los datos de recuperacion de material inicial, asi como los
de recuperacion de los distintos componentes analizados {(glucosa, azicares reductores y
lignina) en los residuos solidos obtenidos después del pretratamiento.

Los datos sobre rendimientos de hidrélisis se presentan expresados tanto en funcién
del peso seco del sustrato pretratado {figura 45) como del contenido en celulosa de dicho
sustrato {figura 46). En la figura 46 se representan asimismo los valores de conversion de
celulosa en glucosa para los distintos pretratamientos.

Como queda reflejado en la figura 44, tanto con los pretratamientos de tipo fisico
{radiacion gamma y explosion por vapor} como con el pretratamiento en medio acuoso a
150°C no se produce deslignificacién apreciable del sustrato, ademds los residuos sdlidos
pretratados por estos métodos son los que presentan una mayor relacion lignina/celulosa.
Con los pretratamientos de tipo quimico se producen ligeras deslignificaciones que variaron
entre el 15 y 30% salvo en el caso del pretratamiento oxidante en el que se produjeron las
mayores deslignificaciones {alrededor del 60%]), siendo el residuo correspondiente a este
ultimo tratamiento el que presenta la relacion lignina/celulosa menor.

En algunos pretratamientos quimicos (alcalino a 100°C y etanol} y en el tratamiento
de explosion con vapor en condiciones dcidas, se produjeron elevadas recuperaciones de la
fraccidn de celulosa. siendo total en el caso del tratamiento con etanol. En el resto de los
pretratamientos las pérdidas de celulosa variaron entre 25 y 40%.

En todos los casos, se produjo una marcada pérdida de hemicelulosa (valorada indi-
rectamente a partir de los azucares reductores), siendo ésta bastante evidente en los trata-
mientos alcalinos, con agua a 150°C y de explosion por vapor. Los residuos
correspondientes a estos tipos de pretratamiento presentaban los valores de relacion
glucosal/azucares reductores mas elevados, mientras que los mas bajos corresponden a los
pretratamientos oxidante y de irradiacion.
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PRETRATAMIENTO

CONDICIONES OPERATIVAS

REFERENCIA
EN LAS FIGURAS

AUTOCLAVE | Autoclave, 150°C, 5 horas | Teme |
ALCALINO | NaOH 1%, 100°C, 10 minutos | At |
ALCALINO | NaOH 1%, 1500C, 10 minutos | A2 |
| OXIDANTE | H20:1% hastapi 11,6, 25C, 24 horas | OX |
| ACIDO - ] CH3-COOH 1%, 700C, 3 horas | AC |
I IRRADIACION l irradiacion en medio acuoso a 50 Mrad. I RAD |

I IRRADIACICN Y POSTERIOR (rradiacién en seco a 20 Mrad y posterior RAD + AC

4 TRATAMIENTO CON ACIDO tratamiento con HCl 1%, 100°C, 5 horas

< | SOLVENTE | Etanoi:NaOH 1N (1:1),1200C, 1hora | SOLV |
| EXPLOSION VAPOR | 2300C, 1 minuto | EV |
| EXPLOSION VAPOR EN CONDICIONES ACIDAS | H2504, 1%, 1709C, 2 minutos | ev+ac |

TABLALXIV. Condiciones de operacion de los pretratamientos seleccionados como mas efectivos para la

biomasa de O.nervoesum.
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Con respecto al rendimiento de hidrélisis enzimatica expresado como liberacién de
glucosa en el medio de hidrélisis ensayado (figura 45}, las maximas producciones se obtuvie-
ron para el pretratamiento de explosion por vapor, siendo éstas casi 5 veces mayores a la
correspondiente al sustrato nativo.

En cuanto a los indices eficiencia de sacarificaciéon y conversion de celulosa en
glucosa (figura 46), el pretratamiento de explosidn con vapor es el que presenta los valores
mas elevados, seguido por los pretratamientos con dlcali y etanol. En estos dos dltimos
casos, los valores de conversion de celulosa en glucosa se aproximan a los de eficacia de
sacarificacion debido a que las pérdidas de celulosa fueron muy pequeifias. Los residuos
obtenidos después del tratamiento de explosion por vapor presentaban elevada proporcion
de lignina y pequefia proporcion de hemicelulosa.
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4.3. Seguimiento del proceso de hidrdlisis de O.nervosum
pretratado.

Se ha estudiado la relacion entre el porcentaje de hidrdlisis, tiempo de reaccién y
dosis de enzima. Para ello se ha utilizado el (2.nervosum pretratado de acuerdo a las condi-
ciones dptimas seleccionadas en el apartado anterior. Estas fueron:

Pretratamiento:explosion de vapor.,
Temperatura: 210°C.
Tiempo; 1 minuto.

El seguimiento del proceso de hidrdlisis se realizo durante un periodo de tiempo
entre 1y 94 horas, utilizando una concentracion de sustrato de 50 g/l {Cp) y ahadiendo dosis
variables de enzima (5-40 Ul/g sustrato).

La concentracién de glucosa y celobiosa en el hidrolizado se determiné por HPLC.
La concentracion de celulosa hidrolizada Y {g/l} se calculo de acuerdo a la siguiente
expresion: '

Y= [glu] 0.9+ [cel] 0,95.

donde [glu] vy fcel] son la concentracidn de glucosa y celobiosa en el hidrolizado expresado en
gl

El rendimiento de la hidrolisis se expresé como la relacién entre la celulosa hidroli-
zada y la concentracion inicial de sustrato expresado como porcentaje (100Y/Cg).

En la figura 47 se muestran las cinéticas de hidrdlisis del O. nervosum pretratado
para distintas relaciones enzima-sustrato. Se observa un comportamiento bifésico caracteri-
zado per una etapa inicial de hidrolisis rapida hasta aproximadamente 10-12 horas, seguida
de una etapa mas lenta. El rendimiento de hidrolisis aumenté después de 94 horas de
hidrolisis desde el 15.3% (5UIPF/g sustrato} hasta el 36,6% (40 Ul/g sustrato).

En la figura 48 se muestra el efecto de la dosis de enzima en el rendimiento de
hidrétisis {100Y/Co) después de 24 y 48 horas. Se observa que alrededor del 70% del
maximo rendimiento obtenido se consigue para valores de actividad enzimética de 10UIPF/
g. siendo necesario aumentar la concentracion de enzima 3-4 veces para conseguir el 30%
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restante. Esto debe tenerse en cuenta a la hora de aplicar procesos de hidrélisis y decidir si,
desde el punto de vista técnico y econdmico resulta mas interesante utilizar mayor actividad
de enzima o, el elevado coste de las enzimas aconseja su utilizacion en menor proporcion, a
pesar de que el rendimiento final del proceso disminuya.
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5. CONCLUSIONES.

De los resultados obtenidos y discutidos en el apartado anterior se pueden extraer
las siguientes conclusiones:

1.- La produccién de enzimas celuloliticas utilizando cultivos de Trichoderma longi-
brachiarum QM9414 ha mostrado los mejores rendimientos cuando se utilizo como fuente
carbonada un sustrato celuldsico puro. Empleando biomasa de Onopordum nervosum como
sustrato hidrocarbonado para la produccion de enzimas, se observaron los mejores resuita-
dos cuando dicho sustrato fue sometido a pretratamiento dcido. La presencia de sustratos
lignoceluldsicos en el medio influye negativamente tanto en la duracion del proceso como en
la manipulacién de los cultivos debido a la mayor dificultad de crecimiento sobre dichos
materiales y a la baja densidad de los mismos.

2.- Las condiciones dptimas de actividad del complejo enzimatico obtenido se encon-
traron para rangos de pH y temperatura comprendidos entre 4,3-4,8 v 50-55°C respectiva-
mente. La preparacion enzimatica utilizada presentd una elevada estabilidad en las
condiciones de hidrélisis seleccionadas (pH 4,8 , temperatura 50°C y tiempo de reaccion 48
horas). La B-glucosidasa, en particular, conservd el 90% de su actividad después de 72 horas
en dichas condiciones. Los estudios cinéticos de la actividad B-glucosidasa utilizando como
sustrato celobiosa y p-nitrofenil- 8-D-glucopirandsido muestran un comportamiento cinético
de Michaelis-Menten. El modelo de inhibicion de esta enzima por glucosa, ha resultado ser
de naturaleza competitiva.

3.- Onopordum nervosum, especie seleccionada para este trabajo como material lig-
noceluldsico de interés debido a sus caracteristicas de crecimiento, productividad y composi-
cién, presenta en su forma nativa, bajos rendimientos de hidrélisis enzimatica. Empleando
las enzimas celuloliticas de T longibrachiatum se obtuvieron porcentajes de hidrdlisis de su
fraccion celuldsica inferiores al 23%. Estos resultados indican la necesidad de someter esta
biomasa a pretratamientos previos al proceso de hidrolisis con objeto de favorecer la accion
hidrolitica asi como aumentar la concentracion de celulosa en el material pretratado a fin de
obtener hidrolizados de mas elevada concentracion.

4.- La mayoria de los pretratamientos quimicos y fisicos utilizados incrementan
considerablemente el rendimiento de transformacion por hidrélisis enzimatica. El tratamien-
to bioldgico con Phanerochaete chrysosporium, debido a la elevada utilizacidn de la fraccion
celulosica por parte del hongo, asi como el pretratamiento alcalino con hidréxido célcico han
presentado efectos negativos sobre dicho sustrato.
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Entre los pretratamientos de tipo quimico (alcalinos, acidos, oxidantes y orgéanicos)
los que han producido mejores resultados han sido los pretratamientos alcalinos con hidré-
xido sddico y los pretratamientos con solventes organicos.

5.- El pretratamiento alcalino con hidroxido sédico aumenta considerablemente la
digestibilidad enzimitica, pero a costa de importantes pérdidas de materia seca, siendo
caracteristica en este tipo de pretratamiento una rapida solubilizacion durante los primeros
10 minutos de reaccion en el rango de temperaturas y tiempos estudiados. Los mejores
resultados se lograron en condiciones de tratamiento relativamente suaves (100°C, 1%
NaOH, 10 minutos). En estas condiciones, se produjo una deslignificacion del 26% y una
pérdida de celulosa del 11%. El rendimiento de azticares por hidrdlisis enzimdtica aumentd
desde 68 gramos de glucosa por kilogramo de sustrato nativo hasta 158 gramos de glucosa
por kilogramo de sustrato nativo.

6.- En general, con el pretratamiento con solventes orgdnicos se obtuvieron reduci-
das pérdidas de celulosa, produciendose ademas ligeras deslignificaciones (rango de desligni-
ficacion obtenido 14-34 %) siendo mayores éstas cuando se utilizé butanol como solvente. En
las condiciones optimas de pretratamiento se incrementd la produccion de glucosa por
hidrélisis enzimatica en un factor de 2,8 respecto al sustrato nativo.

7.- El estudio de la eficacia del pretratamiento de irradiacion sobre el rendimiento de
la hidrélisis enzimatica muestra que aunque éste puede aumentar hasta 2,6 veces, las
pérdidas cosiderables que experimenta la fraccidn de celulosa se traducen en un rendimiento
final del proceso poco satisfactiorio. El tratamiento acido posterior a la irradiacion potencia
solo en algunos casos el efecto positivo de la misma, sobre todo a dosis de 20 Mrad. En
general, a dosis mayores no se incrementa la accion de la irradiacion.

8.- La técnica de explosion por vapor ha mostrado ser el pretratamiento mas eficaz
para la biomasa lignoceluldsica de Q. nervosum. La presencia de lignina, cuyas pérdidas son
escasas o nulas durante el pretratamiento de dicho sustrato, no parece a la vista de los
resultados, constituir en el material pretratado una barrera para el acceso de las enzimas a
la fraccién celulésica. No se observa incremento de la eficacia de sacarificacion ni de la
conversion de celulosa en glucosa cuando se realiza el tratamiento de explosion de vapor
sobre biomasa previamente impregnada con acido sulfurico, no existiendo ademas pérdidas
adicionales de celulosa en dichas condiciones.

9.- El maximo rendimiento de transformacion por hidrélisis enzimatica ha sido obte-
nido cuando la biomasa lignoceluldsica fue pretratada por explosion con vapor a 130°C
durante 1-2 minutos. En estas condiciones, se hidroliza mas del 90% de la glucosa potencial
contenida en el material pretratado. Este rendimiento equivale 2 una produccion de 204
gramos de glucosa por kilogramo de biomasa seca inicial que comparado con la obtenida
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para el sustrato nativo, supone un valor final de transformacion en glucosa tres veces
superiores, Aunque los rendimientos globales podrian mejorarse considerablemente si se
redujeran las pérdidas de glucosa durante el pretratamiento, las caracteristicas especificas
de la planta de explosidn por vapor utilizada no han permitido realizar una seleccidn mas
precisa de las condiciones (temperatura, tiempe de reaccion) del pretratamiento.
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MEDIOS DE CULTIVO

Medio de patata-glhicosa

Composicion:

Trozosde patatapelada . . . . . . . . . . . 300 g
Glucosa . . . . . . e e e e e e e 20 g
Peptona . . . . . . . ... e lg
2 . 1 15 ¢
HoO . . . e e e e e e e e e e e 1000 ml
pH antes deesterilizar. . . . . . . . . . . . . L e 6
Preparacion:

Los trozos de patata se hierven en aproximadamente 500 ml de H20 durante 1
hora. A continuacion se filtra a través de gasa y se enrasa a 1 litro con agua destilada.
Posteriormente se afiade el agar y la glucosa, ajustandose el pH a 6 antes de esterilizar.

Medios liquidos de produccion de celulasas.

Composicidn:
COMPONENTES SUSTRATO HIDROCARBONADO(g/1)
{g/1) 10 20

(NH4 ) 2504 1,4 3,9

KH2 POy 2,0 2,0

MgS0ys . 7H20 0,15 0,15
CaCla.2H20 0,34 0,34

NH2CONH?Y 0,3 0,3

Peptona 1,0 1,6

Tween-80 (ml) 0,2 0,2

Preparacion:

A este medio. ya preparado, se le afiadi¢ una solucion de metales traza preparada
aparte, en una cantidad de 1 ml. por litro de medio. El medio debe esterilizarse previamen-
te. La solucidn de metales traza tiene la siguiente composicién:

Elementos traza

ClH 5 ml.
FeS504.7H20 2.5 g
MnS04H20 1,6 g
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ZnSQ0y4 . 7H20 1,76 g
CoCl2 2 g
H20 c.s.p. 1000 ml.

La disolucidn de metales trazas, una vez preparada y ésteril, se mantiene estable en
nevera durante aproximadamente tres meses.

El pH del medio se ajusté después de esterilizar a 5-5,5 mediante la adicién de
NaOH 2N o CIH 0,5 N.

REACTIVO 3,5-DINITROSALICILICO.

Composicion:

-acido 3,5-dinitrosalicilico al 1% (p/v}.

-hidrdxido saddico al 1% (pfv).

-sulfito sddico al 0,05% (p/v).

-sales de Rochelle {tartrato sddico-potasico) al 20% (p/v).
-fenol destilado al 0,2% (p/v}.

REACTIVO PROTEINAS.

Composicion:

A) Solucidn de NaoCOg3 al 2% (p/v) en NaOH 0,1 N.

B} Solucién de CaSQy4 al 0,56% (p/v) en tartrato potdsico al 1% (p/v).

C} Solucidon alcalina de cobre que se obtiene mezclando 50 ml de Ay 1 ml de C.
D} Reactivo de Folin diluido 1/1 con agua destilada.

DETERIMINACION DE AZUCARES REDUCTORES.

Reactivo alcalino de Somogyi.

Composicion:

Solucion 1

-tartrato sdédico potdsico 12 g.
-carbonato disddico anhidro 24 g.
-carbonato monosddico 16 g
-sulfato sodico 114 g.

-agua destilada 500 ml,

Solucion 1T

-sulfato de cobre CuS04.7TH20 4 g.
-sulfito disodico 36 g.

-agua destilada 200 ml.
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Preparacion:

El reactivo cuprico se prepara en el momento de su utilizacion mezclando 4 volime-
nes de la solucidn I ¥y un volimen de la solucion II.

Reactivo de Nelson

Composicién:

Solucion I
(NH4)gMo7024.4H20 25 g.
-H2S5Q04 concentrado 21 ml.
-agua destilada 400 ml
Solucion II:
-NagHAs04.7TH20 3 g.
-agua destilada 25 ml,

Preparacion:

El reactivo arsenomolibdico se prepara mezclando las soluciones I v II en frasco
topacio y se deja en oscuridad a 37°C durante 24 horas.

Procedimiento:

Se toma 1 ml muestra convenientemente diluida para que la concentracién de azica-
res se encuentre del margen adecuado, se afiade 1 ml de reactivo de Somogyi. L.a mezcla se
calienta en bafio de agua a ebullicidn durante 30 minutos. A continuacion se enfrian los
tubos y se afiade 1 m! de reactivo arsenomolibdico. Cuando acaba la reaccion se enrasa a 25
ml con agua desionizada y finalmente se determina la DO a 540 nm, frente a un blanco
preparado de forma idéntica a la muestra problema en el que ésta altima es sustituida por
1 ml de agua desionizada, como patron se utilizé una disolucion de glucosa de 100 ug/ml.

En general, aunque los residuos agricolas contienen distintos azicares, cuyvas canti-
dades varian de unos a otros, vamos a referir los datos de azicares reductores a glucosa,
independientemente de las diferencias en el poder reductor de unos azicares a otros.

DETERMINACION DE GLUCOSA.

Para la determinacion de glucosa se ha utilizado el método enzimdtico (de la 6
hexoquinasal comercializado por Boehringer. La glucosa se determina a un pH 7,6, con las
enzimas hexoquinasa (HK) y glucosa- 6-fosfato deshidrogenasa {G-6-PDH). La glucosa se
fosforila con adenosin-5'-trifosfato (ATP}.
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HK
Glucosa + ATP—>G-6-P + ADP.

La glucosa-6-fosfato formada es posteriormente oxidada por la nicotinamida-adenin-
dinucledtido fosfato (NADP) en presencia de glucosa-6-fosfato- deshidrogenasa (G6P-DH} a
glucesa-6-fosfato formandose NADPH reducido.

G6P-DH
G-6~P + NADPH-— ---=gluconato-6-fosfato+NADPH+H+

La cantidad de NADPH formada durante la reaccién es proporcional a la cantidad de
glucosa formada. El NADPH se determina por su absorcion en espectrofotometro a 340 nm.

DETERMINACION DE GLUCOSA Y CELOBIOSA POR HPLC

La separacion y cuantificacién de glucosa y celobiosa se ha llevade a cabo con un
cromatografo de liquidos Hewlett-Packard 1081B con detector de indice de refraccion
T9877A.

Columna: Aminex HPX-87P (300x7.8 mm).
Temperatura de columna: 850C,

Eluyente: agua reactiva.

Flujo del eluyente: 0,6 ml/min.
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DESCRIPCION DE LA PLANTA PILOTO.

La planta piloto en la que se han llevado a cabo las pruebas de explosion por vapor
estd contituida por 3 unidades: reactor de explosién por vapor, acumulador y ciclén de
descarga, cuyas caracteristicas se describen a continuacion.

Reactor de explosion por vapor,

Es la camara donde la biomasa lignocelulésica es comprimida y despresurizada
subitamente.

Consiste en una tuberia de 3” de diametro nominal de acero inoxidable 316, monta-
do verticalmente y limitado por 2 vilvulas de paso reducido de 3” de diametro en acero
inoxidable 316.

La vélvula situada en el extremo superior se abre manualmente y a su través se
efectiia la carga de la biomasa lignoceluldsica en el reactor.

La valvula del extremo inferior de la cdmara se abre mediante un dispositivo de
disparador y muelle con el fin de lograr una apertura en menos de 1 segundo. De esta
manera, la mezcla de vapor y biomasa se descarga violentamente pasando a través de la
tuberia que conduce al ciclon.

La camara del reactor, valvulas y tuberia de descarga estan aisladas con lana mine-
ral, de 70 mm de espesor, con el fin de disminuir al méximo razonable la condensacion del
vapor en el proceso de compresion-expansion.

La camara del reactor estd provista de la siguiente instrumentacién y elementos de
seguridad:

a) Dos termdmetros, unc en la parte superior de ia camara, cerca de la vilvula de
carga y otro en la parte inferior, cerca de la valvula de descarga, de modo que
pueda comprobarse la temperatura del wvapor y de la biomasa
independientemente.

b} Valvula de seguridad tarada a la presion maxima del acumulador de vapor.
c)  Un manometro.

d} Conexion de ventilacion para despresurizacion después de los precalentamien-
tos con el fin de permitir, a continuacién, la apertura de la valvula de carga.

Existen, ademas, dos entradas de vapor, una en la parte superior de la cAmara y otra
en la inferior.

-237-



Ciclén de descarga

La mezcia de vapor y material lignocelulésico expulsado en cada disparo entra en el
cicldn de descarga horizontal y tangencialmente. El ciclén esta construido en acero inoxida-
ble 316 y tiene una parte cilindrica de 16” de diamétro y una parte troncoconica que
partiendo de la cilindrica, hacia abajo y con angulo de 60° acaba en el cuello de una brida
DN-80 y DN 16, sobre la que se monta una valvula de tipo tajadera por la que se extrae el
material expansionado en el reactor.

El borde superior de la parte cilindrica del ciclon acaba en una brida de 16" provista

de orejetas v pasadores gue sujetan las 16 pernas de ojo gue fijan la brida ciega, que hace de
tapadera de ciclon.

El ciclén incorpora un termdmetre y un mandmetro.
Acumulador de vapor.

El acumulador ha de suministrar vapor al reactor de explosion por vapor. Consiste

en un recipiente a presion provisto de 3 resistencias eléctricas de 9 Kw de potencia cada
una.

El recipiente tiene un diametro de 1000 mm y una altura, entre lineas de tangencia
de 930 mm. Esta construido con acero al carbono y posee las siguientes conexiones, instru-
mentos y elementos de seguridad.

- conexion de 1" de diametro para el indicador de nivel
- drenaje de 3”/4" diametro

- valvula de seguridad de 2”x3" de diametro

- mandémetro

- termometro

- presostatos de control de las resistencias eléctricas,

En la salida de vapor ademas de una placa de orificio limitadora de caudal, se
dispone de una derivacion de venteo a la atmosfera, cerrada por dos valvulas, con el fin de
permitir ia salida de aire en los llenados iniciales y en la puesta en temperatura de servicio.

Los presostatos que actuan sobre las resistencias estan tarados a presiones escalona-
das y actuard uno sobre cada resistencia apagandola o encendiéndola segun se alcance o no
el nivel de consigna.

-238-



ANEXO Il

Justificacion estadistica



REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXI.

Ensayo: Tratamiento alcalino con hidréxido sédico. Recuperacidn glucosa (%).

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacion libertad cuadrados medio
Total 71 8233,844
Temperatura 2 2260,188 1130,094 244,958
Concentracidn 1 538,875 538,875 116,806
Tiempo 2 3042,375 1521,188 329,731
Temperatura 2 668,563 334,281 72,458****
concentrac1on
*hk
temperatura 4 1036,031 259,008 | 56,142
tiempo
1 6 *k ok
Conceptracion 2 214,969 107,484 | 23,298
tiempo
Tehesk ShtLiEah 4 223,719 55,930 | 12,123
X 1empod
Error 54 249,125 4,613

TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.

COMPARACION numg;;éor dengégéador q F

100°C  120°C 2 sS4 14,629 107,009:ii:
100°C  150°C ) 54 21,699 235,433

| 120°c_ 150°C 2 54 7,070 24,993

1% 2% 1 54 10,807 116,800

10 min 30 min 2 54 22,140 245,082

10 min 90 min 2 54 22,338 249,490

30 min__ 90 min 2 | sk 0,198 | 0,020

* P <0,10
*% P < 0,05
*%% P < 0,01
*xx%P < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXI.

*xxP ¢ 0,001

NS no significativo

—-240—

Ensayo: Pretratamiento alcalino con hidréxido sddico. Recuperacién lignina
%).
Fuente de Grggos Suma de Cuadrado F
variaciodn libertad cuadrados medio
Total 71 11080, 530
Temperatura 2 2100, 344 1050,172 82,176
Concentracion 1 2900,031 2900,031 226,928
|
Tiempo 2 2120, 969 1060, 484 82,983
*
Temperatura 2 446,313 223,156 17,463
concentraclion ] R
temperatura 4 1390,406 347,602 27,200"
tlempo
Conceptracion 2 472,281 236,141 18,478"
tiempo
gSﬁEE@%%%E?é% 4 960, 094 240,023 18,782
X Liempo
Error 54 690,094 12,780
TEST DE SCHEPFE. COMPARACION MULTIPLE.
COMPARACTON G.L. G.L. Q F
numerador denominador
100°Cc  120°C 2 54 10,301 53,052 °F
100°C__ 150°C 2 54 | 11,760 69,147
120°C  150°C 2 54 1,459 1,065
1% 2% 1 54 15,064 226,929 7%
*hkk
10 min 30 min ) 54 9,700 47,044
*
10 min 90 min 2 54 12,192 74,326
30 min 90 min 2 54 2,492 3,106 ©
x P <0,10
#% P < 0,05
xxx P < 0,01



REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXI.

Ensayo: Tratamiento alcalino con hidréxido sdédico. Eficiencia de sacari-
ficacidn (X}.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F
variacidn libeftad cuadrados medio
Total 71 40238,810
Temperatura 2 11303,360 5651,680 1909,867
Concentracion 1 269,688 269,688 91,135
Tiempo 2 7435,032 3717,516 1256,256
Temperatura 2 278,938 139,469 47,157
concefitracion
temperatura 4 17660, 830 4415,207 |1492,03%"
tiempO
Concentracion 2 1976, 203 988,102 | 333,508"
tiempo
Temgeﬁ% mé?o 4 1154, 969 288,742 97,574
Error 54 159,797 2,959 _J

TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.

G.L. G.L.

COMPARACTON numerador denominador ¢ F
100°C  120°C 2 i S4 | 25,314 320, 400"
100°C  150°C 2 54 61,485 1890,225" "
*
120°C  150°C 2 54 36,171 654,169
*okoAk K
1% 2% 1 54 9,547 91,140
*hkk
10 min 30 min 2 54 44,361 983,949
10 min 90 min 2 54 42,391 898,494
30 min 90 min 2 54 | 1,970 1,941
x P <0,10
x% P < 0,05
**% P < 0,01
®kk%P < 0,001

NS no significative
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REFERENCIA EN EL TEXTG: Tablas XVI, XVII, XVIII y XIX.

Ensayo: Tratamiento alcalino con hidroxido sédico. Producciodn de glucosa por
hidrélisis enzimdtica (mg/100 mg sustrato).

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado P
variacion libertad cuadrados medio
Total 71 5071,910
Temperatura 2 1871, 359 935,680 1301,4684
Concentracion 1 4,230 4,230 5,885
Tiempo 2 297,357 463,679M1 645,053
]
Tempeyatura 2 94,475 47,237 65,718"
conceittracién :
1 *k
temperatura 4 1715,852 428,963 | 596,758
tiempo
Concegtracion 2 86,355 43,178 60,087
tiémpo
ESRBS@%?&E?@% 4 333,456 83,366 | 115,976
X 1empo B
Error 54 38,816 0,719

TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.

COMPARACION numgézéor degéiinador Q F
100°C  120°C 2 54 15,567 121,168
100°C  150°C 2 54 49,864 1243, 214"
120°C___ 150°C 2 | s 34,297 588,145

1% 2% 1 54 2,424 5,877
10 min 30 min | 2 54 30,596 468,058™"
10 @min 90 min ) 54 11,592 499,035
30 min 90 min 2 54 0,996 0,498°

* P <0,10
** P < 0,05
*x% P < 0,01
*xkkp < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XVI, XVII, XVIII y XIX.

Ensayo: Tratamiento alcalino con hidréxido sd6dico. Convesion de celulosa en
glucosa (%).

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacion ] libértad ) cuadrados medio
Total 71 18354,010 |
Temperatura 2 6967,875 3483,938 [2062,964
Concentracién 1 277,523 277,523 | 164,332
Tiempo 2 6258, 688 3129,344  [1852,996
*
Temperatura ) 190,508 95,254 56,405
concentracion | N
*
temperatura 4 1821,188 955,297 | 565,605
tiempo | : ﬂ
7 *k%k
Concentracion 2 464,063 932,031 | 137,354
tiempo
58 SERLAELSH 4 282,969 70,742 41,888"
X - tilempo
Error 54 91,195 1,689
|
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
oL GL
COMPARACTON numerador denominador Q F
100°C  120°C 2 54 33,715 | 568,343
100°C  150°C 2 54 64,206 2061,227° "
| ta0°c 150 ) 54 30,492 464,868 "
1% 2% 1 54 12,819 164,317 %
* k%
10 min 30 min ) s 52,682 1387,601°
10 min 90 min 2 54 52,760 1391,790"
30 min 90 min 2 54 0,08 | 0,003
x P <0,10
#% P < 0,05
%% P < 0,01
«%%*P < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXV.

Ensayo: Pretratamiento de irradiacién. Recuperacion de glucosa (Z%).

[ Fuente de Gragos Suma de Cuadrado F
variacién libertad cuadrados medio
Total 47 3725,266
Dosis 2 1715,828 857,914 1 97,215*
Medio 3 286,469 95,490 10,825
Dosis X Medio 6 1405,266 234,211 26,539
Error 36 317,703 8,825
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
CL T
COMPARACION numerador denominador Q F
20 Mrad 50 Mrad 2 36 2,076 2,1550°
1 *
20 Mrad 100 Mrad 2 36 12,979 84,227
S0 Mrad 100 Mrad 2 16 10,903 59,436
el H2S04 3 36 2,885 2,775"
HC1 CH3-COOH 3 36 2,765 2,548
|_HC1 H20 3 36 0,552 0,102
*%
H2S04  CH3-COOH 3 36 5,650 10,642
H2S04 H20 3 36 3,438 3,939""
CH3-COOH  H20 3 36 2,213 1,632

* P
%%k P
*x%%x P < 0,01

*%%%P < 0,001

NS no significativo

0,10
0,05

[FaNI AN FaNI PN
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REFERENCIA EN EL TEXT0: Tabla XXI.

Ensayo: Tratamiento alcalino con hidréxido sdédico. Recuperacidén azucares
reductores (¥%).

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variaciodn libertad cuadrados medio
Total 71 5870,907
Temperatura 2 1813,813 906,906 182,959
Concentracion | 1 31,406 31,406 6,336
i ] |
Tiempo 2 2014,719 1007,359  |203,224
]
Tempegatura 2 367,219 183,609 37,041
concentracion >
temperatura 4 303,313 75,828 15,208™
tlempo *
Concentracion 2 705,781 352,891 71,1927
tiempo
ESEBS@ tura x 4 366,984 91,746 18,509
X tiempo
Error 54 267,672 4,957

TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.

G.L G.L.

COMPARACION : Q F
numerador denominador
I ] o
100°C 120°C 2 54 13,048 | 85,121
*kkk
100°C 150°C 2 54 18,638 | 173,686
*kikk
120°C 150°C 2 54 5,590 15,626
*
1% 2% 1 54 2,516 6,332
*k k%
10 min 30 min 2 54 16,080 o 129,290
*kkk
10 min 90 min 2 4 54 18,571 [ 172,444
] *
30 min 90 min 2 54 2,491 | 3,102
* P <0,10
% P < 0,05
#%% P < 0,01
*xx*%xp < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXT0: Tabla XXXVI.

Ensayo:

Recuperacidén glucosa (7%).

Pretratamiento combinado irradiacion y posterior tratamiento &cido.

_
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacidn L libeFtad cuadrados medio

Total 71 7205,422
Dosis 2 4120,922 2060, 461 323,415
Medio 1 1168, 031 1168,031 183,337
Acido 9 423,203 211,602 33,214
Dogis 2 125,422 62,711 9,84%"
medio
Dogis 4 461,547 115,387 18,1117
acido
Medio . *
e 7 i 180,281 90,141 14,145
Dogis 4 381,984 95,496 14,989
medio X acido J
Error { 54 344,031 6,371
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
i COMPARACION G.L. G.L. Q F
numerador denominador
*hkk
20 Mrad 50 Mrad 2 54 21,241 225,581
*%
20 Mrad 100 Mrad 2 54 22,734 258,422
50 Mrad 100 Mrad 2 54 1,496 1,1160°
Agua Aire 1 54 13,540 183,329****
HC1 SO4H2 2 54 5,616 15,7677
HC1 CH3-COOH 2 54 7,923 31,386
*
SO4H2 CH3-COOH | 2 54 2,307 2,662
£ P <0,10
x% P < 0,05
#%x%x P < 0,01
xkxxP < 0,001
N5 no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXV:

Ensayo: Pretratamiento de irradiacidén. Recuperacidn de azicares reductores (X).

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F
variacién libertad | cuadrados medio
Total 47 572,891
Dosis 2 80,477 40,238 32,387
Medio 3 50,680 16,893 13,595
..
Dosis X Medio 6 397,008 66,168 53,258
Error 36 44,727 1,242
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
[ COMPARACION G.L. G.L. Q F
numerador denominador
20 Mrad 50 Mrad 2 36 4,728 11,178
70 Mrad 100 Mrad 2 | 36 8,004 32,035 "
S0 Mrad 100 Mrad 2 36 3,277 5,368
HC1 H2504 3 36 6,269 13,098 "
HC1 CH3-COOH 3 36 3,805 4,827 |
HC1 H20 3 36 2,584 2,228°
H2S04  CH3-COOH 3 36 2,463 2,022"°
*
H2S04 H20 |3 J 36 | 3,685 4,525
| CH3-COOH K20 3 36 1,221 0,497°

¥ P €0,10
#* P < 0,05
**%x P < 0,01
*x%%p < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVI.

Ensayo: Pretratamiente combinado irradiacidn y posterior tratamiento dcido.
Recuperacion de azicares reductores (%).

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacién libertad cuadrados medio
Total 71 12216,080
|
Dosis 2 4189,844 2094,922 729,623
Medio 1 1164,750 1164,75 405,661
Acido 2 5922,688 2961,344 | 1031,382
Dogis ) 47,563 21,281 7,613"
medio
Dogis 4 398,734 99,684 34,718
acido
Medio 2 181,906 90,953 31,639°
acido
T e
Dogis 4 160, 547 40,137 13,979
medio X &cido
Error 54 155,047 2,871
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTTPLE.
G5 G.L.
COMPARACION numerador denominador Q F
20 Mrad 50 Mrad 2 54 34,076 580,586
*
20 Mrad 100 Mrad 2 54 | 31,990 511,676
50 Mrad 100 Mrad 2 54 2,086 2,178
Agua Aire 1 54 | 20,141 405,665
HC1 SO4H? 2 54 1,451 1,083
- *k %%
HC1 CH3-COOH 2 54 40,039 801,549
’ *
SO04H2 CH3- COOH ) 54 38,587 744,488
% P <0,10
“% P < 0,05
*kk P < 0,01
*k*%P < 0,001

NS no significativo
_DA8—



REFERENCIA EN EL TEXTO0: Tabla XXXV.

Ensayo: Pretratamiento de irradiacién. Recuperacién de lignina (%).

Fue?te‘qe Grggos Suma de CuadFado F
variacién libertad cuadrados medio
Total 47 7656,157
Dosis 2 1,500 0,750 0,015
Medio 3 4407,188 | 1469,063 29,708
Dosis X Medio 6 1467,125 244,521 4,944
Error 36 1780, 344 49,454
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
COMPARACTON numgégéor degéiinador 9 F
20 Mrad 50 Mrad 2 36 0,106 0,006
20 Mrad 100 Mrad 2 36 0,168 0,014"°
50 Mrad 100 Mrad | 2 36 0,062 0,002°
HC1 H2S04 3 I 36 1,174 0,459"°
HCL CH3-COOH 3 36 3,723 4,6207"
HC1 20 3 36 5,630 10,564
H2S04  CH3-COOH 3 36 4,896 7,992:::*
H2504 H20 3 36 4,456 6,619
CH3-COOB  H20 3 36 9,353 29,157 %

* P <0,10
A% P < 0,05
*%% P < 0,01
*k%xP < 0,001

NS no significative
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVI.

Fnsayoe: Pretratamiento combinado irradiacidn y posterior tratamiento acido.
Recuperacién lignina (X).

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F
variacion 1ib %tad cuadrados medio
Total 71 9824, 469
Dosis 2 2031,625 1015,813 82,896
|
L Medio 1 1831,281 1831,281 149,443
Acido 2 1742,719 871,359 71,108
- 1 -
Dogis 2 852,406 426,203 34,781 "
medlo |
Dosis *%k
éc?do 4 610, 469 3 152,617 12,454
Medio 2 1230,719 615,359 50,217
acido
Dogis 4 863,531 215,883 17,617
medio X acide
Error 54 661,719 12,254

TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.

COMPARACION G.L. G.L. Q i F
numerador denominador
" *
20 Mrad 50 Mrad 2 54 11,987 71,841
* *
20 Mrad 100 Mrad 2 54 10,066 50,663
50 Mrad 100 Mrad 7 i 54 1,921 1,840°
i - ok ok
Agua Aire 1 54 12,225 149,447
HC1 SO4H2 9 S4 0,580 0,168°
*Axk
HC1 CH3-CO0H 2 54 10, 606 56,243
*kk
SO4H2 CH3_COOH 2 54 10,026 50,257
x P <0,10
x% P < 0,05
xk% P < 0,01
x¥%%P < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVII.

Ensayo:

enzimdtica (mg /100 mg sustrato).

Pretratamiento de irradiacién. Produccidén de glucosa por hidrélisis

Fuente de Grgdos Suma de Cuadrado F
variacién 1ib&Ftad cuadrados medio
Total 47 298,188
Dosis 2 73,639 36,819 79,008
Medio 3 124,455 41,485 89,043 *"
Dosis X Medio 6 83,322 13,877 29,807
Error 36 16,722 0,466
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
TL. 5L,
COMPARACION numerador denominador Q ¥
20 Mrad 50 Mrad 2 36 11,649 67,8527 "
R
20 Mrad 100 Mrad 2 36 9,919 49,195 *
50 Mrad 100 Mrad 2 36 1,730 1,497%5
HC1 H2S04 3 36 2,377 1,884
HCL  CH3-COOH 3 36 3,690 4,539
HC1 H20 3 36 11,938 47,507
*
H2S04  CH3-COOH 3 36 6,068 12,273
g ey
02504 H20 3 36 9,561 30, 465
*%
CH3-COOH _ H20 3 | 36 15,628 81,418
x P <0,10
%% P < 0,05
#%% P < 0,01
xx%xP < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA BN EL TEXTO: Tabla XXXVIII.

Ensayo: Pretratamiento combinad¢ irradiacidn y posterior tratamiento acido.
Produccién de glucosa por hidrélisis enzimatica (mg/100 mg sustrato).

Fuente de Gragos Suma de Cuadrado F
variacién libertad cuadrados ] medio
Total 71 766,201
| Dosis 2 81,615 40,808 31,307
Medio 1 45,744 45,744 | 35,094
Acido 2 275,816 137,908 105,802
Dogls 2 64,422 32,211 24,715
medio ‘
Dosis Exk
P 4 116,596 29,149 22,363
Medio 2 41,797 20,898 16,035
acido
JDogis 4 69,824 17,456 13,392
medio X acido
Error 54 70,387 1,303

TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.

COMPARACION G.L. G- L. 0 F W
numerador denominador
*kk¥k
20 Mrad SO Mrad | 2 | 54 | 6,620 21,903
20 Mrad 100 Mrad y 54 | 0,445 0,098°
*
50 Mrad 100 Mrad 2 S4 7,065 24,955 %
- * k%
Agua Aire 1 54 5,924 35,0057
**
BC1 SO4H? 2 54 | 3,836 7,350
] fkH*k
HC1 CH3-COOH y 54 14,070 98,978
S04H2 CH3-COOH ) 54 10,234 52,368
* P <0,10
x% P <0,05
xk% P < 0,01
**%kP < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVII.

Ensayo: Pretratamiento de irradiacion. Eficacia de

sacarificacidén (¥%).

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacidn libertad cuadrados medio
Total 47 1316, 383
. *dk kR
Dosis 2 618,625 309,313 74,440
) -
Medio 3 1595,703 531,901  {128,01
Dosis X Medio 6 952,469 158,745 | 38,204
Error 36 149,586 4,155
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
COMPARACION G.L.~ T ~G.L. Q F
numerador denominador
20 Mrad 50 Mrad 2 36 9,588 45,965"
20 Wrad 100 Mrad | 2 36 11,329 64,178
50 Mrad 100 Mrad 2 36 1,741 1,5160°
| BCl 2504 3 36 0,127 0,005
Bcl CH3-COOH 3 36 2,183 1,589N°
HCL H20 3 36 16,645 92,352" "
H2S04  CH3-COOH 3| 3 2,056 1,400
* ok
H2504 H20 3 36 16,518 90,946
CH3-COOH  H20 3 36 14,462 69,716 "
x P <0,10
*%x P < 0,05
xkk P < 0,01
xk*xp < 0,001

NS no significative
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REFERENCYA EN EL TEXTO: Tabla ZXXVIIT.

Ensayo:

Eficiencia de sacarificacion (%).

Pretratamiento combinado irradiacién y posterior tratamiento Acido.

Fuente de Grgdos Suma de Cuadrado P
variacién libeftad | cuadrados 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
Dog1s 2 319,141 159,570 23,025"*
L med19 }
Dogis 4 531,734 132,934 19,185*"
acido
Medio 2 244,422 122,211 17,635%*
acido
Dogis 4 326,813 81,703 11,791
medio X Acido
Error 54 374,172 6,929
|
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
COMPARACTON G.L. G- L. Q F
numerador denominador
20 Mrad 50 Mrad 2 54 6,747 22,758 "
20 Mrad 100 Mrad 2 54 1,422 1,012
50 Mrad 100 Mrad 2 i 54 5,324 14,1247
Agua Adre 1 54 2,683 7,199 %
HCL SO4H2 2 54 2,163 2,338
HC1 CH3-COOH ) 54 3,118 4,862
kkhk
SO4H2 CH3-COOH | 2 54 5,281 13,944
x P <0,10
#% P < 0,05
%% P < 0,01
xxx%P < (0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVII.

Ensayo: Pretratamiento de irradiacidén. Conversion de celulosa en glucosa (X).

]
Fuente de Grgdos Suma de Cuadrado 7
variacidn 1ibeftad cuadrados medio
Total 47 1107,2332
Dosis 2 168,932 84, 466 50,7657
FREE
Medio 3 507,125 169,042 101,604
i Dosis X Medio 6 371,381 61,897 37,203
Error 36 59,895 1,664
JL

TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.

COMPARACLON (;umgézéor degéiinador Q ( F

20 Mrad 50 Mrad 2 36 8,093 32,747°%*

20 Mrad 100 Mrad 2 36 1,153 0,664°

50 Mrad 100 Mrad | 2 16 9,245 42,73?1:*
HC1 12504 3 36 4,133 5,638
HC1 CH3-COOH 3 36 0,961 | 0,08§i**
HCl H20 3 36 15,309 78,126
H2SO4  CH3-COOH 3 36 3,622 4,374%F

| H2504 H20 3 | 36 11,196 41,786

CH3-COOH  H20 3 36 14,819 73,1987

* P <0,10
** P < 0,05
*k%x P < 0,01
**%%P < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XXXVIII.

Ensayo: Pretratamiento combinado irradiacién y posterior tratamiento acido.
Conversion de celulosa en glucosa (%)}.

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado P
variacion libertad cuadrados medio
Total 71 1507,188
B S ——
Dosis i 407,895 203,947 84,541
Medio 1 281,602 281,602 116,731
4‘ | _ 1
Acido 2 181,742 90,871 37,668
5 ,_.—-_.—-—-_.——-...._.—4._»4 r
Dogls 2 77,824 38,912 16,130"
medio
3 *
Dogis 4 272,535 68,134 28,243
acido
Hedio 2 21,578 10,789 4,473
acido |
Dogls 4 133,742 33,436 13,860
medio X acido
Error 54 130,270 2,412
| N

TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.

COMPARACTON G.L. €. L. 9 F
numerador denominador
20 Mrad 50 Mrad 2 54 7,142 25,5027 "
*hk*k
20 Mrad 100 Mrad 2 54 12,981 84,258
*Rkk
50 Mrad 100 Mrad 2 54 5,840 17,051
kkkk
Agua Aire 1 54 10,804 116,729
HC1 SO4H2 2 54 0,258 0,033"°
* kA A
| HC) CH3-COOH 2 54 7,643 29,204
Jok kK
SO4H2 CH3-CoOH | 2 54 7,384 | 27,263
x P <0,10
x% P < 0,05
xk%x P < 0,01
*%%%P < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTQG: Tabla XXXIX.

Ensayo: Pretratamiento con etanol. Composicidén en glucosa (%)

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado 7
variacién libertad cuadrados medio

] *k k%
Tratamientos 7 665,626 95,089 68,205
Error 24 33,460 1,394

Ensayo: Pretratamiento con etanol. Composicidn en azlcares reductores ().

Fuente de W Gr gos Suma de Cuadrado F
variaciodn libertad cuadrados medio
*k*®
Tratamientos 7 561,172 80,167 17,638
Error 24 109,086 4,545
Ensayo: Pretratamiento con etanol. Composicidn en lignina (%).
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variaciodn libértad cuadrados medio
FEEK
Tratamientos 7 424,634 60,662 39,594
Error 24 36,771 1,532
* P <0,10
**% P < 0,05
*%% P < 0,01
*hk%P < 0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XL.

Ensayo: Pretratamiento con butanol. Composicitn en glucosa (xy.
Fuente de Grados Suma de Cuadrado 7
variacion libettad cuadrados medio

Tk
Tratamientos 5 980,762 196,153 200,839
Error 18 17,577 0,977
Ensayo: Pretratamiento con butanol. Composiciodn en azicares reductores (%).

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado " F
variacion libertad cuadrados medio
R
Tratamientos 5 348,576 69,715 13,346
Error 138 94,025 5,244
|
Ensayo: Pretratamiento con butanol. composicién en lignina (%).
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacién libertad cuadrados medio
X%
i Tratamientos 5 382,325 76,465 133, 558*
i Error 18 10,326 0,574
* P < 0,10
*% P < 0,05
*%% P < 0,01
*%kkP < 0,001

NS neo significativo

_o58_



REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XLI.

Ensayo: Pretratamiento con etanol. Recuperacidn de glucosa (%)
Fuente de Grgdos Suma de Cuadrado
. . de . F
variacién libertad 1 cuadrados * medio
%
Tratamientos 7 1093,807 156,258 25,863 """
Error 24 145,006 6,042
Ensayo: Pretratamiento con etanol. Recuperacién de azicares reductores.
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacioén libertad cuadrados medio 1
*x K
Tratamientos 7 4346,815 620,974 79,329
Error 24 J 187,873 J 7,828 |
Ensayo: Pretratamiento con etanol. Recuperacion de lignina (%).
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacion libertad cuadrados medio |
TEkEk
Tratamientos 7 1422,705 203,244 10,844
Error 24 449,826 18,743
* P <0,10
*% P £ 0,05
*x% P < 0,01
***%P < 0,001
NS no significativo
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REFERENCTIA EN EL TPY¥TO: Tabla XLII.

Ensayo: Pretratamiento con butanol. Recuperacidn de glucosa (Z).
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacién libeFtad cuadrados medio
F ok HKk
Tratamientos 5 1137,326 227,465 5(,890
Error 18 80,455 4,470

Ensayo:

Pretratamiento con butanol, Recuperacién de azicares reductores (X%).

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacion libertad cuadrados medio
%
Tratamientos 5 3822,018 764,404 76, 481"
Error 18 179,904 9,995
-
Ensayo: Pretratamiento con butanol. Recuperacion de lignina (%).
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacion libertad cuadrados medio
%
Tratamientos 5 4809,834 961,967 90,758 *
Error 18 190,745 10,597
* P < 0,10
** P < 0,05
k*% P < 0,01
*%k%%xP < 0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla XLIV.

Ensayo: Pretratamiento c¢on etanol. Produccién de glucosa (mg/l00 mng
sustrato) por hidrélisis enzimatica.

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacion libertad cuadrados medio

*
Tratamientos 7 1409, 374 201,339 359,308
Error 24 13,449 0,560

Ensayo: Pretratamientc con etanocl. Produccién de azilcares reductores (mg/100
mg sustrato) por hidrdlisis enzimdtica.

Fuente de 41 Gragdos Suma de Cuadrado F
variacion | libertad cuadrados medio

F Ak
Tratamientos 7 2881, 458 411,637 479,555
Error 24 20,601 0,858

Ensayo: Pretratamiento con etanol. Eficacia de sacarificacidn (¥%).

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacién libertad cuadrados medio

o S
Tratamientos 7 4614,864 659,266 164,662
Error 24 96,090 4,004 i

Ensayo: Pretratamiento con etancl. Conversion de celulosa en glucosa (%).

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado P
variacion libertad cuadrados medio
*hk

Tratamientos 7 4090,927 584,418 172,274
Error 24 81,417 3,392

* P <0,10

x* P < 0,05

*%% P < 0,01

**%xP < 0,001

NS no sgignificativo.
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REFERENCIA EN EL TEXTO: TABLA XLV.

Ensayo: Pretratamiento con butanocl. Produccién de glucosa (mg/100 mg
sustrato) por hidrélisis enzimatica.
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacion | libertad cuadrados medio
oy
Tratamientos 5 1232,686 246,537 588, 463
Error ] 18 7,541 0,419
Ensayo: Pretratamiento con butanol. Produccidon de azdcares reductores
(mg/100 mg sustrato) por hidrélisis enzimatica.
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacion libeértad cuadrados medio
ER k&
Tratamientos 5 2393,897 478,779 769,349
|
Error 18 5 11,202 0,622
Ensayo: Pretratamiento con butanol. Eficiencia de sacarificacion (%).
Fuente de Grados Suma de Cuadrado ] F
variacidn libettad cuadrados medio
Fhk K
Tratamientos 5 2742,622 548,524 181,843
Error 18 54,296 3,016
Ensayo: Pretratamiento con butanol. Conversién de celulosa en glucosa (%).
Fuente de Grados Suma de rCuadrado
.. ., de . F
variacién libertad cuadrados medio
XEx¥
Tratamientos 5 2778,854 555,771 145,235
Error 18 68,880 3,827
* P <0,10
*% P < 0,05
*%% P < 0,01
*%%%P < 0,001
NS no significative -262-



REFERENCTA EN EL TEXTOQ: Tabla LI.

Ensayo: Pretratamiento de explosidén por vapor. Recuperacién de

glucosa (Z%).

[ Fuente de Grados Suma de Cuadrado F
variacién libe%tad cuadrados medio
Total 39 1057,125
dek
Temperatura 1 357,484 357,484 44,1§§
I T I *k*
Tiempo 4 187,750 46,938 5,801
TemperaturaxTiempo 4 269,172 67,293 8,3{5**
Error 30 242,719 8,091
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
COMPARACTION G.L. G.L. Q F
nunerador denominador
* k% ok
210°¢ 230°C 1 30 6,647 44,185
30 s 1 min 4 30 3,445 7,968
* &
30 s 2 min 4 30 3,572 3,190
*
30 s 4 min 4 30 3,160 7,496
30 s 8 min 4 30 0,646 0,104
1 min 2 min 4 30 0,127 0,004
1 min 4 min 4 30 0,286 0,020
1 min 8 min 4 30 2,799 1,9591>
2 min 4 min 4 30 0,412 0,042
2 min 8 min 4 30 2,926 2,140
4 min 8 min 4 30 2,514 1,580
* P <0,10
% P < 0,05
*%xx P < 0,01
£%%4P < 0,001

NS

n

o significativo
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REFERENCIA EN EL TEXT(0: Tabla LI.

Ensayo: Pretratamiento de explosidn por vapor. Recuperacidn de glucosa (%).

.
Fuente de Grados Suma de Cuadrado F
variaeidn libértad cuadrados medio

Total 47 1 1038, 563
Temperatura 2 249,031 124,516 19,775
Tiempo 3 233,750 77,917 12,374 %
TemperaturaxTiempo 6 329,094 54,849 g,711**
Error 36 226,688 6,297
y
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
cL. I
COMPARACION numerador denominador Q F
190°C 210°C 9 36 2,935 4,307
*kk
190°C 730°C 2 36 3,350 5,610
*dkkk
210°C 230°¢ 2 36 6,285 19,748
30 s 1 min 3 | 36 4,477 6,682 |
30 s 2 min 3 36 4,109 5,627 %
¥Rk
30 s 4 min 3 36 5,739 10,978
1 min 2 min 3 | 36 0,368 0,045°
1 min 4 min 3 6 1,262 0,5310°
2 min 4 min 3 36 1,630 0,886
x P <0,10
** P < 0,05
xk% P < 0,01
x**%P < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LI.

Ensayo: Pretratamiento de explosidén por vapor. Recuperacién azicares
reductores (%).
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacién libertad cuadrados medio
Total 39 1359, 484 |
Temperatura 1 410,695 410,695 72,117
Tiempo 4 649,953 162,488 28,530"*"
TemperaturaxTiempo 4 127,977 31,994 5,618
Error 30 170,859 3,695
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
G c.L.
COMPARACION numerador denominador L B F
210°¢C 230°¢C 1 30 8,492 | 72,110°*
30 s 1 min 4 30 8,863 19,6407 ¥
; ‘I *kk¥
30 s 2 min 4 30 8,844 19,552
*EkX
30 s 4 min 4 30 8,419 17,721
30 s 8 min 4 30 6,282 9,867 "
1 min 2 min 4 30 0,020 0,000"°
1 min 4 min 4 a0 0, 4kk 0,049N
1 min 8 min 4 30 2,581 1,6660°
. . — NS
2 min 4 min 4 30 0,424 0,045
2 min 8 min 4 30 | 2,561 1,6400°
4 min 8 min 4 30 2,137 1,142%°
x P <0,10
x% P < 0,05
*%% P < 0,01
*%*%P < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTC¢: Tabla LI.

Ensayo: Pretratamiento de explosién por vapor. Recuperacidén azicares
reductores (%).
Fuente de Grados Suma de Cuadrado P
variacidn 1ib&Ftrad cuadrados medio
Total 47 2655, 313
Temperatura P 1498, 422 749,211 137,208
*k
Tiempo 3 472,406 157,469 28,838
kK
TemperaturaxTiempo 6 487,906 81,318 14,892
Error 36 196,578 5,461
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
ToL. gL,
COMPARACION numerador denominador Q F
*
190°C 210°¢C 2 36 8,056 32,499
*
190°C 230°¢ 2 36 16,564 137,176
210°C 230°C ) 36 8,508 36,190
*kkk
30 s 1 min 3 36 5,234 9,132
. *k k%
30 s 2 min 3 36 8,208 22,455
*kkk
30 s 4 min 3 36 7,891 20,758
1 min 2 min 3 36 2,974 2,974
1 min 4 min 3 36 2,657 2,354"
2 min 4 min 3 36 0,316 0,033
£ P <0,10
«x P <0,05
#x% P < 0,01
x%x%P < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LI.

Ensayo: Pretratamiento de explosién por vapor. Recuperacién de lignina (%).
Fuente de Grggos Suma de Cuadrado F
variacion libertad cuadrados medio

Total 39 6027,875
XXk E
Temperatura 1 1022,844 1022,844 49,438
%
Tiempo 4 2932,375 733,094 35,433
. Fhk
TemperaturaxTiempo 4 1451,969 362,992 17,54§
Error 30 602,688 20,690
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
] 1
COMPARACTON G.L. G.L. 0 F
numerador | denominador
*
210°¢C 230°¢C 1 30 7,031 49,4427 7"
FREE
30 s 1 min 4 30 7,649 14,627
Y
30 s 2 min 4 30 9,211 21,209
. a *****ﬁ
30 s 4 min 4 30 8,033 16,133
30s 8 min 4 30 1,492 0,557
1 min 2 min 4 30 1,561 0,610"
1 min 4 min 4 30 0,384 0,037%°
p=y
1 min 8 min 4 30 6,,157 9,477
2 min 4 min 4 10 1,177 0,367
FHhkx
2 min 8 min 4 30 7,718 14,893
FEER
| 4 min 8 min 4 30 6,541 14,696
* P <0,10
*% P < 0,05
*%% P < 0,01
*k*P < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTQ: Tabla LI.

Ensayo: pretratamiento de explosién por vapor. Recuperacién de lignina (Z).

Fuente de Grados Suma de Cuadrado P
variacidn libe%tad cuadrados medio
Total 47 11784, 660
*%x
Temperatura 2 3743,156 1871,578 99,728
*k%kk
Tiempo 3 5108,188 1702,729 90,728"
Tempera turaxTiempo 6 2257,688 376,281 20,050
Error 36 675,625 18,767
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
G.L. C.L.
COMPARACION numerador denominador Q F
*k Ak
190°C 210°C 2 36 4,119 8,485
*
190°C 230°¢C 2 36 13,759 94,649
* *
210°C 230°¢C 2 36 9,639 46,457
30 s 1 min 3 36 15,468 79,754 "
* kA&
30 s 2 min 3 36 12,607 52,975
* &k
30 s 4 min 3 36 10,278 35,212
1 min 2 min 3 36 2,862 2,729""
- - "
1 min 4 min 3 36 5,190 | 8,979
2 min 4 min 3 36 | 2,329 1,8070°
£ P <0,10
# P <0,05
x%% P < 0,01
*%%xxP < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.

Ensayo: Pretratamiento de explosidon de vapor. Produccidn de glucesa por
hidrélisis enzimatica (mg glucosa/100 mg sustrato).

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado P
variacidn liberFtad cuadrados _ medio
Total 39 732,828
EEER
Temperatura 1 148,723 148,723 152,069
[ FhKkKE
Tiempo 4 373,246 93,312 95,411
*kkk
TemperaturaxTiempo 4 181,520 45,380 46,401
Error 30 29,340 0,978
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
COMPARACTON G.L. G.L. Q F
numerador denominador
210°¢ 230°C 1 30 12,332 152,072
kkkk
30 s 1 min 4 30 12,005 36,032
30 s 2 min 4 30 11,184 31,269 "
AhkxKk
30 s 4 min 4 30 17,084 72,966
| 0s  emin | 0| 16,705 69,763
1 min 2 min 4 30 0,822 a,169"°
kkAKk
1 min 4 min 4 3¢ 5,079 6,448
: ) % FHk
1 min 8 min 4 30 4,699 5,521
* & kk
2 min 4 min 4 30 5,900 | 8,703
kExx |
2 min 8 min 4 30 5,521 7,621
4 min 8 min 4 30 0,379 0,036
* P <0,10
**% P < 0,05
**xx P < 0,01
**k%%P < 0,001

NS no significativo
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REFEREHRCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.

Ensayo: Pretratamiento de explosidén por vapor. Produccién de glucosa (mg/100
mg sustrato) por hidrélisis enzimatica.

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacioén libértad cuadrados | medio
1
Total 47 1703,711
FhEx |
Temperatura 2 1094,699 547,356 473,739
EFFK
Tiempo 3 297,219 99,073 85,749
ey
TemperaturaxTiempo 6 270,199 45,033 38,97§
Error 36 41,594 1,155
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
G.L. G.L.
{ COMPARACION numerador denominador @ F
FEEE
190°C 210°C 2 36 15,722 123,598 *
190°¢ 230°C 2 16 30,779 473,668
*
210°¢ 230°¢ 2 36 15,056 113,056
30 s 1 min 3 36 3,671 4,602 "%
*kkk
30 s 2 min 3 36 8,559 24,418
*Hkk*k
30 s 4 min 3 36 15,137 76,378
*kk*k
1 min 2 min 3 16 4,888 7,965
*%k Kk
1 min 4 min 3 36 11,466 43,826
KAk *
2 min 4 min 3 36 6,578 14,424
* P < 0,10
*% P < 0,05
*%% P < 0,01
kkkkP ¢ 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.

Ensayo: Pretratamiento de explosién por vapor. Eficiencia de sacarificacién
().
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacidn libértad cuadrados medio
Total 39 5436,407
*E %
Temperatura 1 1781,719 1781,719 198,566
I~ " = EEEE
Tiempo 4 1950,781 487,695 54,359
s hkA
TemperaturaxTiempo 4 | 1434,719 358,680 39,974
1
Error 30 269,188 8,973
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
G.L. G.L.
COMPARACION numerador denominador 0 F
210°¢C 230°¢ 1 30 14,091 198,563 "
FERE
30 s 1 min 4 30 11,671 34,053
FERE
30 s 2 min 4 30 1G,099 25,046
FERE
30 s 4 min 4 30 13,383 44,779
o s
30 s 8 min 4 30 7,932 15,729
1 min 2 min 4 30 1,662 0,690"°
1 min 4 min 4 30 1,713 0,733
1 min 8 min 4 i 30 3,739 3,495
2 min 4 min 4 30 3,374 2,846*
2 min 8 min 4 30 2,077 1,079"°
*kkk
4 min 8 min 4 30 5,452 7,430

* P <£0,10
*% P < 0,05
kx% P < 0,01
**%%p < (0,001
NS no significativo
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REFERENCTIA EN EL TEXTG: Tabla LII.

Ensayo: Pretratamiento de explosién por vapor. Eficiencia de sacarificacion
(%).
Fuente de Grados Suma de Cuadrado P
variacién 1ibeFtad cuadrados medio
Total 47 11273,160
*dkk
Temperatura 2 7158,000 3579,000 352,033
. FhFE
Tiempo 3 2261,531 753,844 74,149
ThE
TemperaturaxTiempo 6 1487,625 247,938 24,385
Error 36 366,000 10,167
ﬂ | l, |
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
G.L. G.L.
COMPARACION numerador denominador Q F
190°C  210°C 2 W 36 10,819 58,5247
FxK
1%0°C 230°C 2 36 26,392 348,265 *
210°¢C 230°¢C 2 36 15,573 121,259
30 s 1 min 3 36 7,878 20,688 "
T Tk
30 s 2 min 3 36 9,007 27,041
Kxhx
30 s 4 min 3 36 14,798 72,999
1 min 2 min 3 36 1,129 0,4250°
*kkk
1 min 4 min 3 36 6,920 15,964
- *kAk
2 min 4 min 3 36 5,792 11,181
* P <0,10
** P < 0,05
**%k P < 0,01
*xkxP < 0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.

Ensayo: Pretratamiento de explosién

por vapor. Conversién de celulosa (%).

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado i F
variacion libertad cuadrados +_ medio
Total 47 4452,938
* %
Temperatura 2 3173, 250 1586,625 403, 625°%
Tiempo 3 659,734 219,911 s5,943°"
. *%*k
TemperaturaxTiempo 6 478,438 79,740 20,28§
Error 36 141,516 3,931
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
COMPARACION G.L. G.L. 0 F
numerador | denominador
*
190°¢C 210°¢C 9 36 16,022 128,356
190°C 230°C 2 36 28,331 401,319 %
210°C  230°C 2 36 12,309 75,750
* kA&
30 s 1 min 3 36 4,967 8,222
*kkk
30 s 2 min 3 36 6,115 12,466
kxkk
30 s 4 min 3 36 17,844 54,985
1 min 2 min 3 36 1,149 0,440"°
*Hhkk
1 min 4 min 3 36 7,877 20,682
*kk*k
2 min 4 min 3 36 6,728 15,089

* P
*% P
**%% P ¢ 0,01
*%%x%xpP < 0,001
NS no significativo

0,10
0,05

IAAAIA A
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LII.

Ensayo: Pretratamiento de explosién por vapor. (Conversién de celulosa en

glucosa (%).

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacion libertad cuadrados medio
Total 39 1641,219
T
Temperatura 1 253,938 253,938 80,099
Tiempo 4 559,969 139,992 44,159
. FEkE
TemperaturaxTiempo 4 732,203 183,051 57,739
Brror 30 95,109 3,170
TEST DE SCHEFFE. COMPARACION MULTIPLE.
G.L. G.L.
COMPARACION numerador denominador 9 F
*
210°¢C 230°¢C 1 30 8,949 80,001 "
0 s 1 min 4 30 9,399 22,085
*REE
30 s 2 min 4 30 7,1%4 12,940
*hkk
30 s 4 min 4 30 12,489 38,995
*kkk
30 s 8 min 4 30 9,416 22,164
. . NS
1 min 2 min 4 30 2,204 1,215
1 min 4 min 4 30 3,090 2,388"
1 min 8 min 4 30 0,017 0,000
*k KK
2 min 4 min 4 30 5,295 7,009
2 min 8 min 4 30 2,221 1,233
*
4 min 8 min 4 30 3,074 2,362
* P <0,10
*% P £ 0,05
**%x P < 0,01
*%¥%kpP < 0,001

NS no significative
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LIV.

Ensayo: Pretratamiento de explosién por vapor en medic dcido. Recuperaciodn
de glucosa (%).
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado ¥
variacidn libertad cuadrados medio
o
Tratamientos 10 1264,207 126,421 8,879
Errar 33 469,855 14,238
Ensayo: Pretratamiento de explosién por vapor en medio dcido. Recuperacidn
de azicares reductores (%).
Fuente de Fﬁ Gragos Suma de Cuadrado F
variacion libertad cuadrados medio
XKEK
Tratamientos 10 1293,557 129,356 17,998
Error 33 237,178 7,187
Ensayo: Pretratamiento de explosién por vapor en medic acido. Recuperacién
de lignina (%).
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado P
variacidn libertad cuadrados medio
o
Tratamientos 10 1046,619 104,662 4,546
Error 13 759,313 23,021
* P <0,10
*% P < 0,05
*k% P < 0,01
*k%%xP < 0,001
NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTQ: Tabla LV.

Ensayo: Pretratamiento de explosidén de vapor en medio dcido. Produccidn de
glucosa {mg/100 mg sustrato) por hidrdlisis enzimdtica.

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacion libértad cuadrados medio

**
Tratamientos 10 266,520 26,651 33,4187
Error 33 26,320 0,789

Ensayo: Pretratamiento de explosidén por vapor en medio acido. Produccion de
azlcares reductores (mg/100 mg sustrato) por hidrélisis enzimdtica.

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado 7
variacién | __libertad # cuadrados medio N

Tk
Tratamientos 10 1611,244 161,124 28,165
Exrror i 33 188,771 5,720

Ensayo: Pretratamiento de explosidén por vapor en medio acido. Eficacia de
sacarificacion (%).

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacioén libeértad cuadrados medio

FEKK
Tratamientos 10 1171,248 117,125 23,861
Error 33 161,986 4,909 i

Ensayo: Pretratamiento de explosiéon de vapor en medio acido. Conversidn de
celulosa en glucosa (%).

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado ¥
variacion libértad cuadrados medio
Ty

Tratamientos 10 299,903 29,990 50,841
Error i3 19,466 0,590 |

*x P <0,10

** P < 0,05

*%%x P < 0,01

*%%%P < 0,001
= 276~
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tablas LVI, LVII, LVIII y LIX.

Ensayo: Variacidén de la recuperacidén de material inicial (%) a lo largo de
la fermentacién con  P.chrysosporium sobre  O.nervosum sometido a
pretratamiento alcalino.

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado P
variacion libértad cuadrados medio i
Tratamientos 3 2485,029 828,343 |229,025™*"
Error 4 14,465 3,617

Ensayo: Variacién de la recuperacidén de material inicial (%) a lo largo de
la fermentacidn con P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a tratamiento
oxidante.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F
variacidn [ 1ib&Ftad cuadrados medio

*
Tratamientos 3 7,730 0,910 (9,811
Error 4 0,371 0,093

Ensayo: Variacioén de la recuperaciodn de material inicial (%) a lo largo de
1la fermentacidn con P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a
pretratamiento acido.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado P
variacidn 1ibeFrad cuadrados medio

Tratamientos 3 301, 080 100,369 |24,899" "
Error 4 16,123 4,031

Ensayo: Varlacién de la recuperacidn de material inicial (%) a lo largoe de
la fermentacidén con P.chrysosporium sobre O.nervosum nativo.

Fuente de Gr %os Suma de Cuadrado P
variacion libértad cuadrados medio
%

Tratamientos 3 704,318 234,773 10,013
Error 4 93,789 23,447

* P < 0,10

*% P € 0,05

% P ¢ 0,01
> Yy _DFT_

kxkkp < 0,001 277

NS no significativo



REFERENCIA EN EL TEXT0: Tablas LVI, LVII, LVIITI y LIX.

Ensayo: Variacién del porcentaje glucosa en la composicion a lo large de la
fermentacion con P.chrysosporium sobre Q.nervosum sometido a pretratamiento
alcalino.
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacion libertad cuadrados medio
Fokkk
Tratamientos 4 503,910 125,977 119,164
Error 15 15,858 1,057
Ensayo: Variacion del porcentaje glucosa en la composicion a lo largo de la
fermentacion con P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a pretratamiento
oxidante.
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado P
variacidn libertad cuadrados medio
Tratamientos 4 5,371 1,343 1,055 NS
Error 15 19,086 1,272
Ensayo: Variacién del porcentaje glucosa en la composicidén a lo largo de la
fermentacién con P.chrysosporium sobre Q.nervosum sometido a pretratamiento
acido.
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacian libertad cuadrados medio
THER
Tratamientos 4 217,936 54,484 23,417
Error 15 Lf 34,900 2,327
Ensayo: Variacién del porcentaje glucosa en la composicidén a lo largo de la

fermentacidén con P.chrysosporium sobre 0. nervosum nativo.

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado P
variacion libértad cuadrados medio
%

Tratamientos 4 756,735 189,184 298,055
Error 15 9,521 0,635

* P <0,10

% P < 0,05

**% P < 0,01

*%%%P < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tablas LVI, LVII, LVIII y LIX.

Ensayo: Variacién del porcentaje de azicares reductores en la composicién a
lo largo de la fermentacién con P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a
pretratamiento alcalino.

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado v
variacion libertad cuadrados medio

Tratamientos 4 1668, 906 417,226  |105,9758°"°*
Error 15 59,055 3,937

Ensayo: Variacidn del porcentaje de azicares reductores en la composicion a
lo largo de la fermentacién con P.chrysosporium sobre (.nervosum sometido a
pretratamiento oxidante.

Fuente de Gragos Suma de Cuadrado F
variacion libeértad cuadrados medio

Tratamientos 4 1401, 605 350,401 27,739 %
Error 15 189,481 12,632

Ensayo: Variacién del porcentaje de azicares reductores en la compesicion a
lo largo de la fermentacidén con P.chrysosporium sobre 0O.nervosum sometido a
pretratamiento Aacido.

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacion libertad cuadrados medio
x
Tratamientos 4 197,121 49,280 3,261
Error 15 226,699 15,113
_

Ensayo: Variacidon del porcentaje de azlcares reductores en la composicién a
lo largo de la fermentacidon con P.chrysosporium sobre (. nervosum nativo.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F
variacion libertad cuadrados medio
Fk ko

Tratamientos 4 2245,140 561,285 214,433
Error 15 39,263 2,618

* P < 0,10

#% P < 0,05

**x P < 0,01

*kx*xP {0,001

NS no significativo ,
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tablas LVI, LVII, LVIII y LIX.

Ensayo: Variacidén del porcentaje de lignina en la composicién a lo largo de
la fermentacidn con P.chrysogporium  sobre 0.nervosum sometido a
pretratamiento alcalino.
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado P
variacion libertad cuadrados medio
*kx
Tratamientos 4 27,880 6,970 5,090
Error 15 20,541 1,369
Ensayo: Variacién del porcentaje de lignina en la composicidén a lo largo de
la  fermentaciéon con  P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a
pretratamiento oxidante.
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacion libértad cuadrados medio L
Oy
Tratamientos 4 24,418 6,104 8,641
Error 15 10,596 0,706
Ensayo: Variacidn del porcentaje de lignina en la composicidén a lo largo de
la  fermentacién con  P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a
pretratamiento acido.
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado P
variacion libertad cuadrados medio
FEIF
Tratamientos 4 79,191 19,798 20,949
Error 15 14,176 0,945
Variacién del porcentajede lignina en la composicion a lo largo de

Ensayo:
la fermentacién con P.chrysoesporium sobre Q.nervosum nativo.

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacioén libertad cuadrados medio
EEEE

Tratamientos 4 634,866 158,717 99,033
Error 15 24,040 1,603

* P 0,10

*% P < 0,05

*%% P < 0,01

*xxxp < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LX.

Ensayo:
glucosa/100

Variacidon de la produccién de glucosa por hidrélisis enzimatica (mg

mg sustrato) a lo largo de

sobre O.nervosum sometido a pretratamiento alcalino.

la fermentacién con P.chrysosporium

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado ¥
variacion libertad | cuadrados medio

*%
Tratamientos 4 1040, 632 260,158 |456,224"
Error 15 8,554 0,570

Ensayo: Variacién de la produccion de glucosa por hidrélisis enzimdtica (mg/
la fermentacion con P.chrysosporium sobre

100 mg sustrateo) a lo largo de
O.nervosum sometido a pretratamiento oxidante.

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacidn libertad cuadrados medio

*Ex
Tratamientos 4 50,570 12,,642 | 39,805
Error 15 4,764 0,318

Ensayo:
glucosa/

Variacion de la produccién de glucosa por hidrélisis enzimatica (mg

100 mg sustrato) a lo largo de la fermentacién con P.chrysosporium
sobre (O.nervosum sometido a pretratamiento acido.

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado .
variacion libértad cuadrados medio

s
Tratamientos 4 131,161 32,794 609,604
Error 15 0,807 0,054

Ensayo: Variacién de la produccion de glucosa por hidrdlisis enzimdtica (mg
glucosa/ 100 mg sustrato) a lo largo de la fermentacién con P.chrysosporium
sobre 0. nervosum nativo.
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacidn libertad cuadrados medio
ERAK
Tratamientos 4 64,926 16,2322 428,312
Error 15 0,568 0,038
* P £0,10
% P < 0,05
**x% P £ 0,01
**xkP < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LXI.

Ensayo: Variacidén de la produccidn de azlcares reductores por hidrolisis
enzimatica {mg glucosa/100 mg sustrato) a lo largo de 1la fermentacidén con
P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a pretratamiento alcalino.

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacion libertad cuadrados medio

Tratamientos 4 2151,766 537,941 591,495
Error 15 13,642 0,909

Ensayo: Variacion de 1la produccidn de azicares reductores por hidrdlisis
enzimdtica (mg/100 mg sustrato) a lo largo de 1la fermentacién con
P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a pretratamiento oxidante.

[ Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
variacioén libertad cuadrados medio
FEIK
Tratamientos 4 98,723 24,681 19,142
Error 15 19,340 1,289

Ensayo: Variacidén de 1la produccion de azicares reductores por hidrélisis
enzimatica (mg glucosa/ 100 mg sustrato) a lo largo de la fermentacidn con
P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a pretratamiento 4cido.

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado F
| variacion libertad cuadrados medio
kR
Tratamientos 4 168,198 42,050 200,264
Error 15 3,150 0,210

Ensayo: Variacidn de la produccidn de azucares reductores por hidrélisis
enzimdtica (mg glucosa/ 100 mg sustrato) a lo largo de la fermentacidén con
P.chrysosporium sobre (. nervosum nativo.

Fuente de Grgdos Suma de Cuadrado P
| variacidn libertad cuadrados medio
o

Tratamientos 4 156,750 39,188 512,217 *
Error 15 1,148 0,077

* P <0,10

*¥% P < 0,05

*k%x P < 0,01

*%x%P < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTO: Tabla LXIT.

Ensayo: Eficacia de sacarificacidén (% ES) a lo largo de la fermentacion con

P.chrysosporium sobre Q.nervosum sometido a pretratamiento alcalino.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F
variacion 1ibSEtad cuadrados medio |
Tratamientos 4 4759,520 1189,880 |443,300° "
Error 15 40,262 2,684

Ensayo: Eficacia de sacarificacién (7 ES) a lo largo de la fermentacidén con

P.chrysosporium sobre 0.nervosum sometido a pretratamiento acido.

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado - F
variacion libertad cuadrados medio

Tratamientos 4 473,107 118,277 |320,285" "
Error 15 5,539 0,369

Ensayo: Eficacia de sacarificacion (% ES) a lo large de la fermentacion con

P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a pretratamiento oxidante.

Fuente de Grgdos Suma de Cuadrado F
variacién 1ibe%tad cuadrados medio

RN
Tratamientos 4 184,836 46,209 20,866
Error 15 33,219 2,215

Ensayo: Eficacia de sacarificacién (% ES) a lo largo de la fermentacién con

P.chrysosporium sobre 0. nervosum nativo.

Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado P
variacidn libertad cuadrados medio
*F Ik

Tratamientos 4 160,713 40,178 66,375
Error 15 9,080 0,605

* P < 0,10

**% P < 0,05

*%%x P < 0,01

**xxp < 0,001

NS no significativo
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REFERENCIA EN EL TEXTQ: Tabla LXIII.

Ensayo: Conversidén de celulosa en glucosa (% CC)}) a lo largo de la
fermentaciéon con P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a pretratamiento
alcalino.
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado P
variacién libertad cuadrados medio
o
Tratamientos 4 7290,828 1822,707 994,402
Error 15 27,481 1,832
Ensayo: Conversién de celulosa en glucosa (¥ CC) a lo largo de la
fermentacion con P.chrysosporium sobre O.nervosum sometido a pretratamiento
dcido.
Fuente de Gr gos Suma de Cuadrado P
variacién libertad cuadrados medio
*EE
Tratamientos 4 4373,412 1093,353  |437,228
Error 15 37,510 2,501
Ensayo: Conversién de celulosa en glucosa (¥ CC) a lo largo de la
fermentacidén con P.chrysosporium sobre G.nervosum sometido a pretratamiento
oxidante.
Fuente de Grados Suma de Cuadrado P
variacién 1ib&Ftad cuadrados medio
o
Tratamientos 4 497,416 124,354 |812,617
Error 15 2,295 0,153
Ensayo: Conversidon de celulosa en glucosa (% CC) a lo largo de 1la
fermentacidén con P.chrysosporium sobre O.nervosum nativo.
Fuente de Grados Suma de Cuadrado F
variacién libeFtad cuadrados medio
Tk
Tratamientos 4 866,568 216,642 758,733
Error 15 4,283 0,286
* P <0,10
**% P < 0,05
**% P ¢ 0,01
#xF%P < 0,001
NS no significativo -284-
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Efecto del pl en la hidrélisis enzimatica del Solka Floc HW200 a
distintas temperaturas, expresado como azicares reductores liberados:
(@) 300C, (x) 350C, (Q) 400C, @) 45°C (A) 500C y @)550C

Tiempo de hidrolisis : 4 horas

Relacion slido-liquido (p/v): 5%

Efecto del pH en la hidrélisis enzimitica del Solka Floc HW200 a
distintas temperaturas, expresado como glucosa liberada: (#) 300C,
{x)350C, (O} 400C, (0 450C () 500C y (M) 55°C

Tiempo de hidrolisis : 4 horas

Relacion sélido-liquido (p/v): 5%

Efecto del pH en la hidrélisis enzimatica del Solka Floc HW200 a
distintas temperaturas, expresado como relacién entre glucosa y
azhcares reductores liberados: (#) 300C, (x) 350C, (Q) 400C, @) 45¢C,(A)
500C y (W) 550C

Tiempo de hidrélisis : 4 horas

Relacion solido-liquido (p/v): 5%

fifecto del pH en la hidrélisis enzimdtica del Solka Floc HW200 a
distintas temperaturas en la recuperacion de enzimas, expresado como
porcentaje del valor inicial de proteinas en el medio de hidrélisis: (e)
300C, (x) 35¢C, (O) 400C, ([O) 450C (8) 500C y (M) 550C

Tiempo de hidrdlisis : 4 horas

Relacion solido-liquide (p/v): 5%

Efecto de fa proporeién de enzima (expresada como gramos de proteinas
por 100 g de sustrate) en la produccidn de azucares reductores duranie la
hidrolisis enzimdtica de Solka Floc 2HW200

Relacion sélido-liquido {p/v) : 5% (A} ¥y 10% (B)

Efecto de 1a proporcién de enzima (expresada como gramos de proteinas
por 100 g de sustrato) en la produccion de aztcares reductores durante la
hidrdlisis enzimatica de 0. nervosum nativo

Relacion solido-liquido (p/v) 1 5% (A} y 10% {B)

Kfecto de la proporeidn de enzima (expresada como gramos de proteinas
por 100 g de sustrato) en la produccion de azlicares reductores durante la
hidralisis enzimalica de . nervoswm pretratado con HeOg en medio
basico

Relacion solido-liquido (p/v) 5% (A) y 10% (B)

Efecto de la proporcién de enzima (expresada como gramos de proteinas
por 100 g de sustrato) en la produceién de azGcares reductores durante la
hidrolisis enziméatica de 3. nervosum pretratado con NaOH

Relacion sélido-liquido (p/v) @ 5% (A) y 10% (1)

Eficacia del complejo celulolitico {mg azcares reductores/UIPKF) (— 3 y
rendimiento de la hidrélisis (g azGeares reductores/100 myg celulosa)
) en funcién de la relacion E/S(ULPF/g celulosa inicial)

Tiempo de hidreolisis - 48 horas

Sustrato: (A) Solka Floc HW 200 v (B} O nervosum nativo
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tratar
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pretratamientos.
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diferentes pretratamientos.
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() nervosam nativo o sametido a diferentes pretratamientos.
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condiciones de pretratamiento con irradiacion ensayadas

Poreentaje de recuperacion de material inicial (expresado como peso
seco) {r) y composicion de los residuos sélidos obtenidos para las distintas
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Recuperacion de material inicial (expresado como porcentaje en peso
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seco) (r) y composicién de los residuos resultantes de la fermentacion con
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Recuperacion de material inicial (expresado como porcentaje en peso
seco) (r) y composicion de los residuos resultantes de la fermentacién con
P. chrysosporinm sobre O.nervesum sometido a pretratamiento oxidante

Produccién de glucosa por hidrélisis enzimatica (mg/100 mg sustrato) de.

los residuos resultantes de la fermentacion por P. chrysosporium sobre
O .nervosum nativo o sometido a diferentes pretratamientos

Produccion de azicares reductores por hidrdlisis enzimatica (mg/100 mg
sustrato) de los residuos resultantes de la fermentacion por P.
chrysosporium sohre () nervosum nativo o sometido a diferentes
pretratamientos
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