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ABREVIATURAS

5-HMF: 5-hidroximetilfurfural.
ABTS: 4cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)

AFEX: pretratamiento por explosion por vapor con amoniaco (“ammonia fiber
explosion/expansion”).

BPC: bioproceso consolidado.

CBD: dominio de unién a carbohidratos

CBH: celobiohidrolasa.

CDH: celobiosa deshidrogenasa

DAP: fosfato de diamonio

DNS: 4cido dinitrosalicilico.

DP: grado de polimerizacion.

EG: endoglucanasa.

ETBE: etil ter-butil éter.

EV: explosion por vapor.

FFV: vehiculo de combustible flexible (“flexible fuel vehicle”)
GELI: gases de efecto invernadero

HA: hidrolisis acida

HBT: 1-hidroxibenzotriazol

HE: hidrdlisis enzimatica.

HFS: hidrolisis y fermentacion separadas.
HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion.
LAP: del inglés “laboratory analytical procedures”
MPC: material pretratado completo.

MTBE: metil ter-butil éter.

NHA: N-hidroxi-N-fenilacetamida

p/p: relacion peso/peso.

p/v: relacion peso/volumen.

PMO: polisacarido-monooxigenasa



Abreviaturas

PSFS: presacarificacion y sacarificacion y fermentacion simultaneas.
rpm: revoluciones por minuto.

RSI: residuo sélido insoluble.

RSU: residuos solidos urbanos

SCFS: sacarificacion y co-fermentacion simultaneas.
SFS: sacarificacion y fermentacion simultaneas.

SI: solidos insolubles

SLM: sistema lacasa-mediador

ST: sélidos totales.

UFC: unidad formadora de colonia
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UPF: unidades sobre papel de filtro.

VIO: acido violtrico

XDH: xilitol deshidrogenasa

XI: xilosa isomerasa

XK: xiluloquinasa

XR: xilosa reductasa
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RESUMEN

Atendiendo a criterios de sostenibilidad, diversas directivas gubernamentales,
como la 2009/28/CE de la Union Europea, proponen el reemplazo paulatino de los
combustibles fosiles por otros de caracter renovables que permitan reducir al mismo
tiempo la dependencia del petréleo y las emisiones de gases de efecto invernadero.
Entre las alternativas disponibles hoy en dia, los biocarburantes liquidos como el
bioetanol o el biodiesel obtenidos a partir de biomasa lignoceluldsica (biocombustibles
de segunda generacion), representan una de las opciones mas atractivas para lograr los
objetivos propuestos en el sector transporte a corto-medio plazo. Dado su abundancia y
distribucion a nivel mundial, la paja de trigo utilizada como materia prima en esta Tesis
Doctoral supone un sustrato interesante para la produccion de bioetanol lignocelulésico,
gracias a su alto contenido en carbohidratos y a su bajo coste. Asimismo, al tratarse de
un residuo agricola no compite con otros mercados como el de la alimentacion humana,

evitando asi los conflictos éticos y morales que ello conlleva.

En la actualidad existen diferentes tecnologias para la produccion de bioetanol a
partir de biomasa lignoceluldsica. Entre ellas, la plataforma bioquimica basada en la
extraccion de los azucares por hidrolisis enzimatica y su posterior conversion mediante
un proceso de fermentacion, representa una de las opciones mas prometedoras para el
escalado del proceso a nivel industrial. Sin embargo, se trata de un proceso complejo, ya
que la estructura recalcitrante de la biomasa lignocelulosica dificulta la accesibilidad de
las enzimas a los carbohidratos e impide la liberacion de los aztcares. Por este motivo,
es necesario realizar una etapa de pretratamiento para alterar la estructura de los
diferentes componentes de la lignocelulosa y facilitar el ataque enzimético. De los
diferentes procedimientos descritos para llevar a cabo el pretratamiento de los
materiales lignoceluldsicos, los métodos fisico-quimicos entre los que se encuentra el
pretratamiento por explosion de vapor utilizado en este trabajo, han mostrado ser
sistemas eficaces para aumentar la accesibilidad de la celulosa a la degradacion

enzimatica, mejorando los procesos de produccion de etanol.

A pesar de los enormes avances realizados en los tltimos afos en las tecnologias
de produccién de etanol lignocelulésico, aun existen obsticulos que deben ser
superados para facilitar su comercializacion. Entre ellos, una mejor integracion de las

diferentes etapas del proceso y el correcto aprovechamiento de todas las fracciones de la
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biomasa, de manera que se pueda incrementar tanto los rendimientos de conversion

como la concentracidn final de etanol.

Una de las etapas clave durante el proceso de produccion de etanol es la
hidrolisis enzimatica. Durante esta etapa se liberan los azucares que posteriormente se
transforman en etanol, de manera que a mayores rendimientos de hidrolisis, mejores
seran los rendimientos de etanol. Tras el pretratamiento por explosion de vapor, el
material pretratado completo (MPC) normalmente es filtrado y lavado para obtener la
fraccion de residuos solidos insolubles (RSI) rica en celulosa y lignina (la hemicelulosa
es mayoritariamente solubilizada durante el pretratamiento). En este contexto, la lignina
residual presente en el RSI supone una barrera para la hidrélisis enzimatica de la
celulosa favoreciendo la unién de forma inespecifica de las enzimas hidroliticas y
disminuyendo los rendimientos de sacarificacion. Para mejorar la etapa de hidrdlisis de
la biomasa lignoceluldsica, un proceso de deslignificacion previo a la adicion de las
enzimas hidroliticas podria disminuir las uniones improductivas de estas enzimas en los
materiales pretratados, mejorando de ese modo los procesos de sacarificacion. Con este
objetivo, el uso de enzimas ligninoliticas como las lacasas o los sistemas lacasa-
mediador (SLM) representan una opcién interesante. Estas enzimas se han aplicado de
forma eficaz como agentes deslignificantes en otros sectores industriales, como la etapa

de blanqueo durante la fabricacion de pastas de papel.

En la presente Tesis, la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus se utilizé por si sola
0 en combinacidn con los mediadores sintéticos para el tratamiento del RSI de la paja de
trigo pretratada. Sin embargo, en todos los casos ensayados, el tratamiento con lacasa o
los SLM no produjo ningun incremento en la recuperacion de glucosa. Por el contrario,
presentd un efecto negativo, disminuyendo los rendimientos de sacarificacion.
Asimismo, los distintos tratamientos con lacasa/SLM no mostraron ningun efecto
significativo en cuanto a la modificacion del contenido de la lignina residual presente en
el RSI. Los tratamientos lacasa/SLM también se combinaron con un proceso de
extraccion alcalina, no observandose ningun efecto sinérgico que potenciase la
deslignificacion. No obstante, la extraccion alcalina por si sola si produjo un efecto
positivo en la recuperacion de glucosa, mostrando asimismo una reduccion del

contenido en lignina del RSI.
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Otro de los puntos clave para mejorar la rentabilidad del bioetanol
lignoceluldsico es el incremento de las concentraciones finales de producto. En este
contexto, el uso del MPC en lugar del RSI, supondria ventajas significativas como el
incremento en la concentracion de azucares (los azucares hemicelulosicos solubilizados
no se pierden), el ahorro en las cantidades de agua, la reduccion de las aguas residuales
generadas y la disminucién de los requisitos de equipamiento. Sin embargo, el empleo
del MPC como sustrato estd limitado por la presencia de ciertos compuestos
procedentes de la degradacion de la materia prima durante el pretratamiento que actuan

como inhibidores de las enzimas hidroliticas y los microorganismos fermentativos.

Entre los diversos métodos de destoxificacion desarrollados a dia de hoy, los
tratamientos in situ con lacasas representan una opcion muy apropiada, ya que se llevan
a cabo bajo unas condiciones de reaccion suaves, requieren poca energia, generan pocos
subproductos y no necesitan de equipamiento adicional. En este contexto, en la presente
Tesis se han valorado varias estrategias de destoxificacion con lacasa para la mejora de
los procesos de produccion de etanol a partir del MPC y del RSI de paja de trigo
pretratada por explosion por vapor. Los procesos de destoxificacion se han evaluado en
diferentes configuraciones de hidrélisis y fermentacion (sacarificacion y fermentacion
simultdneas [SFS], presacarificacion y sacarificaciéon y fermentacion simultaneas
[PSFS] y sacarificacion y co-fermentacion simultaneas [SCFS]), utilizando como
microorganismos fermentativos la cepa termotolerante Kluyveromyces marxianus
CECT 10875, la cepa industrial Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red y las cepas co-
fermentadoras de pentosas y hexosas S. cerevisiae F12 y S. cerevisiae KE6-12. Una
parte de este trabajo se realizo en colaboracion con el Dpto. de Ingenieria Quimica y
Biologica de la Universidad Tecnologica de Chalmers en Suecia. De forma general, se
puede establecer que el tratamiento con lacasa permitié mejorar la supervivencia celular
de los microorganismos utilizados durante la fermentacion del MPC, ofreciendo la
posibilidad de trabajar a mayores consistencias de sustrato e incrementando tanto la
concentracion final de etanol como los rendimientos de conversion y las
productividades volumétricas. Ademads, estos mismos efectos también se pudieron
observar al utilizar el RSI, permitiendo la fermentacidén de los materiales a altas cargas
de sustrato y alcanzando concentraciones de etanol superiores a la minima requerida

para un escalado industrial.
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ABSTRACT

In recent years, some policies, such as the European Union Directive
2009/28/EC, have been adopted under several binding sustainability standards to
gradually replace fossil fuels with other renewable alternatives for the reduction of both
the oil dependence and the greenhouse gas emissions. Among different available
possibilities, liquid biofuels (bioethanol and biodiesel) obtained from lignocellulosic
biomass (second generation biofuels) offers the most attractive options toward this goal

in the short-medium term.

Used as raw material in this Doctoral Thesis, wheat straw can represent an
abundant and widely distributed feedstock for lignocellulosic bioethanol production due
to its high carbohydrate content and low price. Furthermore, wheat straw is considered
as an agricultural waste and does not compete with food, avoiding ethical and moral

conflicts.

Nowadays, there are different technologies for second generation bioethanol
production. The biochemical platform, based on the enzymatic hydrolysis and the
subsequent fermentation by microorganisms of the carbohydrates contained in the plant
cell walls, is advantageous for scaling up the process to industrial levels. However, the
main disadvantage of the process lies in the recalcitrant to hydrolysis of lignocellulosic
biomass that hinders the accessibility of the enzymes to carbohydrates and, therefore,
prevents the release of sugars. In this context, a pretreatment step is necessary to alter
the structure of lignocellulose and to facilitate the enzymatic degradation. Among
different pretreatment technologies, physico-chemical methods, such as steam
explosion, used in the present work, have shown to be cost-effective to increase the

accessibility of cellulose to enzyme action, improving ethanol production.

In spite of the developments made in recent years, there are still several
challenges to overcome prior to a commercial lignocellulosic bioethanol production.
These challenges include a better process integration as well as the increase of product
concentration and final yields. Since the amount of sugars released is directly correlated
with the product concentration, i.e., the better the sugar yield, the higher the ethanol
production; the enzymatic hydrolysis constitutes one of the main bottlenecks during this
process. After steam explosion pretreatment, the whole pretreated material (slurry) can

be filtrated and washed in order to obtain the water insoluble solids (WIS) fraction,
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which mainly contains cellulose and lignin due to the extensive hemicellulose
solubilization during pretreatment. In this context, the residual lignin contained in the
WIS fraction represents an important limiting factor during the enzymatic hydrolysis of
cellulose, promoting the non-specific binding of hydrolytic enzymes and decreasing
saccharification yields. Hence, a delignification step prior to the addition of hydrolytic
enzymes may reduce unproductive bindings of these enzymes, enhancing the
saccharification stage. With this purpose, the use of ligninolytic enzymes such as
laccases or laccase-mediator system (LMS) can be a feasible option since these enzymes
have been effectively used as delignifying agents in other industrial processes such as

the biobleaching of paper pulps.

In the present work, Pycnoporus cinnabarinus laccase was used alone or in
combination with different synthetic mediators (LMS) with the aim of increasing the
sugar released from the WIS fraction by a delignification step. However, in all assayed
samples, the treatment with laccase or LMS did not increase the glucose recovery. On
the other hand, laccase/LMS treatment showed a negative effect by decreasing
saccharification yields. In addition, WIS samples showed no significant differences in
terms of lignin content. Laccase or LMS was also combined with an alkaline extraction,
but the results did not show any synergistic effect on delignification. By contrast, the
alkaline extraction alone led to a better glucose recovery, showing a reduction in the

lignin content of WIS.

Another key aspect toward a suitable lignocellulosic bioethanol production is the
increase of final product concentrations. In this context, the use of whole slurries instead
of WIS fraction could offer several advantages such as increasing the concentration of
sugars (soluble sugars from hemicellulose are not lost), saving freshwater and reducing
wastewater and equipment requirements. However, the presence of certain degradation
compounds limits the use of slurry for ethanol production as they can inhibit hydrolytic

enzymes and fermenting microorganisms.

Compared to other detoxification methods, the use of laccases involves fewer
inhibitory sub-products, little waste generation and mild reaction conditions. Moreover,
laccases offer the possibility to be used directly (in situ), without the need of performing
any additional step that increases the process costs. In this context, this Doctoral Thesis

has assessed several laccase detoxification strategies for improving ethanol production
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from the whole slurry or WIS fraction obtained after a steam explosion pretreatment of
wheat straw. Detoxification processes have been evaluated in different configurations of
hydrolysis and fermentation (simultaneous saccharification and fermentation [SSF],
presaccharification and simultaneous saccharification and fermentation [PSSF] and
simultaneous saccharification and co-fermentation [SSCF]), using the thermotolerant
strain Kluyveromyces marxianus CECT 10875, the industrial strain Saccharomyces
cerevisiae Ethanol Red and the xylose-consuming S. cerevisiae F12 and S. cerevisiae
KE6-12 as fermentative microorganisms. Part of this work was performed in
collaboration with the Department of Chemical and Biological Engineering of Chalmers
University of Technology in Sweden. As main outcomes using the slurry, laccase
treatment improved the survival of fermenting microorganisms, offering the possibility
of working under higher substrate consistencies and increasing ethanol concentration,
volumetric productivities and final yields. Furthermore, when using the WIS fraction
the same effects were also observed, allowing the fermentation of broths at high dry
matter consistencies and reaching higher ethanol concentrations than the minimum

required for an industrial process.
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1. INTRODUCCION

A pesar de la gran diversificacion del sector energético en los tltimos afios, los
combustibles fosiles contintian siendo a dia de hoy la principal fuente de obtencion de
energia. Esta dependencia, junto al incremento en la demanda energética por el continuo
desarrollo de la sociedad mundial, establece una situacion delicada para el entorno en el
que vivimos, dada la relacion existente entre la utilizacion de estas fuentes de energia y
diversos procesos perjudiciales para el medioambiente. Uno de los efectos claros
derivados del uso masivo de estos recursos es el aumento en las emisiones de gases de
efecto invernadero (GEI). Por ejemplo, el CO,, que representa el 77% de los GEIL ha
elevado sus emisiones en un 80% los Gltimos 40 afios y ha contribuido al incremento en
la temperatura media global, provocando el deshielo de los casquetes polares y el
consiguiente aumento del nivel del mar (IPCC, 2008). Otro dato negativo a tener en
cuenta es la imposibilidad de regeneracion de los recursos fosiles, lo que limita su

utilizacion a largo plazo y podria ocasionar una crisis energética a nivel mundial.

Ante esta perspectiva urge la necesidad de buscar y desarrollar alternativas
renovables y mas sostenibles con el medio ambiente. En los ultimos afios, se han
propuesto diferentes opciones para el reemplazo de los recursos energéticos actuales
entre los que podemos destacar la energia solar fotovoltaica, la energia eolica, la energia
hidroeléctrica o la biomasa entre otros. El uso de estas alternativas implica
principalmente el aprovechamiento de los recursos naturales por lo que sus procesos

minimizan el peligro para el habitat donde se generan y/o se utilizan.

1.1. El sector del transporte y los biocombustibles

Dentro del sector energético, el transporte presenta una dependencia del 98% de
los combustibles derivados del petroleo y supone el 30% de las emisiones totales de
GEI (Gomez y col.,, 2008). Con estos precedentes y atendiendo a criterios de
sostenibilidad, diferentes organismos internacionales han establecido ciertos pardmetros
para la sustitucion paulatina de estos carburantes de origen fosil por otros de naturaleza
renovable. Concretamente, la directiva de la Union Europea relativa al fomento y uso de
energia procedente de fuentes renovables (Directiva 2009/28/CE, 2009) ha fijado una
participacion del 20% de estas energias en el consumo de energia primaria para el afio

2020. Asimismo, esta directiva establece la participacion de los biocombustibles y otros
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carburantes renovables en un 10% dentro del sector transporte. Acorde a esta directiva,
Espafia ha determinado mediante el Plan de Energias Renovables (PER, 2011) una
aportacion de los biocarburantes del 9,2% en el sector transporte y del 11,3% en el
conjunto de las energias renovables para el afio 2020. Asimismo, este plan recoge una
contribucion del total de las energias renovables en el consumo energético final para
dicho afio del 20,8%, rebajando la cifra del 22,7% establecida en 2010 por el Plan de
Accion Nacional de Energias Renovables (PANER, 2010).

Entre las principales alternativas disponibles actualmente, los biocombustibles
liquidos como el bioetanol y el biodiesel representan una opcién viable para el remplazo
de las energias tradicionales en un periodo medio-corto. Estos biocarburantes no sélo
ayudan a combatir el cambio climético y a reducir la dependencia energética de los
productos petroliferos sino que, al igual que el resto de energias renovables, también
contribuyen a la generacion de empleo y al desarrollo del medio rural. Desde el punto
de vista comercial, los biocombustibles pueden emplearse de forma directa o mezclados
con los combustibles fosiles distribuidos a dia de hoy (gasolina o gaso6leo). Ante este
escenario, el bioetanol, por ejemplo, puede emplearse de forma directa (E100) o
mezclado a distintas proporciones con la gasolina, siendo las mezclas E10 (90%
gasolina + 10% etanol) y E85 (15% gasolina + 85% etanol) las mezclas mas comunes.
Los motores para la utilizacion directa de bioetanol necesitan una modificacion previa,
mientras que para la utilizacién de mezclas E10 no se requiere ninguna transformacion
de los sistemas de combustion. Por otro lado, las mezclas comprendidas entre E10 y
E85 se utilizan en los vehiculos denominados FFV (Flexible Fuel Vehicle) que permiten
detectar la proporcion de la mezcla y adaptar los sistemas de inyeccion e ignicion en
cada situacion. Ademas, el etanol también puede transformarse en etil ter-butil éter
(ETBE) y emplearse como sustituto del metil ter-butil éter (MTBE) (usado como
alternativa al tetraetilo de plomo) para mejorar el octanaje y eliminar los efectos dafiinos

del MTBE.

En un contexto historico, el etanol ha sido utilizado como carburante desde los
principios del transporte motorizado. A mediados del siglo XIX, Nicholas Otto utilizd
este compuesto para el funcionamiento del primer motor de combustion interna,
mientras que Henry Ford lo utilizaria como combustible para su cuadriciclo a finales del
mismo siglo. Debido a la alta disponibilidad de petroleo, durante el siglo XX no pudo

desarrollarse una tecnologia de producciéon de etanol eficaz. Sin embargo, las
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necesidades actuales han incrementado notablemente la sintesis de este biocombustible
a partir de materias primas renovables, siendo explotado incluso de forma comercial en
paises como Brasil o Estados Unidos (dos Santos-Bernardes, 2011). En Europa, como
se ha comentado con anterioridad, la Directiva de promocion de Energias Renovables
(Directiva 2009/28/CE, 2009) fija un objetivo global del 20% de energias renovables en
el consumo total de energia y una cuota del 10% de energias renovables en el transporte,
incluidos los biocombustibles, en 2020. Para logar esta meta sin provocar riesgos de
alteracion de precios de los productos alimentarios o pérdidas de biodiversidad, los
biocarburantes deben cumplir unos criterios de sostenibilidad y, al menos el 40% de su
produccidn, tendra que estar basada en biocarburantes de segunda generacion que no
procedan de materias primas alimentarias. Los biocarburantes que se produzcan o
importen en la UE deberdn ofrecer al menos una reduccion del 35% en las emisiones de
carbono (que aumentara progresivamente al 45% en 2013 y 50% en 2017) y no deberan
provenir de bosques, humedales ni areas naturales protegidas. Solo los biocombustibles
que cumplan los requisitos de sostenibilidad recogidos en la Directiva podran
contabilizar para el cumplimiento de los objetivos europeos. En este contexto, la Union
Europea estd apoyando la investigacion sobre biocarburantes de segunda generacion,
tales como el biodiesel Fischer-Tropsch, el biodimetiléter (bio-DME) o el etanol

lignocelulosico.
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1.2. Bioetanol a partir de biomasa lignocelulosica

La biomasa es definida como toda materia organica originada de forma
inmediata en un proceso bioldgico espontaneo o provocado, utilizable como fuente de
energia. Historicamente, la biomasa ha sido la mayor fuente energética para el ser
humano desde sus origenes y aiin contribuye en un 10-14% al abastecimiento energético
mundial (McKendry, 2002). A partir de la biomasa se pueden obtener diferentes tipos
de biocombustibles tanto soélidos (astillas, pellets), liquidos (bioetanol, biodiesel) o
gaseosos (metano). Como se observa en la Figura 1.1, gracias al proceso de fotosintesis,
el CO, presente en la atmdsfera puede ser fijado para la produccion de biomasa, por lo
que la posterior combustion de la biomasa o la de sus productos derivados genera unas
emisiones netas de CO; nulas o cercanas a cero, permitiendo mitigar los incrementos de

GEI (Gémez y col., 2008).

Atmosfera

10-100 10-100

afios CO2 afos

Energia de la
BIOMASA

Figura 1.1.- Ciclo del carbono relativo a las energias renovables procedentes de la

biomasa.

Teniendo en cuenta la materia prima de partida, los biocombustibles obtenidos a
partir de biomasa pueden clasificarse en primera, segunda, tercera y cuarta generacion
(Alvarez-Maciel C, 2009). La primera generacion utiliza biomasa con alto contenido en
azucares, almidon o aceites, como son la cafa de azucar, el grano de maiz o de trigo o
las semillas de girasol. Por el contrario, los combustibles de segunda generacion derivan
de productos de desecho como los residuos organicos y los materiales lignocelulosicos.
Las fuentes empleadas para la produccién de biocombustibles de segunda generacion
pueden clasificarse en residuos agricolas (bagazo de cafia de aztcar, paja de trigo, paja

de arroz, etc.), maderas duras (alamo, chopo, etc.), maderas blandas (pino, abeto, picea),
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residuos celulosicos (residuos de papel, residuos de la industria de la madera y el papel,
etc.), biomasa herbacea (alfalfa, alpiste, etc.) y residuos solidos urbanos (RSU)

(Cardona y Séanchez, 2007).

Entre estos materiales, la paja de trigo supone una opcion interesante ya que esta
disponible a escala mundial y, tras tener en cuenta su uso en alimentacidén animal, el
60% de la produccion anual estimada puede emplearse con fines energéticos. Por otro
lado, la tercera generacion representa una evolucion de la segunda y utiliza materiales
como cultivos bioenergéticos modificados de crecimiento rapido (arboles con menor
contenido en lignina o lignina modificada) o las algas y las microalgas. Finalmente, la
cuarta generacion aun se encuentra en fase tedrica y utiliza microorganismos
genéticamente modificados para transformar directamente el CO; en el biocombustible
deseado, principalmente etanol. Entre las diferentes generaciones, la segunda presenta
ciertas ventajas en relacion a diferentes conflictos éticos como la utilizacion de
alimentos para fines energéticos (primera generacion) y en cuanto a su disponibilidad
inmediata (tercera y cuarta generacion). Ademads, los materiales utilizados en la
produccion de biocombustibles de segunda generacion son abundantes y se consideran
productos de desecho, por lo que no representan un coste adicional elevado y el

potencial para abaratar el precio final del producto tiene un margen mayor.

En el ano 2011, el principal biocombustible obtenido a partir de biomasa fue el
etanol, cuya producciéon mundial superd los 10" litros (Lichts, 2012). Sin embargo, el
porcentaje actual de produccion de bioetanol de segunda generacion respecto al de
primera representa una infima parte debido a que la tecnologia no esta totalmente
desarrollada a nivel industrial por la complejidad que representa la conversion de los

materiales lignocelulésicos.

1.2.1. Composicion y estructura de los materiales lignocelulosicos

La lignocelulosa es el componente estructural de la pared celular de las plantas
y, con una produccion anual estimada de 10° toneladas, se considera la mayor fuente de
energia y materia organica renovable de la biosfera (Reddy and Yang, 2005). Los
componentes principales que forman los materiales lignoceluldsicos son la celulosa, la
hemicelulosa y la lignina, y sus cantidades varian dependiendo del tipo de material asi

como de la especie. En la Tabla 1.1 se muestra la composicion de diversos materiales
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lignocelulosicos donde se puede observar la variacion en el contenido de las distintas

fracciones.

Tabla 1.1.- Composicion de diferentes materiales lignocelulosicos utilizados en la produccion de
bioetanol

hgi;g;a Glucano Xilano Arabinano Galactano Manano Lignina Referencia
Maderas blandas:
Picea 49,9 53 1,7 2,3 12,3 28,7 Soderstrom y
col. 2003
Pino 41,9 5,5 1,7 2,9 11,7 28,6

Tiany col., 2010

Maderas Duras:

Sauce 43,0 14,9 1,2 2,0 3,2 26,6 Sassner y col.,
2006
Chopo 43,5 15,5 1,5 2,3 2,5 26,2 Negro y col.,
2003
Abedul 49,9 18,5 - - 1,2 22,8 Hayn y col.,
1993

Otros:
Paja de 40,7 23,7 1,3 2,6 - 17,0 Tomas-Pejo y
trigo col., 2009a
Paja de 33,1 20,2 3,8 0,9 - 16,1 Garcia-Aparicio
cebada y col., 2006
Bagazo de 37,2 21,1 1,7 1,2 - 26,0 Ohgren y col.,
maiz 2006
Residuo de 40,1 18,4 - 0,3 0,9 21,7 Barta y col.,
cafilamo 2010
Ramén de 25,0 11,1 4,7* 16,6 Manzanares y
olivo col., 2011
RSU 37,5 - 5,0 - - - - 21,9 - Ballesteros y
43,9 5,8 29,1 col., 2010

* El dato representa los azlcares arabinosa, galactosa y manosa en conjunto

A pesar de las fluctuaciones entre las distintas fracciones, la celulosa es el
componente estructural mayoritario. Se trata de un polimero lineal construido por
residuos de glucosa que se unen entre si mediante enlaces glucosidicos B (1—4) cuyo
grado de polimerizacion puede alcanzar las 15000 unidades. Durante su formacion,
dado que los enlaces tienen lugar entre el carbono anomérico 1 (C1) (con poder
reductor) de uno de los residuos con el grupo hidroxilo del carbono en la posicion 4
(C4) del otro, el carbono anomérico no involucrado en la uniéon puede continuar
reaccionando con otras unidades de glucosa, permitiendo la elongacion del polimero y

generando a su vez dos extremos: uno reductor y otro no reductor.

Gracias a la presencia de los grupos hidroxilos laterales de las unidades de
glucosa, los polimeros de celulosa pueden interaccionar entre si a distintos niveles
mediante la formacion de puentes de hidrégeno y fuerzas de van der Waals,

conformando una fibra. La Figura 1.2 muestra las diferentes interacciones y
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agrupaciones que ocurren durante la formacion de una fibra de celulosa. En primer
lugar, la interaccidon entre polimeros lineales genera la aparicion de las microfibrillas,
que en un nivel de orden superior se agrupan en macrofibrillas, que a su vez originan

finalmente la fibra de celulosa.

a) Fibra de celuloza

b} Macrofihrilla

& Cadenas = B e &
de Celulosa D-Q-Oﬁ-n-qn
O QG
O Q@

Figura 1.2.- Estructura de la celulosa mostrando las distintas jerarquias de
agrupacion: (a) fibra de celulosa, (b) macrofibrilla, (c) microfibrilla y (d) polimeros

lineales de celulosa. Fuente: http://nutrition.jbpub.com/resources/chemistryreview9.cfm

El alto grado de compactacion descrito para la celulosa establece una estructura
cristalina muy estable, ya que la funcion principal de esta fibra es la de conferir rigidez
y firmeza. No obstante, la accion de diversas fuerzas mecénicas, como el viento o la
compresion longitudinal durante el crecimiento, provocan ciertas alteraciones a lo largo
de la fibra conocidas como dislocaciones (Terziev y col., 2005). Tradicionalmente se
pensaba que estas zonas carecian de estructura definida, ya que presentan un grado de
cristalinidad inferior y la susceptibilidad a la degradacion es mayor en comparaciéon al
resto de la fibra (Dai y Fan, 2011; Thygesen y col., 2011). Sin embargo, como puede
verse en la Figura 1.3, las dislocaciones manifiestan una refringencia tipica de las
estructuras cristalinas aunque en una orientacion diferente, por lo que se puede entender
que la estructura de la celulosa no se pierde y que el inico mecanismo que tiene lugar es

el cambio de direccion de la fibra (Thygesen y col., 2011; Hidayat y col., 2012).
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Figura 1.3.- Fotografia de una fibra de celulosa bajo microscopia de luz polarizada en
diferentes angulos demostrando la cristalinidad de las dislocaciones (izquierda,
adaptado de Thygesen y col, 2011). Adaptacion del modelo tradicional de
dislocaciones sin estructura definida a un modelo de estructura cristalina con una

orientacion diferente al resto de la fibra (derecha).

Algunos autores, realizando un estudio a escala inferior, han determinado que la
fibra de celulosa presenta regiones desordenadas periodicas (cada 150 nm) a las que se
conoce como celulosa amorfa (Bhattacharya y col., 2008). De esta manera, las fibras de
celulosa se pueden dividir estructuralmente en zonas cristalinas y zonas amorfas. La
Figura 1.4 muestra las zonas cristalinas y amorfas de la celulosa asi como sus

repeticiones secuenciales.
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Figura 1.4.- Imagen de microscopia de fuerza atomica (izquierda) y esquema
representativo (derecha) de las regiones cristalinas y amorfas observadas en la fibra de

celulosa (adaptado de Bhattacharya y col., 2008).

Junto a la celulosa, la hemicelulosa forma parte de la fraccion azucarada de la
pared celular de las plantas. Sin embargo, mientras que la celulosa conforma un
homopolimero lineal con una estructura cristalina, la hemicelulosa constituye un
heteropolimero con organizacion ramificada. El grado de polimerizacion de la
hemicelulosa es muy inferior al de la celulosa, y varia entre 70 y 200 unidades. Al
tratarse de un heteropolimero, los componentes monoméricos que forman la
hemicelulosa son varios y pueden clasificarse en hexosas (glucosa, manosa, galactosa y
ramnosa), pentosas (xilosa y arabinosa), acidos uronicos y grupos acetilo (Fengel y
Wegener, 1989). La cantidad de cada uno de estos componentes varia dependiendo del
material lignoceluldsico y en funcion de la unidad mayoritaria se pueden establecer
distintos tipos de hemicelulosas. De esta manera, cuando la cadena principal estd
formada por un solo compuesto, podemos encontrar los xilanos, mananos, glucanos o
galactanos, mientras que cuando la cadena principal presenta diferentes sustituciones
aparecen los glucuronoxilanos, arabinoxilanos, glucomananos, galactoglucomananos,

xiloglucanos, arabinogalactanos, etc. (Brett, y Waldron, 1996).

Como se muestra en la Tabla 1.1, los materiales lignocelulosicos pueden
clasificarse en maderas duras (plantas angiospermas), maderas blandas (plantas

gimnospermas) y herbaceas. En las maderas duras, los polimeros hemicelulosicos mas
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abundantes son el xilano y el glucuronoxilano con sustituciones frecuentes de grupos
acetilo, mientras que en las maderas blandas el galactoglucomanano y el
arabinoglucuronoxilano son las cadenas mayoritarias (Dahlman y col., 2003; Fengel y
Wegener, 1989). Por otro lado, los materiales herbaceos estan constituidos por una
fraccion hemiceluldsica similar a la que presentan las maderas duras, aunque las
sustituciones con grupos acetilo se encuentran en menor proporcion. Como ejemplo
concreto, el polimero hemiceluldsico mayoritario en la paja de trigo es el xilano, el cual,
esta frecuentemente sustituido por unidades de a-L-arabinofuranosa formando cadenas
de arabinoxilano (Sun y Tomkinson, 2002). Asimismo, también se pueden encontrar
otros sustituyentes de la cadena de xilosa como son la galactosa, los grupos acetilo, el

acido glucuronico o el acido 4-O-metil-glucurdnico (Sun y col., 2005a, 2005b).

Debido a que el polimero de hemicelulosa se encuentra intimamente ligado a la
celulosa y a la lignina, su funcidon es la de actuar como nexo de unidon entre ambos

componentes.

La lignina es el tercer constituyente mayoritario de los materiales
lignocelulodsicos y su funcion principal es la de proveer resistencia y proteccion frente a
la degradacion quimica y biologica. Las unidades a partir de las cuales se construye este
polimero son el p-hidroxifenilo (H), el guayacilo (G) y el siringilo (S), que a su vez
derivan de los respectivos alcoholes cinamilicos p-cumadrico, coniferilico y sinapilico
(Martinez y col., 2009). Como se puede observar en la Figura 1.5, la principal diferencia
entre las tres unidades radica en las substituciones de los grupos metoxilos presentes en

el anillo aromatico.
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Figura 1.5.- Estructuras quimicas de las unidades H (izquierda), G (centro) y S

(derecha) que conforman el polimero de lignina.
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Durante la formacion de la lignina, las distintas unidades se ensamblan unas con
otras mediante un proceso de acoplamiento oxidativo. Al igual que se mencion6 para la
hemicelulosa, la extension asi como la composicion en las distintas unidades de la
lignina varian dependiendo de las especies. En este contexto, la lignina formada en las
maderas duras presenta un contenido mayoritario en unidades S y G con pequeias
trazas de unidades H, mientras que la lignina presente en las maderas blandas contiene
principalmente unidades G con pequefias cantidades de unidades H (Sannigrahi y col.,
2010). Los materiales herbaceos presentan un polimero de lignina que contiene las tres
unidades en diferentes proporciones y, ademds, incorporan diferentes acidos
hidroxicindmicos (principalmente p-cumarico y fertlico) que actiian como nexos de
unidn entre la lignina y la hemicelulosa. En el caso de la paja de trigo, la lignina puede
representar hasta el 25% del peso seco total y estd compuesta por aproximadamente un
5% de unidades H, un 49% de G y un 46% de S (Laureano-Pérez y col., 2005; Tomas-
Pejo y col., 2008a; Buranov and Mazza, 2008). Asimismo, los porcentajes de acido

ferulico y 4cido p-cumarico pueden alcanzar alrededor del 5% de forma individual.

Como compuestos adicionales a los ya mencionados, los materiales
lignocelulodsicos incluyen otros elementos en menores proporciones: las pectinas, los
extractivos y las cenizas. Las pectinas tienen una funcidn relacionada con la porosidad
de la pared celular y son polisacaridos formados principalmente por unidades de acido
galacturénico y, en menores proporciones, ramnosa, arabinosa y galactosa (Brett, y
Waldron, 1996). Los extractivos son un grupo heterogéneo encargados del color, olor
y/o la resistencia frente ataques microbianos e incluyen grasas, ceras, alcaloides,
proteinas, mucilagos, gomas, resinas, etc. Por ultimo, las cenizas representan el

conjunto de compuestos inorganicos, tales como las sales o los metales pesados.

Debido a la extensa variabilidad descrita en la composicion quimica, la
estructura tridimensional que conforman los diferentes componentes lignocelulosicos es
muy compleja. Las uniones que tienen lugar durante la biosintesis de la lignocelulosa
pueden ser de caracter covalente (enlaces tipo glucosidico, éster o éter) o no covalentes
(puentes de hidrogeno, fuerzas de van der Waals e interacciones ionicas o hidrofobicas)
y proporcionan una configuracion muy compacta que confiere alta resistencia a la

ruptura y desorganizacion (Carpita and Gibeaut, 1993; Brett, y Waldron, 1996).
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De forma general, la pared celular de las plantas se divide en tres capas: lamina
media, pared primaria y pared secundaria (Bidlack y col., 1992; Brett y Waldron, 1996).
La lamina media representa una capa delgada y rica en pectinas que se sitiia en la parte
exterior, por lo que establece contacto entre las células adyacentes. A continuacion de la
lamina media se sittian la pared primaria y la pared secundaria. La pared primaria
tiene un grosor de 0,1-1 um y estd compuesta por celulosa, hemicelulosa, pectinas y
proteinas. Por otro lado, la pared secundaria deriva a su vez de la pared primaria vy,
aunque no esta presente en todos los tipos celulares, representa la capa mas importante
desde un punto de vista cuantitativo. A diferencia de la pared primaria, la pared
secundaria incorpora la lignina entre sus elementos. Este compuesto se encarga de
cubrir la celulosa y la hemicelulosa generando una matriz estructural con un grosor
considerablemente superior al resto de capas. Dentro de la pared secundaria se
distinguen a su vez tres subcapas: S1, S2 y S3, y la diferencia entre ellas radica en la

orientacion de las fibras de celulosa: transversal (S1 y S3) o longitudinal (S2).

La Figura 1.6 muestra un ejemplo de como los distintos componentes
estructurales de los materiales lignoceluldsicos pueden organizarse y establecer una

configuracion tridimensional.
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Figura 1.6.- Esquema de interaccion tridimensional entre los distintos componentes

(celulosa, hemicelulosa y lignina) de una angiosperma herbdacea (adaptado Bidlack y

col., 1992).
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1.2.2. Produccion de bioetanol lignocelulosico mediante procesos

bioquimicos

Bajo un punto de vista operacional, en la actualidad existen dos vias que se
diferencia en los procesos que involucran para la produccion de bioetanol a partir de
materiales lignoceluldsicos: la plataforma termoquimica y la bioquimica (Dwivedi y
col., 2009). En el caso de la produccién de etanol por procesos termoquimicos, la
biomasa se somete a altas temperaturas (800-1400 °C) transforméndose en gas de
sintesis (H, y CO), que es convertido posteriormente a etanol mediante la utilizacion de
catalizadores quimicos metdlicos. Por otro lado, la conversion de biomasa
lignocelulosica mediante procesos bioquimicos se basa principalmente en la obtencion
de los azicares monoméricos y su posterior transformacion a etanol tras un proceso de
fermentacion. A pesar de no existir una diferencia clara entre ambas plataformas, el
empleo de catalizadores bioquimicos permite llevar a cabo el proceso a temperaturas
mas suaves y las reacciones tienen lugar con una alta especificidad sin generar

subproductos derivados.

Composicionalmente, los materiales lignoceluldsicos son una materia prima
adecuada para la produccion de etanol mediante procesos bioquimicos, ya que el
porcentaje de azucares puede representar hasta el 75% del peso seco total (Laureano-
Pérez y col., 2005; Wyman, 1996). El proceso de hidrdlisis mediante el cual se obtienen
los azucares fermentables (mondmeros) puede llevarse a cabo tanto de forma quimica
como enzimdtica. En el caso de la hidrélisis acida (HA), la ruptura de los enlaces
presentes entre los residuos azucarados se produce mediante el empleo en forma
concentrada o diluida de catalizadores quimicos como el acido sulfurico, el acido
clorhidrico, etc. Aunque la HA es un método rapido y efectivo, acarrea importantes
desventajas como los elevados costes de recuperacion del catalizador o la necesidad de
una etapa de neutralizacion previa a la fermentacion (Galbe y Zacchi, 2002; Olsson y
col., 2005). En este contexto, la hidrolisis enzimatica (HE) representa una alternativa
sostenible que, en comparacion a los procesos de HA, plantea las siguientes mejoras

(Taherzadeh y Karimi, 2007; Tomas-Pejo y col., 2008a):

- Permite obtener mayores rendimientos de conversion.
- El proceso se lleva a cabo en condiciones suaves.

- Requiere menos energia.
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- No es necesaria la utilizacion de equipamiento especial, como por ejemplo el
uso de materiales resistentes a la corrosion.

- Genera menos subproductos inhibidores para la etapa de fermentacion.

Como contrapunto a los beneficios de la HE, las etapas de obtencion y
purificacién de enzimas suponen un coste importante del proceso que se traduce en un
incremento del coste final del etanol. Asimismo, la estructura altamente organizada de
los componentes de la biomasa lignoceluldsica supone una barrera fisica que dificulta la
accesibilidad de las enzimas a las fracciones azucaradas. En este contexto, la realizacion
de una etapa de pretratamiento resulta imprescindible para mejorar los procesos de HE

y, por consiguiente, incrementar los rendimientos del proceso global.

Actualmente, el proceso de produccion de etanol mediante la ruta bioquimica
consta de las siguientes etapas: pretratamiento, hidrolisis enzimatica, fermentacion y

destilacion.

1.2.2.1. Pretratamiento

El pretratamiento es una etapa fundamental durante el proceso de producciéon de
etanol, durante el que se altera la estructura nativa de las fibras para facilitar la
accesibilidad de las enzimas a los materiales lignocelulosicos. Teniendo en cuenta este
objetivo, el pretratamiento debe ser capaz de disminuir la cristalinidad de la celulosa y
su grado de polimerizacion. Ademas, el area superficial accesible y el grado de
porosidad del material pretratado deben ser superiores en relacion al material de partida

(Taherzdeh y Karimi, 2008).

A pesar de considerarse una etapa indispensable, el pretratamiento puede llegar a
representar un tercio del coste global en la producciéon de etanol (Lynd, 1996). En este
contexto, la comunidad cientifica ha llevado a cabo numerosos esfuerzos para el
desarrollo de una tecnologia que pueda usarse como método de pretratamiento eficaz y
a un coste razonable (Alvira y col., 2010; Tomas-Pejo y col., 2011). Actualmente, los
métodos de pretratamiento mds utilizados pueden clasificarse en fisicos, quimicos,

fisico-quimicos o biologicos.

Los pretratamientos fisicos, como la molienda o la extrusiéon, se basan

principalmente en el uso de fuerzas de impacto o cizalla. Estos procesos se encargan de
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reducir el tamafio de particula y desestructurar las fibras, aumentando el area superficial
accesible. Por otro lado, durante los pretratamientos quimicos, el uso de compuestos
acidos (diluidos o concentrados), bases, solventes orgénicos, compuestos oxidantes o
liquidos i6nicos, provoca una modificacion en la composicion y estructura de los
materiales, aumentando su digestibilidad. En relacion a los procesos fisico-quimicos, el
efecto ocasionado por la combinacion de la accidon fisica (cambio de temperaturas,
presiones, etc.) y quimica (empleo de 4cidos, solventes, etc.), permite la modificacion
estructural de la biomasa lignocelulosica, facilitando la extraccion de sus componentes.
Los sistemas fisico-quimicos mas empleados son la explosion por vapor (EV) (con o sin
catalizador), el pretratamiento con agua caliente en fase liquida, la explosioén por vapor
con amoniaco (AFEX) y la oxidaciéon humeda. Por ultimo, los procesos biolégicos

implican el uso de microorganismos ligninoliticos o sus enzimas.

En la eleccion del método adecuado de pretratamiento hay que tener en cuenta
una serie de factores (Yang y Wyman, 2008). En primer lugar, el sistema debe ser
versatil, es decir, que pueda ser utilizado con un amplio rango de materiales. Ademas,
debe poder trabajar en reactores de bajo coste y con un tamano adecuado. Los
requerimientos energéticos tienen que ser bajos y debe facilitar la recuperacion de todos
los componentes de forma que ofrezca la posibilidad de obtener productos con valor
anadido (futuras biorefinerias). Por ultimo, la degradacion de azucares debe ser minima,
ya que son la materia prima para la produccion de etanol y los compuestos derivados

son inhibidores para las etapas posteriores de hidrolisis y fermentacion.

1.2.2.1.1. Procesos de biodeslignificacion

Entre los factores fisico-quimicos y de composicién que contribuyen a la
resistencia de la hidrolisis enzimatica de los materiales lignocelulodsicos, la lignina juega
un papel muy importante al ejercer de barrera fisica y formar uniones inespecificas con
las enzimas hidroliticas. De esta manera, un proceso de deslignificacion puede aumentar
la accesibilidad de las enzimas mediante el incremento en el nimero de poros y del area
superficial accesible, mejorando asi los rendimientos de HE (Yu y col, 2011).
Pretratamientos como la ozondlisis, la explosion con CO, o los métodos bioldgicos son
capaces de disminuir el contenido de lignina de la biomasa (Alvira y col., 2010; Tomas-
Pejo y col., 2011). Entre ellos, los sistemas de biodeslignificacién suponen una opcion

prometedora frente al resto de métodos, gracias a que permite alcanzar altos
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rendimientos con un impacto medioambiental bajo. Ademads, estos sistemas, y
especialmente la deslignificacion enzimatica, se han aplicado con éxito en otros sectores
de la industria lignoceluldsica, incluyendo el proceso de blanqueo de pastas en la
industria papelera (Ibarra y col., 2006a; Camarero y col., 2007). Todo ello hace que los
sistemas biologicos de deslignificacion estén generando gran atencion en la
transformacion industrial de la biomasa lignocelulésica para la produccion de
materiales, productos quimicos, biocombustibles y energia (Ruiz-Duefias y Martinez,

2009).

En la naturaleza existen diferentes microorganismos capaces de degradar la
lignina, entre los que se incluyen mayoritariamente hongos y algunas bacterias. Los
hongos basidiomicetos son los principales responsables del inicio de la descomposicién
de la biomasa vegetal. Considerando aspectos macroscopicos, estos hongos pueden
clasificarse como basidiomicetos de podredumbre parda, cuando generan un residuo
de color parduzco tras la modificacion parcial de la lignina y la degradacion de los
azucares, o basidiomicetos de podredumbre blanca, donde una vasta degradacion de
la lignina deja al descubierto las fracciones de hemicelulosa y celulosa de color

blanquecino (Martinez y col., 2005).

Los microorganismos de podredumbre blanca han desarrollado un sistema
extracelular de enzimas oxidativas con actividad inespecifica, que les permite
despolimerizar y mineralizar la lignina de forma muy eficiente. Este proceso puede
realizarse simultdneamente a la degradacion de la celulosa, o de manera secuencial y
selectiva. Las proteinas que integran el sistema enzimatico de estos microorganismos
incluyen las lacasas, diferentes peroxidasas ligninoliticas y otras oxidasas y reductasas,
asi como compuestos de bajo peso molecular que actian como mediadores (Martinez y

col., 2005).

Las lacasas (EC 1.10.3.2) son proteinas multicobre que catalizan la oxidacion de
fenoles sustituidos, anilinas y tioles aromaticos a sus correspondientes radicales, con la
consiguiente reduccion del oxigeno molecular a agua (Mayer y Staples, 2002). Estas
enzimas son producidas por algunas plantas, bacterias y hongos, siendo una
caracteristica tipica de los basidiomicetos de podredumbre blanca (Kéadrik, 1965).
Debido a su bajo potencial redox, las lacasas so6lo pueden actuar sobre las unidades

fendlicas de la lignina, las cuales representan un pequeno porcentaje del total de la
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lignina. Sin embargo, en presencia de compuestos de bajo peso molecular (mediadores
redox) son también capaces de oxidar las unidades no fenolicas (Bourbonnais y Paice,

1990).

Por otro lado, el grupo relativo a las peroxidasas ligninoliticas engloba un
conjunto de hemoperoxidasas de alto potencial redox que requieren la presencia de
H,0, como co-sustrato de la reaccion. Estas proteinas se clasifican en tres grupos
independientes: manganeso peroxidasa (MnP, EC 1.11.1.13), lignina peroxidasa (LiP,
EC 1.11.1.14) y peroxidasa versatil (VP, EC 1.11.1.16). La LiP y la MnP fueron
descritas inicialmente en el hongo Phanerochaete chrysosporium (Gold y Alic, 1993;
Cullen y Kerstern, 2004), mientras que la VP se identifico en una cepa de Pleurotus
eryngii (Ruiz-Duefias y col., 2001). En funcién del grupo, los mecanismos de accion de
estas peroxidasas son diferentes. La LiP es capaz de actuar indistintamente de forma
directa tanto en los residuos fenolicos de la lignina, como en los no fenolicos. Por otro
lado, la MnP actiia preferentemente sobre los residuos fendlicos tras generar Mn’".
Ademas, al igual que ocurre con las lacasas, mediante una reaccion secundaria de
peroxidacion lipidica también pueden actuar sobre los residuos no fendlicos (Martinez y
col., 2005). Por ultimo, la VP se ha descrito como una peroxidasa capaz de compartir

las propiedades cataliticas de la LiP y de la MnP (Ruiz-Duefias y col, 1999).

Ademas de los diferentes grupos descritos, durante el proceso de
deslignificacion también estan involucradas un conjunto de oxidasas (glioxal oxidasa,
aril-alcohol oxidasa) y reductasas (aril-alcohol deshidrogenasa, quinona reductasa) que
se encargan respectivamente de generar el H,O, requerido por las peroxidasas y reducir
los compuestos fendlicos derivados para evitar su repolimerizacion (Martinez y col.,

2005).

En la Figura 1.7 se indican las diferentes enzimas producidas por los

microorganismos ligninoliticos asi como los residuos de lignina sobre los que actuan.



~30 ~ Introduccion

HOCH;
|
S — H>COH
HO_ 27 @ |
™ CH
o o~ \ _OH
@ HC
OCH;
g ocH: @@
OCH
OH
Unidad No Unidad
Fenolica (—\_,\ Fendlica
0 A
I Mediador H
I | :
F ,! 4& h- /
7 o et
A= P S
LiP MnP Lacasa
VP

Figura 1.7.- Enzimas involucradas en el proceso de deslignificacion y su accion
selectiva en los componentes de la lignina. LiP: lignina-peroxidasa; MnP: Manganeso-

peroxidasa, VP: peroxidasa versatil; L: polimero de lignina.

La capacidad de los basidiomicetos de podredumbre blanca de degradar el
polimero de lignina les convierte en potenciales herramientas como pretratamiento
alternativo o complementario a los pretratamientos fisico-quimicos empleados en la
produccion de bioetanol lignoceluldsico. Mediante un proceso de fermentacion en
estado solido, diferentes especies han sido estudiadas para la deslignificacion
microbiana entre las que destacan los hongos P. chrysosporium (Kuhar y col., 2008;
Shi y col., 2009; Singh y col., 2011), Trametes versicolor (Itoh y col., 2003; Zhang y
col., 2008; Canam y col., 2011; Salvachua y col., 2011), Panus tigrinus (Salvachua y
col., 2011), Ceriporiopsis subvermispora (Itoh y col., 2003; Mufioz y col., 2007; Wan y
col., 2010), Pycnoporus cinnabarinus (Kuhar y col., 2008; Gupta y col., 2011), Irpex
lacteus (Dias y col., 2010; Yu y col., 2010), Ceriporia lacerata, Stereum hirsutum,
Polyporus brumalis (Lee y col., 2007), Ganoderma austral (Munioz y col., 2007),
Dichomitus squalens y Pleurotus ostreatus (Itoh y col., 2003). Los patrones de
degradacion varian entre las diferentes cepas y los rangos de deslignificacion

alcanzados se sittian entre el 10% y el 75%.
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Las mejoras conseguidas con el proceso de biodeslignificacion se pueden
observar en las etapas posteriores de hidrdlisis (HE/HA) y/o fermentacion. Lee y col.
(2007) describieron un incremento del 21% en los rendimientos de HE usando astillas
de pino rojo japonés tras reducir en un 14,5% el contenido en lignina con S. Airsutum.
Asimismo, Gupta y col. (2011) determinaron unos rangos de deslignificacion de 7,7-
11,9% y 6,9-8,4% en la biomasa procedente de las plantas Prosopis juliflora y Lantana
camara, respectivamente, tras el tratamiento con P. cinnabarinus, incrementando un
21,4-42,4% la HA y un 21,1-25,1% la HE. Ademas, el contenido fenolico obtenido tras
el proceso de HA disminuyo un 18,5-19,9% en ambos materiales. Por otro lado, Kuhar
y col. (2008) pretrataron paja de trigo y P. juliflora con la cepa RCK-1 de un
basidiomiceto aislado por ellos mismos, observando respectivamente un aumento del
33% y del 10% en el rendimiento de etanol, y del 80% y del 57% en la productividad

volumétrica de ambos materiales.

Como se ha mencionado con anterioridad, solo los basidiomicetos de
podredumbre blanca son capaces de degradar la lignina de una forma eficaz. Sin
embargo, algunos ascomicetes pueden colonizar a su vez la biomasa lignoceluldsica. En
este contexto, Trichoderma reesei y Aspergillus terreus se han utilizado como
microorganismos degradadores de lignina disminuyendo el contenido de este polimero
en un 60% y un 92%, respectivamente (Singh y col., 2008). Ademas, algunas bacterias
como Bacillus macerans, Cellulomonas cartae, Cellulomonas uda y Zymomonas
mobilis también han mostrado cierta capacidad deslignificadora, promoviendo la

eliminacion de lignina hasta en un 50% (Singh y col., 2008).

La eficacia de los pretratamientos que utilizan microorganismos ligninoliticos
depende tanto del tiempo de incubacion como de sus actividades enzimaticas. En primer
lugar, el tiempo de tratamiento puede variar desde 7 hasta 84 dias (Canam y col., 2011;
Salvachtia y col., 2011). Menores tiempos de tratamiento han sido descritos por
Salvachua y col. (2011), quienes observaron una reduccion del 17% y del 24%, tras 7
dias de tratamiento con los hongos P. tigrinus y T. versicolor, respectivamente. Sin
embargo, cuando estos autores incrementaron el tiempo de residencia de 7 a 21 dias, los
porcentajes de delignificacion se elevaron a su vez hasta el 47% y el 46%,
respectivamente. Por otro lado, las actividades celuloliticas de los microorganismos
empleados en los procesos de biodeslignificacion deben ser lo mas bajas posibles para

reducir la pérdida de azucares durante este pretratamiento. Asi, el uso de cepas como C.
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subvermispora, que consume menos del 6% de los azucares totales (Wan y col., 2010),
u otros microorganismos genéticamente modificados, como la cepa de 7. versicolor
deficiente en la enzima celobiosa deshidrogenasa (Canam y col., 2011), son alternativas

prometedoras para lograr un pretratamiento bioldgico dptimo.

Una estrategia que permite incrementar la eficiencia de un pretratamiento es su
combinacion con otro. En este contexto, Zhang y col. (2008) combinaron el
pretratamiento mediante EV y la biodeslignificacion con T. versicolor, incrementando la
reduccion del contenido de lignina hasta un 75% en comparacion al 31% alcanzado sélo
con el uso de 7. versicolor. Asimismo, el uso de microorganismos también se ha
combinado con pretratamientos alcalinos. En este sentido, Yu y col. (2010) observaron
un incremento en la pérdida de lignina del material pretratado con alcali desde un 76%
hasta un 80% tras el uso de I lacteus, mejorando a su vez el posterior proceso de
sacaraficacion. De forma similar, Mufioz y col. (2007) combinaron la
biodeslignificacién con solventes organicos para pretratar astillas procedentes de las
plantas Pinus radiata y Acacia dealbata. En comparacion al tratamiento con solventes
organicos, el tratamiento combinado de ambos materiales increment6 los rendimientos
de etanol desde el 38% hasta el 55% y del 62% al 69%, respectivamente en un proceso
de hidrolisis y fermentacion separadas (HFS), y desde el 10% hasta el 65% y del 77% al
82%, respectivamente en un proceso de sacarificacion y fermentacion simultaneas
(SFS). Ademas de mejorar los procesos de sacarificacion y de produccion de etanol, el
efecto sinérgico derivado de la combinacion de los métodos biologicos y fisico-
quimicos permite reducir la severidad del pretratamiento fisico-quimico asi como sus

requerimientos energéticos y quimicos (Itoh y col., 2003).

A pesar de todas las ventajas expuestas para la deslignificacion microbiana, los
largos tiempos de proceso requeridos y el consumo de azlcares derivado, dificultan la
aplicacion de estos procesos a escala industrial, por lo que la bisqueda de nuevos
microorganismos o la mejora de las condiciones de cultivo resultan aspectos claves para
obtener mejores resultados. Otra alternativa plausible a la utilizacion de
microorganismos en los procesos de biodeslignificacion es el uso de sus enzimas. Entre
las principales ventajas de la deslignificacion enzimatica se encuentran las mayores
velocidades de reaccion y eficiencia, por lo que se produce una reduccion del tiempo del
proceso desde dias a horas, y ademads, se evita el consumo de carbohidratos

(Vivekanand et al., 2008).
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De las principales enzimas ligninoliticas descritas, las lacasas, y especialmente
los sistemas lacasa-mediador (SLM), han sido extensamente usados en numerosas
aplicaciones industriales como el blanqueo de papel, la sintesis organica, la
modificacion de polimeros, degradacion y destoxificacion de compuestos
contaminantes, etc. (Jurado y col., 2011). En cuanto a sus aplicaciones en la produccioén

de etanol, estas enzimas estan generando una atencidon considerable en los ultimos afios.

Las lacasas y los SLM han demostrado ser capaces de modificar o eliminar la
lignina incrementando los rendimientos de HE y disminuyendo las dosis de enzima
necesarias para obtener buenos rendimientos de hidrolisis, tanto si se emplean por si
solos o acoplados con otros pretratamientos. La Tabla 1.2 resume las principales lacasas

y los SLM evaluados en el ambito de la produccion de etanol.

Tabla 1.2.- Uso de lacasas y sistemas lacasa-mediador (SLM) en procesos de biodeslignificacion
enzimadtica

Puntos Destacados  Tratamiento Materia Prima Observaciones Referencia
Mejora del proceso  Lacasa Bambusa bambos Disminucion de la Kuila y col.,
de hidrolisis (Pleurotus sp.) dosis de enzimas 2011a
hidroliticas
Lacasa Lantana camara Kuila y col.,
(Pleurotus sp.) 2011b
Lacasa (C. Picea abies' Resultados Moilanen y col.,
unicolor) contradictorios usando 2011
Arundo donax'
Lacasa Ricinus communis Mukhopadhyay
(Pleurotus sp.) y col., 2011
Lacasa Paja de Trigo' Qiu y col., 2012

(Sclerotium sp.)

LMS (T. hirsuta- Picea abies' Palonen y
NHA) Viikari, 2004
LMS (T. Rastrojo de maiz Chen y col.,
versicolor-HBT) 2012
LMS (T villosa-  Eucalyptus globulus  Altos rendimientos de  Gutiérrez y col.,
HBT) y Pennisetum produccion de etanol 2012
purpureum
LMS (M. Eucalyptus globulus Disminucion de la Martin-
thermophila- dosis de enzimas Sampedro y
HBT) hidroliticas col., 2012
Alto grado de LMS (P. Paja de Trigo y Eliminacion de hasta Luycol, 2010
deslignificacion sanguineus-V1O) rastrojo de maiz” el 97% de la lignina

Klason

! Material pretratado mediante explosion por vapor

% Materiales pretratados con agua liquida a alta temperatura. Posteriormente, se realizé una extraccién en
primer lugar con etanol, luego con agua fria y finalmente con agua caliente.

Mukhopadhyay vy col. (2011) alcanzaron un porcentaje de deslignificacion del

86% en un material molido de la planta Ricinus communis tras 4 h de tratamiento con la

lacasa procedente de Pleurotus sp., triplicando los rendimientos de sacarificacion. Unas
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pérdidas de lignina similares (84-89%) se observaron tras 8 h de tratamiento con esta
lacasa y los materiales molidos de las plantas Bambusa bambos (Kuila y col., 2011a) o
L. camara (Kuila y col., 2011b), permitiendo una reduccion de la dosis enzimatica. En
combinacion con pretratamientos alcalinos, la lacasa ha demostrado potenciar la
sacarificacion. A pesar de que no se observdO ningin efecto positivo en la
deslignificacion, Li y col. (2012) demostraron que la porosidad y el area superficial
accesible del rastrojo de maiz se incrementaron notablemente con el tratamiento
combinado (1,5% de NaOH vy la lacasa de Trametes hirsuta), doblando los rendimientos
de sacarificacién en comparacion con el tratamiento alcalino por si solo. Igualmente,
Yang y col. (2011) establecieron que el tratamiento con la lacasa de Ganoderma
lucidum incrementd en un 20% el rendimiento de sacarificacion tras el pretratamiento
alcalino de la paja de Brassica campestris. Otro pretratamiento al que se ha acoplado el
tratamiento con lacasa ha sido la EV. Qiu y col. (2012) describieron la oxidacion de la
lignina por la lacasa de Sclerotium sp. en paja de trigo pretratada, lo que permitio
incrementar el niimero de microporos del material y mejorar la accesibilidad de la
celulosa al ataque enzimatico. Asimismo, Palonen y Viikari (2004) observaron que la
lacasa de 7. hirsuta mejoraba la HE de picea (Picea abies) gracias a la reduccion de las
uniones improductivas de las celulasas a la lignina. Por otro lado, Moilanen y col.
(2011) observaron resultados contradictorios al tratar con la lacasa de Cerrena unicolor
la biomasa de picea o de la cafa (Arundo donnax) pretratados mediante EV. En este
contexto, el tratamiento con lacasa mejord la HE de la picea en un 12% al reducir las
uniones inespecificas de las enzimas, mientras que el mismo tratamiento realizado en la
cafia redujo el proceso de hidrolisis en un 17%, observandose un aumento de las

uniones improductivas.

En cuanto al tratamiento con los SLM, Guitiérrez y col (2012) han descrito
recientemente la capacidad de la lacasa de Trametes villosa, junto con el mediador
sintético 1-hidroxibenzotriazol (HBT), seguido de una extraccion alcalina para
disminuir el contenido de lignina (30-50%) de madera de eucalipto o de hierba de
elefante (Pennisetum purpureum) previamente molidas. Consecuentemente, se
incremento la produccion de glucosa en un 61% y en un 12% y la concentracion de
etanol en 4 g/L y 2 g/L, respectivamente. Por otro lado, Lu y col. (2010) mostraron una
deslignificacion casi completa (97%) de la paja de trigo o el rastrojo de maiz, al

combinar el tratamiento con la lacasa de Pycnoporus sanguineus y el mediador sintético
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acido violurico, junto al pretratamiento con agua caliente en fase liquida. Martin-
Sampedro y col. (2012) observaron un incremento en los rendimientos de glucosa desde
el 24,7% hasta el 27,1% al tratar madera de eucalipto pretratada mediante EV con el
sistema formado por la lacasa de Myceliophtora thermophila y el mediador HBT. En
otro ejemplo de SLM descrito por Palonen y Viikari (2004), la lacasa de T. hirsuta en
combinacion con el mediador sintético N-hidroxi-N-fenilacetamida (NHA) y el
pretratamiento mediante EV en condiciones acidas, mejoraron la sacarificacion de la
picea en un 21%. Asimismo, estos autores también observaron cambios en las
caracteristicas polares de la superficie del material, asi como una reduccion de la

hidrofobicidad de la lignina.

A pesar de los beneficios derivados del uso de enzimas para la
biodeslignificacion, los costes derivados de la purificacion y/o adicion de mediadores
sintéticos son el principal inconveniente para su aplicacion en la produccion de etanol.
Sin embargo, el empleo de materiales alternativos para el crecimiento de los
microorganismos productores de enzimas y la sustitucion de mediadores sintéticos por
otros naturales podrian reducir de manera significativa los problemas mencionados

(Camarero y col., 2005; Martinez y col., 2009; Jun y col., 2011).

1.2.2.1.2. Pretratamiento mediante explosion por vapor

Los métodos hidrotérmicos como la EV, por su efectividad y coste, constituyen
actualmente la opcién mdas prometedora para el pretratamiento de la biomasa
lignoceluldsica en los procesos de produccion de bioetanol. Por ello, ha sido el método

elegido para mejorar la accesibilidad de la materia prima en la presente Tesis.

Durante el pretratamiento mediante EV, la biomasa se somete a la accion de
vapor saturado a cierta temperatura y presion. Tras un tiempo de residencia previamente
establecido, durante el cual el vapor de agua hidrata el material lignocelulosico, la
camara del reactor sufre una despresurizacion brusca que provoca la expansion del
vapor de agua a modo de explosion y la consecuente ruptura de las fibras
lignocelulosicas. Ademas de la accidon fisica descrita, durante este pretratamiento la
biomasa se somete a su vez a una accion quimica de autohidroélisis. Este proceso se debe
a una solubilizacion de los grupos acetilo presentes en la hemicelulosa que, tras

transformarse en acido acético, provoca la disminucién del pH dentro del reactor y
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facilita la ruptura de los enlaces establecidos entre las unidades que constituyen la
hemicelulosa. Durante la EV se produce una ligera solubilizacion del polimero de
lignina. El principal efecto es la pérdida de su estructura nativa y su reorganizacion en la
superficie. (Kristensen y col., 2008; Alvira y col., 2010). En la Figura 1.8 se muestran
diferentes imagenes tanto de microscopia electronica de barrido como de microscopia

de fuerza atémica de la paja de trigo antes y después del pretratamiento mediante EV.

Figura 1.8.- Imagenes de microscopia electronica de barrido (A, B, D y E) y
AMF (C y F) de paja de trigo sin tratar (A, B y C) y pretratada mediante explosion por
vapor (D, E y F). La figura A muestra la paja de trigo sin tratar. A mayor aumento (B)
se identifican las células individuales de la pared celular. En la figura C se intuyen las
fibras de celulosa parcialmente recubiertas por polimeros no celulosicos. Como
consecuencia del pretratamiento, las fibras se separan y se desordenan (D). En la
figura E se muestra una fibra individual con diferentes gotas adheridas a la superficie
(flechas) y en la figura F se observan los depdsitos globulares caracteristicos de la

lignina que ocultan las microfibrillas de celulosa (adaptado de Kristensen y col., 2008).

En resumen, el pretratamiento mediante EV favorece la accesibilidad de la fibra
de celulosa mediante la desestructuracion fisica de los materiales, la solubilizacion de la

hemicelulosa por autohidrélisis y la solubilizacion parcial y reorganizacion de la
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lignina. En cuanto a su versatilidad, el pretratamiento mediante EV ha demostrado ser
eficaz con distintos tipos de materiales: maderas duras (Cara y col., 2006; Oliva y col.,
2003), maderas blandas (Monavari y col., 2010) y plantas herbaceas (Ballesteros y col.,
2006), y en diferentes escalas (laboratorio, piloto y demostracion), por lo que representa
una de las mejores opciones para la produccion de etanol a corto plazo. En el caso de las
maderas blandas, la escasa acetilacion de la hemicelulosa obliga a realizar el proceso de
EV con la adiciéon externa de un acido que actia como catalizador. De esta forma se
incrementa principalmente la solubilizacion de las hemicelulosas, disminuyendo al
mismo tiempo la temperatura Optima de pretratamiento y provocando una hidrolisis
parcial de la celulosa (Alvira y col., 2010). Sin embargo, la adiciéon de acido debe
evitarse para reducir los gastos derivados de la necesidad de un equipamiento especial
(materiales resistentes a la corrosion) y minimizar la generacion de subproductos no

deseados (Palmqvist y Hahn-Hégerdal, 2000a, 2000b).

La generacion de diferentes compuestos inhibidores durante el proceso,
derivados principalmente de la solubilizacion parcial de la lignina y de la degradacion
de azucares, supone la principal desventaja de esta tecnologia de pretratamiento
(Palmqvist y Hahn-Hégerdal, 2000b; Klinke y col., 2004; Panagiotou y Olsson, 2007).
Estos compuestos afectan principalmente a los procesos de hidrolisis y fermentacion y
se pueden clasificar dependiendo de su naturaleza en derivados del furano, acidos
alifaticos y derivados fendlicos. Los derivados del furano estan constituidos
principalmente por el 2-furaldehido (furfural) y el 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) que
se generan por la degradacion de las pentosas y las hexosas respectivamente. Por otro
lado, los 4cidos alifaticos que se generan son mayoritariamente el acido acético, el acido
formico y el 4cido levulinico. El 4cido acético deriva de los grupos acetilos presentes en
la hemicelulosa, mientras que el 4cido levulinico y el 4cido féormico se originan a su vez
de la degradacion del 5-HMF y del furfural. Por ultimo, dentro de los compuestos
fendlicos se incluyen una gran variedad de sustancias derivadas de la lignina como el
siringaldehido, la vainillina, el hidroxibenzaldehido, el &cido feralico, el &cido

cumarico, etc.

La Figura 1.9 muestra una agrupacion de los distintos compuestos inhibidores

indicando su procedencia.
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Figura 1.9.- Compuestos inhibidores formados durante el pretratamiento mediante

explosion por vapor de los materiales lignocelulosicos.

La severidad del pretratamiento y el tipo de biomasa son factores que influyen
directamente en la concentracion de los distintos compuestos. Por otro lado, los efectos
inhibidores derivados de estas sustancias pueden observarse tanto en las enzimas
hidroliticas como en los microorganismos fermentativos. De esta manera, los acidos
alifaticos provocan la inhibicion del crecimiento celular, reduciendo los rendimientos de
etanol. Este efecto se atribuye a la acumulacion intracelular de iones que provoca un
descenso en los niveles energéticos de la célula, ya que el mantenimiento del equilibrio
interior del pH se lleva a cabo mediante bombas dependientes de ATP (Almeida y col.,
2007). Los derivados del furano reducen el poder reductor celular disminuyendo los
niveles de NAD(P)H. Ademas, el furfural y el 5-HMF pueden afectar a diferentes
enzimas intracelulares, descendiendo la productividad y los rendimientos de etanol
mediante la inhibicion del crecimiento o la prolongacion de la fase de adaptacion
(Palmqvist y Hahn-Héagerdal, 2000b). Por ultimo, los compuestos fendlicos pueden
afectar la hidrolisis y la fermentacion. En cuanto a los efectos sobre las enzimas

hidroliticas, los compuestos fendlicos pueden inhibirlas o desactivarlas, afectando los
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rendimientos de HE (Ximenes y col., 2010, 2011). Ademas, estos compuestos alteran la
integridad de las membranas bioldgicas, provocando una disminucion en la velocidad
del crecimiento del microorganismo y, consequentemente, afectando negativamente la
produccion de etanol (Almeida y col., 2007). Junto a los derivados del furano, algunos
de los fenoles generados pueden ser metabolizados por la mayoria de los
microorganismos fermentativos, lo que condiciona el crecimiento y prolonga a su vez la

fase de latencia.

Ademas de los tres grupos mencionados, los extractivos (resinas, taninos o
terpenos) y los iones de metales pesados (hierro, cromo, niquel o cobre), también son
considerados como compuestos inhibidores. Estos elementos poseen un modo de accién
similar al de los fenoles provocando el incremento en la permeabilidad de las
membranas. Sin embargo, en comparacion a los compuestos anteriores, sus niveles de

toxicidad son inferiores (Mussatto y Roberto, 2004).

Dada la estrecha relacion que existe entre las condiciones a las que se realiza el
pretratamiento y la formacion de toxicos, la optimizacion de las condiciones de
pretratamiento es imprescindible en la mejora global del proceso de produccion de
etanol a partir de biomasa lignoceluldsica. Esta optimizacién implica alcanzar un
compromiso entre las condiciones de pretratamiento que conducen a elevados
rendimientos de HE y la generacion de compuestos inhibidores, ya que si aumentamos
mucho la severidad, los rendimientos de HE van a ser mayores, pero también se
aumenta la concentracion de inhibidores. Por el contrario a menor severidad de
pretratamiento, menor cantidad de compuestos inhibidores, pero también se disminuye

los rendimientos de HE.

1.2.2.1.3. Procesos de biodestoxificacion

Otra posibilidad para reducir los toxicos presentes en los materiales pretratados
es la realizacion de una etapa de destoxificacion previo a la HE y/o la fermentacion.
Con este objetivo se han desarrollado diversos métodos fisicos o quimicos entre los que
se incluyen la evaporacion, separacion mediante membranas, neutralizacion, utilizacién
de carbon activo, resinas cromatograficas de intercambio i6nico, etc. Los procesos de
filtracion y lavado son las tecnologias mas usadas. Sin embargo, estos sistemas de

destoxificacion conllevan la pérdida de azuicares solubles, la necesidad de equipamiento
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adicional y el aumento tanto en el gasto de agua como en el de aguas residuales
generadas. En este contexto, el empleo de microorganismos o enzimas para la
destoxificacion (biodestoxificacion) de la biomasa lignoceluldsica pretratada, ofrece
ventajas frente al resto de los métodos mencionados, ya que se lleva a cabo bajo
condiciones suaves de reaccion y con una menor demanda quimica y energética

(Parawira and Tekere, 2011).

En la destoxificacion microbiana, hongos, bacterias o levaduras, son los
encargados de asimilar los compuestos inhibidores. Segtn esta definicion, la etapa de
biodestoxificacion puede llevarse a cabo como un paso adicional y previo a la etapa de
fermentacion. El microorganismo mas estudiado con este fin ha sido el hongo
filamentoso 7. reesei. Con esta cepa, Palmqvist y col. (1997) redujeron
considerablemente la fraccion fenodlica, los derivados del furano y los acidos alifaticos
presentes en un hidrolizado &cido de sauce pretratado mediante EV, incrementando
tanto la productividad volumétrica como los rendimientos de etanol. Por otro lado,
Larsson y col. (1999) observaron una mejora de la fermentabilidad tras el tratamiento
con 7. reesei de un hidrolizado de picea (obtenido tras un pretratamiento con acido

diluido) al eliminar los furanos y una pequefia parte de la fraccion fendlica.

Ademas de T. reesei, los procesos de biodestoxificacion también se han
practicado con otros hongos. Lopez y col. (2004) aislaron una nueva cepa, Coniochaeta
ligniaria NRRL30616, con capacidad para metabolizar el furfural y el 5-HMF asi como
los 4cidos alifaticos y los aldehidos. Esta cepa fue usada a su vez por Nichols y col.
(2008, 2010) para tratar los hidrolizados procedentes tras el pretratamiento con acido
diluido del rastrojo de maiz, vastagos de alfalfa, hierba cinta (Phalaris arundinacea) y
pasto varilla (Panicum virgatum), favoreciendo la utilizacion de xilosa (Nichols y col.,
2008) y acortando la fase de latencia del microorganismo fermentativo (Nichols y col.,
2010). Asimismo, también se han usado las cepas Amorphotheca resinae ZN1 y
Aspergillus nidulans FLZ10. En el caso de 4. resinae ZN1, Zhang y col. (2010a)
observaron que este microorganismo era capaz de actuar frente las diferentes clases de
toxicos presentes en el rastrojo de maiz pretratado mediante EV y en los materiales
obtenidos tras el pretratamiento con acido diluido del rastrojo de maiz, arroz, paja de
trigo y paja de colza. Por otro lado, Yu y col. (2011) utilizaron A4. nidulans FLZ10,

mostrando una eliminacion completa del furfural y del 5-HMF y una disminucion
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parcial del acido formico y del acido acético presentes en el rastrojo de maiz pretratado

mediante EV.

Un aspecto a tener en cuenta en la destoxificacion microbiana es la capacidad
que presentan algunos microorganismos para la produccion de enzimas durante el
proceso (Palmqvist y col., 1997; Yu y col., 2011). De esta manera, al mismo tiempo que
se produce la destoxificacidon, el microorganismo puede secretar proteinas hidroliticas,
permitiendo la disminucion de las dosis de enzimas anadidas externamente. Palmqvist y
col. (1997) determinaron una actividad celulolitica de 0,2 UPF/mL tras la
destoxificacion de un hidrolizado de sauce con 7. reesei. Ademas, dicha actividad
incremento hasta valores de 0,6 UPF/mL tras la adicion de sauce pretratado como fuente
de celulosa. Asimismo, Yu y col. (2011) obtuvieron unos datos de actividad similares
(0,2 UPF/mL sin celulosa y 0,5 UPF/mL tras la adicion de celulosa) usando A. nidulans

FLZ10 como agente destoxificante.

Aunque su uso ha sido menos estudiado, algunas bacterias y levaduras también
pueden actuar frente a los distintos compuestos inhibidores. En este contexto, la bacteria
termofila Ureibacillus thermophaercus fue capaz de eliminar el furfural y el 5-HMF de
un hidrolizado sintético, asi como los compuestos fenolicos presentes en un hidrolizado
procedente del pretratamiento con acido diluido de madera (Okuda y col., 2008). De
igual forma, Lopez y col. (2004) aislaron cinco cepas bacterianas pertenecientes a las
especies Methylobacterium extorquens, Pseudomonas sp., Flavobacterium indologenes,
Acinetobacter sp. y Arthrobacter aurescens con capacidad para actuar frente el acido
ferulico, el 5-HMF y el furfural en un medio mineral definido. Fonseca y col. (2011)
describieron la capacidad de la levadura Issatchenkia occidentalis CCTCCM 206097
para eliminar el siringaldehido, el acido fertlico, el furfural y el 5-HMF de un

hidrolizado de bagazo de cafia de azucar.

La destoxificacion microbiana también puede llevarse a cabo in situ gracias a la
habilidad natural de diversos microorganismos fermentativos para eliminar algunos de
los compuestos toxicos. La utilizacion del microorganismo fermentativo como agente
destoxificador puede evitar el consumo secundario de azlcares por otros
microorganismos ajenos al proceso de fermentacion y reducir los costes derivados de la
necesidad de equipamiento adicional. Como se ha descrito con anterioridad, la mayoria

de las cepas utilizadas en la produccion de etanol pueden convertir de forma natural a
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sustancias menos toxicas los derivados del furano y algunos compuestos fenolicos
(Palmqvist y col., 2000a; Thomsen y col., 2009; Ferreira y col., 2011; Lee y col., 2011).
En este contexto, el furfural puede reducirse a furfuril alcohol mientras que el 5-HMF es
transformado a 2,5-HMF alcohol (Liu y col., 2005). Por otro lado, los compuestos
fendlicos pueden metabolizarse a derivados vinilicos mediante la enzima acido
fenilacrilico descarboxilasa (Goodey y Tubbs, 1982). Schneider (1996) observo la
accion selectiva por parte de la cepa Saccharomyces cerevisiae YGSCD 308.3 en la
asimilacion del acido acético en lejias negras procedentes de la coccion kraft de
maderas duras, permitiendo la conversion de todos los aztcares a etanol. De la misma
forma, Lee y col. (2011) observaron una alta tolerancia a inhibidores y un consumo
cercano al 100% de la glucosa disponible en hidrolizados de 4lamo amarillo y residuos
de madera cuando usaron la cepa S. cerevisiae K35. Ademas de S. cerevisiae, esta
tolerancia innata también se ha observado en Scheffersomyces stipitis (antes conocida
como Pichia stipitis). Segun Ferreira y col. (2011), S. stipitis CBS5773 presenta alta
tolerancia a los toxicos presentes en un hidrolizado de 4. dealbata, observandose una

eliminacion completa del furfural y del S-HMF.

Aprovechando la resistencia natural y las capacidades para reducir la
concentracion de los inhibidores, los procesos de destoxificacion microbiana pueden

abordarse mediante diferentes procedimientos o estrategias entre las que se incluyen:

- Co-cultivo_de microorganismos: algunos consorcios de microorganismos

(desde dos especies diferentes hasta agregaciones multi-especie) pueden
interaccionar entre si ayudandose mutuamente (Zuroff y Curtis, 2012). De
esta manera, el crecimiento simultineo de dos o varios microorganismos se
puede llevar a cabo para que la destoxificacion y la fermentacion tengan
lugar al mismo tiempo. Sin embargo, la principal desventaja de utilizar
varios microorganismos a la vez radica en la complejidad de producir un
unico producto derivado del proceso (Zuroff y Curtis, 2012). Con el objetivo
de mejorar el proceso de produccion de bioetanol, Yu y col. (2011)
emplearon un co-cultivo con las cepas de A. nidulans FLZ10 y S. cerevisiae
para destoxificar y fermentar el rastrojo de maiz pretratado mediante EV.
Esta estrategia incrementd en mas de 3 veces la produccion de etanol,

alcanzandose una concentracion final de 34 g/L.. Ademas, dada la capacidad
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de A. nidulans FLZ10 para producir enzimas celuloliticas, el rendimiento de

sacarificacion se elevd hasta un 95%.

- Evolucion por adaptacion: la adaptacion de un microorganismo consiste en

la exposicion constante de las células a concentraciones subletales de
inhibidores para proporcionar una mejor resistencia. Este sistema establece
una presion selectiva del crecimiento de aquellas células capaces de soportar
las condiciones adversas, favoreciendo la evolucion de la cepa e
incrementando la tasa de destoxificacion. Debido a la diferente naturaleza de
los toxicos obtenidos tras el pretratamiento, el uso de esta estrategia es muy
comun en el desarrollo de nuevas cepas para la produccion de etanol. Liu y
col. (2005) desarrollaron un conjunto de cepas evolucionadas (S. cerevisiae
307-12H60, S. cerevisiae 307-12H120 y S. stipitis 307 10H60) mediante
transferencia de las células a cultivos sintéticos con concentraciones
crecientes de compuestos inhibidores, fomentando la conversion del furfural
y el 5-HMF vy acelerando el consumo de glucosa. De igual modo,
Stoutenburg y col. (2011) obtuvieron diferentes cepas evolucionadas de S.
stipitis tras una adaptacion en un hidrolizado de madera que mejord el
proceso de fermentacion en un 75% en comparacion con la cepa nativa.
Asimismo, Yang y col. (2011) adaptaron S. stipitis para fermentar
hidrolizados enzimaticos procedentes de cafia de maiz pretratada mediante

EV, obteniendo un 92% de la produccion teodrica de etanol.

Los procesos de ingenieria evolutiva también se han estudiado con diferentes
cepas fermentadoras de pentosas. En este contexto, Martin y col. (2007)
adaptaron una cepa de S. cerevisiae capaz de fermentar la xilosa para crecer
en hidrolizados de bagazo de cana de azlicar, incrementando las tasas de
conversion del furfural asi como la produccion de etanol (de 0,18 g/g a 0,38
g/g) y la productividad volumétrica (de 1,2 g/L h a 2,6 g/L h). Por otro lado,
Tomas-Pejo y col. (2010) desarrollaron una cepa evolucionada de S.
cerevisiae F12 capaz de tolerar los inhibidores presentes en la paja de trigo
pretratada mediante EV, mejorando el consumo de xilosa en un 65% y un
20% la produccion final de etanol, en comparacion a la cepa parental. Los
procesos de adaptacion pueden realizarse en cultivos discontinuos o en

sistemas en continuo. De esta forma, Koppram y col. (2012) obtuvieron
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diferentes cepas evolucionadas fermentadoras de xilosa a partir de la cepa de
S. cerevisiae TMB3400, las cuales mostraron un incremento en las tasas de
conversion del furfural y el 5-HMF presentes en un hidrolizado de picea,
mejorando a su vez el consumo de los azlcares y acortando el tiempo de

fermentacion.

Ingenieria genética: mediante la modificacion genética se pueden transferir

ciertas caracteristicas particulares en un microorganismo que a priori no las
presenta. En este contexto, se pueden introducir genes en un determinado
microorganismo para conferirle resistencia frente a un inhibidor especifico
(Larsson y col.,, 2001a, 2001b). Del mismo modo, también se puede
potenciar la sobreexpresion o la represion de genes enddégenos
proporcionando fenotipos mejorados frente al estrés producido por la
presencia de los inhibidores. Una de las alternativas estudiada por diversos
autores ha sido la sobreexpresion de los genes que codifican para reductasas
y/o deshidrogenasas involucradas en la conversion de diversos toxicos.
Petersson y col. (2006) atribuyeron la reduccion del furfural y el 5S-HMF en
S. cerevisiae a la enzima deshidrogenasa NADPH-alcohol dependiente
(ADH6p). En este sentido, la sobreexpresion de esta enzima permitié a la
cepa modificada incrementar en cuatro veces la velocidad de conversion del
5-HMF. Ademas, Almeida y col., (2008) utilizaron esta cepa para fermentar
un hidrolizado de picea, mejorando la productividad de etanol en
comparacion a la cepa parental. Con un esquema similar, Gorsich y col.
(2006) mejoraron la tolerancia de la levadura frente a los derivados del
furano al sobreexpresar el gen ZWF1 de la ruta de las pentosas fosfato en S.

cerevisiae.

En cuanto al disefio de cepas resistentes a los compuestos fendlicos, Larsson
y col. (2001a) sobreexpresaron el gen Padlp que codifica la enzima acido
fenilacrilico descarboxilasa en S. cerevisiae. Esta cepa fue capaz de crecer
mas rapidamente en un medio bdsico suplementado con &cido ferdlico y
acido cindmico y en un hidrolizado de picea, incrementando la tasa de
produccion de etanol. Otra estrategia estudiada con este fin, ha sido la
expresion heterdloga de lacasas en microorganismos fermentativos. Larsson

y col. (2001b) introdujeron en S. cerevisiae el gen de la lacasa procedente del
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hongo de podredumbre blanca 7. versicolor a la vez que sobreexpresaron el

gen enddgeno t-SNARE Sso2p. De esta forma, la cepa que tenia

sobreexpresado el gen t-SNARE Sso2p presentaba una mayor actividad

lacasa en comparacion a la cepa de S. cerevisiae que incorpor6 tnicamente el

gen de la lacasa. Ademas, los transformantes fueron capaces de fermentar un

hidrolizado obtenido tras el pretratamiento de picea con acido diluido,

incrementando las productividades de etanol en relacion al control.

Otros procesos:

(@)

O

O

Retencion celular: en esta estrategia se mantiene una alta densidad de
células dentro del reactor gracias a un sistema de recirculacion, por lo
que la etapa de destoxificacion se mejora debido a que hay un mayor
namero de células que pueden realizar el proceso. Con este sistema,
Brandberg y col. (2005) mejoraron la conversion de los derivados del
furano, incrementando el porcentaje de conversion de azucares por
parte de S. cerevisiae hasta un 99%.

Encapsulacion: las células se encuentran retenidas en una matriz de
alginato con alta densidad celular. De esta manera, las células
cercanas a la membrana estan forzadas a convertir los inhibidores,
mientras que las células en el interior de la cépsula se encargan de
mantener la supervivencia de la poblacion y de llevar a cabo la
fermentacion. Talebnia y Taherzadeh (2006) utilizaron células de S.
cerevisiae encapsuladas para fermentar un hidrolizado de picea
obtenido tras un pretratamiento con acido diluido, obteniendo un
rendimiento de etanol de 0,44 g/g y manteniendo la viabilidad celular
en mas de un 75%. Por otro lado, en un estudio reciente, Westman y
col. (2012) han descrito una proteccion selectiva de la encapsulacion
frente a los diferentes toxicos. A pesar del efecto positivo que tiene la
encapsulacion sobre la toxicidad a los derivados del furano, ésta es
incapaz de garantizar la supervivencia contra los acidos alifaticos.
Ademas, en la encapsulacion se puede producir la desactivacion
gradual de las células e incrementarse los costes finales de proceso.
Floculacion: la floculacion es la habilidad que tienen ciertos

microorganismos para formar agregados y protegerse, por lo que sus
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ventajas son similares a las observadas para la encapsulacion.
Purwadi y col. (2007) emplearon una cepa floculante de S. cerevisiae
y observaron la eliminacion del 5-HMF vy el furfural presentes en un
hidrolizado de picea obtenido tras un pretratamiento con acido
diluido. Ademas, el rendimiento de etanol alcanzado fue similar al
reportado con las células encapsuladas (0,44 g/g) (Talebnia y
Taherzadeh, 2006).

Como alternativa a los procesos de destoxificacion microbianos, los procesos de
destoxificacion enzimatica representan una de las aplicaciones biotecnologicas mas
estudiadas para disminuir la toxicidad de los medios de fermentacién. Al igual que
ocurria en los procesos de deslignificacion, el uso de enzimas purificadas elimina el
consumo de azucares, reduce los tiempos de reaccion e incrementa la eficiencia
catalitica al realizar el proceso bajo condiciones 6ptimas (Parawira y Tekere, 2011). Sin
embargo, los costes de purificacion de las enzimas representan un gran inconveniente

para su escalado industrial.

Las enzimas comunmente usadas para la destoxificacion enzimatica de los
materiales lignocelulosicos pretratados han sido las lacasas y peroxidasas flingicas
procedentes de diversos hongos de podredumbre blanca como 7. versicolor, T. villosa,
Coriolopsis rigida, P. cinnabarinus, Coriolopsis perennis, Cyathus stercoreus, etc.
Estas enzimas actian de forma selectiva sobre los compuestos fenodlicos y se han
aplicado eficazmente en diferentes materiales pretratados. Jonsson y col. (1998)
emplearon la lacasa y la peroxidasa procedentes de 7. versicolor para destoxificar la
fraccion liquida obtenida tras el pretratamiento mediante EV de sauce impregnado con
acido. Los resultados obtenidos fueron un incremento de los rendimientos y la
productividad de etanol, asi como una tasa mayor de consumo de glucosa por parte de S.
cerevisiae. Del mismo modo, Larsson y col. (1999) utilizaron la lacasa de 7. versicolor
para tratar la fraccion liquida procedente de un material de picea pretratado mediante

EV en condiciones acidas, observandose un aumento en el crecimiento celular.

En la Tabla 1.3 se citan algunos ejemplos de tratamientos enzimaticos para la

destoxificacion de diferentes materias primas pretatadas.
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Tabla 1.3.- Uso de enzimas ligninoliticas para la eliminacion de los compuestos fendlicos en diferentes
materias primas pretratadas

Tratamiento Materia Prima Observaciones Referencia
Lacasa y lignina Sauce pretratado mediante Mejora del consumo de Jonsson y
peroxidasa (7. explosion por vapor con SO, glucosa y de la productividad col., 1998
versicolor) de etanol
Lacasa (7. versicolor)  Hidrolizado de picea Larsson y
pretratada con acido diluido col., 1999

Lacasa (7. versicolor)  Bagazo de cafia de azlicar Incremento en los Martin y col.,
pretratada mediante explosion rendimientos de etanol 2002
por vapor

Lacasa (C. stercoreus) Hidrolizado de bagazo de Chandel y
cafia de azucar pretratado con col., 2007
acido

Lacasa (C. rigida and  Paja de trigo pretratada Menor concentracion de Jurado y col.,

T. villosa) mediante explosion de vapor' azucares tras el tratamiento 2009

con lacasa

Lacasa (C. perennis Paja de arroz pretratada con Mejora de la productividad Kalyani y

SKU0322) acido volumétrica de etanol col., 2012

Lacasa (7. versicolor)  Paja de trigo pretratada con Incremento en los Kolb y col.,
agua liquida a altas rendimientos de sacarificacion 2012
temperaturas

En comparacion con otros sistemas de destoxificacion, el tratamiento de un
hidrolizado acido de bagazo de cafia de azlicar con la lacasa de C. stercoreus produjo un
incremento en los rendimientos de etanol durante el proceso de fermentacion con la
levadura Candida shehatae, semejante a los obtenidos tras la destoxificacion con carbon
activo (Chandel y col., 2007). Por otro lado, Martin y col. (2002) compararon los
procesos de “overliming” (aumento del pH del material mediante el uso de Ca(OH),
durante un tiempo determinado, tras el cual se procede a la neutralizacion) y el
tratamiento con la lacasa de 7. versicolor en la destoxificacion de un hidrolizado
enzimatico de bagazo de cafa de azucar pretratado mediante EV. Ambos tratamientos
mejoraron de forma andloga los rendimientos de etanol, asi como la productividad
volumétrica, por parte de una cepa recombinante de S. cerevisiae capaz de fermentar la

xilosa.

A diferencia del efecto positivo que sobre la accion de los microorganismos
fermentativos tiene la destoxificacion con lacasas, el efecto sobre la HE ha mostrado
resultados contradictorios (Moilanen y col., 2011). En este sentido, Jurado y col. (2009)

usaron las lacasas de C. rigida y T. villosa para destoxificar hidrolizados enzimaticos
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procedentes de paja de trigo pretratada mediante EV con agua y en condiciones acida.
En ambos casos, la fermentabilidad del material mejord respecto a las muestras que no
habian sido tratadas con lacasa. Sin embargo, la concentracion de glucosa liberada tras
la hidrolisis fue menor en las muestras que previamente se habian tratado. Por el
contrario, Kalyani y col. (2012) observaron un incremento en los rendimientos de
sacarificacion, ademas de una disminucién en el contenido fendlico, tras tratar la paja de

arroz pretratada con 4acido con una nueva lacasa procedente de C. perennis.

1.2.2.2. Hidrélisis enzimatica (HE)

Tras el pretratamiento, el siguiente paso en la produccién de etanol es la
obtencion de los azucares en forma monomérica mediante hidrdlisis enzimatica. Este
proceso representa una etapa limitante del proceso global, ya que la concentracion del
producto final, el etanol, depende directamente de la concentracion inicial de aztcares

fermentables.

Teniendo en cuenta la complejidad en la composicion de los materiales
lignoceluldsicos, las enzimas involucradas en su hidrolisis deben proporcionar una
Optima combinacion de actividades que facilite su completa despolimerizacion. En este
sentido, la utilizacion de complejos enzimaticos que engloben una mezcla de
actividades adecuada y cuya preparacion no suponga costes elevados, resulta esencial
para poder incrementar la eficiencia del proceso asi como disminuir el precio del
producto final (Banerjee y col., 2010). Entre los microorganismos productores de
enzimas hidroliticas, se han utilizado mayoritariamente especies de hongos y/o bacterias
entre los que cabe destacar aquellas pertenecientes a los géneros Trichoderma,
Aspergillus, Penicillium o Fusarium en hongos; y Thermobifida, Clostridium,
Cellulomonas o Bacillus en bacterias. Sin embargo, entre todos los microorganismos
descritos, la especie 7. reesei (también conocida como Hypocrea jecorina), y
concretamente la cepa RUTC30, es el microorganismo productor de enzimas con
aplicacion en la industria lignocelulosica por excelencia. Actualmente, se estan llevando
a cabo numerosos esfuerzos econdmicos y cientificos con el fin de mejorar dicha cepa
tanto en sus niveles de producciéon de enzimas como en la obtencion de mezclas

equilibradas que incrementen la eficiencia de hidroélisis (Banerjee y col., 2010).
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Entre los azlcares presentes en la biomasa lignoceluldsica, la glucosa es la
fuente de carbono preferida por la mayoria de microorganismos fermentativos. Las
celulasas (endoglucanasas y celobiohidrolasas) y la [B-glucosidasa, representan el
conjunto de enzimas encargadas de la degradacion de la celulosa a glucosa. Las
endoglucanasas (EG, EC 3.2.1.4) se encargan de hidrolizar enlaces glucosidicos
internos P (1—4) de forma aleatoria, mientras que por otro lado, las celobiohidrolasas
(CBH), también conocidas como exoglucanasas, degradan la cadena de celulosa a partir
del extremo reductor (CBH I, EC 3.2.1.176) y del no reductor (CBH II, EC 3.2.1.91).
Finalmente, el producto de las CBH, la celobiosa, es a su vez el sustrato de la B-
glucosidasa (EC 3.2.1.21), que se encarga de romper el enlace  (1—4) y liberar las dos
unidades de glucosa. Las tres enzimas mencionadas actian de forma sinérgica vy,
normalmente, su estructura estd divida en dos dominios: el dominio catalitico y el
dominio de unién a carbohidratos (CBD). El dominio de unién a carbohidratos no tiene
una funcidn catalitica y estd implicado en la aproximacién e identificacion del sustrato
(Suurndkki y col., 2000). El dominio catalitico es el encargado de llevar a cabo el
mecanismo de reaccion, por lo que dependiendo de la actividad que desempefie su
estructura serd diferente. En este contexto, las CBH presentan un dominio catalitico en
forma de tanel, mientras que por el contrario, las EG manifiestan un dominio catalitico

en forma de surco (Henriksson y col., 1996).

La figura 1.10 muestra las estructuras tridimensionales en forma de tinel y de

surco de ambos dominios cataliticos.

Figura 1.10.- Estructura tridimensional de una celobiohidrolasa (izquierda) y de una
endoglucanasa (derecha). En la CBH se puede observar un CBD glicosilado y un
dominio catalitico en forma de tunel; mientras que la EG no muestra CBD y el dominio

catalitico es en forma de surco. Fuente: NREL.
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Los mecanismos de accion del complejo enzimatico encargado de la

degradacion de la celulosa se muestran en la Figura 1.11.
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Figura 1.11.- Esquema simplificado relativo a la degradacion enzimdtica de la
celulosa. En este proceso participan las celobiohidrolasas (CBH), las endoglucanasas
(EG), la B-glucosidasa y las polisacdrido-monooxigenasas (PMO). Por otro lado, la
celobiosa deshidrogenasa (CDH) esta involucrada indirectamente en el proceso al
tratarse de un potencial donador de electrones para las PMO (adaptado de

Dimarogona y col., 2012).

Como puede observarse, las EG act@ian sobre la parte amorfa de la celulosa
generando nuevos puntos de accion para las CBH, las cuales se encargan de hidrolizar
las hebras de celulosa hasta celobiosa, que posteriormente es transformada en dos
residuos de glucosa mediante la accion de la B-glucosidasa. Ademas de las EG, las CBH
o la B-glucosidasa, recientemente se han identificado otras enzimas clave en la HE de la
celulosa. Estas proteinas son las polisacarido-monooxigenasas (PMO), que han sido
previamente incluidas dentro de la familia GH61 (Dimarogona y col., 2012). Aunque
todavia se conoce poco de estas enzimas, dependiendo de su mecanismo de accidon se
pueden clasificar en tres grupos (Li y col., 2012): aquellas que producen la oxidacion en
el extremo reductor (PMO I), las que producen la oxidacion en el extremo no reductor
(PMO 1I) o las que presentan menor especificidad pudiendo generar ambos extremos

oxidados (PMO III). Al igual que las EG, las PMO generan nuevos sitios de unidén para
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las CBH, pero mientras las EG actian en la zona amorfa, las PMO ejercen su actividad
catalitica en la zona cristalina. De esta manera, las PMO estimulan de forma sinérgica
las otras actividades celuloliticas, lo que podria traducirse en una reduccion de las dosis
de enzimas requeridas durante la HE (Merino y Cherry, 2007; Harris y col., 2010). Las
PMO requieren de un sustrato que actiie como donador de electrones. En este contexto,
las celobiosa-deshidrogenasas (CDH) se han propuesto como enzimas potencialmente
donadoras de radicales hidroxilos, contribuyendo asi en el proceso de degradacion de la

celulosa (Dimarogona y col., 2012).

Junto a las enzimas descritas, existe un nimero bastante amplio de enzimas
accesorias necesarias para la total degradacion de los materiales lignoceluldsicos. Estas
enzimas son hemicelulasas, enzimas degradadoras de lignina o ligninasas y otras
proteinas relacionadas sin actividad catalitica conocida (Alvira y col., 2013). Las
hemicelulasas comprenden un conjunto de actividades encargadas de degradar la
hemicelulosa hasta sus correspondientes monomeros. Existen diversas especies de
hongos, levaduras y bacterias capaces de sintetizar y producir hemicelulasas. Debido a
que la hemicelulosa se encuentra envolviendo a la celulosa, su degradacion facilita el
acceso del sistema celulolitico a éste polimero. Sin embargo, la gran variabilidad de las
unidades que comprenden la hemicelulosa hace que el grupo de enzimas que forman el
conjunto de las hemicelulasas sea bastante amplio. De esta manera podemos encontrar

xilanasas, mananasas, arabinofuranosidasas, esterasas, etc.

En el caso de la paja de trigo la hemicelulosa estd compuesta mayoritariamente
por cadenas de arabinoxilano. Las principales enzimas implicadas en su hidrélisis son
las endoxilanasas y las B-xilosidasas. No obstante, la presencia de sustituyentes en la
cadena principal hace necesaria la presencia de otras actividades como las
arabinofuranosidasas, las glucuronosidasas y las galactosidasas, asi como las acetil
esterasas, las feruloil esterasas y las p-cumaroil esterasas (Alvira y col., 2013). La figura
1.12 indica las diferentes actividades necesarias para la degradacion de una cadena tipo

de arabinoxilano.



~ 52~

Introduccion

D-xilosa

O

@

~ OO0

L-arabinosa

Acido fertlico
D-galactosa

Grupo acetilo

Acido 4-0-metil-D-glucurénico

Simbolo Enzima EC hi:r':;:: o
ﬂ Endo-1,4-p-xilanasa 3218 B-14
iyt B-D-xilosidasa 3.2.1.37 B-1,4
3 / a-L-arabinofuranosidasa 3.2.1.55 ol-1,2; a-L-1,3
}::> a-D-glucuronosidasa 3.2.1.131 o-L-1,2
—) o-D-galactosidasa 32122 o-L-1,6
=> Feruloil esterasa 31173 Ester
o> Acetil esterasa 3.1.1.72 Ester

Figura 1.12.- Enzimas implicadas en la degradacion de una cadena de arabinoxilano,
componente mayoritario de la hemicelulosa en la paja de trigo (adaptado de Alvira y

col., 2013).

Por otro lado, las ligninasas, que han sido extensamente descritas en el punto
1.2.2.1 (apartado de deslignificaciéon enzimatica) son las enzimas encargadas de
degradar el polimero de lignina, ya que a pesar de que este componente no esta formado
por unidades azucaradas, representa una barrera fisica para la hidrolisis y, por tanto,

debe eliminarse.

Por ultimo, se han descrito otras proteinas que no poseen actividad catalitica,
pero que mejoran la accesibilidad de los materiales lignoceluldsicos. Entre ellas se
encuentran las expansinas, de origen vegetal, y las “swolleninas”, de origen fingico
(Cosgrove, 2000; Saloheimo y col., 2002). Segiin el modelo de Cosgrove (2000), estas
proteinas son capaces de relajar las uniones presentes entre las cadenas de polisacaridos
que se encargan de agrupar las microfibrillas de celulosa, separando las microfibrillas

entre si y facilitando el acceso a las enzimas hidroliticas.

Ademas de una correcta mezcla de actividades enzimadticas, el proceso de HE
esta afectado por diversos factores. Estos factores estdn relacionados tanto con el

sustrato como con los propios mecanismos de accién de las enzimas involucradas
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(Jergensen y col., 2007a; Zhu y col., 2008; Kristensen y col., 2009; Ximenes y col.,
2010, 2011; Wang y col. 2011). En relacion a los factores dependientes del sustrato,
podemos encontrar efectos relacionados con sus propiedades intrinsecas como el
contenido en lignina y hemicelulosa, la cristalinidad y el grado de polimerizacion de la
celulosa, el tamafio de los poros y el area superficial accesible. Asimismo, también hay
que considerar aspectos relacionados con la reologia de los medios, ya que al tratarse de
un sustrato insoluble se pueden presentar problemas de interaccion de las enzimas con
el sustrato. En cuanto a los factores relacionados con los mecanismos de accion de
las enzimas, se pueden encontrar efectos de sinergia y pérdida de sinergia entre las
distintas actividades enzimaticas a lo largo de la HE, la desnaturalizacion de las
enzimas, las uniones inespecificas y no productivas con la lignina, la inhibiciéon por
producto final o el efecto negativo de los compuestos de degradacidon obtenidos tras el
pretratamiento. En el caso de la inhibicién por producto final, el efecto adverso puede
verse agravado por la consistencia inicial de la muestra, por lo que también puede
incluirse dentro de los factores dependientes de sustrato. Este efecto se produce tras el
incremento en la concentracion de glucosa y celobiosa durante el proceso de
sacarificacion, ya que estos compuestos ejercen un impacto negativo sobre las propias
enzimas hidroliticas que los producen. Asimismo, la presencia de xilosa y
xilooligdémeros derivados de las hemicelulosas también tienen efectos inhibidores sobre
las celulasas, disminuyendo los rendimientos de hidrolisis (Xiao y col., 2004; Garcia-

Aparicio y col., 2006; Qing y col., 2010).

1.2.2.3. Fermentacion

Durante el proceso de fermentacion, los azucares liberados durante la etapa de
HE son convertidos en etanol y CO, gracias a las rutas bioquimicas presentes en los
microorganismos fermentativos. Teniendo en cuenta la estequiometria de las reacciones
[1] y [2], que indican los procesos de conversion a etanol de las hexosas y las pentosas
respectivamente, el rendimiento tedrico para ambos compuestos es de 0,51 gramos de
etanol por cada gramo de aztcar. Sin embargo, dichos rendimientos son dificiles de
alcanzar en la practica, ya que los microorganismos fermentativos derivan parte del

consumo de carbono hacia el metabolismo celular y el crecimiento.

[1] CgHy,0s = 2 CH;CH,OH + 2 CO,
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[2] 3 CsH,,05 =5 CH;CH,0H + 5 CO,

Los procesos de fermentacion se conocen desde hace miles de afios (produccion
de vino o cerveza) y los microorganismos mas empleados en la industria fermentativa
son las levaduras S. cerevisiae y S. stipitis y las bacterias Escherichia coli y Z. mobilis
(Cheng and Timilsina, 2011). Entre los microorganismos mencionados, S. cerevisiae es
el utilizado universalmente en la industria, ya que sus rendimientos son cercanos al
teorico (0,51 g/g). Su elevada tolerancia a diversos inhibidores (como los derivados tras
el pretratamiento) en relacion a otras especies, hace que sea también una levadura
Optima para su aplicacion en la produccion de bioetanol lignoceluldsico. Sin embargo,
la cepa nativa de S. cerevisiae es incapaz de fermentar a etanol las pentosas, como la
xilosa, lo que representa una limitacion significativa teniendo en cuenta que estos
azucares se encuentran en una proporcion significativa en los materiales
lignocelulosicos. Por ejemplo, en la paja de trigo, la xilosa es el principal componente

hemiceluldsico y puede representar cerca del 30% del peso seco total.

En la naturaleza so6lo las bacterias entéricas y algunas levaduras como C.
shehatae, Pachysolen tannophilus y S. stipitis son capaces de incorporar y fermentar la
xilosa a etanol, pero sus rendimientos son relativamente bajos (Hahn-Héagerdal y col.,
1994). En la actualidad, mediante la utilizacioén de técnicas de ingenieria metabolica se
han desarrollado diferentes cepas modificadas genéticamente con capacidad para
fermentar xilosa (Sonderegger y col., 2004; Olsson y col., 2006; Girio y col., 2010;
Tomas-Pejo y col., 2010; Koppram y col., 2012). En este contexto, las cepas de S.
cerevisiae F12 (Sonderegger y col., 2004; Tomas-Pejo y col.,, 2010) y KE6-12
(Wahlbom y col., 2003; Koppram y col., 2013) son ejemplos de cepas recombinantes
capaces de realizar la co-fermentacion de las hexosas y las pentosas. Ambas cepas
recombinantes tienen como origen cepas industriales, S. cerevisiae F y S. cerevisiae
USM21, respectivamente, a la que se han incorporado los genes XYL1 y XYL2
procedentes de la levadura S. stipitis, que codifican las enzimas xilosa reductasa (XR) y
xilitol deshidrogenasa (XDH) respectivamente, junto a la sobreexpresion del gen
endogeno XKS1 que codifica para la xiluloquinasa (XK). Otra estrategia de
modificacion consiste en la introduccion del gen que codifica la enzima xilosa
isomerasa (XI) presente en algunas bacterias y hongos junto a la sobreexpresion de la
XK. Con este sistema se han obtenido cepas como S. cerevisiae TMB3066, aunque la

ruta de asimilacion XR-XDH presenta mejores productividades volumétricas que la ruta
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XI (Karhumaa y col., 2007). Ambos procesos de asimilacion de la xilosa, asi como su

posterior transformacion a etanol, se explican de forma grafica en la Figura 1.13.

XILOSA NAD(P)H
Xilosa reductasa (XR)
BACTERIAS NAD(P)+ LEVADURAS
Xilosa isomerasa (XI) XILITOL
NAD+
! Xilitol deshidrogenasa (XDH)
XILULOSA NADH
ATP
Xiluloquinasa (XK)
ADP
XILULOSA-5-P

I
| RUTA PENTOSAS FOSFATO

A/
GLICERALDEHIDO-3-P

: Embden-Meyerhof-Parnas

+ Entner-Doudoroff
PIRUVATO
l Piruvato descarboxilasa
ACETALDEHIDO
1 Alcohol deshidrogenasa
ETANOL

Figura 1.13.- Ruta de asimilacion y fermentacion de la xilosa donde se indican

diferentes intermediarios y enzimas involucradas.

Otro punto que debe tenerse en cuenta en la utilizaciéon de cepas recombinantes
para la co-fermentacion de hexosas y pentosas es el transporte de estos azucares al
interior celular. La glucosa y la xilosa son incorporadas a la célula a través de los
mismos transportadores. Sin embargo, la afinidad de estos transportadores por la
glucosa es superior que para la xilosa, por lo que en presencia de ambos azucares la
glucosa tiene preferencia (Meinander y col., 1999). Por ello, se han obtenido cepas que
sobreexpresan los genes de la familia HXT que codifican las proteinas transportadoras
enddgenas en S. cerevisiae (Chu y Lee, 2007). Con este fin, también se han introducido
genes en S. cerevisiae codificantes para transportadores con una mayor afinidad por la
xilosa, como Sutl procedente de S. stipitis (Katahira y col., 2008), TrxItl de T. reseei
(Saloheimo y col., 2007) y Gxf1 de Candida intermedia (Runquist y col., 2009).
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1.2.3. Integracion de las etapas de proceso y modos de operacion

Como se describe en los apartados anteriores, las condiciones en las que se
realiza cada etapa involucrada en la produccion de bioetanol lignoceluldsico tiene una
gran influencia sobre las demés. En este sentido, la integracion de las etapas debe
optimizarse para que el proceso se lleve a cabo de la forma mas eficiente posible, es
decir, favoreciendo los rendimientos altos y disminuyendo la inversion en equipamiento
(Tomas-Pejo y col., 2008a). Tras la etapa de pretratamiento, en nuestro caso la EV, se
obtiene un material pretratado completo (MPC) que se compone de una fraccién
insoluble (RSI), rica en celulosa y lignina, y una fraccion liquida que contiene
fundamentalmente aztcares procedentes de la solubilizacion de la hemicelulosa asi
como diferentes productos de degradacion. En aquellos casos en los que tras el
pretratamiento la concentracién de inhibidores es muy elevada, resulta indispensable la
realizacion de un proceso de destoxificacion. De forma general, se suelen utilizar
sistemas de filtracion y lavado enfocados a trabajar con el RSI. Sin embargo, estos
sistemas ademas de disminuir los toxicos, también reducen la cantidad de azucares
fermentables e incrementan la cantidad de agua utilizada en el proceso. En este sentido,
la utilizacion del MPC podria suponer un aumento de la concentraciéon final de etanol,
ya que podrian fermentarse todos los azlicares producidos durante el pretratamiento y la
HE. Para ello, es necesario realizar una destoxificacion in situ, siendo los sistemas de
biodestoxificacion con lacasas una alternativa prometedora para mejorar los procesos de

produccion de biocombustibles de segunda generacion.

Tras el pretratamiento, las etapas de produccion de enzimas, hidrdlisis y
fermentacion, pueden integrarse de varias maneras, dando lugar a distintas procesos:
hidrolisis y fermentacion separadas (HFS), sacarificacion y fermentacion simultdneas
(SFS) o bioproceso consolidado (BPC) (Olsson y col., 2005; Tomas-Pejo y col., 2008a).
Ademas, cuando los procesos de SFS se llevan a cabo a altas cargas, la viscosidad de la
muestra suele ser elevada, por lo que normalmente se realiza una etapa de prehidrolisis
(P) o licuefaccion que reduce la viscosidad. Este proceso se denomina presacarificacion

y sacarificacion y fermentacion simultaneas (PSFS).

La Figura 1.14 esquematiza los niveles de integracion de las etapas de HE y

fermentacion durante la produccion de etanol lignocelulodsico.
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Figura 1.14.- Diferentes niveles de integracion de las etapas del proceso de produccion

de etanol a partir de biomasa lignocelulosica.

Actualmente, dentro del concepto de biorrefineria, la integracion de procesos
resulta fundamental para el completo aprovechamiento de todos los componentes de los
materiales lignoceluldsicos. En este contexto, ademas de para la produccion de etanol,
la biomasa puede ser utilizada para la obtencion de otras energias (calor, biogés) o
subproductos con valor afiadido, como diferentes compuestos aromaticos, aumentando
la eficiencia y rentabilidad del proceso global (Ragauskas y col., 2006; Martinez y col.,
2009; FitzPatrick y col., 2010).

1.2.3.1. Hidrdlisis v fermentacion separadas (HFES)

En la estrategia de HFS, las etapas de HE y fermentacion se realizan bajo
condiciones Optimas de temperatura, pH o agitacion, ya que ambos procesos se realizan

de forma separada y secuencial, es decir, cada paso se ejecuta de forma independiente y
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hasta que la etapa anterior no finaliza, no se comienza con la siguiente. En este sentido,
las condiciones Optimas para la HE son en torno a los 50 °C de temperatura y un pH
aproximado a 5. La fermentacion se realiza a un pH similar, pero a una temperatura
inferior, entre los 30-37 °C (Olsson y col., 2005). Ademds de proporcionar unas
condiciones adecuadas para cada proceso, el modelo de HFS ha sido comunmente
utilizado durante la produccion de etanol, ya que tras la HE los so6lidos insolubles que
no han sido hidrolizados pueden retirarse facilmente, por lo que el proceso de
fermentacion se lleva a cabo en medio liquido, permitiendo una posible reutilizacion de
las células. La principal desventaja de la HFS es la inhibicion por producto final de las

enzimas celuloliticas, lo que disminuye los rendimientos del proceso.

1.2.3.2. Sacarificacion v (co)fermentacion simultaneas (SES/SCES)

En un nivel de integracion superior al de HFS se encuentra la estrategia de SFS,
en la cual, los procesos de HE y de fermentacion tienen lugar de forma simultanea
(Ballesteros y col., 2004). En este proceso, las diferentes condiciones Optimas de
temperatura y pH para la HE y la fermentacion son uno de los principales
inconvenientes de la SFS. Sin embargo, en esta configuracion la glucosa se consume al
mismo tiempo que se libera, mitigando los efectos de la inhibicién por producto final.
Por consiguiente, pueden alcanzarse mayores rendimientos en la HE con menores dosis
de enzimas, incrementandose la concentracion del producto final. Asimismo, dado que
ambas etapas transcurren de manera simultanea, el proceso global puede acortarse,

reduciendo los costes del producto final.

Respecto a las diferencias en las temperaturas optimas de HE y fermentacion, el
empleo de microorganismos termotolerantes, como por ejemplo Kluyveromyces
marxianus, capaces de realizar la etapa de fermentacion a temperaturas superiores a los
40 °C, resulta una alternativa muy interesante y que debe ser tenida en cuenta.
Ballesteros y col. (2004) emplearon la cepa K. marxianus CECT 10875 en los procesos
de SFS de diferentes materiales lignoceluldsicos pretratados mediante EV, alcanzando
unos rendimientos finales entre el 50% y el 72% del tedrico en 72-82 h de proceso.
Usando esta misma cepa, Garcia-Aparicio y col. (2011) compararon la produccién de
etanol a partir de paja de cebada pretratada mediante EV en diferentes estrategias (HFS,
SFS y PSFS), estableciendo los procesos de SFS como la mejor opcidon. Asimismo,

Tomas-Pejo y col. (2009a) alcanzaron una concentracion de etanol cercana a la minima
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requerida en un proceso industrial (4% (p/v)) bajo un sistema de SFS en semicontinuo o
fed-batch con K. marxianus CECT 10875 y usando paja de trigo pretratada mediante
EV. Junto al incremento en la concentracion y en los rendimientos finales de
produccion, el empleo de cepas resistentes a temperaturas relativamente elevadas en
SFS también reporta otros beneficios como la reduccion de los riesgos de
contaminacion por microorganismos secundarios o la disminucion de los costes de
refrigeracion de los reactores (Abdel-Banat y col., 2010). Sin embargo, como aspecto
negativo, cabe mencionar que el aumento en la temperatura de fermentacion provoca
una fluidificacion de las membranas bioldgicas que conlleva un incremento en la
susceptibilidad de estos microorganismos frente a los inhibidores derivados del
pretratamiento, limitando de esta forma su uso (Oliva y col., 2003, 2004, 2006; Tomas-

Pejé y col., 2009a; Abdel-Banat y col., 2010).

En relacion al consumo de azucares, el uso del MPC implica la presencia de
azucares hemicelulosicos en los medios de fermentacion. Por ello, para la utilizacion
eficiente de biomasa con alto contenido en pentosas, como es el caso de la paja de trigo,
es deseable emplear cepas capaces de co-fermentar la glucosa y la xilosa, aumentando
asi la produccion de etanol (Olsson y col, 2006; Tomas-Pejo y col., 2008b, 2010). Este
proceso, denominado sacarificacion y co-fermentacion simultaneas (SCFS), permite
mantener bajos niveles de glucosa, por lo que los mecanismos de competicion de los
azucares por el transportador se reducen, favoreciendo a su vez la asimilacion de la
xilosa. Ademas, los procesos de SCFS puesto que no acumulan las pentosas contribuyen
a reducir el efecto negativo que generan los aztcares hemicelulosicos sobre las

celulasas, aumentando también el rendimiento de HE (Qing y col., 2010).

Desde un punto de vista industrial, para reducir los costes derivados de los
procesos de destilacion y evaporacidon durante la posterior purificacion del producto, la
concentracion de etanol tras la fermentacion debe ser superior al 4% (p/v) (Sun y
Cheng, 2002; Wingren y col., 2003; Ballesteros y col., 2004). En este contexto, el uso
de altas concentraciones de sustrato que permitan obtener altas concentraciones de
azucares fermentables resulta fundamental. Sin embargo, operar a altas consistencias
implica un aumento en la viscosidad que dificulta el mezclado homogéneo de las
enzimas con el sustrato en el interior de los reactores. Una alternativa para reducir la
viscosidad del medio es la realizacion de los procesos de PSFS/PSCFS. Durante la etapa

de prehidrolisis o presacarificacion, la ausencia del microorganismo fermentativo
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permite que las enzimas puedan actuar bajo condiciones Optimas de temperatura y pH,
reduciendo la viscosidad al fluidificar el medio y facilitando el mezclado del mismo
(Jorgensen y col., 2007b; Tomas-Pejé y col., 2009a; Manzanares y col., 2011). Otra
posible alternativa de los procesos de PSFS/PSCFS que permite trabajar a altas cargas
de solidos es la adicion del sustrato por pulsos o procesos fed-batch (Rudolf y col.,
2005; Tomas-Pejo y col., 2010). En este modo de operacion, el sustrato se afiade a
diferentes tiempos, con lo que el incremento de la consistencia es gradual. Ademas, la
adicion por pulsos permite que el material sea hidrolizado por tandas, por lo que la

viscosidad con cada nueva adicidn no se eleva excesivamente.

1.2.3.3. Bioproceso consolidado (BPC)

Un paso importante en la optimizacion de los procesos de produccion de etanol
es el bioproceso consolidado (BPC). El BPC supone la integracion de todas las etapas
que tienen lugar tras el pretratamiento. De esta manera, el microorganismo o conjunto
de microorganismos encargados de llevar a cabo los procesos de BPC, son capaces de
producir las enzimas necesarias para realizar la hidrolisis a la vez que co-fermentan de
forma simultanea las hexosas y las pentosas en un tnico reactor. La configuracion BPC
no puede realizarse con los microorganismos disponibles actualmente, por lo que se
requiere el desarrollo de nuevos microorganismos mediante el empleo de ingenieria
genética y metabolica. Entre los micoorganismos que se estdn estudiando para los
procesos de BPC destacan aquellos del género Clostridium. Estas bacterias presentan un
sistema enzimatico extracelular denominado celulosoma, capaz de llevar a cabo la HE, a
la vez que el metabolismo celular interno es capaz de fermentar la glucosa y la xilosa
para producir etanol y otros subproductos (Lynd y col., 2005; Cardona y Sanchez,
2007). Otra estrategia consiste en convertir un buen fermentador, como S. cerevisiae, en
un organismo celulolitico mediante la expresion heterdloga de las enzimas responsables
de la hidroélisis de la celulosa (Lynd y col., 2005). En la actualidad, los procesos BPC
aln estan lejos de representar una estrategia efectiva. En este sentido, diversos
microorganismos estan siendo modificados mediante ingenieria genética para optimizar
en ellos un metabolismo fermentativo, asi como dotarlos de un sistema adecuado de

expresion enzimatica.
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

El trabajo realizado en el presente estudio se enmarca dentro de las actividades
de la Unidad Mixta IMDEA Energia — CIEMAT, formada por la Unidad de Procesos
Biotecnologicos del IMDEA Energia y la Unidad de Biocarburantes del CIEMAT. La
Unidad mixta tiene como objetivo el desarrollo de procesos y tecnologias para la
produccion de biocombustibles a partir de materiales renovables, entre los que se
encuentra el bioetanol lignoceluldsico. Parte del trabajo experimental se ha desarrollado
en el Dpto. de Ingenieria Quimica y Biologica de la Universidad Tecnologica de
Chalmers (Suecia). Para la realizacion de este trabajo se ha contado con una ayuda para
Contratos de Investigador de Apoyo de la Comunidad de Madrid (2009-2013) y con una
“Short-Term Fellowship” (Mayo-Julio 2012), concedida por la “Federation of European
Biochemical Societies” para la realizacion de la estancia en la Universidad Tecnolédgica

de Chalmers.

Teniendo en cuenta los antecedentes comentados en la introduccion, entre las
diferentes tecnologias que se estan desarrollando para la produccion de biocarburantes
de segunda generacion, los procesos de produccion de etanol a partir de biomasa
lignocelulosica, basados en hidrolisis enzimatica, son los que ofrecen mejores
perspectivas de comercializacion. No obstante, para que estos procesos puedan ser
rentables todavia son necesarias mejoras significativas. En este contexto, es necesario el
incremento de los rendimientos de la etapa de hidrélisis y fermentacion y simplificar el
proceso global integrando parte de las etapas. La hidrolisis enzimatica representa una
etapa clave del proceso, ya que el incremento en los rendimientos de esta etapa
repercuten de forma directa en la produccion final de etanol. Una deslignificacion
previa de los materiales pretratados antes de la hidrdlisis que reduzca el contenido en
lignina, podria facilitar la liberacion de azucares mediante el incremento del area
superficial accesible y la reduccion de las uniones improductivas de las enzimas
hidroliticas. Por otro lado, la etapa de fermentacion puede mejorarse mediante el
desarrollo de cepas que puedan convertir de forma simultinea todos los azucares
contenidos en los materiales lignoceluldsicos a etanol y que presenten ademads, una
mayor tolerancia frente a los diferentes toxicos generados durante el pretratamiento. La
integracion de etapas supone también un avance fundamental, ya que permitiria ahorrar

costes en equipamiento y acortar el tiempo global del proceso.
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En este trabajo se selecciond la paja de trigo como materia prima, ya que es un
residuo agricola abundante tanto en Espafia como a nivel mundial y presenta un alto
contenido en azlicares que pueden ser convertidos a etanol. Para alterar la estructura
recalcitrante y facilitar la accesibilidad de las enzimas hidroliticas, la biomasa fue
pretratada mediante explosion por vapor bajo diferentes condiciones de presion y
temperatura. Los aspectos innovadores propuestos en esta Tesis doctoral para la mejora
del proceso de produccion de etanol a partir de paja de trigo pretratada mediante
explosion por vapor, implican el uso del material pretratado completo en lugar del
residuo solido insoluble, el empleo de cepas fermentadoras termotolerantes y/o co-
fermentadoras de pentosas y hexosas y la optimizacion de la configuracion del proceso

global.

En base a estas consideraciones, el objetivo principal de esta investigacion es la
integracion de las etapas de proceso mediante la utilizacion del material pretratado
completo asi como la evaluaciéon de las posibles aplicaciones de las lacasas en los
procesos de biodeslignificacion y biodestoxificacion durante la produccion de etanol a
partir de la paja de trigo pretratada mediante explosion por vapor. Ademas, de forma

mas especifica el trabajo incluye las siguientes propuestas:

- Evaluacion de la explosion por vapor como etapa de pretratamiento de la
paja de trigo en el proceso de produccion de etanol.

- Evaluacion de lacasas y/o sistemas lacasa-mediador como una etapa de
deslignificacion complementaria a la explosion por vapor: efecto sobre la
composicion e hidrolisis del residuo solido insoluble de la paja de trigo
pretratada.

- Uso del material pretratado completo en la produccion de etanol
lignoceluldsico:  evaluacion  de  diferentes cepas  fermentadoras
(microorganismos termotolerantes y/o co-fermentadores de hexosas y
pentosas) y configuraciones de procesos.

- Evaluacion de lacasas como una etapa de destoxificacion del material
pretratado completo integrada en las diferentes configuraciones de proceso:
efecto sobre los compuestos inhibidores, sacarificacion y comportamiento de
las diferentes cepas fermentadoras.

- Evaluacion de lacasas en la produccion de etanol a partir del residuo solido

insoluble a altas concentraciones de sustrato.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materia prima

La paja de trigo (Triticum aestivum) utilizada como materia prima en la presente
Tesis, fue suministrada por “Ecocarburantes de Castilla y Leon” (Espana). Tras su
recepcion, la biomasa fue molida hasta obtener un tamaino de particula entre 2 y 10 mm
mediante la utilizacion de un molino de cuchillas y posteriormente, almacenada a

temperatura ambiente.

El anélisis de composicion de la biomasa de partida se realizd segun los pasos

descritos en el apartado 3.9.1.

3.2. Pretratamiento mediante explosion por vapor (EV)

Con un nivel de humedad inferior al 10%, la paja de trigo molida se someti6 a
un pretratamiento mediante explosion por vapor (EV) en una unidad piloto que opera en
discontinuo. La instalacion esta situada en el CIEMAT y se basa en la tecnologia
“Masonite”, aplicada en la produccion industrial de pastas de papel (Marchessault y
col., 1983). El equipo consta de un generador de vapor, un reactor y un ciclon de
descarga. En nuestro caso, se han utilizado dos reactores diferentes: uno de 10 L y otro
inferior con 2 L de capacidad. El mecanismo de funcionamiento de este equipo radica
principalmente en el suministro de vapor por parte del generador al reactor, donde la
biomasa se mantiene bajo condiciones controladas de presion y temperatura. Tras un
tiempo de residencia determinado, se produce una despresurizacion instantanea y el

material es dirigido espontaneamente al ciclon de descarga.

Segin andlisis de optimizacion previos llevados a cabo en el CIEMAT
(resultados no publicados), las temperaturas Optimas de pretratamiento para la paja de
trigo en base a rendimientos de hidrolisis enzimatica (HE), se sitian en el rango de
200-230 °C. Para alcanzar dichas temperaturas, las presiones que debe soportar el
reactor en su interior se hallan entre las 15 y las 30 atmosferas, respectivamente. Por
otro lado, como se observa en la ecuacion [3], el factor de severidad del pretratamiento
(Log (R,)) y por consiguiente la generacion de productos inhibidores, también estd
influenciada por el tiempo de residencia, por lo que para estas temperaturas es

aconsejable no superar los 5 min de pretratamiento:
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(L=Trsf
[3] Log(R,) = log [r X e 14.75 ]
donde Log (R,) es el factor de severidad, t el tiempo de residencia (min), T la
temperatura de reaccion (°C) y Tr la temperatura de referencia (100 °C). Ante estas
observaciones, la materia prima utilizada en la presente Tesis se someti6 a las siguientes
condiciones de pretratamiento: 200 °C, 210 °C y 220 °C, manteniendo el tiempo de

residencia en todos los casos en 2,5 min.

En la figura 3.1 se muestra una fotografia del equipo de EV ubicado en el

CIEMAT asi como una comparacion del material antes y después del pretratamiento.

Ciclon de
descarga

Figura 3.1.- Equipo de explosion por vapor a escala piloto del CIEMAT y ejemplo de
material pretratado completo (MPC) donde se pueden observar los cambios fisicos

producidos durante esta técnica.

Posteriormente, el material pretratado completo (MPC) recogido fue analizado
en relacion a su contenido en solidos totales. Asimismo, dicho material fue filtrado en
parte o en su totalidad para separar una fraccion solida o residuo so6lido insoluble (RSI)
y una fraccion liquida o prehidrolizado. La composicion quimica de ambas fracciones se
determind respectivamente siguiendo los procedimientos descritos en los apartados
3.9.1 (RSI) y 3.9.2 y 3.9.3 (fraccién liquida). Tanto el MPC como el RSI y la fraccion

liquida, fueron utilizados en esta Tesis como sustrato en los diferentes ensayos.
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3.3. Enzimas y mediadores

3.3.1. Lacasas

Las lacasas evaluadas en los procesos de deslignificacion y destoxificacion se
obtuvieron a partir de los hongos Pycnoporus cinnabarinus y Trametes villosa. Ambas
enzimas fueron producidas respectivamente por “Beldem” (Bélgica) y “Novozymes”
(Dinamarca). Sus actividades y estabilidades frente a diferentes pH y temperaturas han

sido previamente caracterizadas por Ibarra y col. (2006b).
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Figura 3.2.- Comparacion de la estabilidad a diferentes pH (izquierda) y temperaturas
(derecha) de las lacasas de P. cinnabarinus (A y C) y T. villosa (B y D). La estabilidad
enzimatica frente al pH fue estimada a 24 °C en tampon citrato-fosfato-borato (pH2-10)
tras O h (M), 8h (@) y 24 h (A). Por otro lado, la termoestabilidad fue calculada tras
incubar ambas lacasas en tampon citrato-fosfato-borato pH 4 a diferentes temperaturas
(30-80 °C) durante 1 h (M), 2 h (@), 4 h (A), 8 h (1)) y 24 h (O). Adaptado de Ibarra y
col. (2006b).
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La Figura 3.2 muestra las actividades residuales de las lacasas empleadas en la
presente Tesis bajo diferentes pH y temperaturas tras un tiempo de incubacion
determinado. En relacion al pH, estos autores observaron una alta estabilidad para las
dos lacasas en un rango amplio de pH de 4 a 9. Por el contrario, los datos de
termoestabilidad indicaron una mayor sensibilidad frente a la temperatura por parte de
la lacasa de 7. villosa en comparacion con la lacasa de P. cinnabarinus. Asimismo, en la
Figura 3.3 se pueden observar los pH y temperaturas ptimas establecidas tanto para la
lacasa de P. cinnabarinus como para la de 7. villosa. Las dos lacasas mostraron una
actividad optima en el rango de pH 3-4,5, mientras que en relacion a la temperatura
Optima, la lacasa de P. cinnabarinus mostrd un incremento de actividad en el rango de

40-90 °C, que no se observoé con la lacasa de 7. villosa.
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Figura 3.3.- pH (4) y temperaturas (B) optimas de las lacasas de P. cinnabarinus () y
T. villosa (®@). Para el calculo de la actividad lacasa en funcion del pH, dicha actividad
se normalizo en relacion al pH optimo. Por otro lado, para el cadlculo de la actividad
lacasa en funcion de la temperatura se tomo como referencia la actividad observada a

30 °C.

3.3.3. Enzimas celuloliticas

Los procesos de HE o sacarificacion se han llevado a cabo mediante la
utilizacion de dos mezclas producidas por “Novozymes” (Dinamarca). Ambos sistemas
hidroliticos son comtnmente utilizados en la produccién de etanol lignoceluldsico y

para diferenciarlos entre si, se hablara de mezcla estindar y de mezcla Cellic.
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En primer lugar, la mezcla estandar implica la combinacion de las preparaciones
enzimaticas NS 50013 y NS 50010. EI complejo NS 50013 es un preparado celulolitico
producido por Trichoderma reesei con actividad celobiohidrolasa y endoglucanasa, pero
baja actividad B-glucosidasa. NS 50010, en cambio, es una preparacion producida por
Aspergillus niger y presenta principalmente actividad B-glucosidasa, por lo que resulta
un complemento fundamental del complejo NS 50013 en la hidrolisis de los materiales
lignocelulosicos (Tomas-Pejo y col., 2009a; Ballesteros y col., 2010; Garcia-Aparicio y
col., 2011). Ademéas de estas actividades principales, estas preparaciones muestran
cierta proporcion de otras actividades enzimaticas como xilanasa, B-xilosidasa o o-L-

arabinofuranosidas (Alvira y col., 2011).

Por otro lado, en la mezcla Cellic estan incluidos los complejos Cellic CTec2 y
Cellic HTec2, preparados celuloliticos recientemente desarrollados a partir de
Trichoderma spp. En este caso, la preparacion enzimatica Cellic CTec2 proporciona las
actividades celulasa y B-glucosidasa, por lo que no necesita de una suplementacion de
esta ultima. Ademas, también presentan cierta proporcion de otras actividades como
xilanasa, B-xilosidasa o o-L-arabinofuranosidas (Alvira y col., 2011) Mientras, el
complejo Cellic HTec2 presenta fundamentalmente actividad xilanasa y apenas celulasa
0 P-glucosidasa. La aparicion de estas nuevas mezclas supone un avance en la
produccion de complejos celuloliticos, ya que mejoran las actividades presentes en los
complejos anteriores e incorporan otras nuevas como por ejemplo las polisacérido-
monooxigenasas (Horn y col., 2012), contribuyendo a mejorar la hidrdlisis de los

carbohidratos e incrementar los rendimientos de sacarificacion.

3.3.3. Mediadores

Los reactivos utilizados como mediadores de la lacasa en los sistema lacasa-
mediador fueron los siguientes compuestos sintéticos: 4cido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfoénico) (ABTS; Roche); 1-hidroxibenzotriazol (HBT; Sigma); y

acido violurico (VIO; Sigma).

La concentracion final a la que se emplearon estos compuestos fue del 1,5%

(p/p), considerando el peso seco de la muestra en todos los casos.
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3.4. Determinacion de actividades enzimaticas
3.4.1. Actividad lacasa

Las actividades de las diferentes lacasas empleadas se determinaron mediante el
seguimiento por espectrofotometria del radical catiénico obtenido tras la oxidacion del
ABTS. Las reacciones se desarrollaron a temperatura ambiente en tampon acetato
sodico 0,1 M, pH 5 y a una concentracion de sustrato (ABTS) de 5 mM. La formacion
del radical cationico se midi6 a una longitud de onda de 436 nm (espectrofotémetro V-
530, “software” JASCO) en un volumen final de reaccién de 1 mL (0,1 mL de la enzima
previamente diluida y 0,9 mL de reactivo). Por otro lado, el célculo de actividad se
realiz6 mediante la férmula [4] teniendo en cuenta que el coeficiente de extincion molar
del radical catiénico formado a 436 nm (€436) es de 2,93-10° M'em™:

AADSXVyeqx10°
EXVenz XAt XL

[4] A(UI/mL) =

donde A es la actividad (Ul/mL), AAbs la diferencia entre la absorbancia final e inicial,
Viea €l volumen de reaccién (L), 10° el factor de conversién de mol a umol, € el
coeficiente de extincion molar (M'ecm™), Ve, el volumen de enzima (mL), At el tiempo
de reaccion (min) y L el espesor de la cubeta (cm). De esta manera, una unidad
internacional (UI) se define como la cantidad de enzima requerida para la

transformacion de 1 umol de sustrato por minuto.

Tras los célculos oportunos, las actividades dieron un resultado de 60,63 Ul/mL

y 470 Ul/mL para las lacasas de P. cinnabarinus y T. villosa, respectivamente.

3.4.2. Actividad sobre papel de filtro

La actividad celulolitica de las preparaciones enzimaticas NS 50013 y Cellic
CTec2 se establecid mediante la cuantificacion de los azucares reductores liberados
durante la hidrdlisis enzimatica del papel de filtro “Whatman” n° 1 (Ghose, 1987). El
resultado de la medida de esta actividad se expres6 como unidades de papel de filtro por
mililitro de preparacion enzimatica (UPF/mL). La unidad de papel de filtro se define
como una unidad internacional (UI), por lo que representa la transformacion de 1 pmol
de azucares reductores liberados por minuto. Los ensayos realizados para la medida de

esta actividad se llevaron a cabo en tampon citrato 0,05 M, pH 5, con una tira de papel
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“Whatman” n° 1 a 50 °C durante 1 h, en un volumen final de 1 mL y con una dilucion
apropiada de enzima. Posteriormente se afiadieron 3 mL de una preparacion con acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) y la mezcla se llevd a ebullicion durante 5 min. En esta
reaccion, los grupos aldehido o cetona de los azucares se oxidan dando lugar a
derivados acidos mientras que el DNS se reduce a 4cido 3-amino-5-nitrosalicilico
(Miller, 1959). Al enfriarse, las soluciones se diluyeron con 20 mL de agua destilada,

midiendo la densidad optica de la disolucién a 540 nm.

Para determinar la concentracion de azuicares reductores se prepard una curva
patron con diferentes concentraciones de glucosa, por lo que todos los azlcares
reductores fueron considerados como glucosa. De esta manera, una vez determinada la
concentracion de glucosa liberada tras la accién enzimadtica, se calculo la actividad en

UPF/mL segtn se describe por Goshe (1987).

Seglin este sistema, las actividades para las preparaciones NS 50013 y Cellic

CTec?2 fueron respectivamente 63 UPF/mL y 100 UPF/mL.

3.4.3. Actividad B-glucosidasa

Dado que la enzima -glucosidasa es la encargada de hidrolizar la molécula de
celobiosa en glucosa, la actividad de dicha enzima se midi6 a 50 °C de temperatura
utilizando una solucion de celobiosa 0,015 M en tampodn citrato 0,05 M, pH 5. La
reaccion se llevd a cabo tras mezclar 1 mL de celobiosa con 1 mL de enzima
(previamente diluida) durante 30 min (Ghose, 1987). Para detener la reaccion, la
temperatura se aumentd hasta los 100 °C durante 5 min y a continuacion se calculd la
concentracion de glucosa mediante un ensayo enzimatico comercial (Test enzimdtico de
determinacion de glucosa GAHK20, Sigma). Este método se basa en la accion de las
enzimas hexoquinasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que fosforilan y oxidan la
glucosa respectivamente formandose una cantidad equimolar de NADH que se detecta a
una longitud de onda de 340 nm. La concentracion de NADH obtenida permite estimar
la concentracion de glucosa con un €349 de 6,22‘103 M'lcm'l, mediante la siguiente
relacion [5]:

AAbs XV X 180
& X Vi XL

[5] C(9/L) =
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donde C es la concentracion de glucosa (g/L), AAbs la diferencia de absorbancia final e
inicial, Vt el volumen total de la reaccién (L), 180 el peso molecular de la glucosa
(g/mol), € el coeficiente de extincion molar (M'em™), Vi, el volumen de muestra (L) y
L el espesor de la cubeta (cm). A continuacion, siguiendo los pasos descritos por Ghose
(1987) se puede determinar la actividad B-glucosidasa, que en el caso de las
preparaciones NS 50013, NS 50010 y Cellic CTec2 fue de 11 Ul/mL, 810 Ul/mL y
3950 Ul/mL, respectivamente.

3.4.4. Actividad xilanasa

La actividad xilanasa se determin6 utilizando 30 mg/mL de xilano de abedul
(Sigma) en tampodn citrato 0,05 M, pH 5 (Bailey y col., 1991). Para la reaccion se
usaron 0,2 mL del sustrato y 0,8 mL de enzima convenientemente diluida y se
incubaron en agitacion a 50 °C durante 15 min. Tras detener la reacciéon por
desnaturalizacion de la enzima, la concentracion de azucares reductores se estimo por el
método “Somogyi-Nelson” mediante la aproximacion a una recta patrén con glucosa
(Somogyi, 1945). Para esta técnica, cada muestra se incubd con el reactivo I
(“Somogyi”) durante 15 min a 100 °C tras lo cual, en frio, se anadio el reactivo II
(“Nelson”). Posteriormente la mezcla se diluyd con agua en proporcion 1:12 y se midiod
la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm. Tras determinar la concentracion de

azucares reductores, se establecio la actividad xilanasa segun Bailey y col. (1991).

La actividad xilanasa se determind en las preparaciones NS 50013 y Cellic

HTec2 dando unos valores de 122 Ul/mL y 1300 UI/mL, respectivamente.

3.4.5. Actividad B-xilosidasa

Para determinar la actividad B-xilosidasa se incubaron 0,1 mL de enzima con 0,1
mL del sustrato p-nitrofenil--D-xilopiranésido (Sigma) diluido en tampon citrato 0,05
M, pH 5 a una concentracion de 2 mg/mL (Poutanen y col., 1987). La reaccion
transcurrié durante 30 min a 50 °C en agitacion, y a continuacion se afiadieron 500 pL
de carbonato sdédico al 2% para detener la reaccion y potenciar la coloracion del p-
nitrofenol. La absorbancia del p-nitrofenol liberado se observo a 410 nm y la actividad
(UI/mL) se calculd con un €419 de 1,52-104 Mlem™ segun la férmula [4] indicada en el

apartado 3.4.1.
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En las preparaciones Cellic CTec2 y HTec2 la actividad B-xilosidasa fue de 81
Ul/mL y 201 UI/mL, respectivamente. Por otro lado, el complejo NS 50013 presentod
una actividad de 45 Ul/mL.

3.5. Ensayos de hidrdlisis enzimatica (HE)

Los procesos de HE o sacarificacion de las diferentes fracciones lignocelulosicas
resultantes del pretratamiento mediante EV de la paja de trigo (MPC y RSI) se llevaron
a cabo utilizando bien la mezcla estdndar o en su lugar, la mezcla Cellic. Antes de
comenzar la fase de HE, el sustrato a hidrolizar se diluy6é en concentraciones variables
segun los diferentes ensayos con tampon citrato 0,05 M, pH 5-5,5 en base a la cantidad
de solidos totales (ST) o sdlidos insolubles (SI), expresando los valores como % ST
(p/v) 6 % SI (p/p). A continuacidn, en los casos en los que se utiliz6 la mezcla estandar
se tuvieron en cuenta las actividades celulasa y B-glucosidasa, por lo que se afiadieron
15 UPF/g sustrato (peso seco) de la preparacion NS 50013 y 15 Ul/g sustrato (peso
seco) de la preparacion NS 50010. Por otro lado, en aquellas muestras en las que se uso
la mezcla Cellic se tuvieron en cuenta las actividades celulasa y xilanasa, de manera que
se afiadieron 15 UPF/g sustrato (peso seco) de Cellic CTec2 y 60 Ul/g sustrato (peso
seco) de Cellic HTec2. Estas dosis enzimaticas se establecieron en relacidon a estudios
de optimizacién previos llevados a cabo por Tomas-Pejo y col. (2009b) en el caso de la

mezcla estandar y segin Barta y col. (2011) para la mezcla Cellic.

La Tabla 3.1 establece un resumen de todas las actividades enzimaticas anadidas
para la hidrolisis de los diferentes sustratos, indicindose en negrita los valores de

referencia.

Tabla 3.1.- Actividades hidroliticas aniadidas con las mezclas estandar o Cellic

Preparacion Celulasa B-glucosidasa Xilanasa B-xilosidasa
enzimatica (UPF/g sustrato) (Ul/g sustrato) (Ul/g sustrato) (Ul/g sustrato)

Mezcla estandar:

NS 50013 15 2,6 29 10

NS 50010 - 15 n.d. n.d.
Mezcla Cellic:

Cellic CTec2 15 5925 n.d. 12
Cellic HTec2 n.d. n.d. 60 9,3

n.d. no determinado
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Por otro lado, la fraccion liquida o prehidrolizado también se sometid6 a un
proceso de HE para transformar los azucares oligoméricos en mondmeros fermentables.
En primer lugar, se llevo a cabo su dilucién con tampon citrato 0,05 M, pH 5,5. Para
ello, se tuvo en cuenta el contenido en solidos totales del MPC de partida, por lo que los
valores se expresaron como % ST (p/v) equivalentes. Tras la dilucion, el proceso de
hidrolisis se llevo a cabo con la mezcla Cellic a una carga enzimatica de 0,5 UPF/mL de

Cellic CTec2 y 2 UI/mL de Cellic HTec2, segin Barta y col. (2011).

Independientemente de la mezcla enzimdtica y de la muestra de partida, el
proceso de sacarificacion se llevd a cabo en un incubador orbital durante 8-72 h en
funcion del ensayo, a una temperatura de 50 °C y con una agitacion constante entre 150
y 180 rpm. Ademads, para evitar la contaminaciéon con microorganismos que puedan
modificar la concentracion de azucares, las muestras se suplementaron con 0,01% de
azida soédica. Todos los ensayos se realizaron por triplicado expresandose los valores

medios correspondientes junto a su desviacion tipica.

3.6. Microorganismos y condiciones de cultivo

Para la conversion de los azuicares presentes en las diferentes fracciones
lignocelulosicas resultantes del pretratamiento mediante EV de la paja de trigo (MPC y
RSI) se han usado diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae y una cepa
termotolerante de Kluyveromyces marxianus, las cuales se describen a continuacion.
Asimismo, en cada apartado también se indican los distintos medios de cultivo

empleados para el crecimiento y preparacion del inoculo necesario.

3.6.1. Kluyveromyces marxianus CECT 10875

La cepa K. marxianus CECT 10875 fue seleccionada en los laboratorios de la
Unidad de Biocarburantes del CIEMAT (Ballesteros y col, 1991). Al tratarse de una
cepa termotolerante, este microorganismo es capaz de fermentar la glucosa de forma
eficiente a temperaturas superiores a los 40 °C. En este contexto, la preparacion del
preindculo tuvo lugar a 42 °C y 150 rpm durante 16 h, empleando el siguiente medio
definido: 30 g/L de glucosa, 5 g/L de extracto de levadura, 2 g/L. de NH4Cl, 1 g/L de
KH,PO4y 0,3 g/ de MgSO4-7H,0.
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Tras el crecimiento, el cultivo se centrifugd a 9000 rpm durante 10 min, se retird
el sobrenadante y las células contenidas en el “pellet” se lavaron con agua destilada una
vez. A continuacion, el “pellet” celular se pesé y se diluyd con agua destilada para

obtener el tamano de in6culo deseado.

3.6.2. Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red

S. cerevisiae “Ethanol Red” es una cepa industrial suministrada por la empresa
“Fermentis” (Francia). Al igual que K. marxianus CECT 10875, esta cepa es capaz de
fermentar las hexosas pero no las pentosas, por lo que la preparacion del preinoculo se
realizd a partir de la levadura liofilizada utilizando el mismo protocolo descrito en el
apartado 3.6.1. Sin embargo, al tratarse de un microorganismo mesoéfilo, S. cerevisiae
“Ethanol Red” no es capaz de resistir temperaturas elevadas y el crecimiento se llevo a

cabo a 35 °C.

3.6.3. Saccharomyces cerevisiae F12

Al contrario que los dos microorganismos anteriores, S. cerevisiae F12 es una
cepa capaz de fermentar las hexosas y las pentosas. Esta cepa tiene integrada en su
genoma los genes XYL1 (gen que codifica para la enzima xilosa reductasa (XR)) y
XYL2 (gen que codifica para la enzima xilitol deshidrogenasa (XDH)) de
Scheffersomyces stipitis y a su vez, el gen endogeno XKS1 (gen que codifica para la
enzima xiluloquinasa (XK)) estd modificado para su sobreexpresion (Sonderegger y
col., 2004). Asimismo, la cepa empleada fue previamente sometida a un proceso de
ingenieria evolutiva mediante su exposicion a concentraciones crecientes de los
compuestos inhibidores presentes en la fraccion liquida o prehidrolizado obtenido tras el

pretratamiento mediante EV de la paja de trigo (Tomas-Pejo y col., 2010).

El crecimiento de este microorganismo se llevé a cabo en medio “Delf”
modificado con la siguiente composicion: 20 g/L glucosa, 20 g/L xilosa, 7,5 g/L
(NH4)2SO4, 3,5 g/ KH,PO4, 0,75 g/ MgSO47H,0, 2 mL/L de una solucidon
conteniendo trazas de metales y 1 mL/L de una solucidn con vitaminas. Las condiciones
de cultivo fueron 30 °C y 150 rpm. Tras 24 h de incubacion, las células se centrifugaron
a 5000 rpm durante 5 min y se lavaron y diluyeron a la concentracion deseada con agua

destilada.
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3.6.4. Saccharomyces cerevisiae KE6-12

Otra cepa co-fermentadora de hexosas y pentosas usada en el presente trabajo
fue S. cerevisiae KE6-12 (Albers y col., resultados no publicados; Koppram y col.,
2013). Esta cepa se ha obtenido a partir de una cepa industrial, S. cerevisiae TBM 3400
suministrada por la empresa “Taurus AB” (Suecia), mediante la aplicacion secuencial
de los procesos de mutagénesis al azar y evolucion por adaptacion. Al igual que S.
cerevisiae F12, S. cerevisiae KE6-12 tiene integrados en su cromosoma los genes
XYL1 y XYL2 de S. stipitis y sobreexpresado el gen XKS1 endogeno (Wahlbom y col.,
2003). Para la obtencion del volumen de preinoculo deseado, los cultivos de esta cepa

se realizaron en las mismas condiciones sefaladas en el punto 3.6.3.

3.7. Ensayos de fermentacion

Las distintas estrategias usadas para la integracion de las fases de HE y
fermentacion de las diferentes fracciones resultantes del pretratamiento mediante EV de
la paja de trigo (MPC, RSI y fraccion liquida o prehidrolizado) fueron principalmente
los sistemas de sacarificacion y fermentacion simultaneas (SFS). Dada la versatilidad en
los modos de operacion de estos sistemas, los procesos de SFS se llevaron a cabo bajo
diferentes configuraciones: en discontinuo, semicontinuo o fed-batch y con una etapa de
presacarificacion (PSFS). En cualquier caso, los ensayos se realizaron por triplicado
usando matraces de 100 mL con tapones de goma perforados con una aguja para

facilitar la salida del CO, producido durante la fermentacion.

Salvo en aquellas muestras donde se especifique lo contrario, los diferentes
ensayos de produccion de etanol se suplementaron con sales para facilitar el crecimiento
del microorganismo fermentativo. De esta forma, los medios sometidos a un proceso de
fermentacion con los microorganismos K. marxianus CECT 10875 o S. cerevisiae
“Ethanol Red”, se complementaron con 5 g/L de extracto de levadura, 2 g/L de NH4Cl,
1 g/LL de KH,PO4 y 0,3 g/LL de MgSO4-7H,0. Por otro lado, en aquellos casos donde se
usaron las cepas co-fermentadoras de pentosas S. cerevisiae F12 o S. cerevisiae KE6-

12, se afiadieron 5 g/L de (NH4),HPO4 (DAP).
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3.7.1. Sacarificacion y fermentacion simultaneas (SF'S)

El MPC obtenido tras el pretratamiento mediante EV de la paja de trigo ha sido
utilizado como sustrato en los sistemas de SFS. En los procesos de SFS realizados en
discontinuo, los sustratos se diluyeron con tampon citrato 0,05 M, pH 5-5,5 a la
consistencia deseada y expresada como % ST (p/v). Posteriormente, las muestras se
suplementaron con la cantidad correspondiente de mezcla estandar o mezcla Cellic
siguiendo los pasos descritos en el apartado 3.5. Al mismo tiempo, el microorganismo
fermentativo se incorpord a las muestras con un volumen de inoculo de 1 g/L (peso
seco) y los matraces se mantuvieron en agitacion constante entre 150-180 rpm durante

72—144 h a 42 °C 6 35 °C, dependiendo del microorganismo inoculado.

3.7.2. Sacarificacion y co-fermentacion simultaneas (SCFS)

Del mismo modo, el MPC también se sometio a diferentes ensayos de SCFS en
discontinuo y en semicontinuo o fed-batch. Para los ensayos en discontinuo, el

procedimiento seguido fue el mismo al descrito en el apartado 3.7.1.

Por otro lado, para los ensayos de SCFS en semicontinuo, el MPC se diluy6 a
una consistencia inicial del 6% ST (p/v). A continuacion, las muestras se suplementaron
con la dosis adecuada de mezcla Cellic (apartado 3.5) y con 3 g/L (peso seco) de S.
cerevisiae KE6-12. El proceso tuvo una duracion total de 168 h, donde los matraces se
mantuvieron a 35 °C y 180 rpm. Transcurridas 25 h y 50 h desde el inicio del proceso, la
consistencia se incrementd al 12% y al 16% ST (p/v), respectivamente. Con cada
adicion de sustrato, las actividades enzimaticas se ajustaron nuevamente para alcanzar
15 FPU/g sustrato (peso seco) de Cellic CTec2 y 60 Ul/g sustrato (peso seco) de Cellic
HTec2. Asimismo, el pH se mantuvo en valores de 5-5,5 con una soluciéon de NaOH 10

M y el DAP a una concentracion de 5 g/L.

3.7.3. Presacarificacion y sacarificacion y fermentacion simultaneas

(PSFS)

Los procesos de sacarificacion y fermentacion simultaneas en los cuales se
realizd una etapa de presacarificacion (PSFS), se llevaron a cabo utilizando bien el

MPC, el RSI o la fracciéon liquida o prehidrolizado. En los casos donde se utilizo el
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MPC y el RSI, ambas fracciones se diluyeron con tampoén citrato 0,05 M, pH 5-5,5 a
diferentes consistencias referidas como % ST (p/v) o % SI (p/p). Posteriormente, las
muestras se suplementaron con la mezcla hidrolitica correspondiente tal y como se
indica en el apartado 3.5 y se incubaron a 50 °C y 150-180 rpm durante 8 h 6 72 h en el
caso del MPC, y 24 h 6 48 h en el caso del RSI. Tras la fase de prehidrolisis, la
temperatura de incubacion se disminuy6 a 42 °C 6 35 °C y la fermentacion comenzé con
la adicion de 1 g/L (peso seco) del microorganismo correspondiente, prolongandose el

proceso durante 72 h mas.

Por otro lado, la fraccion liquida, ademas de los productos de degradacion,
también presenta una concentracion variable de azucares que pueden ser fermentados a
etanol. Sin embargo, estos azucares solubles pueden encontrarse en forma oligomérica,
por lo que previo al proceso de fermentacion se realizd6 una etapa de prehidrélisis
durante 24 h tal y como se describe en el apartado 3.5. Una vez finalizado el proceso de
sacarificacion, las muestras se inocularon con 1, 3 6 5 g/LL (peso seco) de S. cerevisiae
KE6-12 y se incubaron a una temperatura de 35 °C en agitacion constante a 150 rpm

durante 120 h.

3.8. Ensayos con lacasas y sistemas lacasa-mediador

Las lacasas y los sistemas lacasa-mediador estudiados en la presente Tesis se
utilizaron bajo diferentes estrategias para el tratamiento de las fracciones
lignoceluldsicas (MPC y RSI) obtenidas tras el pretratamiento mediante EV de la paja
de trigo, evaluando sus efectos en diversos puntos de los procesos. Asimismo, la
fraccion liquida o prehidrolizado y los hidrolizados obtenidos tras la sacarificacion del
MPC o del RSI, también fueron sometidos a un tratamiento con lacasa. Teniendo en
cuenta los datos de estabilidad al pH y termoestabilidad mencionados con anterioridad
(apartado 3.3.1), los tratamientos con la lacasa de P. cinnabarinus se llevaron a cabo a
50 °C en un rango de pH 5-5,5. Por otro lado, dada la sensibilidad a la temperatura de la
lacasa de T. villosa, el tratamiento con esta enzima se realizd en un mismo rango de pH
a 30 °C (Ibarra y col., 2006b). Asimismo, de forma independiente al tipo de proceso o a
la lacasa utilizada, para el tratamiento de las fracciones lignocelulésicas se empled una
carga enzimatica de 10 Ul/g sustrato (peso seco) 6 1 Ul/mL, teniendo en cuenta el peso

seco o el volumen final de la muestra (sustratos liquidos), respectivamente.



Materiales y Métodos ~85~

En todos los casos, en paralelo al tratamiento se realizd un proceso de control
bajo las mismas condiciones, afiadiendo un volumen equivalente de tampoén citrato 0,05
M, pH 5-5,5 en lugar de la enzima correspondiente. Tanto los tratamientos con lacasa

como las muestras control se llevaron a cabo por triplicado.

3.8.1. Procesos de deslignificacion

Con el fin de mejorar la digestibilidad de los materiales pretratados mediante EV
y poder aumentar por consiguiente la produccion global de etanol, el RSI se someti6 a
diferentes estudios de deslignificacion con lacasa y sistemas lacasa-mediador (SLM).
En este sentido, los tratamientos se evaluaron en base a la recuperacion de azucares
fermentables durante un proceso de hidrolisis enzimatica y en base a un andlisis de
composicion del material tratado. Las etapas de deslignificacion e hidrélisis enzimatica
se llevaron a cabo de forma secuencial, con etapas de filtracion y lavado entre el
tratamiento con lacasa o SLM y el proceso de sacarificacion, o de forma consecutiva sin
etapas de filtracién y lavado entre los tratamientos mencionados. En cualquier caso,
previo a la adicion de la lacasa o SLM el sustrato se diluyd con tampoén citrato 0,05 M,

pH 5.

En los ensayos realizados de forma secuencial, los tratamientos con lacasa o
SLM se llevaron a cabo durante 3 h en condiciones 6ptimas de temperatura: 50 °C para
la lacasa de P. cinnabarinus. A continuacion, las muestras se filtraron y lavaron y se
dividieron para realizar la correspondiente hidrolisis enzimatica (apartado 3.5) y el
analisis de composicion (apartado 3.9.1). Por otro lado, en los ensayos realizados de
forma consecutiva, sin las etapas de filtracion y lavado, los tratamientos con lacasa o
SLM se llevaron a cabo como etapa previa al proceso de sacarificacion durante 3 h. A
continuacion se afiadié la mezcla hidrolitica correspondiente para comenzar con el

proceso de sacarificacion, el cual se prolong6 durante 72 h.

Como se ha mencionado durante la introduccion, la combinacion de tratamientos
con lacasa o SLM con tratamientos alcalinos mejoran los procesos de deslignificacion
en relacion a la ejecucion de ambos tratamientos por separado. Para evaluar el efecto
sinérgico de las lacasas utilizadas en este trabajo con un tratamiento alcalino posterior,
en algunos casos se realizd6 una extraccion con NaOH de forma secuencial al

tratamiento con lacasa o SLM. El proceso de extraccion se llevo a cabo a 60 °C durante
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1 h, tras diluir las muestras control y tratadas (que previamente habian sido filtradas y
lavadas) al 5% (p/v) en agua con una cantidad de NaOH correspondiente al 1,5% del
peso seco de la muestra. Tras la extraccion alcalina, las muestras se filtraron y lavaron y
se dividieron para realizar un proceso de hidrolisis enzimatica y analisis de

composicion.

3.8.2. Procesos de destoxificacion

Los tratamientos con lacasa también se han evaluado en la presente Tesis para la
destoxificacion de los materiales pretratados con el fin de mejorar su fermentabilidad e
incrementar a su vez la produccion de etanol. En este contexto, el tratamiento con lacasa

se llevo a cabo bajo diferentes estrategias en relacion al tipo de proceso en estudio.

3.8.2.1. Tratamiento previo a los procesos de SFS/SCFES en discontinuo

En los procesos de SFS/SCEFS llevados a cabo en discontinuo, el tratamiento con
lacasa se realizO como etapa previa a la adicion de la mezcla hidrolitica y de la
inoculacion del microorganismo fermentativo. En este contexto, el MPC diluido a la
consistencia deseada se incubd en presencia de la lacasa de P. cinnabarinus durante 8 h

0 12 h a una temperatura de 50 °C y en agitacion constante (150-180 rpm).

3.8.2.2. Suplementacion con lacasa a los procesos de SCFS en

semicontinuo o fed-batch

Cuando los procesos de SCFS a partir del MPC se realizaron en semicontinuo o
fed-batch, la lacasa de P. cinnabarinus se incorpordé a las muestras una vez habia
comenzado el proceso. De esta manera, la suplementacion con lacasa se realizé en dos
puntos diferentes: a las 21 h ¢ a las 33 h desde la inoculacion, es decir, 4 h antes y 8 h

después respecto a la primera adicion de sustrato (ver apartado 3.7.2).

3.8.2.3. Tratamiento con lacasa en los sistemas de PSFS

Los tratamientos con lacasa en los sistemas de PSFS a partir del MPC o el RSI
se realizaron a su vez bajo diferentes estrategias: antes, durante o después del proceso

de presacarificacion (ver apartado 3.7.3). En una primera aproximacion, los sistemas de
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PSFS donde la presacarificacion se prolong6 8 h, el tratamiento con lacasa del MPC se
llevo a cabo de forma simultdnea a este proceso. De esta manera, tras la adicion de la
lacasa de P. cinnabarinus y la mezcla de enzimas hidroliticas, las muestras se incubaron

bajo las condiciones de presacarificacion.

Por otro lado, en aquellos casos donde la prehidrolisis tuvo una duracion de 72
h, el tratamiento con lacasa del MPC se evalué de forma previa o posterior a esta etapa
de presacarificacion. En este sentido, cuando el tratamiento se realizé antes, las lacasas
de T. villosa o P. cinnabarinus se anadieron a las muestras diluidas y se incubaron
durante 3 h en agitacion constante a temperatura Optima (30 °C 6 50 °C,
respectivamente), para a continuacion afiadir la mezcla hidrolitica y continuar con el
proceso de PSFS. Del mismo modo, el tratamiento posterior a la presacarificacion se
realizd bajo condiciones Optimas de temperatura, por lo que mientras el tratamiento con
la lacasa de P. cinnabarinus se llevé a cabo a las mismas condiciones que la

prehidrolisis, para el tratamiento con la lacasa de 7. villosa la temperatura se redujo a

los 30 °C.

En Ultima instancia, los sistemas de PSFS en los cuales se utilizé como sustrato
el RSI, la etapa de presacarificacion tuvo una duracion total de 24 h 6 48 h en funcién
de la mezcla hidrolitica a utilizar. De esta manera, las muestras bajo la primera
configuracion (24 h de presacarificacion) se suplementaron con la lacasa de P.
cinnabarinus tras las 21 h de proceso, por lo que el tratamiento tuvo lugar 3 h antes de
la inoculacion. Por otro lado, las muestras pertenecientes a la segunda configuracion (48
h de presacarificacion) se suplementaron con esta misma lacasa a las 36 h de comenzar

la incubacion con la mezcla hidrolitica, permitiendo asi un tratamiento de 12 h.

3.8.2.4. Tratamiento de la fraccion liquida

En el caso de los ensayos realizados con la fraccion liquida, el tratamiento con
lacasa de los medios obtenidos tras un proceso de sacarificacion (ver apartados 3.5 y
3.7.3) se llevo a cabo en funcion del volumen final, con una carga enzimatica de 1
UI/mL. La lacasa se afiadio tras las 21 h del proceso de sacarificacion, es decir, 3 h

antes de la adicion del indculo.
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Dado que para estos experimentos se empleo la lacasa de P. cinnabarinus en
todos los casos, las condiciones de tratamiento fueron las mismas al proceso de

hidrolisis (50 °C, 150 rpm).

3.9. Determinaciones analiticas

3.9.1. Composicion de la materia prima, del material pretratado y de otros

tratamientos

La composicion quimica de la paja de trigo asi como sus variaciones tras el
pretratamiento mediante EV o los posteriores tratamientos con lacasas, se determind
segun los métodos analiticos estandar (LAP: “Laboratories Analical Procedures™)
desarrollados por el “National Renewable Energies Laboratory” de EE.UU. (NREL,
2011). Esta metodologia permite establecer los porcentajes relativos a los diferentes

componentes: extractivos, carbohidratos estructurales, lignina y cenizas.

En primer lugar, los extractivos se determinan mediante una doble extraccion
con agua y etanol. Por otro lado, el contenido en carbohidratos se establece mediante
una correlacion de los azucares monoméricos obtenidos tras una hidrdlisis con acido
sulfurico en dos fases: la primera con 4cido concentrado al 72% (30 min a 30 °C) y la
segunda con acido diluido al 4% (1 h a 121 °C). Tras la hidrolisis se determina la lignina
acido soluble por espectrofotometria a 205 nm y los azlicares monoméricos mediante
HPLC (“High-Performance Liquid Chromatography”). Asumiendo que toda la glucosa
procede de la celulosa mientras que la xilosa, arabinosa, manosa y galactosa proceden
de la hemicelulosa se realizan los céalculos oportunos para establecer ambas fracciones.
Para ello se aplica un factor de correccion de 1,1 para las hexosas (glucosa, galactosa y
manosa) y de 1,13 para las pentosas (xilosa y arabinosa), de modo que se tenga en

cuenta la molécula de agua que se desprende al formarse el enlace glucosidico.

Asimismo, el residuo sélido insoluble generado tras la hidrolisis acida, se
emplea para determinar la lignina y cenizas acido insolubles mediante gravimetria y
calcinacion respectivamente. La Figura 3.3 muestra de forma esquemadtica los pasos

seguidos durante el analisis de composicion de los diferentes materiales.
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Figura 3.3.- Esquema representativo de los métodos aplicados para el analisis de

composicion de los residuos solidos de los materiales lignocelulosicos.

Junto al anélisis de la fraccion insoluble, en la fraccion liquida obtenida tras la
filtracion del MPC se determind la presencia de azlicares monoméricos y oligoméricos
asi como ciertos productos de degradacion (ver apartado 3.8.3). En este contexto, los
azucares monomeéricos se establecieron directamente por HPLC, mientras que tras una
hidrolisis con 4&cido sulftrico al 4% (v/v) durante 30 min a 121 °C se determind el
contenido en azlcares totales. La diferencia entre las dos concentraciones de azucares

(totales y monomeéricos) indica la concentracion de azicares en forma oligomérica.

3.9.2. Determinacion de azucares

Excepto en los casos establecidos para la determinacién de alguna de las
actividades enzimaticas, la concentracion de los distintos azucares fue analizada
mediante HPLC. Los equipos usados fueron proporcionados por las companias Waters
(EE.UU.), Agilent Technologies (Alemania) y Dionex (EE.UU.), mientras que las
columnas CarboSep CHO-682 (Transgenomic, EE.UU.) y Aminex HPX-87H (Biorad,
EE.UU.) fueron empleadas para la separacion e identificacion de los distintos
mondmeros. En los casos en los que se utiliz6 la columna CarboSep CHO-682, la
separacion se llevd a cabo a 80 °C utilizando agua ultrapura desgasificada por
ultrasonidos como fase moévil a una velocidad de elucion de 0,5 mL/min. Por otro lado,

en los casos en los que se utilizd la columna Aminex HPX-87H, la temperatura de
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operacion fue de 45 °C y como eluyente se empled una solucion de H,SO4 5 mM con un

flujo de 0,6 mL/min.

Tras la separacion, los azucares se identificaron y cuantificaron mediante un

detector de indice de refraccion en relacidon a una curva con patrones estandar.
3.9.3. Determinacion de productos de degradacion

Algunos de los productos de degradacion generados durante los diferentes
pretratamientos de la paja de trigo fueron analizados cualitativa y cuantitativamente
mediante HPLC. De esta manera, el furfural, 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), 4-
hidroxibenzaldehido, vainillina, siringaldehido, 4cido p-cumérico y é&cido fertlico
fueron analizados usando una columna Coregel 87H3 (Transgenomic, EE.UU.) o la
columna Aminex HPX-87H. En ambos casos, la columna se mantuvo a 65 °C con una
fase movil de 89% de 5 mM de H,SO4y 11% de acetonitrilo y un flujo constante de 0,7
mL/min. La deteccion de los compuestos se llevd a cabo mediante un fotodiodo
multicanal 1050 (Agilent Technologies, Alemania). En algunos casos, la deteccion del
furfural y del 5-HMF se llevo a cabo con la columna Aminex HPX-87H a 45 °C con una

fase movil de H,SO4 5 mM a un flujo constante de 0,6 mL/min.

Por otro lado, los &cidos acético y formico se determinaron empleando un
detector de indice de refraccion mediante la utilizacion de la columna Aminex HPX-

87H a 65 °C con una fase movil de 5 mM H,SOy4 y un flujo de elucion de 0,6 mL/min.

Dado que los compuestos fenolicos estan formados por un gran nimero de
sustancias, la cantidad de fenoles totales también se analiz6 en diferentes etapas. La
técnica empleada con este fin fue una version modificada del método de Folin-
Ciocalteau (Folin y Coicalteu, 1927; Zhang vy col., 2006). Para estos anélisis, se us6 una
microplaca de 96 pocillos donde se mezclaron 20 uL de muestra (previamente diluida
en consonancia a las concentraciones de los patrones estandar) con 88 uL de agua
destilada y 12 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu. A continuacion, la placa se incubo 5
min a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad, tras lo cual se afiadieron 80
puL de carbonato sodico al 7,5% para detener la reaccion y favorecer a su vez la
coloracion del la muestra. Antes de la lectura, la placa se mantuvo durante 2 h a
temperatura ambiente y en oscuridad y finalmente se determiné la absorbancia a 765 nm

con un lector de microplacas (Anthos Zenyth, Reino Unido).
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3.9.4. Determinacion de etanol

Para la determinacion de la produccion de etanol se han empleado dos métodos
cromatograficos diferentes. Por un lado, se utilizdé el cromatografo de gases 7890*
(Agilent Technologies, Alemania) equipado con un sistema de inyeccion automatico
Agilent 7683B y un detector de ionizaciéon de llama (FID). En este caso, para la
separacion de la muestra se empled la columna Carbowax-20M operando a 85 °C y
utilizando helio como gas transportador. Asimismo, el inyector y el detector se
mantuvieron a una temperatura constante de 175 °C. Una vez analizadas las muestras, la
determinacion de la concentracion de etanol se obtuvo en base a una curva con patrones

estandar.

Por otro lado, la concentracion de etanol también fue analizada en algunos casos
mediante HPLC utilizando la columna Aminex HPX-87H en las condiciones
establecidas anteriormente para la determinacion de azacares (45 °C y H,SO4 5 mM a

0,6 mL/min).

3.9.5. Determinacion de la viabilidad celular

El seguimiento de la viabilidad celular de las muestras en las distintas estrategias
de produccion de etanol se llevo a cabo mediante el recuento en placa, representandose
de esta manera la viabilidad como unidades formadoras de colonia por unidad de
volumen (UFC/mL). Para el crecimiento de las colonias, las placas se rellenaron con el
siguiente medio de cultivo: 20-30 g/L de glucosa, 20 g/L de agar, 5 g/L de extracto de
levadura, 2 g/l de NH4Cl, 1 g/L de KH,PO4, y 0,3 g/L de MgS0O4-7H,0; y el recuento
se llevo a cabo tras una incubacion de 24-48 h a 30-42 °C, dependiendo del

microorganismo fermentativo empleado.

3.10. Calculo de rendimientos y productividades

El rendimiento de HE se determin6 teniendo en cuenta el contenido total de
azucares en los sustratos empleados, es decir, los azucares procedentes tanto de la
fraccion solida como aquellos en forma soluble. Ademas, en los casos en los que se us6
la mezcla Cellic, se tuvo en cuenta el contenido en glucosa que presentan estos cocteles.

La ecuacion [6] fue la utilizada para el célculo de los rendimientos:
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AzGcareSiiperados*x100

[6] RHE(%) =

AzucareSeotales

En cuanto al célculo de los rendimientos para valorar la produccion final de
etanol en base al material de partida es la relacion de gramos de etanol producido por
gramos de azlcar presente en el medio. Este tipo de rendimiento puede calcularse
teniendo en cuenta los azlcares potenciales (s6lo glucosa o glucosa + xilosa
dependiendo del microorganismo utilizado), o los azucares medidos antes de la
fermentacion. En el caso de tenerse en cuenta todos los azlicares potenciales, la

ecuacion [7] se empleo para el calculo de los rendimientos:

Etanolpptenido

[7] YE/TS(g/g) =

AzucareStotales

Por otro lado, cuando se tuvo en cuenta solo los azicares medidos antes de la

fermentacion, se empleo la ecuacion [8]:

Et l enido
[8] Yi/s(g/g) = ———0btenido

AzGcareSpedidos

Los rendimientos anteriores se pueden comparar con el rendimiento teorico
dando lugar a un porcentaje. Dado que el rendimiento estequiométrico de
transformacion de glucosa y xilosa es de 0,51 g/g respectivamente, los calculos de
porcentaje se realizaron mediante la férmula [9]:

YE/TSX1OO

[9] YE/ET(%) = 0,519/g

En el caso de K. marxianus CECT 10875, el rendimiento maximo observado en
condiciones Optimas de crecimiento se ha establecido en 0,45 g/g (Tomas-Pejo y col.,
2009a), por lo que también se ha utilizado este dato para el célculo de porcentaje segin
la ecuacion [10]:

YE/75%100

[10] YE/ETI(%) = 0,45 g/g

Desde un punto de vista industrial, uno de los datos mds interesantes es el de
productividad volumétrica, ya que establece una relacion entre la produccion de etanol y
el tiempo empleado para obtener dichos niveles. En este contexto, la productividad

volumétrica de etanol se determind mediante la utilizacion de la siguiente ecuacion:
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lobtenido
[11] Qs(g/L - ) :%

En la ecuacion anterior, el tiempo al cual se establecio la productividad dependio
del momento donde se obtuvo la concentraciéon maxima. Igualmente, en algunos casos

el calculo se determin6 a un tiempo fijo concreto.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Materia prima

La composicion quimica de la biomasa lignoceluldsica es un factor muy
importante en la eleccion del material para la produccion de etanol. Con objeto de
conocer la composicion de la paja de trigo empleada como materia prima en este
trabajo, se caracterizd siguiendo los protocolos desarrollados por el ‘“National
Renewable Energies Laboratory” (NREL, EE.UU.), descritos con detalle en Materiales
y Métodos (apartado 3.9.1). Como se observa en la Tabla 4.1, la composicion de paja de
trigo mostrd unos contenidos similares a los determinados en anteriores trabajos
(Ballesteros y col., 2006; Pérez y col., 2007; Tomas-Pejo y col., 2008b). Las fracciones
mayoritarias corresponden a la celulosa (40,5%) y hemicelulosa (26,1%), elevando el
contenido total de carbohidratos hasta el 66,6% del peso seco. El azicar mayoritario de
la hemicelulosa de paja de trigo es el xilano (22,7%), como corresponde a la estructura
de las herbaceas. El alto contenido en azucares potencialmente fermentables hace que la

paja de trigo sea un sustrato apropiado para la produccién de etanol.

Tabla 4.1.- Composicion de la paja de trigo empleada como materia prima

Componente % (peso seco)
Celulosa 40,5
Hemicelulosa: 26,1
Xilano 22,7
Arabinano 2,1
Galactano 1,3
Lignina 18,1
Cenizas 5,1
Extractivos 14,6

La lignina representa el tercer componente mayoritario (18,1%). Este polimero
se une mediante enlaces tipo éster a los sustituyentes presentes en la hemicelulosa a
través del acido p-cumdrico y el 4cido ferulico que actuian como intermediarios
(Buranov y Mazza, 2008). Asimismo, la compleja red que constituye la lignina de la
paja de trigo estd formada, aproximadamente, por un 5% de unidades p-hidroxifenilo,
un 46% de unidades siringilo y un 49% de unidades guayacilo (Buranov y Mazza,
2008). Por otro lado, el conjunto de resinas, grasas, ceras, acidos grasos, etc., que

engloban los extractivos (14,6%), también representa un porcentaje considerable en la
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paja de trigo. Por ultimo, el elevado contenido en cenizas (5,1%) resulta un indicador

claro del uso de fertilizantes durante el cultivo del cereal (Olanders y Steenari, 1995).

4.2. Pretratamiento por explosion por vapor

La primera etapa en un proceso de produccion de etanol via enzimatica a partir
de biomasa lignocelulosica es el pretratamiento de la materia prima. El objetivo es
alterar la estructura de la fibra lignoceluldsica, de tal forma que se facilite la
accesibilidad de las enzimas a los carbohidratos contenidos en la biomasa. Debido a la
compleja estructura de la lignocelulosa, la accesibilidad de las enzimas hidroliticas a la
celulosa es muy limitada. Por esta razon, la realizacién de una etapa de pretratamiento
resulta fundamental para incrementar de forma sustancial la digestion de estos
materiales (Ballesteros y col.,, 2006; Alvira y col., 2010). Entre las diferentes
tecnologias existentes para llevar a cabo el pretratamiento, los métodos fisico-quimicos,
entre los que se encuentra la EV, son los mas cominmente usados para la produccion de
bioetanol. Uno de los principales efectos del pretratamiento es la modificacion de la
estructura de la lignocelulosa, preferentemente de la lignina, lo que permite el
incremento en la eficiencia de las enzimas para generar azlucares fermentables. En el
caso del pretratamiento mediante EV, el efecto principal que se produce es la
solubilizacion de la hemicelulosa y una redistribucion y solubilizacion parcial de

lignina, lo que permite el incremento de la digestibilidad de la lignocelulosa.

En el presente trabajo se ha utilizado el pretratamiento por explosion por vapor
(EV) bajo diferentes condiciones de temperatura (200 °C, 210 °C y 220 °C). Durante
este pretratamiento, la biomasa lignoceluldsica se somete a altas presiones y
temperaturas en presencia de vapor de agua saturado. En estas condiciones se produce la
solubilizacion de los grupos acetilo de las hemicelulosas, lo que provoca un descenso
del pH y activa un mecanismo de autohidrélisis de la hemicelulosa. Por otro lado, tras
una despresurizacion brusca del reactor, el agua que ha quedado impregnada en las
fibras sufre un cambio repentino de estado liquido a gaseoso, generando fuerzas de
cizalla y desestructurando fisicamente las uniones entre los distintos componentes de la

biomasa.

Tras el pretratamiento se obtiene un material pretratado completo (MPC), que

puede dividirse por filtracion para separar el residuo solido insoluble (RSI) y una
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fraccion liquida o prehidrolizado. Los componentes que conforman el RSI son
principalmente las fracciones de celulosa y lignina y la parte no solubilizada de la
hemicelulosa, mientras que el prehidrolizado contiene los azucares solubilizados asi
como diferentes productos de degradacion procedentes, mayoritariamente, de la

hemicelulosa.

La eficiencia del pretratamiento esta influida por diferentes factores como la
temperatura, el tiempo de residencia, el tamafio de particula o la humedad (Ballesteros y
col., 2002). La temperatura y el tiempo de residencia a los que se realiza el
pretratamiento definen su severidad (Log (Ry)). Cuando el pretratamiento se realiza bajo
condiciones mds severas, es decir, a temperaturas y tiempos de residencia superiores, la
biomasa experimenta cambios mds significativos que conducen a una mayor
desestructuracion de las fibras, aumentando la solubilizacion de la hemicelulosa y la
redistribuciéon de la lignina y, por tanto, facilitando la mayor accesibilidad de las
enzimas hidroliticas a la fraccion celuldsica. Sin embargo, condiciones de severidad
excesivamente altas también conducen a la formacion de productos de degradacion de
los carbohidratos y la lignina, reduciendo el contenido de azucares potencialmente
fermentables. Ademas, los productos de degradacion generados resultan ser compuestos
inhibidores de las enzimas y los microorganismos fermentativos en las etapas

posteriores de hidroélisis y fermentacion (Palmqvist y Hahn-Héagerdal, 2000a, 2000b).

Para establecer unas condiciones Optimas de pretratamiento, como se ha
mencionado con anterioridad, se han de tener en cuenta diversos factores como la
composicion del RSI, los rendimientos de hidrdlisis enzimatica (HE) o la concentracion
de azucares solubles y productos de degradacion de la fraccion liquida. En la presente
Tesis se han evaluado tres temperaturas de pretratamiento: 200 °C (Materiales IV y V),
210 °C (Materiales I, II, IIT y VI) y 220 °C (Materiales VII y VIII). Por otro lado, el
tiempo de residencia se mantuvo en 2,5 min en todos los casos, dando lugar a unos
valores de severidad Log (Ry) (ecuacion [3]) de 3,34 (200 °C; 2,5 min), 3,64 (210 °C;
2,5 min) y 3,93 (220 °C; 2,5 min). Previo a la utilizacion de los materiales pretratados
(RSI 0 MPC) se determin6 su composicion y los resultados se indican en las Tablas 4.2

y 4.3.

Como se observa en la Tabla 4.2, tras el pretratamiento por EV de la paja de

trigo, los diferentes RSI obtenidos a 210 °C; 2,5 min y que se emplearon en los ensayos
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de deslignificacion (RSI 1 y II) y destoxificacion (RSI III), mostraron un mayor
contenido en las fracciones de celulosa y lignina en comparacién a la paja de trigo sin
pretratar. De esta forma, el contenido en celulosa incrementd desde un 40,5%, en la
materia prima, hasta valores comprendidos entre el 51,1% y el 60,3%, mientras que el
contenido en lignina aumento6 del 18,1% al 30%. Estos resultados se obtuvieron como
consecuencia de la solubilizacion parcial de la de hemicelulosa durante el
pretratamiento, tal y como refleja la baja proporcion de esta fraccion (<10%).

Tabla 4.2.- Composicion de la paja de trigo pretratada por explosion por vapor de la que el residuo
solido insoluble (RSI) fue empleado en estudios de deslignificacion (I y Il) y destoxificacion (I11)

210 °C; 2,5 min

I I I

RSI (% p/p):
Celulosa 60,3 56,8 51,1
Hemicelulosa 6,6 9,2 7,8
Lignina 30,0 29,2 30,5

Valores expresados como porcentajes respecto al RSI

Por otro lado, en la Tabla 4.3 se puede observar la composicion de los materiales
pretratados (MPC) obtenidos a diferentes temperaturas y que se utilizaron como sustrato
en los ensayos de destoxificacion. El contenido en solidos totales de los MPC estuvo en
el rango 21,6-33,2%, de los cuales, un 16,1-21,6% correspondian a solidos insolubles
(RSI). Analizando con més detalle esta ultima fraccién, como ocurria en los sustratos
descritos previamente, el contenido en celulosa incrementé desde un 40,5%, en la
materia prima, hasta valores del 48,2% y el 66,6%, correspondiéndose respectivamente
con los pretratamientos de menor (200 °C; 2,5 min) y mayor (220 °C; 2,5 min)
severidad. Asimismo, en la fraccion liquida o prehidrolizado se pudieron identificar
diversos azucares (glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa y manosa) procedentes
principalmente de la fraccion hemicelulosica, de los cuales, la mayor concentracion
corresponde a la xilosa. La mayoria de estos azucares se encontraron en forma
oligomérica y, por lo general, el incremento de la severidad del pretramiento produjo
una reduccion de los oligdbmeros y mayor presencia de aziicares monoméricos. También
se pudieron identificar diversos compuestos solubles procedentes de la degradacion,
entre los que podemos sefalar en forma mayoritaria el acido acético, el acido formico,
el furfural y el 5-hidroximetilfurfural (5-HMF). En menor cantidad (<0,01 g/L en la

mayoria de los casos) también se identificaron varios compuestos de caracter fendlico
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entre los que destacan el siringaldehido, la vainillina, el acido fertulico y el &cido p-

cumarico.

Tabla 4.3.- Composicion de la paja de trigo pretratada por explosion por vapor de la que el material
pretratado completo (MPC) fue empleado en estudios de destoxificacion

200 °C; 2,5 min 210 °C; 2,5 min 220 °C; 2,5 min
v \% VI VII VIII
MPC (% p/p): 27,6 33,2 26,0 21,6 22,6
RST 18,1 21,6 21,5 16,1 16,6
Solidos solubles 9,5 11,6 4.5 5,5 6,0
RSI (% p/p):
Celulosa 53,5 48,2 57,3 66,6 63,0
Hemicelulosa 11,7 14,3 10,4 1,9 2,7
Lignina 30,4 28,1 30 36,7 353
PREHIDROLIZADO: AZUCARES (g/L)
Mono. Olig.  Mono. Olig. Mono. Olig. Mono. Olig. Mono. Olig.
Glucosa 2,3 12,4 1,7 11,6 1,0 3,7 1,0 35 0,7 04
Xilosa 2,8 292 22 28,6 2,6 23,6 39 81 49 3,0
Arabinosa 1,3 1,1 0,3 2,5 0,8 1,3 03 02 02 0,1
Galactosa 0,4 1,4 1,1 2,0 1,5 0,4 03 02 03 0,0
Manosa n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,1 04 0,1 0,3
PREHIDROLIZADO: PRODUCTOS DE DEGRADACION (g/L)
Acido férmico 6,3 7,0 7.8 9,3 6,1
Acido acético 6,9 6,6 5,6 11,9 9,7
5-HMF 0,32 0,3 0,3 1,1 0,82
Furfural 0,8 0,7 0,7 3,5 3,0
Vainillina 0,04 0,04 0,04 0,05 0,05
Siringaldehido 0,01 0,01 0,02 0,03 0,03
Acido p- 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02
cumdrico
Acido ferulico 0,03 n.d. n.d. 0,03 0,03

n.d., no determinado; RSI, residuo solido insoluble

Dependiendo de la severidad del pretratamiento, la solubilizacion de la
hemicelulosa y la formacion de compuestos de degradacion es diferente. De esta forma,
a medida que se incrementa la severidad del pretratamiento, la solubilizacion de la
hemicelulosa es mayor, pero a su vez, la concentracion de los productos de degradacion
también aumenta (Tabla 4.3). Por otro lado, la naturaleza de los productos de
degradacion esta en relacion con el compuesto del que provienen. De este modo, el
furfural y el 5-HMF derivan de la deshidratacion de las pentosas y las hexosas,
respectivamente. Ademads, estos compuestos pueden seguir degradandose y generar

acido formico. Por otro lado, la hidrdlisis de los grupos acetilo presentes en la



~102 ~ Resultados y Discusion

hemicelulosa da lugar a la formacion del acido acético, mientras que los compuestos
fendlicos se producen como consecuencia de la solubilizacion parcial de las diferentes
unidades de la lignina (Oliva y col., 2003; Alvira y col., 2010). Dada la presencia de
diversos compuestos acidos, el pH de los diferentes prehidrolizados se situd en el rango

de 3,5-3,9.

En general, los resultados obtenidos tras la caracterizacion del RSI y los MPC
correspondientes a los diversos sustratos empleados en la presente Tesis son
comparables a los rangos descritos en trabajos anteriores que utilizan paja de trigo
pretratada por explosién por vapor (Tomas-Pejo y col., 2008b; 2009a; 2010; Gyalai-
Korpos y col., 2011; Alvira y col., 2011).

4.3. Evaluacion del tratamiento con lacasas y sistemas lacasa-mediador

en la deslignificacion de la paja de trigo pretratada

Como se ha visto en el apartado anterior, la cantidad de lignina no se ve
modificada durante el pretratamiento y las enzimas hidroliticas pueden unirse de forma
inespecifica a esta lignina, disminuyendo los rendimientos de sacarificacion. La
adsorcion de las enzimas hidroliticas a la lignina se piensa que es debida a las
interacciones hidrofobicas entre ambos componentes, aunque también podrian tener
lugar algunas interacciones de tipo idnico (Jergensen y col., 2007a). Asimismo, el grado
de adsorcion de una enzima es dependiente del origen botanico de la lignina y de la
estructura de la enzima, por lo que cada enzima puede unirse a la lignina en una mayor
o menor proporcion. El pretratamiento de la biomasa también puede influir en que las
enzimas queden unidas de forma improductiva al polimero de lignina. En este sentido,
Rahikainen y col. (2013) han establecido recientemente que el pretratamiento mediante
EV altera la estructura de la lignina, incrementando la adsorcién de las enzimas
hidroliticas a este componente lignoceluldsico y contrarrestando el efecto positivo en la
mejora de la accesibilidad de los polisacéridos. Este fendmeno podria tener lugar debido
a que el pretratamiento por EV favorece la condensacion de la lignina y provoca la
pérdida de los grupos hidroxilos y carboxilos, aumentando asi la hidrofobicidad de este

polimero.

Teniendo en cuenta lo anterior, una etapa de deslignificacion previa a los

procesos de HE podria mejorar la recuperacion de azucares fermentables,
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incrementando de esta manera la produccién final de etanol. Existen diversas
alternativas para la deslignificacion de los materiales lignoceluldsicos, de las cuales, la
deslignificacion enzimatica es una opcion prometedora (Palonen y Viikari, 2004; Lu y
col., 2010; Camarero y col, 2007; Ibarra y col., 2006b). Entre las diferentes enzimas
ligninoliticas, las lacasas y los sistemas lacasa-mediador (SLM) han sido usados de
forma eficaz en la industria papelera como agentes deslignificantes para la sustitucion
de los compuestos clorados empleados durante el blanqueo de las pastas de papel

(Ibarra y col., 2006a).

Las lacasas son enzimas multicobre que catalizan la oxidacion de fenoles
sustituidos, anilinas y tioles aromaticos a sus correspondientes radicales con la
consiguiente reduccion del oxigeno molecular a agua (Mayer y Staples, 2002; Parawira
y Tekere, 2011). El interés en el uso de las lacasas se increment6 tras el descubrimiento
del efecto que algunos compuestos sintéticos de bajo peso molecular (mediadores)
ejercian en la accion de estas enzimas, permitiendo su actuacion frente a los residuos no
fenodlicos de la lignina (Paice y col., 1995). El mecanismo de actuacion de los SLM se
centra en un ciclo de oxidacion/reduccion. En primer lugar, la enzima produce la
oxidacion del mediador, generando radicales inestables que actian como intermediarios
redox. De esta manera, tras interaccionar con el sustrato diana (compuestos sobre los
cuales la lacasa no puede actuar de forma directa), el mediador recupera su estado
inicial reducido provocando la oxidacion de dicho compuesto. Desde la descripcion del
primer mediador, el 4cido 2'2-azino-bis-[3-etilbenzotiazol-6-sulfénico] (ABTS), hasta el
uso reciente de mediadores sintéticos del tipo -NOH’, como el 1-hidroxibenzotriazol
(HBT), el acido violarico (VIO) o el N-hidroxiacetanilida (NHA), se han producido un
gran nimero de estudios para evaluar el mecanismo de oxidacion de los residuos no

fenolicos (Camarero et al., 2005; Ibarra et al., 2006a).

En la presente Tesis, la lacasa de Pycnoporus cinnabarinus se utiliz por si sola
0 en combinacioén con los mediadores ABTS, HBT y VIO para su evaluacion como
agentes deslignificantes del RSI obtenido tras el pretratamiento mediante EV de la paja
de trigo. Asimismo, también se evalu6é un proceso de extraccion alcalina como etapa
posterior al tratamiento con lacasa para estudiar un posible efecto sinérgico que potencie

la accion deslignificadora.
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4.3.1. Efecto del tratamiento con lacasa y SLM en la hidrolisis enzimatica

Teniendo en cuenta que el principal objetivo para la realizacién de una etapa de
deslignificacion se centraba en poder aumentar el contenido de los azucares
fermentables obtenidos durante el proceso de sacarificacion, los tratamientos con lacasa
y SLM se evaluaron en primer lugar en funcion de la concentracion de glucosa liberada
tras una hidrdlisis de 72 h. Dichos tratamientos se llevaron a cabo junto los procesos de
hidrélisis bajo dos configuraciones. En una primera aproximacion, el tratamiento con
lacasa 0 SLM vy la etapa de HE se realizaron de forma consecutiva, mientras que en un
segundo conjunto de ensayos los procesos de deslignificacion y sacarificacion se
llevaron a cabo de manera secuencial, efectuando un paso de filtracién y lavado entre

ambas etapas.

Para el desarrollo de este estudio se utilizaron las fracciones correspondientes al
RSI de los materiales pretratados I y II (210 °C; 2,5 min). Asimismo, la mezcla
hidrolitica estandar se emple6 para llevar a cabo la sacarificacion tanto de las muestras

control como de las muestras tratadas con lacasa o los SLM.

En aquellos casos donde los procesos de deslignificacion enzimatica y
sacarificacion se realizaron de forma consecutiva, los tratamientos con lacasa/SLM se
llevaron a cabo durante 3 h bajo las condiciones descritas en los Materiales y Métodos
(apartado 3.8.1). A continuacion, las muestras se suplementaron con la mezcla
hidrolitica estandar para comenzar con los procesos de HE. En todos los casos, los

ensayos se realizaron utilizando el RSI I al 5% (p/v) de consistencia como sustrato.

Como se observa en la Figura 4.1, el tratamiento con lacasa/SLM produjo una
disminucion en la recuperacion de glucosa en comparacion a las muestras control.
Asimismo, también se pudo observar una diferencia significativa entre el tratamiento

con lacasa y los SLM.
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Figura 4.1.- Concentracion de glucosa liberada tras 72 h de hidrolisis enzimatica (HE)

de las muestras tratadas y sin tratar (control) del RSI I (210 °C; 2,5 min) al 5% (p/v) de

consistencia. En estos ensayos, el tratamiento con lacasa o SLM y la etapa de HE se

realizaron de forma consecutiva.

Diferentes mecanismos han sido descritos para explicar el efecto negativo de la

lacasa o0 SLM en los rendimientos de hidrolisis enzimatica:

Inhibicion o desactivacion de las enzimas hidroliticas:

Tras el tratamiento con lacasa, los productos y subproductos derivados de la
accion fenoloxidasa podrian ser inhibidores de las actividades presentes en la
preparacion celulolitica (Tabka y col., 2006; Jurado y col., 2009; Tejirian y
Xu, 2011). De esta forma, la actividad lacasa podria estar liberando algun
compuesto presente en el RSI de la paja de trigo que podria provocar una
inhibicién o desactivacion de las celulasas (Tabka y col., 2006; Jurado y col.,
2009). En este sentido, Tejirian y Xu (2011) observaron que los fenoles en
forma oligomérica formados tras el pretratamiento de los materiales
lignoceluldsicos pueden ejercer un mayor efecto inhibitorio sobre la
hidrélisis enzimatica en comparacion a los fenoles en forma monomérica. En
este contexto, dado que el mecanismo de accion de la lacasa implica la
generacion de radicales que pueden reaccionar entre si, la formacion de
polimeros fendlicos podria ejercer un mayor poder inhibitorio sobre la accién

de las enzimas hidroliticas.
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Asimismo, este mecanismo de inhibicion puede explicar las menores
concentraciones de glucosa obtenidas en las muestras tratadas con los SLM.
Palonen y Viikari (2004) observaron que el mediador NHA, tras ser oxidado
por la lacasa, ejercia una accion inhibitoria sobre las celulasas y
hemicelulasas presentes en las preparaciones hidroliticas. De esta forma, al
realizar el proceso de hidrélisis de forma consecutiva al tratamiento con los
SLM, la presencia de derivados oxidados tanto del ABTS, HBT o VIO,
podrian ejercer de inhibidores de las celulasas, disminuyendo los

rendimientos de hidrolisis.
Cambio de las propiedades superficiales de la fibra:

Dado que las lacasas pertenecen al grupo de las denominadas enzimas
ligninoliticas, ademds de poder actuar sobre los fenoles solubles, estas
enzimas son capaces de llevar a cabo reacciones sobre los residuos fendlicos
del polimero de lignina. Asimismo, en combinacioén con los mediadores, las
lacasas pueden potenciar su accion de manera que los SLM pueden actuar a
la vez sobre los residuos fendlicos y los no fendlicos de la lignina. En este
contexto, las reacciones derivadas del tratamiento con lacasa podrian
provocar cambios en las propiedades fisico-quimicas de la superficie de la
lignina, alterando la concentracion de las enzimas hidroliticas que quedan
unidas al material de forma inespecifica (Palonen y Viikari, 2004; Moilanen
y col., 2011). Dado que la lignina presenta una gran variabilidad entre los
materiales lignoceluldsicos, el tratamiento con lacasa ha mostrado resultados
contradictorios en este punto. Palonen y Viikari (2004) mostraron que el
tratamiento de picea pretratada por EV con la lacasa de Trametes hirsuta
incrementaba los grupos carboxilos de la lignina, reduciendo su
hidrofobicidad y aumentando la carga superficial. Como consecuencia, las
uniones improductivas de las celulasas a la lignina disminuyeron, mejorando
los rendimientos de HE. En el mismo sentido, Moilanen y col. (2011)
obtuvieron unos resultados similares tras tratar picea pretratada por EV con
la lacasa de Cerrena unicolor. Sin embargo, con la misma lacasa pero
utilizando como sustrato cafia pretratada por EV, estos autores observaron
que el tratamiento con lacasa aumentaba las uniones improductivas de las

celulasas, restringiendo la sacarificacion de este material. Teniendo en
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cuenta estos datos y dado que la estructura quimica de la lignina de la paja de
trigo se asemeja mas a la cafia que a la picea, el tratamiento con la lacasa de
P. cinnabarinus y los SLM podrian estar incrementando las uniones
inespecificas de las celulasas a la lignina de la paja de trigo pretratada,

reduciendo asi los rendimientos de sacarificacion.
- Fortalecimiento de las uniones lignina-carbohidrato:

Otro aspecto que podria tener lugar durante el tratamiento con lacasa es el
fortalecimiento de las uniones relativas a los complejos lignina-carbohidrato.
En este sentido, Moilanen y col. (2011) observaron que las muestras de cafia
pretratada por EV y sometidas a un tratamiento con la lacasa de C. unicolor
presentaban un mayor contenido de glucano residual tras un proceso de HE,
sugiriendo que los carbohidratos presentes en las muestras tratadas estan
unidos con una fortaleza mayor y son menos accesibles a la degradacion

enzimatica.

Para descartar posibles interacciones de las lacasas con las enzimas hidroliticas y
confirmar la accion inhibitoria de los compuestos mediadores, se llevd a cabo un ensayo
donde se determind la actividad residual en papel de filtro de las preparaciones
enzimaticas que componen la mezcla hidrolitica estandar en presencia de lacasa y de

lacasa-HBT. Los resultados relativos a este ensayo se indican en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4.- Medida de la actividad residual de las preparaciones NS 50013 y NS 50010 en presencia de
concentraciones creciente de lacasa y lacasa-HBT.

Lacasa HBT Actividad residual NS 50013 Actividad residual NS 50010
(U/mL) (mM) (% UPF) (% UI)
0 0 100 100
0,5 0 100 99
1 0 98 95
2 0 99 93
0,5 5,5 66 49

Actividad residual calculada en base al resultado obtenido sin la adicion de lacasa o lacasa-HBT

Como se puede observar, en el caso de la preparacion NS 50013,
independientemente a la concentracion de lacasa, la actividad residual fue cercana al
100% de la establecida en los ensayos que no habian sido suplementados con esta
enzima. Sin embargo, al emplear el sistema lacasa-HBT, la actividad enzimatica

residual descendi6 hasta valores del 66%, corroborando el poder inhibitorio de los SLM
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sobre las celulasas. Por otro lado, los ensayos donde se empleo la preparacion NS 50010
establecieron un ligero descenso de la actividad residual a medida que la concentracion
de lacasa aument6 de 0,5 a 2 U/mL, sugiriendo un posible efecto de la lacasa sobre la
actividad B-glucosidasa. Asimismo, al igual que ocurria con la preparaciéon NS 50013,
el uso del sistema lacasa-HBT también disminuyd la actividad residual de la

preparacion NS 50010 hasta un valor del 49%.

Los procesos de deslignificacion y de hidrolisis enzimatica también se llevaron a
cabo de forma secuencial, efectuando un paso de filtracion y lavado entre ambas etapas.
En este caso, el sustrato empleado fue también el RSI I diluido al 5% (p/v) y, al igual
que en el caso anterior, el tratamiento con la lacasa de P. cinnabarinus y los SLM se
realizaron durante 3 h bajo condiciones 6ptimas. A continuacidn, el material tratado fue
filtrado y lavado hasta no observar color y diluido de nuevo al 5% (p/v) de consistencia
con tampon citrato. Posteriormente, se afiadi6 la mezcla hidrolitica estandar y el proceso
de sacarificacion se prolongd durante otras 72 h. Los resultados obtenidos bajo

configuracion secuencial se indican en la Figura 4.2.
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Figura 4.2.- Concentracion de glucosa liberada tras 72 h de hidrdlisis enzimatica (HE)
de las muestras tratadas y sin tratar (control) del RSI I (210 °C; 2,5 min) al 5% (p/v) de
consistencia. En estos ensayos, el tratamiento con lacasa o SLM y la etapa de HE se

realizaron de forma secuencial.

Como se observa, al igual que ocurria con los tratamientos en forma
consecutiva, las muestras tratadas con lacasa o los SLM presentaron una menor

recuperacion de glucosa respecto a las muestras control. Por otro lado, cabe mencionar



Resultados y Discusion ~109 ~

que con la estrategia secuencial el mediador se elimina en su gran mayoria tras los
procesos de filtracion y lavado, evitando el mayor descenso en la concentracion de

glucosa observada con los SLM en la estrategia consecutiva (Figura 4.1).

Para intentar obtener alguna mejora de los tratamientos con lacasa o los SLM en
los procesos de sacarificacion, se propuso llevar a cabo una extracciéon con NaOH al
1,5% (p/p) (respecto al peso seco de la muestra) como etapa posterior al tratamiento con
lacasa/SLM (Gutierrez y col., 2012). Para estos ensayos, el sustrato empleado fue el RSI
IT al 5% (p/v) de consistencia y tras cada etapa (tratamiento con lacasa/SLM y posterior

extraccion alcalina) se efectud un paso de filtracion y lavado con agua destilada.

Como se puede visualizar en las muestras control de la Figura 4.3, la extraccion
alcalina incrementé la recuperacion de glucosa de 24,6 a 32,3 g/L con respecto a las

muestras sin extraer.

35 T
[ ] Lacasa
30 1 — Lacasa-HBT
A25'--—--——--—————————--——--— 3 Lacasa-VIO
-
3 20 - C— Lacasa-ABTS
1]
[2] .
§ 15 1 Sin Extract.
T Control
10 A
5 -
0 )

HE

Figura 4.3.- Concentracion de glucosa liberada tras 72 h de hidrolisis enzimatica (HE)
de las muestras tratadas y sin tratar (control) y extraidas con dlcali del RSI II (210 °C;
2,5 min) al 5% (p/v) de consistencia. En estos ensayos, el tratamiento con lacasa o
SLM, la extraccion con NaOH y la etapa de HE se realizaron de forma secuencial.
Asimismo, también se indica como referencia el valor medio correspondiente a las

muestras sin tratamiento con lacasa y sin extraccion (Sin Extract.).

Del mismo modo, las muestras que habian sido tratadas con la lacasa de P.
cinnabarinus o los SLM y posteriormente extraidas con NaOH, también mostraron un

incremento en la recuperacion de glucosa (29,3-31,2 g/L) respecto a las muestras sin
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extraer. Por el contrario, la concentracion de glucosa nunca fue superior a la
concentracion alcanzada con las muestras control que habian sufrido sélo el proceso de
extraccion. En este sentido se puede decir que, bajo las condiciones ensayadas, la
combinacion del tratamiento lacasa/SLM con la extraccion alcalina no presentd ningin

efecto sinérgico en la paja de trigo pretratada por EV.

A la vista de los resultados obtenidos en la presente Tesis asi como los descritos
en otros trabajos, los efectos contradictorios que producen las lacasas/SLM sobre la
hidrdlisis enzimatica parecen tener el mismo origen: las uniones inespecificas de las
enzimas hidroliticas. De esta manera, en los casos en los que se mejord la
sacarificacion, el tratamiento con lacasa/SLM produjo una disminucion de las uniones
inespecificas, mientras que en los casos en los que los rendimientos de HE fueron
menores se produjo el efecto contrario (Palonen y Viikari, 2004; Moilanen y col., 2011).
Por otro lado, ademas de la dependencia en el material a tratar, también parece haber
una correlacion en la lacasa utilizada. En este contexto, al contrario de lo expuesto
anteriormente para las plantas herbéceas, el tratamiento de la paja de trigo pretratada
mediante EV con la lacasa de Sclerotium sp., produjo un efecto positivo en la
sacarificacion del material al facilitar el acceso de las enzimas hidroliticas mediante el

incremento del nimero de microporos (Qiu y Chen, 2012).

4.3.2. Efecto del tratamiento con lacasa y SLM en la composicion de los

materiales pretratados

A pesar de no observar ninguna mejora en la recuperaciéon de azucares, el
tratamiento con lacasa y los SLM también se evaluaron en funciéon de la composicion
quimica de los materiales pretratados. De esta forma, los materiales procedentes del
tratamiento con lacasa (RSI I) y posterior extraccion con NaOH (RSI II) se
caracterizaron tras un proceso de filtracion y lavado segin los métodos desarrollados
por el “National Renewable Energies Laboratory” (NREL, EE.UU.), descritos con
detalle en Materiales y Métodos (apartado 3.9.1).

Como se observa en la Figura 4.4, los porcentajes respecto al peso seco de los
distintos componentes de las muestras tratadas con lacasa/SLM mostraron un ligero

descenso de los valores de celulosa (alrededor de un 2%). A su vez, el porcentaje de
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lignina aument6 levemente de forma equivalente. Respecto al porcentaje de

hemicelulosa, los valores permanecieron en rangos similares a las muestras control.
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Figura 4.4.- Composicion de las muestras sin tratar (control) o tratadas con

lacasa/SLM del RSI I (210 °C; 2,5 min).

El ligero incremento en el porcentaje de la fraccion de lignina podria sugerir una
repolimerizacion de los compuestos fenodlicos solubles que quedan embebidos en los
materiales pretratados incluso después de una etapa de filtracion y lavado (Garcia-
Aparicio y col., 2006). En este contexto, la lacasa y los SLM podrian estar oxidando
dichos compuestos fenolicos para formar sus correspondientes radicales que, a su vez,
pueden reaccionar con las fibras y aumentar el porcentaje de lignina residual. Estos
resultados refuerzan la hipdétesis relativa al incremento de las uniones improductivas de
las celulasas, ya que al incrementar el porcentaje de lignina de las muestras hay una
mayor probabilidad de que las celulasas queden unidas de forma inespecifica a la

lignina, anulando en una mayor parte la actividad hidrolitica.

En cuanto al segundo conjunto de ensayos, la Figura 4.5 muestra que tras la
extraccion alcalina el porcentaje de lignina de las muestras control disminuy6 desde un
29,2% hasta un 20,5%. Estos resultados implican que el proceso de extraccion alcalina
es capaz de eliminar parte de la lignina residual de la paja de trigo pretratada por EV,
corroborando el efecto negativo que supone su presencia en la HE. Asimismo, el
porcentaje de hemicelulosa disminuyo ligeramente desde el 9,2% al 7,8%, mientras que

el contenido en celulosa se incrementd notablemente del 56,8% al 68,7%.
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En comparacion a las muestras control extraidas, al igual que ocurria en los
ensayos donde no tuvo lugar la extraccion alcalina, tras el tratamiento con lacasa/SLM y
la posterior extraccidon con NaOH el porcentaje en lignina fue algo superior. Mientras
tanto el contenido en hemicelulosa permanecié constante y el de celulosa disminuyd

ligeramente.
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Figura 4.5.- Composicion de las muestras sin tratar (control) o tratadas con
lacasa/SLM y extraidas con NaOH del RSI II (210 °C; 2,5 min). Asimismo, también se
indica como referencia el valor medio correspondiente a las muestras sin tratamiento

con lacasa y sin extraccion alcalina (Sin Extract.).

En base a los resultados obtenidos, se puede establecer que bajo estas
condiciones de ensayo, el tratamiento con la lacasa de P. cinnabarinus o los SLM no

produjeron ningun efecto deslignificador de la paja de trigo pretratada por EV.
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4.4. Evaluacion del tratamiento con lacasas en la produccion de etanol

a partir del MPC de paja de trigo

Ademas de los procesos de deslignificacion, otra de las posibilidades de
aplicacién de las lacasas en la produccion de bioetanol es la destoxificacion de los
compuestos inhibidores presentes en los materiales pretratados. Actualmente, la
obtencion de una mayor concentracion de producto, la integracion eficiente de las
distintas etapas y la mejora en la economia del agua, son los principales retos que deben
superarse para lograr una produccion rentable de bioetanol a nivel industrial. En este
contexto, el uso del MPC obtenido tras el pretratamiento mediante EV es considerado
una de las alternativas mas adecuadas para la consecucion de estos objetivos. Mediante
la utilizacion del MPC se puede evitar la necesidad de utilizar equipamiento adicional,
como los sistemas de filtracion y lavado, reduciendo asimismo el gasto en agua potable
y la produccion de aguas residuales. Ademas, la concentracion de aztcares fermentables
durante el proceso es mayor, ya que los azucares solubles presentes en el MPC no se
pierden y pueden ser transformados en etanol durante la etapa de fermentacion. Sin
embargo, el principal inconveniente en el uso del MPC deriva de la presencia de los
diferentes compuestos de degradacion generados durante el pretratamiento y que actiian
como inhibidores de las enzimas hidroliticas y de los microorganismos fermentadores
en las posteriores etapas de hidrolisis y fermentacion (Palmqvist y Hahn-Hagerdal,

2000a, 2000b; Klinke y col., 2004; Panagiotou y Olsson, 2007).

Entre los diversos métodos de destoxificacion desarrollados para superar los
efectos inhibitorios de los compuestos generados tras el pretratamiento por EV, los
tratamientos in situ con lacasas representan una opcidon muy conveniente. Estos
procesos se llevan a cabo bajo unas condiciones de reaccion suaves, por lo que
requieren poca energia y generan pocos subproductos derivados (Palmqvist y Hahn-
Hagerdal, 2000a, 2000b). Ademas, el tratamiento in situ con lacasa se lleva a cabo en el
mismo recipiente que la HE y/o la fermentacion, por lo que no es necesario el empleo

de equipamiento adicional.
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4.4.1. Diferentes estrategias de destoxificacion con lacasas durante el

proceso de produccion de etanol con la cepa termotolerante

Kluyveromyces marxianus CECT 10875 (Articulo 1I)

A pesar de que las lacasas han sido previamente utilizadas en los procesos de
produccion de etanol como etapa de destoxificacion, sus aplicaciones se han llevado a
cabo principalmente en prehidrolizados (fraccion liquida) o hidrolizados (resultante de
hidro6lisis enzimdtica o acida), por lo que hay pocos estudios realizados sobre la
destoxificacion del MPC. En este contexto, se propuso tratar el MPC obtenido tras el
pretratamiento por EV de la paja de trigo con las lacasas de P. cinnabarinus y Trametes
villosa, evaluando la eficiencia del tratamiento tanto a nivel de sacarificacion como a
nivel de fermentacion. Asimismo, también se llevd a cabo una identificacion y
cuantificacion de los diferentes inhibidores con el fin de establecer sobre qué grupos son

capaces de actuar las lacasas.

En este estudio, el MPC VII (220 °C; 2,5 min) se escogié como sustrato, ya que
las condiciones de pretratamiento a las que se obtuvo se correspondian con una
severidad alta y la concentracion de productos inhibidores era mayor. Respecto a los
tratamientos con lacasa, éstos se llevaron a cabo bajo diferentes estrategias y con
concentraciones crecientes del MPC. De este modo, en la estrategia 1 (Est. 1) el
tratamiento con lacasa se realiz6 durante 3 h como etapa previa al proceso de hidroélisis
y con una carga de solidos totales (ST) del 5%, 6% y 7% (p/v). Por otro lado, en la
estrategia 2 (Est. 2) el tratamiento con lacasa (3 h) se llevo a cabo tras un proceso de
sacarificacion de 72 h a las mismas consistencias de sustrato mencionadas. En ambos
casos las muestras control se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones en ausencia
de lacasa. Independientemente de la estrategia utilizada, los procesos de sacarificacion

de las muestras se realizaron con la mezcla hidrolitica estandar.

De forma preliminar a la realizacion de los procesos de hidrodlisis y
fermentacion, el efecto de ambas lacasas se evalud en relacion a su actuacion frente a
los distintos compuestos inhibidores y los resultados obtenidos se indican en la Tabla

4.5.
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Tabla 4.5.- Compuestos inhibidores presentes en las muestras control y en las tratadas con lacasa del
MPC VII (220 °C; 2,5 min) al 5% ST (p/v)

MPC 5% ST (p/v)

Inhibidores

C PC TV
Furfural 427 395 395
5-HMF 158 125 124
Acido acético 2024 1852 1830
Acido férmico 1508 n.d. 1309
Vainillina 21 9 6
Siringaldehido 10 0 0
Acido p-cumirico 17 0 0
Acido feriilico 26 0 0

Los valores de concentracion se expresan como mg/L.
n.d., no determinado; C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus; TV, muestras
tratadas con la lacasa de T. villosa.

En comparacion a las muestras control, los resultados mostraron que el
tratamiento con lacasa reduce de forma significativa el contenido en fenoles solubles
(reduccion entre el 88% y el 92%), mientras que la concentracion relativa a los acidos
alifaticos y a los derivados del furano permanece constante. Esta especificidad de
sustrato ya ha sido descrita por otros autores y es una de las caracteristicas diferenciales
del tratamiento con lacasa respecto a otros métodos de destoxificacion (Wilson y col.
1989; Larsson y col., 1999; Martin y col. 2002; Chandel y col., 2007). Por ejemplo, el
tratamiento mediante resinas cromatograficas de intercambio anidnico a pH 10 fue
capaz de disminuir mas del 80% de los fenoles totales, un 100% de los 4cidos alifaticos
y un 70% de los derivados del furano presentes en la fraccion liquida obtenida tras el
pretratamiento de picea por EV (Larsson y col., 1999). En este mismo estudio, el uso de
“overliming” (tratamiento con Ca(OH),) o de NaOH redujo un 20% los derivados del
furano y los fenoles totales, mientras que los acidos alifaticos no se vieron afectados por
el tratamiento. Asimismo, Palmqvist y col. (1997) demostraron la capacidad de
Trichoderma reesei para eliminar el acido acético, el furfural y el 4cido benzoico

presentes en la fraccion liquida obtenida tras el pretratamiento de sauce por EV.

El mecanismo mediante el cual las lacasas ejercen la funcién de destoxificacion
es la polimerizacion oxidativa. Tras la oxidacién de los compuestos fendlicos por parte
de las lacasas se generan los denominados radicales fenoxilos, los cuales, debido a su
gran inestabilidad pueden reaccionar entre si, desencadenando un mecanismo de
polimerizacion que da lugar a la formacion de compuestos aromaticos que son menos

toxicos para el microorganismo (Jonsson y col., 1998; Jurado y col., 2009). Entre los
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compuestos fenodlicos identificados en el MPC de la paja de trigo (Tabla 4.5), la
vainillina fue menos susceptible a la oxidacion de la lacasa debido a su mayor potencial
redox (Camarero y col., 2005). El efecto donador de electrones relativo a los
sustituyentes metoxilos del anillo bencénico permite la disminucién del potencial redox
de los compuestos sustituidos, favoreciendo la actuacion de la actividad lacasa. En este
sentido, la vainillina, que presenta un Unico sustituyente metoxilo, es oxidada en tasas
menores a como lo hace el siringaldehido con dos grupos metoxilos como sustituyentes.
Ademas, las lacasas son mas activas frente a los 4acidos p-hidroxicinamicos en
comparacion a los fenoles simples, lo que explica a su vez la eliminacién completa del
acido ferulico y el 4cido p-cumadrico. En este caso, la mejor reactividad de las lacasas se
debe a la presencia de dobles enlaces conjugados en las cadenas laterales de estos

compuestos, lo que facilita la sustraccion de electrones (Camarero y col., 2008).

4.4.1.1. Efecto del tratamiento con lacasa en la hidrolisis enzimatica

Un aspecto importante durante la produccion de etanol es la consistencia del
sustrato. Al incrementar la consistencia, la concentracion de azlcares presentes en el
medio tras la etapa de HE es mayor, lo que a su vez puede aumentar la produccion de
etanol durante la fermentacion. Ademads, esta estrategia permite reducir los costes
operacionales de la hidrdlisis y la fermentacion y minimizar el consumo de energia en
las etapas posteriores de destilacion y evaporacion, haciendo factible la produccion de
etanol lignocelulosico desde un punto de vista econémico (Banerjee y col., 2009). En
este contexto, las muestras sometidas a ambas estrategias de destoxificacion se
analizaron de forma previa a la inoculacion del microorganismo en cuanto a la
concentracion de glucosa y a la presencia de diferentes toxicos, resultados que se
indican en las Tablas 4.6 y 4.7, respectivamente. Como era de esperar, en el caso de los
controles la concentracion de glucosa se incrementd en funcion de la consistencia del
sustrato (Tabla 4.6), por lo que la mayor concentracion (32.2 g/L y 31.9 g/L) se alcanz6

con las muestras al 7% ST (p/v).
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Tabla 4.6.- Resumen relativo a los ensayos de hidrolisis y fermentacion (K. marxianus CECT 10875) de
las muestras control y tratadas con lacasa del MPC VII (220 °C; 2,5 min) bajo diferentes estrategias:
Est. 1 (tratamiento con lacasa previo a sacarificacion); Est. 2 (tratamiento con lacasa posterior a
sacarificacion).

Consistencia de

sustrato (p/v) Muestra  EtOHy (g/L)  Glu (g/L) Yes (g/g)  Qe(g/Lh)

Est. 1 5% C 8,1 22,6 0,36 0,47°
PC 8,0 21,4 0,37 0,89°

TV 8.1 21,5 0,38 0,89°

6% C 8,8 27,0 0,32 0,13

PC 8,9 23,4 0,38 0,71"

TV 9.5 25.8 0,37 0,77

7% C 1,3 32,3 0,04 0,05*

PC 9,8 26,6 0,37 0,40*

TV 10,8 30,4 0,36 0,45*

Est. 2 5% C 8,1 22,4 0,36 0,16"
PC 8,3 22,8 0,37 0,69°

TV 8,5 22,5 0,38 0,45"

6% C 8,2 27,5 0,30 0,05%

PC 9,5 274 0,35 0,40*

TV 9,5 27,4 0,35 0,39

7% C 0,8 31,9 0,03 0,02}

PC 10,4 31,7 0,33 0,22}

TV 10,9 30,9 0,35 0,23%

RSI® 5.2% 10,7 292 0,36 1,697

C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus; TV, muestras tratadas con la lacasa de
T. villosa; EtOHy, concentracién maxima de etanol; Glu, glucosa liberada tras 72 h de HE; Ygs,
rendimiento de etanol calculado en base a la glucosa liberada tras 72 h de HE; Qg, productividad
volumétrica de etanol calculada en base al tiempo donde la concentracion de etanol fue maxima: 6 h (*), 9

h (), 12h (F),24 h () y 48 h (§).
“La muestra de RSI al 5,2% (p/v) de consistencia equivale a un 7% ST (p/v) del MPC, segln la

composicion del material empleado.

Por otro lado, tras incrementar la consistencia del sustrato también se observd un
aumento en la concentracion de los productos de degradacion (Tabla 4.7). Estos
compuestos no solo estan presentes en la fraccion liquida, sino que incluso pueden
quedar atrapados en la biomasa pretratada y liberarse durante el proceso de HE (Garcia-
Aparicio y col., 2006; Gurram y col., 2011). Este incremento en la concentracion de los
productos de degradacion puede resultar en un mayor efecto de inhibicion de la HE.
Entre los diferentes compuestos identificados en estos ensayos, los compuestos
fendlicos han sido relacionados con una disminucion de las tasas y los rendimientos de
la hidrdlisis de la celulosa (Ximenes y col., 2010, 2011). De esta forma, la vainillina y el
siringaldehido pueden inhibir las enzimas hidroliticas, especialmente la B-glucosidasa,
mientras que el 4cido fertlico y el acido p-cumadrico las pueden desactivar. Por otro

lado, el resto de compuestos identificados asi como la acumulacion de los azucares
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liberados durante el proceso, también han mostrado ser inhibidores de las celulasas
(Garcia-Aparicio y col., 2006; Panagiotou y Olsson, 2007). Sin embargo, a pesar de los
efectos mencionados, el incremento en la concentracion de los compuestos de
degradacion tras aumentar la consistencia del sustrato no afecté en gran medida los
rendimientos de hidrolisis, observandose unos rendimientos del 81% y del 79% en las

muestras al 5% y al 7% ST (p/v), respectivamente.

En relacion a las muestras tratadas con lacasa, tras el proceso de destoxificacion
el contenido de los fenoles identificados se redujo de forma drastica, alcanzando la
mayor reduccion (93-94%) con la Est. 1 (Tabla 4.7). Por otro lado, el tratamiento con
lacasa posterior al proceso de sacarificacion (Est. 2), resultdé en un menor efecto
reductor (73-84%), probablemente debido a un menor tiempo de reaccion.

Tabla 4.7.- Concentracion de los compuestos inhibidores identificados en las muestras control y tratadas

con lacasa obtenidas tras el proceso de hidrolisis del MPC VII (220 °C; 2,5 min): Est. 1 (tratamiento con
lacasa previo a sacarificacion); Est. 2 (tratamiento con lacasa posterior a sacarificacion)

MPC 5% ST (p/v) MPC 6% ST (p/v) MPC 7% ST (p/v)

Inhibidores C PC TV C PC TV _C PC TV
Est. 1 Furfural 534 448 511 621 617 536 631 600 537
5-HMF 168 152 161 201 177 189 233 206 217
Acido acético 2474 2355 2334 2947 2913 2896 3538 3445 3418
Acido formico 1454 nd. 1370 1764 nd. 1709 2093 nd. 2038
Vainillina 26 3 3 27 4 3 29 4 4
Siringaldehido 12 0 0 13 0 0 14 0 0
Acido p-cumirico 24 0 0 26 0 0 28 0 0
Acido feriilico 46 0 0 48 0 0 49 0 0
Est.2 Furfural 670 608 624 833 778 793 911 876 846
5-HMF 168 166 164 206 201 199 235 230 231
Acido acético 2692 2605 2612 3368 3247 3270 3863 3786 3769
Acido formico 1500 n.d. 1446 1879 nd. 1730 2171  nd. 2107
Vainillina 22 16 9 28 15 11 31 14 10
Siringaldehido 10 0 0 15 0 0 16 0 0
Acido p-cumirico 27 0 0 30 0 0 38 0 0
Acido feriilico 35 0 0 61 0 0 66 0 0

Los valores de concentracion se expresan como mg/L.
C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus; TV, muestras tratadas con la lacasa de
T. villosa; n.d., no determinado.

A pesar de la reduccion en el contenido fendlico, el tratamiento con lacasa bajo
la Est. 1 produjo una menor recuperacion de glucosa (Tabla 4.6), al igual que lo
observado durante los estudios de deslignificacion (apartado 4.3). Como ya se ha
explicado, respecto a este fendmeno se han publicado resultados contradictorios. Por

una parte, Tabka y col. (2006) y Jurado y col. (2009) describieron una menor



Resultados y Discusion ~119~

recuperacion de glucosa durante el proceso de HE en las muestras de paja de trigo
pretratada por EV que habian sido tratadas con lacasa. Estos autores atribuyeron dicho
fenomeno a la posible liberacion de ciertos compuestos fenolicos por parte de las
lacasas, los cuales pueden resultar toxicos para las celulasas. Asimismo, Martin y col.
(2002) observaron un efecto similar al tratar con lacasa una muestra de bagazo de cana
de azlcar pretratada mediante EV. Sin embargo, el tratamiento con lacasa no es el unico
método de destoxificacion que puede reducir el contenido en glucosa de las muestras.
En este contexto, el uso de resinas cromatograficas de intercambio aniénico a pH 10 o el
uso de hongos como 7. reesei también han mostrado una pérdida considerable de
azUcares fermentables tras el proceso de destoxificacion (Palmqvist y col., 1997,
Larsson y col., 1999). En contraste a esta menor recuperacion de glucosa, el tratamiento
con lacasa de madera de picea pretratada por EV mejor6 los rendimientos de conversion
de celulosa en glucosa durante los procesos de HE (Palonen y Viikari, 2004). Dicha
mejora fue atribuida a la disminucion de los inhibidores o a la reduccion de las uniones

improductivas por parte de las enzimas celuloliticas a la lignina remanente.

En comparacion a la estrategia 1, el tratamiento con lacasa posterior al proceso
de hidrélisis no afectd el contenido en glucosa de los hidrolizados, observandose unas

concentraciones similares tanto en las muestras control como en las tratadas con lacasa

(Tabla 4.6).

4.4.1.2. Efecto del tratamiento con lacasa en la fermentacion

Tras el proceso de HE, las muestras control y tratadas con lacasa al 5%, 6% y
7% ST (p/v) de consistencia, se sometieron a un proceso de fermentacion usando la
levadura termotolerante K/uyveromyces marxianus CECT 10875. Esta levadura, junto a
otras que han sido descritas recientemente (Kwon y col., 2011), estdn ganando una gran
importancia dada su capacidad para crecer y fermentar a temperaturas cercanas al
optimo de HE (alrededor de los 40 °C), por lo que permiten una mejor integracion de los
procesos. En este estudio, tras la inoculacion de K. marxianus a los medios previamente
hidrolizados y destoxificados, las muestras se sometieron a una etapa de fermentacion
de 72 h, durante la cual se llevo a cabo un seguimiento de la concentracion de glucosa y

del etanol.
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Las Figuras 4.6 y 4.7 representan tanto el consumo de glucosa como la
produccion de etanol durante el proceso de fermentacion con la Est. 1 y la Est. 2,
respectivamente. Como se puede observar, las muestras control en ambas estrategias
manifestaron un menor consumo de glucosa y de produccion de etanol por parte de K.

marxianus tras incrementar la consistencia en solidos totales.
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Figura 4.6.- Consumo de glucosa (lineas discontinuas y cuadrados abiertos) y
produccion de etanol (lineas continuas y triangulos cerrados) por parte de K.
marxianus CECT 10875 durante la fermentacion de los hidrolizados obtenidos del
MPC VII (220 °C; 2,5 min) mediante la Est. 1 (tratamiento con lacasa previo a la
sacarificacion). En negro se identifican las muestras control, en naranja las muestras
tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus y en verde las muestras tratadas con la

lacasa de T. villosa.

En el caso de la Est. 1, las tasas de consumo de glucosa y de produccion de
etanol fueron superiores para las muestras control al 5% ST (p/v) en comparacion a los
controles diluidos al 6% ST (p/v). Este resultado provocod un retraso a la hora de
alcanzar la produccion maxima de etanol de las 12 h al 5% ST (p/v) hasta las 24 h al 6%

ST (p/v) (Figura 4.6). De forma analoga, las muestras control de la Est. 2 mostraron
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unos resultados similares aunque en este caso el retraso observado fue superior,
alcanzéndose los maximos de concentracion de etanol tras 24 y 48 h de proceso en las

muestras al 5% y al 6% ST (p/v), respectivamente (Figura 4.7).
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Figura 4.7.- Consumo de glucosa (lineas discontinuas y cuadrados abiertos) y
produccion de etanol (lineas continuas y triangulos cerrados) por parte de K.
marxianus CECT 10875 durante la fermentacion de los hidrolizados obtenidos del
MPC VII (220 °C; 2,5 min) mediante la Est. 2 (tratamiento con lacasa posterior a la
sacarificacion). En negro se identifican las muestras control, en naranja las muestras
tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus y en verde las muestras tratadas con la

lacasa de T. villosa.

Estos patrones en la produccion de etanol dependen de la fase de adaptacion del
microorganismo a las condiciones de fermentacion, cuya duracidon esta intimamente
relacionada con la naturaleza de los compuestos inhibidores y su concentracion
(Palmqvist y Hahn-Hédgerdal, 2000b; Klinke y col., 2004). Por otro lado,
independientemente a la estrategia seguida, el incremento de la consistencia del sustrato

al 7% ST (p/v) en las muestras control produjo una inhibicién completa del crecimiento
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del microorganismo, no observandose ni consumo de glucosa ni produccion de etanol

durante las 72 h de proceso.

Con respecto a la eficiencia de conversion de glucosa a etanol en las muestras
control al 5% y al 6% ST (p/v) de consistencia, se pudo observar una disminucion de los
rendimientos del 0,36 al 0,32 g/g con la Est. 1 y del 0,36 al 0,30 g/g en el caso de la Est.
2 (Tabla 4.6), respectivamente. Este efecto adverso puede explicarse por el aumento en
la concentracion de los productos de degradacion alcanzado tras incrementar la
consistencia de sustrato (Tabla 4.7). A pesar de que de forma individual los compuestos
de degradacion identificados en este estudio no han mostrado ningin efecto en K.
marxianus a las concentraciones observadas (Oliva y col., 2003), la combinacion entre
los diferentes compuestos puede generar un efecto de sinergia entre ellos,
incrementando su poder inhibitorio (Palmqvist y Hahn-Hédgerdal, 2000b; Klinke y col.,
2004; Panagiotou y Olsson, 2007; da Cunha-Pereira y col., 2011). Entre los diferentes
compuestos identificados, el furfural ha mostrado ser un inhibidor del crecimiento y de
la produccion de etanol de K. marxianus, dado que produce una inactivacion directa
tanto de las enzimas glicoliticas como de las no glicoliticas. Por otro lado, en
comparacion al furfural, K. marxianus ha mostrado una mayor resistencia frente al 5-
HMEF. Respecto a los acidos alifaticos, como el acido acético y el acido formico, estos
producen un desequilibrio intracelular del pH que afecta a la produccién de biomasa. No
obstante, las condiciones de pH usadas en estos ensayos (pH 5.5) reducen
considerablemente la toxicidad de estos acidos. Por ultimo, los compuestos fenolicos
han mostrado un efecto toxico similar al furfural, aunque con unos mecanismos de
inhibicién diferentes. En K. marxianus se ha descrito que la vainillina y el
siringaldehido pueden afectar la integridad de las membranas celulares, alterando su
habilidad para actuar como barreras fisicas y como matrices enzimaticas (Oliva y col.,
2003). Asimismo, aunque el efecto no ha sido descrito en K. marxianus, el acido p—
cumarico y el acido ferulico han mostrado efectos similares en S. cerevisae (Almeida y

col., 2007).

Con respecto a las muestras control, ambas estrategias de tratamiento con lacasa
mejoraron los rendimientos de fermentacién de K. marxianus, siendo estas mejoras mas
evidentes con la Est. 1 (mayor porcentaje de eliminacion del contenido fendlico). Como
se puede observar en las Figuras 4.6 y 4.7, en general el tratamiento con lacasa

incremento las tasas relativas al consumo de glucosa y a la produccion de etanol. Esta
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mejora puede explicarse gracias a la reduccion observada en el contenido fendlico de las
muestras por parte de la lacasa, lo que disminuye la carga inhibitoria del medio y reduce
la fase de adaptacion de la levadura. En el caso de las muestras al 5% ST (p/v), la
mejora en los rendimientos con ambas estrategias fue poco significativa (de 0,36 g/g a
0,37-0,38 g/g). Por el contrario, al 6% ST (p/v) el incremento en los rendimientos
finales fue mas pronunciado, aumentando del 0,32 g/g al 0,37-0,38 en el caso de la Est.
1 y del 0,30 al 0,35 en el caso de la Est. 2. Finalmente, al 7% ST (p/v) de consistencia,
el tratamiento con lacasa fue capaz de evitar la inhibicioén del crecimiento con ambas
estrategias, favoreciendo la fermentacion de las muestras por parte de K. marxianus y
obteniendo las concentraciones mas altas de etanol con valores cercanos a los 11 g/L
(Tabla 4.6). Ademads, los resultados obtenidos bajo estas condiciones en cuanto a
rendimientos y concentracion de etanol, son comparables con los pardmetros de
fermentacion relativos al usar el RSI (tras filtracion y lavado del MPC VII (220 °C; 2,5
min)) a una misma consistencia de solidos insolubles (5,2% (p/v) de so6lidos insolubles
(SI)). No obstante, como se puede observar en la Figura 4.8, las tasas de consumo de
glucosa y de produccion de etanol fueron mejores en los procesos donde se utilizo el

RSI (Tabla 4.6).
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Figura 4.8.- Consumo de glucosa (lineas discontinuas y cuadrados abiertos) y
produccion de etanol (lineas continuas y triangulos cerrados) por parte de K.

marxianus CECT 10875 durante la fermentacion de los hidrolizados obtenidos a partir

del RSI (tras filtracion y lavado del MPC VII (220 °C; 2,5 min)) al 5,2% SI (p/v).

Las mejoras observadas en los procesos de fermentacion tras el tratamiento con
lacasa se han descrito previamente con otros microorganismos y otros tipos de
materiales. Jonsson y col. (1998) y Larsson y col. (1999) mostraron que el tratamiento

con lacasa increment6 los valores relativos a las tasas de consumo de glucosa, a la
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productividad volumétrica y a los rendimientos de etanol durante la fermentacion con S.
cerevisiae de diferentes hidrolizados de madera pretratada mediante EV en condiciones
acidas. En el mismo sentido, Martin y col. (2002) describieron mejoras similares cuando
los hidrolizados procedentes del bagazo de cafia pretratado mediante EV se trataron con
lacasa y se fermentaron con una cepa de S. cerevisiae fermentadora de xilosa.
Asimismo, Chandel y col. (2007) observaron resultados similares al fermentar con
Candida shehatae un hidrolizado 4cido de bagazo de cana de azlicar que habia sido

tratado con lacasa.

En comparacion con otros métodos de destoxificacion, los resultados obtenidos
tras el tratamiento con lacasa en relacién a los rendimientos y las productividades de
etanol, solo han sido superados por el empleo de resinas cromatograficas de intercambio
anionico a pH 10, el “overliming” o el carbon activo (Larsson y col., 1999; Martin y
col., 2002; Chandel y col., 2007). Sin embargo, estos métodos requieren equipamientos
y procesos adicionales que incrementan los costes de procesamiento. Por el contrario,
las lacasas ofrecen la posibilidad de usarse directamente (in situ), antes o después de la

HE y en el mismo recipiente donde se realiza este proceso y/o el de fermentacion.

4.4.2. Influencia de las diferentes condiciones de pretratamiento,
consistencia de sustrato y configuraciones de proceso durante la

produccion de etanol con Kluyveromyces marxianus CECT 10875

(Articulo I1I)

A pesar de las mejoras observadas mediante el tratamiento con lacasas descritas
en el apartado anterior, la concentracion mdaxima alcanzada tras el proceso de
fermentacion fue inferior a los 11 g/L. En este contexto, desde el punto de vista
econdmico la concentracién de producto tras la fermentacion debe ser mucho mayor
para que la produccion de bioetanol sea rentable. Ademas, el nivel de integracion de las
distintas etapas debe evolucionar hacia un tnico proceso donde la destoxificacion, la
sacarificacion y la fermentacion tengan lugar de forma simultanea o con una

configuracion que permita reducir los tiempos del proceso global.

En este sentido, para optimizar la produccidon de etanol mediante el uso de K.
marxianus en combinacién con un proceso de destoxificacion con lacasas, nos

propusimos evaluar diferentes aspectos como las condiciones de pretratamiento, la
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configuracion del proceso o la carga del sustrato. Para este propoésito se utilizaron como
sustrato el MPC IV y VIII que se obtuvieron bajo las condiciones de 200 °C; 2,5 min y
220 °C; 2,5 min, respectivamente. Asimismo, se emplearon diferentes cargas de sustrato
(5-14% ST (p/v)) bajo dos configuraciones de proceso: sacarificacion y fermentacion
simultdneas (SFS) y presacarificacion y sacarificaciéon y fermentacion simultaneas
(PSFS). Durante los procesos de SFS, la glucosa liberada por la acciéon de las enzimas
hidroliticas es convertida simultdneamente a etanol por el microorganismo fermentativo,
lo que permite reducir la inhibicion de las enzimas por producto final (celobiosa o
glucosa). Sin embargo, el principal inconveniente de los procesos de SFS es que se
llevan a cabo bajo temperaturas inferiores a las dptimas para las enzimas hidroliticas. En
este sentido, la realizacion de una etapa de presacarificacion anterior a los procesos de
SFS (PSFS), permite a las enzimas hidroliticas actuar bajo condiciones Optimas,
mejorando los rendimientos de hidrolisis y, por consiguiente, los de etanol. Ademas, el
uso de levaduras termotolerantes, como es el caso de K. marxianus CECT 10875,
permiten que el proceso de SFS se lleve a cabo bajo temperaturas proximas a la dptima
de las enzimas, disminuyendo al mismo tiempo el riesgo de contaminacion por otros

microorganismos y el coste de refrigeracion.

4.4.2.1. Efecto del tratamiento con lacasa sobre los productos de

degradacion

Tanto el MPC IV como el MPC VIII fueron sometidos a diferentes ensayos de
destoxificacion con lacasa, dependiendo de la configuracion de proceso de produccion
de etanol. En los procesos de SFS, el tratamiento con lacasa se llevd a cabo durante las
8 h previas a la adicion del microorganismo y las enzimas hidroliticas. En los procesos
de PSFS, el tratamiento con lacasa se realiz6 de forma simultanea al proceso de
presacarificacion. Los tratamientos fueron realizados a diferentes cargas de sélidos (5-
14% ST (p/v)), utilizando la lacasa de P. cinnabarinus y la mezcla hidrolitica estdndar.
En ambas configuraciones las muestras control se llevaron a cabo bajo las mismas

condiciones en ausencia de lacasa.

El efecto de ambos ensayos de destoxificacion (tratamiento con lacasa sin
presacarificacion o presacarificacion y destoxificacion simultdneas) se evalud sobre los

productos de degradacion. Como se muestra en la Tabla 4.8 para el MPC VIII a bajas
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cargas de solidos, bajo la configuracion del tratamiento con lacasa sin presacarificacion,
las muestras control incrementaron la concentracion de los inhibidores a medida que la
carga de sustrato fue mayor. Sin embargo, las muestras tratadas con lacasa mostraron
una reduccion notable de los compuestos fendlicos (86-92%). Por el contrario, los
acidos alifaticos o los derivados del furano no se vieron afectados por la accion de la
lacasa, como ya se ha descrito previamente. En cuanto a la eliminacion de los fenoles, el
patrén de comportamiento de la lacasa fue similar al observado en el apartado anterior,
de manera que el siringaldehido, el 4cido p-cumarico y el acido fertlico se eliminaron
de forma completa, mientras que la vainilla fue menos susceptible a la accién de la
lacasa.

Tabla 4.8.- Concentracion de los compuestos inhibidores identificados en el MPC VIII (220 °C; 2,5 min)
tras un tratamiento con lacasa sin presacarificacion

_ 5% ST (p/v) 6% ST (p/v) 7% ST (p/v)
Inhibidores C PC C PC C PC
Furfural 500 430 650 635 715 675
5-HMF 120 120 140 150 165 165
Acido acético 2360 2357 2256 2233 2699 2608
Acido formico 1536 n.d. 1684 n.d. 2102 n.d.
Vainillina 20 8 28 14 28 14
Siringaldehido 8 0 11 0 12 0
Acido p-cumirico 27 0 23 0 28 0
Acido ferilico 30 0 36 0 40 0

Los valores de concentracion se expresan como mg/L.
C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus; n.d., no determinado.

Al igual que ocurria con el MPC VIII, las muestras control del MPC IV a altas
cargas de solidos mostraron mayores concentraciones de inhibidores a medida que se

incremento la consistencia de sustrato (Tabla 4.9).

Tabla 4.9.- Concentracion de los compuestos inhibidores identificados en el MPC IV (200 °C; 2,5 min)
tras un tratamiento con lacasa sin presacarificacion

o 10% ST (p/v) 12% ST (p/v) 14% ST (p/v)
Inhibidores C PC C PC C PC
Furfural 288 271 311 290 348 347
5-HMF 98 97 111 110 155 140
Acido acético 2295 2248 2925 2880 4018 3823
Acido férmico 1852 n.d. 2310 n.d. 3496 n.d.
Vainillina 20 20 22 22 25 19
Siringaldehido 8 5 10 7 9 2
Acido p-cumirico 30 22 37 28 39 30
Acido ferilico 26 0 33 0 30 0

Los valores de concentracion se expresan como mg/L.
C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus; n.d., no determinado.
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Sin embargo, en comparacion con la reduccion observada en las muestras del
MPC VIII, la eficacia del tratamiento con lacasa para reducir el contenido fendlico
disminuyd, observandose una eliminacion de fenoles de aproximadamente un 44%. Este
efecto negativo podria ser atribuido al incremento en la viscosidad de los medios
cuando se utiliza un mayor contenido de solidos, lo que dificulta la mezcla de la lacasa

con el material.

En el segundo conjunto de experimentos, las muestras se sometieron a una etapa
de presacarificacion y destoxificacion simultdnea. Una etapa de prehidrélisis permite
que la enzimas hidroliticas actien a temperatura Optima durante un cierto tiempo
anterior a la adicion de la levadura (Ohgren y col., 2007). Ademas, esta etapa favorece
la fluidez del medio, facilitando su manipulacién y permitiendo un correcto mezclado
(Manzanares y col. 2011). En comparaciéon a las muestras control de la estrategia
anterior, la etapa de presacarificacion supuso un incremento del contenido de

inhibidores (Tablas 4.10 y 4.11).

Tabla 4.10.- Concentracion de los compuestos inhibidores identificados en el MPC VIII (220 °C; 2,5
min) tras una etapa de presacarificacion y destoxificacion simultinea

_ 5% ST (p/v) 6% ST (p/v) 7% ST (p/v)
Inhibidores C PC C PC C PC
Furfural 443 413 522 410 737 697
5-HMF 127 120 143 144 173 177
Acido acético 2433 2344 2913 2808 3508 3300
Acido férmico 1228 n.d. 1472 n.d. 1872 n.d.
Vainillina 19 12 25 12 26 16
Siringaldehido 5 0 12 0 10 0
Acido p-cumirico 29 0 39 0 42 0
Acido ferilico 62 0 66 0 65 0

Los valores de concentracion se expresan como mg/L.
C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus; n.d., no determinado.

Tabla 4.11.- Concentracion de los compuestos inhibidores identificados en el MPC IV (200 °C; 2,5 min)
tras una etapa de presacarificacion y destoxificacion simultanea

- 10% ST (p/v) 12% ST (p/v) 14% ST (p/v)
Inhibidores C PC C PC C PC
Furfural 253 229 318 286 346 318
5-HMF 95 98 104 104 136 120
Acido acético 3272 3172 3875 3559 5139 4726
Acido formico 1863 n.d. 2144 n.d. 3337 n.d.
Vainillina 22 10 23 17 24 9
Siringaldehido 8 0 9 0 9 0
Acido p-cumirico 77 0 94 0 93 0
Acido feriilico 110 0 122 0 123 0

Los valores de concentracion se expresan como mg/L.
C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus; n.d., no determinado.
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Este incremento en la concentracion de inhibidores tras una etapa de hidrolisis
también ha sido descrito por Thomsen y col. (2009), quienes observaron un incremento
en el contenido del &cido acético, del acido p-cumérico y del acido ferulico tras una
etapa de presacarificacion de paja de trigo pretratada. El acido acético puede liberarse
por la accion sinérgica de las actividades acetil esterasa y hemicelulasa sobre los grupos
acetilos contenidos en la hemicelulosa. En este sentido, la preparacion NS 50013,
producida a partir de cepas del género Trichoderma, presenta de forma minoritaria
actividad xilanasa y acetil esterasa que podrian explicar la liberacion del acido acético
(Juhasz y col., 2005). Ademas, la accion complementaria de las xilanasas junto a otras
actividades esterasas de acidos fendlicos, podrian explicar la liberacién del acido p-
cumarico y del &cido ferulico. Dentro de las actividades esterasas, la feruloil esterasa se
produce de forma natural en Aspergillus niger, cepa a partir de la cual se obtiene la

preparacion NS 50010 (Dien y col., 2008).

A pesar del incremento en la concentracion de fenoles producido por la etapa de
presacarificacion, la eliminacion de fenoles al suplementar con lacasa las muestras fue
similar o incluso mejor que el tratamiento con lacasa sin presacarificacion. En este
contexto, las muestras del MPC VIII diluidas a consistencias de sustrato bajas (5-7% ST
(p/v)) presentaron una reduccion de fenoles muy similar (86-92%). Sin embargo, en el
caso de las muestras del MPC IV diluidas a consistencias mas altas (10-14% ST (p/v)),
la etapa de presacarificacion aument6 la eficiencia del tratamiento con lacasa del 44% al
95%. Este resultado, puede deberse a que la etapa de presacarificacion disminuye la
viscosidad de las muestras y permite un mejor mezclado de todos los componentes
(Manzanares y col., 2011), facilitando el acceso de los compuestos fendlicos a la accion

de la lacasa.

4.4.2.2. Viabilidad celular y produccion de etanol en los procesos de SFS

Las muestras relativas al MPC IV y VIII resultantes del tratamiento con lacasa
sin presacarificacion se sometieron a procesos de SFS. En el caso de las muestras del
MPC VIII al 5% ST (p/v) de consistencia, la fase de adaptacion de la levadura en las
muestras control tuvo una duracion de 32 h, lo que retrasé el consumo de glucosa y la
produccion de etanol (Figura 4.9). Como ya se ha mencionado, la fase de adaptacion de
un microorganismo depende tanto de las condiciones de fermentacion como de la

presencia y concentracion de los distintos compuestos inhibidores y de su efecto
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sinérgico (Oliva y col., 2003, 2004, 2006). Tras superar el periodo de adaptacion, K.
marxianus mostrd un incremento gradual de la viabilidad celular, alcanzando el mayor
nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) entre las 56 y las 72 h del inicio del
proceso de SFS. Sin embargo, la concentracion de glucosa descendid por completo
entre las 32 h y las 48 h, obteniendo una concentracion maxima de etanol de 9,6 g/L
(Tabla 4.12). Esta concentracion de etanol se corresponde con un rendimiento del 83%
del tedrico, teniendo en cuenta la glucosa potencial presente en el material pretratado y
un rendimiento descrito de 0,45 g/g para K. marxianus en condiciones Optimas (Tomas-

Pejo y col., 2009a).
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Figura 4.9.- Viabilidad celular (circulos), consumo de glucosa (cuadrados) y
produccion de etanol (triangulos) por parte de K. marxianus CECT 10875 durante los
procesos de SFS al 5% ST (p/v) utilizando el MPC VIII (220 °C; 2,5 min). Las muestras
control se identifican con lineas discontinuas y en color negro, mientras que las

muestras tratadas con lacasa se representan con lineas continuas y en naranja.

Tabla 4.12.- Resumen relativo a los procesos de SFS (K. marxianus CECT 10875) en los que se utilizo
como sustrato el MPC VIII (220 °C; 2,5 min)

Consistencia de

(1)
sustrato (p/v) Muestra EtOHy (g/L) Yerrs (8/8) Yeer (%) Qg (g/L h)
5% ST C 9,6 0,37 83,2 0,09
PC 10,2 0,40 88,6 0,31
6% ST C 1,7 0,06 123 (10,8 0,05 (0,07%)
PC 10,7 035 78.4(69.2%) 032 (036"

C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus; EtOHy;, concentracion maxima de
etanol; Ygrs, rendimiento de etanol calculado en base a la glucosa potencial presente en el MPC; Yggr,
porcentaje de etanol tedrico asumiendo un rendimiento de 0,45 g/g para K. marxianus; Qg, productividad
volumétrica de etanol calculada en base al tiempo donde la concentracion de etanol fue maxima (32 h).
*Porcentaje de etanol obtenido respecto al maximo tedrico estequiométrico (0,51 g/g).

°Productividad volumétrica a las 24 h.

“PEstos datos se utilizaran para comparar los procesos de fermentacion con K. marxianus CECT 10875 y
S. cerevisiae Ethanol Red en el apartado 4.4.3.
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Actualmente se conocen diferentes cepas salvajes y mutantes de ciertas especies
de levaduras que pueden producir etanol con eficiencias entre el 75% y el 90% a
temperaturas superiores a los 40 °C (Kwon y col., 2011). No obstante, la mayoria de los
ejemplos citados en el mencionado estudio fueron evaluados en un medio sintético sin
presencia de inhibidores, por lo que se desconoce su comportamiento frente a un medio

real como pueden ser el MPC o el RSI.

Cuando la consistencia de sustrato se aumentd del 5% al 6% ST (p/v), el
crecimiento de la levadura en las muestras control se inhibié completamente,
probablemente debido al incremento en el contenido de compuestos inhibidores (Tabla
4.8). Como puede observarse en la Figura 4.10, en las primeras 12 h de proceso se
produjo una reduccion significativa del nimero de UFC/mL que ocasiond una pérdida
completa de la viabilidad. Consecuentemente, en estas muestras no se observd ni

consumo de glucosa ni produccion de etanol tras 72 h de proceso.
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Figura 4.10.- Viabilidad celular (circulos), consumo de glucosa (cuadrados) y
produccion de etanol (triangulos) por parte de K. marxianus CECT 10875 durante los
procesos de SFS al 6% ST (p/v) utilizando el MPC VIII (220 °C; 2,5 min). Las muestras
control se identifican con lineas discontinuas y en color negro, mientras que las

muestras tratadas con lacasa se representan con lineas continuas y en naranja.

Otros autores también han descrito estos efectos negativos al utilizar otros
materiales pretratados y otros microorganismos fermentadores. Stenberg y col. (2000)
mostraron una inhibicion total de S. cerevisiae usando un 10% (p/v) del MPC de picea
obtenido por EV. Sin embargo, al cambiar el MPC por el RSI, la levadura fue capaz de
crecer a la misma consistencia de sustrato. Resultados similares se han obtenido usando
como sustrato el MPC y el RSI procedentes de la paja de cebada pretratada por EV

(Linde y col., 2007). Con el MPC se observo una alta inhibicion celular al utilizar una
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consistencia del 7,5% (p/v). Por el contrario, con el RSI no se mostr6 dicha inhibicion a
la misma carga de sustrato. En cuanto a la utilizacién del MPC obtenido por EV de la
paja de trigo, la cepa industrial S. cerevisiae Ethanol Red fue capaz de crecer en una
muestra al 10% (p/v) de consistencia (Tomas-Pejo y col., 2008b). Sin embargo, cabe
mencionar que estos resultados se obtuvieron al utilizar un material pretratado a menor
severidad (210 °C; 2,5 min), por lo que la concentracion de inhibidores pudo ser menor

en comparacion con lo observado en esta Tesis a 220 °C; 2,5 min.

Dada la excesiva toxicidad observada para el MPC VIII (220 °C; 2.5 min), se
decidié trabajar con un sustrato obtenido bajo condiciones menos severas. En este
contexto, al utilizar el MPC IV (200 °C; 2,5 min), K. marxianus pudo fermentar los
medios hasta una consistencia del 10% ST (p/v). A esta consistencia, la viabilidad
celular disminuy6 drésticamente durante las primeras 24 h de proceso, por lo que la
glucosa liberada por la accion de las enzimas hidroliticas comenz6 a acumularse en el
medio (Figura 4.11). Sin embargo, una vez transcurrido el tiempo de adaptacion, se
pudo observar un incremento pronunciado de la viabilidad, obteniéndose el méximo
nimero de UFC/mL a las 48 h. Asimismo, la concentraciéon de glucosa se redujo
completamente entre las 24 y las 48 h, obteniéndose un valor méximo de concentracion
de etanol de 12,3 g/L (Tabla 4.13). A pesar de que esta concentracion de etanol es
superior a la observada (9,6 g/L) cuando se utilizdo el MPC VIII al 5% ST (p/v) de
consistencia, el rendimiento en etanol, por el contrario, se redujo del 83% al 65,5%
(Tablas 4.12 y 4.13). Esta disminucion puede explicarse debido a que existe una
correlacion entre el incremento de la carga de sustrato y un descenso en los
rendimientos de HE. Entre los distintos mecanismos que provocan este fendmeno se
incluyen la inhibicion por producto final de las enzimas hidroliticas, cambios en la
reactividad del sustrato durante la etapa de HE, limitaciones en la transferencia de masa,
la adsorcion improductiva de las enzimas por el sustrato y la disminucion de la
capacidad de union de las enzimas a la celulosa (Jargensen y col., 2007a; Rosgaard y

col., 2007; Kristensen y col., 2009; Wang y col. 2011).
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Figura 4.11.- Viabilidad celular (circulos), consumo de glucosa (cuadrados) y
produccion de etanol (triangulos) por parte de K. marxianus CECT 10875 durante los
procesos de SFS al 10% ST (p/v) utilizando el MPC IV (200 °C; 2,5 min). Las muestras
control se identifican con lineas discontinuas y en color negro, mientras que las

muestras tratadas con lacasa se representan con lineas continuas y en naranja.

Tabla 4.13.- Resumen relativo a los procesos de SFS (K. marxianus CECT 10875) en los que se utilizo
como sustrato el MPC IV (200 °C; 2,5 min)

Consistencia de

(1)
sustrato (p/v) Muestra EtOHy, (g/L) Yerrs (2/8) Yeer (%) Qg (g/L h)
10% ST C 12,3 0,29 65,5 0,17
PC 13,8 0,33 73,1 0,19
12% ST C 1,4 0,03 6,0 0,02
PC 16,7 0,33 74,2 0,23

C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus; EtOH,;, concentracion maxima de
etanol; Ygrs, rendimiento de etanol calculado en base a la glucosa potencial presente en el MPC; Yger,
porcentaje de etanol tedrico asumiendo un rendimiento de 0,45 g/g para K. marxianus; Qg, productividad
volumétrica de etanol calculada en base al tiempo donde la concentracion de etanol fue maxima (72 h).

Cuando el MPC 1V se utiliz6 a consistencias superiores al 10% (12% y 14% ST
(p/v)), el contenido de los diferentes toxicos incrementod, inhibiendo por completo el
crecimiento de K. marxianus e impidiendo el consumo de glucosa y la produccion de

etanol (Figura 4.12).

En comparacion a las muestras control, el tratamiento con lacasa mejord los
procesos de fermentacion realizados con la levadura K. marxianus, al igual que habia
ocurrido en el apartado anterior. En el caso del MPC VIII al 5% ST (p/v), el tratamiento
con lacasa redujo la fase de adaptacion de la levadura de 32 h a 6 h. Ademas, la
viabilidad celular mejoré significativamente, alcanzando el maximo valor de UFC/mL
tras 32 h del inicio del proceso de SFS (Figura 4.9). Asimismo, las tasas de consumo de
glucosa y de produccion de etanol también mejoraron tras el tratamiento con lacasa. La

acumulacion de glucosa en las etapas iniciales del proceso fue escasa y la méaxima
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concentracion de etanol (10,2 g/L) se alcanzd tras 24 h de proceso, incrementando la
productividad volumétrica de 0,09 a 0,31 g/L h y los rendimientos finales desde 0,37
hasta 0,40 g/g (Tabla 4.12).
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Figura 4.12.- Viabilidad celular (circulos), consumo de glucosa (cuadrados) y
produccion de etanol (triangulos) por parte de K. marxianus CECT 10875 durante los
procesos de SFS al 12% ST (p/v) utilizando el MPC IV (200 °C; 2,5 min). Las muestras
control se identifican con lineas discontinuas y en color negro, mientras que las

muestras tratadas con lacasa se representan con lineas continuas y en naranja.

Por otro lado, como se observd previamente, cuando la consistencia del MPC
VIII se aument6 del 5% al 6% ST (p/v), las muestras no tratadas con lacasa sufrieron
una inhibicion completa. Sin embargo, tras el tratamiento con lacasa dicha inhibicién no
se observo y la levadura fue capaz de fermentar el medio, alcanzando una produccion de
etanol de 10,7 g/L a las 32 h de SFS (Tabla 4.12). En estas muestras, durante las
primeras 12 h de proceso se produjo un descenso de la viabilidad, tras el cual K.
marxianus mostrd un incremento significativo hasta logar el méaximo numero de
colonias entre las 24 y las 32 h (Figura 4.10). Teniendo en cuenta estos antecedentes se
intentd incrementar la consistencia de sustrato del 6% al 7% ST (p/v). En este caso a
pesar de la reduccion en el contenido fendlico por parte de la lacasa (Tabla 4.8), K.
marxianus sufrid una répida inhibiciéon del crecimiento y fue incapaz de consumir

glucosa y producir etanol.

Resultados muy similares se obtuvieron tras el tratamiento con lacasa del MPC
IV. Al 10% ST (p/v) de consistencia, el tratamiento con lacasa redujo la fase de
adaptacion del microorganismo de 24 a 12 h, permitiendo alcanzar el mayor numero de
UFC/mL a las 24 h de SFS (Figura 4.11). Ademas de la disminucion de la fase de

adaptacion, el tratamiento con lacasa incrementd ligeramente la productividad
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volumétrica de 0,17 a 0,19 g/L h en comparacion a las muestras control (Tabla 4.13).
Asimismo, la producciéon de etanol obtenida fue de 13,8 g/L, lo que aumentd los
rendimientos de etanol de 0,29 hasta 0,33 g/g. En el caso de las muestras al 12% ST
(p/v) de consistencia, el tratamiento con lacasa permitid superar la inhibicién del
crecimiento observado en las muestras control. Como se muestra en la Figura 4.12, tras
superar una fase de adaptacion de 24 h, donde la viabilidad celular disminuy6
considerablemente, K. marxianus creci6 de forma significativa, obteniendo el méaximo
nimero de UFC/mL a las 48 h. Durante este proceso se pudo alcanzar una
concentracion maxima de etanol de 16,7 g/l (Tabla 4.13), superando las
concentraciones alcanzadas con el MPC VIII y VII (apartado 4.4.1) obtenidos bajo una
mayor severidad de pretratamiento. Finalmente, consistencias superiores al 12% ST
(p/v) no pudieron ser fermentadas a pesar de la disminucién en el contenido fendlico

tras el tratamiento con lacasa (Tabla 4.9).

Estos resultados son comparables a los publicados por otros autores como Jurado
y col. (2009), quienes observaron una mayor concentracion de levadura, un mayor
consumo de glucosa y una mayor produccion de etanol tras la detoxificacion con lacasa
de la paja de trigo pretratada por EV en un proceso consecutivo de HFS con la levadura

S. cerevisiae.

4.4.2.3. Viabilidad celular y produccion de etanol en los procesos de PSFS

En comparacidn con las muestras control donde no se habia realizado ninguna
etapa de prehidrolisis, el incremento del contenido de los productos de degradacién
observado tras la presacarificacion afectd de forma negativa el proceso de fermentacion,
inhibiendo por completo el crecimiento de la levadura bajo consistencias del 5% y del
6% ST (p/v) con el MPC VIII (Figuras 4.13 y 4.14 y Tabla 4.14). Estos resultados son
similares a los obtenidos por Tomas-Pejo y col. (2009a), quienes describieron una
inhibicion del crecimiento de K. marxianus al utilizar una suspension al 5% (p/v) de
consistencia de un MPC (220 °C; 2.5 min) de paja de trigo en una configuracion PSFS.
En contraste, en este mismo estudio se logr6 una alta concentracion de etanol (30,2 g/L)

cuando se uso la fraccion del RSI como sustrato a una consistencia del 14% (p/v).
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Figura 4.13.- Viabilidad celular (circulos), consumo de glucosa (cuadrados) y
produccion de etanol (triangulos) por parte de K. marxianus CECT 10875 durante los
procesos de PSFS al 5% ST (p/v) utilizando el MPC VIII (220 °C; 2,5 min). Las
muestras control se identifican con lineas discontinuas y en color negro, mientras que
las muestras tratadas con lacasa se representan con lineas continuas y en naranja. La
concentracion de glucosa incial en las muestras control fue de 15,3 g/L, mientras que

en las muestras tratadas fue de 14,2 g/L.
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Figura 4.14.- Viabilidad celular (circulos), consumo de glucosa (cuadrados) y
produccion de etanol (triangulos) por parte de K. marxianus CECT 10875 durante los
procesos de PSFS al 6% ST (p/v) utilizando el MPC VIII (220 °C; 2,5 min). Las
muestras control se identifican con lineas discontinuas y en color negro, mientras que
las muestras tratadas con lacasa se representan con lineas continuas y en naranja. La
concentracion de glucosa incial en las muestras control fue de 17,4 g/L, mientras que

en las muestras tratadas fue de 15,3 g/L.

Estos efectos negativos también se observaron en las muestras control con el
MPC IV, como se observa en las Figuras 4.15 y 4.16. En el caso de las muestras cuya

consistencia de sustrato fue del 10% ST (p/v), la fase de adaptacion se extendid hasta las
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48 h (Figura 4.15), en comparacion a las 24 h observadas durante el proceso de SFS

(Figura 4.11).
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Figura 4.15.- Viabilidad celular (circulos), consumo de glucosa (cuadrados) y
produccion de etanol (triangulos) por parte de K. marxianus CECT 10875 durante los
procesos de PSFS al 10% ST (p/v) utilizando el MPC IV (200 °C; 2,5 min). Las
muestras control se identifican con lineas discontinuas y en color negro, mientras que
las muestras tratadas con lacasa se representan con lineas continuas y en naranja. La
concentracion de glucosa incial en las muestras control fue de 20,4 g/L, mientras que

en las muestras tratadas fue de 18,5 g/L.
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Figura 4.16.- Viabilidad celular (circulos), consumo de glucosa (cuadrados) y
produccion de etanol (triangulos) por parte de K. marxianus CECT 10875 durante los
procesos de PSFS al 12% ST (p/v) utilizando el MPC IV (200 °C; 2,5 min). Las
muestras control se identifican con lineas discontinuas y en color negro, mientras que
las muestras tratadas con lacasa se representan con lineas continuas y en naranja. La
concentracion de glucosa incial en las muestras control fue de 20,4 g/L, mientras que

en las muestras tratadas fue de 18,5 g/L.
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Sin embargo, como se observa en las Tablas 4.13 y 4.15, los resultados entre
ambas configuraciones de proceso no mostraron diferencias significativas en relacion a
la concentracion de etanol (12 g/L) ni a los rendimientos (0,29 g/g). Por otro lado, las
muestras control al 12% ST (p/v) de consistencia también inhibieron por completo el

crecimiento del microorganismo, no observando produccion de etanol (Figura 4.16).

Teniendo en cuenta estos resultados, se puede decir que en las condiciones
ensayadas la configuracién de SFS resulta ser un proceso mds conveniente que los
procesos de PSFS. Apoyando esta hipotesis, Garcia-Aparicio y col. (2011) mostraron un
mejor comportamiento de K. marxianus sobre el RSI de paja de cebada pretratada
mediante EV utilizando la configuracion de SFS frente al proceso de PSFS. Entre los
mecanismos que podrian influir en el peor funcionamiento de la configuracién de PSFS,
ademds de la presencia de una mayor concentracion de inhibidores, también podrian
estar involucrados otros factores como la inhibicion por producto final o la

desactivacion térmica de las enzimas (Linde y col., 2007).

El tratamiento con lacasa en los procesos de PSFS se llevo a cabo de forma
simultanea a la etapa de prehidrolisis, de forma que la lacasa se afiadi6 al mismo tiempo
que las enzimas hidroliticas. Como ya se ha mencionado, a pesar de que los compuestos
fendlicos pueden disminuir las tasas y los rendimientos de sacarificacion (Ximenes y
col., 2010, 2011), la eliminacidon de fenoles por parte de la lacasa no sélo no mejord el
proceso de HE, sino que lo afect6 de forma negativa dando lugar a una menor

recuperacion de glucosa en todas los casos (Figuras 4.13-4.16).

Tabla 4.14.- Resumen relativo a los procesos de PSFS (K. marxianus CECT 10875) en los que se utilizo
como sustrato el MPC VIII (220 °C; 2,5 min)

Consistencia de

(1)
sustrato (p/v) Muestra EtOHy, (g/L) Yerrs (g/8) Yeer (%) Qg (g/L h)
5% ST C 1,7 0,07 14,5 0,05
PC 9,3 0,36 81,0 0,28
6% ST C 1,7 0,05 122107 0,05 (0,07%)
PC 11,1 0.36 803 (70,99 031 (0,20

C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus; EtOHy;, concentracion maxima de
etanol; Yg/rs, rendimiento de etanol calculado en base a la glucosa potencial presente en el MPC; Yggr,
porcentaje de etanol tedrico asumiendo un rendimiento de 0,45 g/g para K. marxianus; Qg, productividad
volumétrica de etanol calculada en base al tiempo donde la concentracion de etanol fue maxima (32 h).
“Porcentaje de etanol obtenido respecto al maximo tedrico estequiométrico (0,51 g/g).

°Productividad volumétrica a las 24 h.

“PEstos datos se utilizaran para comparar los procesos de fermentacion con K. marxianus CECT 10875 y
S. cerevisiae Ethanol Red en el apartado 4.4.3.
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Tabla 4.15.- Resumen relativo a los procesos de PSFS (K. marxianus CECT 10875) en los que se utilizo
como sustrato el MPC IV (200 °C; 2,5 min)

Consistencia de

0,
sustrato (p/v) Muestra EtOHy (g/L) Yers (8/8) Yger (%) Qg (g/L h)
10% ST C 12,0 0,29 63,6 0,17
PC 13,8 0,33 73,5 0,18
12% ST C 0,3 0,01 2,2 0
PC 0,3 0,01 2,4 0

C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus; EtOHy;, concentracion maxima de
etanol; Ygrs, rendimiento de etanol calculado en base a la glucosa potencial presente en el MPC; Yger,
porcentaje de etanol tedrico asumiendo un rendimiento de 0,45 g/g para K. marxianus; Qg, productividad
volumétrica de etanol calculada en base al tiempo donde la concentracion de etanol fue maxima (72 h).

A pesar de una menor recuperacion de glucosa, el tratamiento con lacasa fue
capaz de evitar la inhibicion del crecimiento de K. marxianus, tanto al 5% como al 6%
ST (p/v) en las muestras procedentes del MPC VIII. En estas muestras se obtuvo una
concentracion de etanol de 9,3 y 11,1 g/L, respectivamente (Tabla 4.14), que
representan unos rendimientos de 0,36 g/g en ambos casos. Estos resultados fueron
similares a los obtenidos con la configuracion de SFS, por lo que en estas condiciones la
etapa de presacarificacion no supuso ninguna ventaja. Respecto al empleo del MPC 1V,
la suplementacion con lacasa de las muestras al 10% ST (p/v) acortd la fase de
adaptacion de la levadura de 48 a 12 h, observandose el maximo de UFC/mL a las 24 h
del proceso (Figura 4.15). Ademas, las tasas de consumo de glucosa y de produccion de
etanol fueron mayores, obteniéndose unos rendimientos finales de 0,33 g/g (Tabla 4.15).
Sin embargo, al intentar aumentar la consistencia de sustrato y a pesar de la gran
reduccion en el contenido de los fenoles identificados (cercano al 95%), K. marxianus
sufrié una pérdida de la viabilidad en las primeras 24 h que impidi6 la fermentacion de

los medios.

4.4.3. Comparacion de la viabilidad celular y de los procesos de
produccion de etanol entre las cepas Kluyveromyces marxianus CECT

10875 y Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red (Articulo 1V)

A pesar de que el uso de cepas termotolerantes representa diferentes ventajas en
la industria del etanol, las temperaturas a las cuales se realizan los procesos de
fermentacion pueden elevar la susceptibilidad de estas levaduras frente a los
compuestos de degradacion (Tomas-Pejo y col, 2009; Abdel-Banat y col., 2010). Por
ello, como se ha podido observar en los apartados anteriores, la utilizacion de estos

microorganismos es muy limitada en cuanto al empleo de materiales pretratados con un
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alto contenido en inhibidores. En este contexto, nos propusimos evaluar los
rendimientos obtenidos con la levadura termotolerante K. marxianus CECT 10875,
comparandolos con una cepa industrial empleada cominmente en la produccion de
etanol, S. cerevisiae Ethanol Red. Para ello, S. cerevisiae se estudio bajo las dos
configuraciones de proceso descritas con anterioridad (SFS y PSFS), realizando un
seguimiento de la viabilidad celular y de la produccion de etanol. Asimismo, se realizo
un proceso de destoxificacion con la lacasa de P. cinnabarinus, de forma que también se

pudo evaluar su potencial de combinacion con diferentes cepas.

Al igual que en los procesos descritos en el apartado 4.4.2, la mezcla hidrolitica
empleada para la sacarificacion fue la mezcla estandar, mientras que como sustrato se
utilizo el MPC VIII, ya que al obtenerse bajo unas condiciones de severidad alta (220
°C; 2,5 min), el contenido en productos de degradacién es mas importante y puede
afectar en mayor medida a los microorganismos fermentativos. Asimismo, el
tratamiento con lacasa fue similar al realizado en el anterior apartado. Asi, en los
procesos de SFS, el tratamiento con lacasa se llevd a cabo durante las 8 h previas a la
adicion del microorganismo y las enzimas hidroliticas, mientras que en los procesos de
PSFS el tratamiento con lacasa se realizd de forma simultanea al proceso de
presacarificacion. En cuanto a la consistencia de sustrato, las muestras inoculadas con S.
cerevisiae se diluyeron al 6% ST (p/v) debido a que a esta concentracion K. marxianus
mostrd una inhibicidn total del crecimiento. Ademas, K. marxianus no fue capaz de
tolerar consistencias superiores, ni siquiera en aquellas muestras que habian sido

tratadas con lacasa.

4.43.1. Efecto del tratamiento con lacasa en la concentracion de los

compuestos inhibidores

En primer lugar, tras la etapa de destoxificacion correspondiente, el tratamiento
con lacasa se evalud previo a la adicion del microorganismo. Sin embargo, durante este
estudio en lugar de identificar compuestos fenolicos individuales, se realizd una
estimacion del contenido fenolico total de las muestras, ya que como se puede observar
en el cromatograma de la Figura 4.17 hay ciertos fenoles sobre los cuales puede actuar
la lacasa y que no han sido identificados. En este sentido, el tratamiento con lacasa sin

presacarificacion disminuy6 el contenido de los fenoles totales en un 67% (de 2,3 g/L
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en las muestras control a 0,75 g/L en las muestras tratadas). Asimismo, las muestras que
habian sido suplementadas con lacasa durante la etapa de presacarificacion mostraron
una reduccion del contenido fenodlico total del 73% (de 2,55 g/L a 0,70 g/L). Por el
contrario, como en los apartados anteriores, la concentracion de acidos alifaticos y
derivados del furano permaneci6 constante, como se indica en la Tabla 4.16.
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Figura 4.17.- Comparacion de los perfiles de cromatografia obtenidos mediante HPLC
de los compuestos inhibidores presentes en las muestras control (negro) y tratadas con
lacasa sin presacarificacion (naranja). Compuestos identificados: 1, 5-HMF; 2,
furfural; 3, 4-hidroxibenzaldehido,; 4, vainillina;, 5, siringaldehido,; 6, dcido p-

cumarico, 7, acido ferulico, *, fenoles no identificados.

Tabla 4.16.- Concentracion de los compuestos inhibidores identificados tras 8 h de tratamiento con
lacasa, con y sin presacarificacion, en las muestras del MPC VIII al 6% ST (p/v)

Muestra Furfural 5-HMF Acido acético  Acido formico
Lacasa C 579 152 2769 2098

PC 566 150 2845 n.d.
Lacasa + C 593 148 3032 2011
Presacarificacion PC 557 144 3064 n.d.

Los valores de concentracion se expresan como mg/L.
n.d., no determinado; C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus

Como se ha comentado previamente, la mejora de la accion de la lacasa por
parte de la presacarificacion se puede atribuir al efecto de fluidificacion del medio por la
accion de las enzimas hidroliticas (Manzanares y col. 2011), lo que facilita el acceso de
la lacasa a los fenoles. No obstante, la eliminacion completa de todos los fenoles no fue

posible dado que como ya se ha descrito y como se puede observar en la figura 4.17,
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existe una accion selectiva de las lacasas frente a los diferentes compuestos fenolicos
que limita su actuacion (Jonsson y col., 1998; Larsson y col., 1999; Martin y col., 2002;

Chandel y col., 2007; Jurado y col., 2009; Kolb y col., 2012).

4.4.3.2. Estudio comparativo durante los procesos de SFS

Una vez evaluado el tratamiento con lacasa, las muestras obtenidas tras el
tratamiento con lacasa sin presacarificacidon, se sometieron a un proceso de SFS
utilizando la cepa S. cerevisiae Ethanol Red. Como se puede observar en la Figura 4.18,
la fase de adaptacion de S. cerevisiae en las muestras control se prolongd durante las
primeras 12 h del proceso. Tras superar dicha fase, S. cerevisiae Ethanol Red mostré un
incremento gradual de la viabilidad celular, obteniendo el mayor numero de unidades
formadoras de colonias a las 48 h de SFS. Sin embargo, la mayor parte de la produccion
de etanol tuvo lugar entre las 12 y las 24 h, alcanzando una concentracion maxima de

etanol de 11,3 g/L alas 48 h.
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Figura 4.18.- Viabilidad celular (circulos), consumo de glucosa (cuadrados) y

produccion de etanol (triangulos) por parte de S. cerevisiae Ethanol Red durante los

procesos de SFS al 6% ST (p/v) utilizando el MPC VIII (220 °C; 2,5 min). Las muestras

control se identifican con lineas discontinuas y en color negro, mientras que las

muestras tratadas con lacasa se representan con lineas continuas y en naranja.

La fase de adaptacion de una levadura depende en cierta medida de su capacidad
para convertir determinados compuestos inhibidores como el furfural, el 5-HMF y
diferentes aldehidos aromdticos como la wvainillina y el siringaldehido a sus
correspondientes formas alcoholicas con un menor poder de inhibicion (Palmqvist y
Hahn-Héagerdal, 2000b; Klinke y col., 2004). En este sentido, en comparacion con los

resultados observados con S. cerevisiae Ethanol Red, K. marxianus mostrd6 una
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inhibicién completa del crecimiento bajo las mismas condiciones (Figura 4.10), a pesar

de la habilidad de este microorganismo para asimilar la mayoria de los compuestos

inhibitorios (Oliva y col., 2003).

Las diferentes temperaturas a las que se llevan a cabo los procesos de SFS (35
°C para S. cerevisiae Ethanol Red y 42 °C para K. marxianus) podria ser una de las
razones que explicarian esta mayor sensibilidad de K. marxianus frente a los
compuestos de degradacion, ya que tras elevar la temperatura, las membranas biologicas
se fluidifican y pierden su capacidad de actuar como una barrera fisica (Tomas-Pejo y

col., 2009; Abdel-Banat y col., 2010).

Al igual que ocurria con los procesos de SFS donde se empled K. marxianus
como microorganismo fermentativo, el tratamiento con lacasa mejord los procesos de
SFS con S. cerevisiae Ethanol Red. En comparacion a las muestras control, el proceso
de destoxificacion acorto la fase de adaptacion de 12 a 6 h (Figura 4.18), incrementando
significativamente el nimero de UFC/mL. Asimismo, el tratamiento con lacasa también
mejord las tasas de consumo de glucosa y de produccion de etanol, incrementando los
valores de productividad desde 0,39 a 0,44 g/L h (Tabla 4.17). No obstante, la
concentracion final de etanol no difiri6 mucho respecto a las muestras control, por lo

que los calculos relativos al rendimiento fueron similares.

Tabla 4.17.- Resumen relativo a los procesos de SFS (S. cerevisiae Ethanol Red) en los que se utilizo
como sustrato el MPC VIII (220 °C; 2,5 min) al 6% ST (p/v)

Muestra EtOHy (g/L) Yers (8/8) Yger (%) Qg (g/L h)
C 11,3 0,37 71,9 0,39
PC 10,7 0,35 68,4 0,44

C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus; EtOH,;, concentracion maxima de
etanol; Ygrs, rendimiento de etanol calculado en base a la glucosa potencial presente en el MPC; Yger,
porcentaje de etanol obtenido respecto al maximo teérico estequiométrico (0,51 g/g); Qg, productividad
volumétrica de etanol calculada a las 24 h de proceso.

Tras equiparar estos resultados con los datos indicados en la Tabla 4.12 para el
proceso de SFS con K. marxianus, se pudieron observar unas concentraciones de etanol
(10,7 g/L) y rendimientos (0,35 g/g) similares. No obstante, si se encontraron
diferencias en relacion al valor de productividad volumétrica calculada a las 24 h (0.36
g/L h frente a 0.44 g/L h con K. marxianus y S. cerevisiae Ethanol Red,
respectivamente), por lo que el tratamiento con lacasa previo a los procesos de SFS
puede representar una alternativa prometedora en combinacion con cepas que presentan

una menor tolerancia a inhibidores.
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4.4.3.3. Estudio comparativo durante los procesos de PSFS

Ademas de su evaluacion en los procesos de SFS, S. cerevisiae Ethanol Red
también se empled para la fermentacion del MPC que se habia sometido a una etapa de
prehidrolisis (PSFS). Bajo esta configuracion, las muestras sometidas a una
presacarificacion mostraron un mayor incremento de la viabilidad celular entre las 12 y
las 24 h, como se puede advertir en la Figura 4.19, en comparacion a las muestras

sometidas a los procesos de SFS sin presacarificacion.
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Figura 4.19.- Viabilidad celular (circulos), consumo de glucosa (cuadrados) y
produccion de etanol (triangulos) por parte de S. cerevisiae Ethanol Red durante los
procesos de PSFS al 6% ST (p/v) utilizando el MPC VIII (220 °C; 2,5 min). Las
muestras control se identifican con lineas discontinuas y en color negro, mientras que

las muestras tratadas con lacasa se representan con lineas continuas y en naranja.

Este resultado puede deberse a que la concentracion de glucosa en el momento
que se supera la fase de adaptacion (12 h) fue mayor en el caso de las muestras de
PSFS. Asimismo, a pesar de que la concentracion final de etanol fue muy similar (10,8
g/L), sus tasas de produccion también fueron relativamente superiores (0.41 frente a

0,39 g/L h) bajo esta configuracion, tal y como se indica en la Tabla 4.18.

Tabla 4.18.- Resumen relativo a los procesos de PSFS (S. cerevisiae Ethanol Red) en los que se utilizo
como sustrato el MPC VIII (220 °C; 2,5 min) al 6% ST (p/v)

Muestra EtOH,, (g/L) Yers (8/8) Yger (%) Qg (g/L h)
C 10,8 0,35 68,5 0,41
PC 10,4 0,34 66,1 0,43

C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus; EtOH,;, concentracion maxima de
etanol; Ygrs, rendimiento de etanol calculado en base a la glucosa potencial presente en el MPC; Yger,
porcentaje de etanol obtenido respecto al maximo teérico estequiométrico (0,51 g/g); Qg, productividad
volumétrica de etanol calculada a las 24 h de proceso.
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Estos resultados corroboran una mayor resistencia de S. cerevisiae Ethanol Red
frente a la presencia de los compuestos inhibidores en comparacion a K. marxianus, ya
que esta ultima cepa fue incapaz de fermentar los medios bajo las mismas condiciones

de cultivo (Figura 4.14).

Al igual que ocurria en los procesos de SFS, la suplementacion con lacasa
durante la etapa de presacarificacion mejord los procesos de fermentacion,
incrementando significativamente la viabilidad celular y las tasas relativas al consumo
de glucosa y a la produccién de etanol. En este contexto, la fase de adaptacion se redujo
de 12 a 6 h, alcanzandose el mayor nimero de UCF/mL a las 12 h de proceso (Figura
4.19). Asimismo, los valores de productividad volumétrica incrementaron ligeramente
desde 0,41 g/LL h a 0,43 g/L h, mientras que la concentracion de etanol y los
rendimientos obtenidos se mantuvieron en valores similares a los observados para las

muestras control (Tabla 4.18).

En comparacion con los procesos donde se utilizd K. marxianus como
microorganismo fermentativo, el tratamiento con lacasa también mejord la
productividad volumétrica por parte de S. cerevisiae Ethanol Red bajo una
configuracion de PSFS. Sin embargo, la concentracion final de etanol asi como los
rendimientos globales del proceso no presentaron grandes diferencias, al igual que
ocurria bajo la configuracion de SFS. De esta manera, los procesos de destoxificacion in
situ con lacasas deberian tenerse en cuenta durante los procesos de produccion de etanol
dado su potencial de aplicacion no sélo en relacion a la utilizacion de cepas sensibles a
los inhibidores, sino también en los procesos de fermentacion donde se usen cepas mas

robustas como S. cerevisiae Ethanol Red.

4.4.4. Mejora de la fermentabilidad del MPC en los procesos de SCFS a

altas cargas de sustrato tras el tratamiento in situ con lacasa (Articulo V)

Una de las ventajas directas que derivan del uso del MPC para la produccion de
etanol es la presencia en los medios de los azlcares solubilizados durante el
pretratamiento, los cuales pueden ayudar a incrementar la concentracion final del
producto. Dado que los azucares en forma soluble provienen principalmente de la
fraccion hemicelulosica, siendo el arabinoxilano mayoritario en la paja de trigo, la

xilosa constituye el segundo azucar mdés importante del MPC en términos de
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concentracion. En datos numéricos, el contenido en xilosa de los residuos agricolas
como la paja de trigo puede constituir hasta el 30% de los azucares totales, por lo que el
empleo de microorganismos capaces de fermentar la glucosa y la xilosa de forma
simultdnea resultan de gran importancia para el eficiente aprovechamiento de los

materiales lignocelulésicos.

S. cerevisiae F12 es un ejemplo de microorganismo capaz de asimilar y
fermentar tanto la glucosa como la xilosa presentes en un mismo medio de cultivo. Esta
cepa se ha obtenido a partir de la cepa parental S. cerevisiae F, mediante la
sobreexpresion del gen enddgeno que codifica para la enzima xiluloquinasa (XK) y la
incorporacion en su genoma de los genes que codifican las enzimas xilosa reductasa
(XR) y xilitol deshidrogenasa (XDH) procedentes de la levadura Scheffersomyces
stipitis (Sonderegger et al, 2004). Ademas, esta estirpe ha sido adaptada mediante un
proceso de ingenieria evolutiva a los toxicos presentes en el prehidrolizado obtenido tras
el pretratamiento por EV de la paja de trigo (Tomas-Pejo et al, 2010), por lo que puede
tolerar concentraciones superiores de los diferentes compuestos inhibidores en
comparacion al microorganismo parental. En estudios previos, esta cepa se ha empleado
con ¢éxito para producir etanol a partir de paja de trigo pretratada por EV, mostrando su
capacidad de conversion de la xilosa y alcanzando unos rendimientos de hasta 0,26 g/g
(Panagiotou y Olsson, 2007; Tomas-Pej6 et al, 2008). Considerando estos datos, y en
colaboracion con la Universidad Tecnologica de Chalmers en Suecia, se propuso utilizar
S. cerevisiae F12 para intentar fermentar todos los azlicares presentes en el MPC de la
paja de trigo y aumentar de esa forma la concentracion final de etanol, haciendo el

proceso mas favorable desde el punto de vista econdmico.

Para la realizacion de este estudio se tuvieron en cuenta los resultados de
optimizacion obtenidos con K. marxianus CECT 10875, por lo que los procesos de
hidrélisis y fermentacion se integraron bajo una configuracién de sacarificacion y co-
fermentacion simultanea (SCFS), utilizando como sustrato el MPC V (200 °C; 2,5 min)
a consistencias de entre 10-20% ST (p/v). Ademas, con el fin de mejorar la etapa de
sacarificacion y gracias a la mayor tolerancia de S. cerevisiae F12 frente a los diferentes
productos de degradacion, también se utilizd como sustrato el MPC VI (210 °C; 2.5
min), obtenido a una mayor severidad. Bajo estas condiciones, el tratamiento con lacasa
(12 h) previo a los procesos de SCFS se propuso como método de destoxificacion para

reducir la toxicidad de los medios ¢ incrementar la concentracion final de etanol, al
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permitir trabajar a mayores consistencias de sustrato tal y como se ha mostrado en los
apartados anteriores. Por ultimo, cabe mencionar que en este punto los procesos de
sacarificacion se llevaron a cabo mediante el empleo de la mezcla hidrolitica Cellic en
lugar de la mezcla estandar, debido a la posibilidad que ofrece esta mezcla respecto a la
mejora de los rendimientos de sacarificacion. Ademas, la mezcla Cellic presenta una
mayor actividad xilanasa y otras actividades secundarias como las polisacéarido-
monooxigenasas (PMO), que permiten mejorar los rendimientos de hidrélisis de la

celulosa e incrementar la concentracion de xilosa en los medios.

4.4.4.1. Efecto del tratamiento con lacasa en los compuestos fendlicos

Antes de comenzar con los procesos de SCFS, el tratamiento con lacasa se
evalud en funcién del contenido fendlico total de las muestras. Como se puede observar
en la Figura 4.20, tras el tratamiento con lacasa las muestras redujeron el contenido en
fenoles totales entre un 50% y un 80%, en comparacion a las muestras que no fueron

tratadas.

Fenoles (g/L)
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Figura 4.20.- Contenido en fenoles totales de las muestras control (negro) y tratadas
con lacasa (naranja) relativas a diferentes diluciones del MPC V (200 °C; 2,5 min) y VI
(210 °C; 2,5 min), previo a los procesos de SCFS con S. cerevisiae F12

Si tenemos en cuenta la concentracion de fenoles, el efecto de la destoxificacion
por lacasas fue mas pronunciado a medida que se incrementd la consistencia del
sustrato. De esta manera, con el MPC V se observé una reduccion de aproximadamente

2 g/l al 10% ST (p/v), mientras que al incrementar la consistencia hasta el 20% ST
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(p/v) el contenido fendlico total disminuyd unos 4,5 g/L. Asimismo, en el caso del MPC
VI, las muestras al 12% ST (p/v) redujeron en 3 g/L su contenido fendlico tras el
tratamiento con lacasa, mientras que en las muestras al 16% ST (p/v) el proceso de
destoxificacion disminuyo 3,6 g/L de los fenoles totales. Por otro lado, en términos de
eficiencia catalitica, el tratamiento con lacasa en las muestras relativas al MPC V
disminuy¢ alrededor de un 60% los fenoles totales en todos los casos, mientras que en
las muestras procedentes del MPC VI se observo un descenso desde el 77% al 67% tras

aumentar la concentracion del 12% al 16% ST (p/v).

En este punto, debe tenerse en cuenta que los valores de eficiencia mas altos se
obtuvieron con el MPC VI. Este resultado puede explicarse debido a las posibles
diferencias que podrian existir entre las viscosidades de ambos materiales pretratados.
En el caso del MPC VI, la mayor severidad de pretratamiento conduce a una mayor
descomposicion de las fibras lignocelulosicas (Samaniuk y col., 2011), lo que
contribuye a aumentar el mezclado de las muestras y facilitar la accesibilidad tanto de
las enzimas hidroliticas como de la lacasa a la celulosa y a los compuestos fenolicos,
respectivamente. En este contexto, tras aumentar la consistencia del sustrato de las
muestras pueden aparecer problemas de transferencia de masa que dificulten el
mezclado de todos los componentes, limitando la homogeneidad de la suspension e
impidiendo el acceso de la lacasa a los fenoles presentes en estos medios. Por ello, el
descenso de la eficiencia del tratamiento con lacasa del 77% al 67% pudo deberse a un
aumento en la viscosidad tras el aumento de la consistencia del 12% al 16% ST (p/v).
Por otro lado, los resultados similares en relacion a los valores de eficiencia catalitica
por parte de la lacasa en las muestras del MPC V podrian explicarse debido a que tras
un punto determinado de estrés, éste deja de ser dependiente de la concentracion de la

muestra y se comporta de forma independiente (Viamajala y col., 2009).

44472. Efectos del tratamiento con lacasa durante la etapa de

sacarificacion

Dado que la concentracion de azlcar se correlaciona directamente con la
produccion de etanol y que una disminucién en los rendimientos de sacarificacion puede
afectar de forma negativa el proceso, al igual que en los apartados previos se valoré el

efecto del tratamiento con la lacasa durante la etapa de HE del MPC VI. Como se
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observa en la Figura 4.21, en consonancia con los ensayos anteriores, las muestras
tratadas con lacasa mostraron una liberacion de glucosa maés lenta durante la etapa de
sacarificacion, alcanzando a su vez una menor concentracion maxima de este azdcar en
comparacion a las muestras que no habian sido tratadas. De este modo, mientras que en
las muestras control la concentracion maxima de glucosa (50,9 g/L) se alcanzé
transcurridas las primeras 48 h del proceso, las muestras tratadas con lacasa mostraron
un incremento paulatino a lo largo de 144 h, obteniéndose asimismo una concentracion
maxima de glucosa (45,8 g/L) inferior. Por el contrario, en el caso de la xilosa el
tratamiento con lacasa no mostro ningun efecto durante el proceso de sacarificacion,
obteniéndose una concentracion final de este azdcar similar, tanto en el caso de las
muestras control (19,3 g/L) como en aquellas que habian sido previamente tratadas con

lacasa (19,8 g/L).
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Figura 4.21.- Concentraciones de glucosa (cuadrados) y xilosa (rombos) durante el
proceso de HE con la mezcla Cellic utilizando el MPC VI (210 °C; 2,5 min) al 16% ST
(p/v) de consistencia. Las muestras control se identifican con lineas discontinuas y en
color negro, mientras que las muestras tratadas con lacasa se representan con lineas

continuas y en naranja.

Como se ha explicado a lo largo de la presente Tesis, el efecto negativo
observado durante los procesos de sacarificacion en las muestras tratadas con lacasa
puede ser atribuido a varias causas entre las que se incluyen la inhibicion o
desactivacion de las celulasas por los productos generados por la accion de la lacasa, el

aumento en las uniones improductivas de las enzimas hidroliticas y/o el fortalecimiento
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de las uniones relativas a los complejos lignina-carbohidratos (Moilanen y col., 2011;

Tejirian y Xu, 2011).

4.4.4.3. Viabilidad celular v produccion de etanol en los procesos de SCFS

Teniendo en cuenta la evaluacion previa donde se establecid la configuracion
SFS como oOptima para el empleo del MPC de la paja de trigo pretratada por EV, las
muestras control y tratadas con lacasa diluidas a una consistencia entre el 10% y el 20%
ST (p/v), se sometieron a un proceso de SCFS utilizando la cepa evolucionada y
fermentadora de xilosa S. cerevisiae F12. Como ya se ha mencionado, el uso de
levaduras capaces de fermentar la xilosa y que ademas toleren mayores concentraciones
de inhibidores ofrecen un gran potencial para incrementar las concentraciones finales de
etanol, gracias tanto a la posibilidad de conversion de todos los azlicares presentes en
los materiales lignoceluldsicos, como a la oportunidad de trabajar a altas cargas de

sustrato (Tomas-Pejo y col., 2010).

Otro aspecto importante que se evalu6 en este estudio fue la privacion de una
fuente de nitrégeno externa (en este caso el DAP [(NH4),HPO4]), ya que el nitrégeno es
considerado como uno de los elementos fundamentales para el crecimiento de un
microorganismo y repercute de forma directa en los costes del proceso. Bajo
condiciones anaerobias se ha determinado que el nitrégeno es esencial para la
proliferacion celular, permitiendo aumentar la tasa de produccion de etanol de una
levadura que se encuentre en una fase de crecimiento activo (Devantier y col., 2005;
Jorgensen, 2009). De forma intuitiva, resulta obvio afirmar que el crecimiento de un
determinado microorganismo y su robustez estain muy influenciados por la composicion
del medio, por lo que la falta de una buena fuente de nitr6geno junto a una alta
concentracion de compuestos inhibidores puede resultar en una disminucion de los
rendimientos de fermentacion. En este sentido, una etapa de destoxificacion enzimatica
previa a la inoculacion del microorganismo podria reducir el efecto sinérgico de los
inhibidores, permitiendo llevar a cabo los procesos de fermentacion sin la adicién de

nitrégeno adicional y, consecuentemente, aliviando los costes de produccion de etanol.

La Figura 4.22 muestra la produccion de etanol obtenido en este estudio después
de diferentes procesos de SCFS de 144 h en los que se utiliz6 como sustrato el MPC V
y el MPC VL
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Figura 4.22.- Concentracion de etanol mdxima alcanzada durante los procesos de
SCFS (144 h) utilizando la levadura S. cerevisiae F12 como microorganismo
fermentativo y los MPC V (200 °C; 2,5 min) y VI (210 °C; 2,5 min) como sustratos a
diferentes consistencias de % ST (p/v). Aquellas muestras que no fueron suplementadas
con DAP se identifican con (*). Asimismo, las muestras control se identifican en color

negro, mientras que las muestras tratadas con lacasa se representan en naranja.

Como se puede observar, tanto en las muestras control como en las tratadas con
lacasa, la concentracion final de etanol se incrementd de manera proporcional al
aumento de la consistencia, alcanzando la concentracion mas alta (25,0 g/L) con las

muestras sin tratar del MPC V al 20% ST (p/v).

Por otro lado, cuando se tuvo en cuenta toda la glucosa y xilosa potencialmente
fermentables presentes en las muestras (para ello se considerd a su vez la glucosa
presente en la mezcla Cellic de forma intrinseca), los célculos de rendimiento mostraron
un efecto contrario, de manera que a medida que se incrementaba la consistencia del
sustrato, los rendimientos disminuyeron (Figura 4.23). En el caso de las muestras
control del MPC V, los rendimientos de etanol disminuyeron del 0,27 al 0,20 g/g tras
aumentar la concentracion del sustrato del 10% al 20% ST (p/v). Esta disminucién en
los rendimientos finales tras incrementar la consistencia del sustrato también ha sido
descrita por otros autores (Kristensen y col., 2009; Wang y col., 2011). En estos
trabajos, dichos autores pudieron establecer una correlacion entre el incremento en la
consistencia del sustrato y la disminucién de los rendimientos de HE, explicando de esta
forma la disminucion en los rendimientos de produccion de etanol. Aunque hay muchos

factores que pueden afectar a las enzimas hidroliticas, tales como la inhibicién por
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producto final, las uniones improductivas o la desactivacion y la desnaturalizacion
(Jorgensen y col., 2007a), parece ser que al trabajar bajo consistencias de sustrato altas
se produce una disminucion en la capacidad de union de las enzimas a la celulosa y una
dificultad en el mezclado de las muestras, que provoca la reduccion en los rendimientos

de HE (Kristensen y col., 2009; Wang y col., 2011).
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Figura 4.23.- Rendimientos de etanol obtenidos durante los procesos de SCFS (144 h)
con la levadura S. cerevisiae F12 calculados a partir de la cantidad total de glucosa y
xilosa presente en las muestras del MPC V (200 °C; 2,5 min) y VI (210 °C; 2,5 min) a
diferentes consistencias de sustrato (%o ST (p/v)). Aquellas muestras que no fueron
suplementadas con DAP se identifican con (*). Asimismo, las muestras control se
identifican en color negro, mientras que las muestras tratadas con lacasa se

representan en naranja.

Como se ha mencionado con anterioridad, las muestras que habian sido tratadas
con lacasa mostraron efectos similares en relacion a la produccion y a los rendimientos
de etanol. Sin embargo, en comparacion con los procesos donde no se realizd el
tratamiento con lacasa, los valores relativos a estos parametros fueron inferiores en
todos los casos. Este fendémeno se puede explicar en base a la menor concentracion de
glucosa liberada durante la sacarificacion de las muestras, debido al menor poder de

actuacion de las enzimas hidroliticas en presencia de la lacasa (Figura 4.21).

Al igual que en los ensayos de SFS y PSFS con K. marxianus CECT 10875 y S.
cerevisiae Ethanol Red, ademas de la produccion de etanol también se llevo a cabo un

seguimiento de la viabilidad celular en base al nimero de UFC/mL. En este sentido, la
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Figura 4.24 muestra los valores maximos de UFC/mL obtenidos durante los procesos de

SCFS con el MPC V y VI, bajo diferentes cargas de sustrato.
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Figura 4.24.- Valores maximos de UFC/mL correspondientes a las muestras del MPC
V(200 °C; 2,5 min) y VI (210 °C; 2,5 min) a diferentes consistencias de sustrato (% ST
(p/v)) durante los procesos de SCFS (144 h) con la levadura S. cerevisiae F12. Aquellas
muestras que no fueron suplementadas con DAP se identifican con (*). Asimismo, las
muestras control se identifican en color negro, mientras que las muestras tratadas con

lacasa se representan en naranja.

Como se observa en la Figura 4.24, en el caso de las muestras correspondientes
al MPC V a bajas consistencias de sustrato (10-16% ST (p/v)), la viabilidad mejoré al
aumentar la consistencia. Sin embargo, en el caso de las muestras al 20% ST (p/v) con y
sin DAP y las muestras al 16% ST (p/v) sin DAP, la viabilidad celular sufrié una clara
disminucion. Este descenso de la viabilidad podria deberse a una mayor concentracion
de inhibidores a altas cargas de sustrato, lo que puede ejercer un mayor efecto en las
células. Asimismo, como se observa en la Figura 4.25, en el caso de las muestras
diluidas a una consistencia del 20% ST (p/v), tras suprimir el aporte extra de nitrégeno
los controles no s6lo experimentaron una disminucion de la viabilidad, sino que no se
observo crecimiento alguno. Por el contrario, las células inoculadas en los medios que
habian sido previamente tratados con lacasa fueron capaces de crecer, alcanzando un

valor de 1,7x10” UFC/mL.
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Figura 4.25.- Viabilidad celular (circulos) y consumo de glucosa (cuadrados) y xilosa
(rombos) por parte de S. cerevisiae F12 durante los procesos de SCFS al 20% ST (p/v)
sin DAP utilizando el MPC V (200 °C; 2,5 min). Las muestras control se identifican con
lineas discontinuas y en color negro, mientras que las muestras tratadas con lacasa se

representan con lineas continuas y en naranja.

En comparacion con los resultados obtenidos con las muestras suplementadas
con DAP, mostrados en la Figura 4.26, la supresion de nitrégeno incremento la fase de
adaptacion de S. cerevisiae F12 de 12 a 32 h, permitiendo una acumulacion en el medio
de la glucosa y la xilosa liberadas por la accion de las enzimas celuloliticas. No
obstante, en comparacion con las muestras sin tratar, la disminucién del contenido
fendlico total tras el tratamiento con lacasa pudo prevenir la inhibicion del crecimiento
y producir una concentracion de etanol de 22,3 g/L, una cantidad similar a la obtenida

en las muestras tratadas con lacasa y suplementadas con DAP (Figura 4.22).
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Figura 4.26.- Viabilidad celular (circulos) y consumo de glucosa (cuadrados) y xilosa
(rombos) por parte de S. cerevisiae F12 durante los procesos de SCFS al 20% ST (p/v)
con DAP utilizando el MPC V (200 °C; 2,5 min). Las muestras control se identifican
con lineas discontinuas y en color negro, mientras que las muestras tratadas con lacasa

se representan con lineas continuas y en naranja.

Por otro lado, en la Figura 4.27 se puede visualizar que cuando se utilizé el MPC
VI, sustrato obtenido bajo unas condiciones de pretratamiento mas severas, las muestras
al 16% ST (p/v) que no habian sido tratadas con lacasa inhibieron totalmente el

crecimiento de S. cerevisiae F12 incluso con DAP como fuente de nitrogeno.
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Figura 4.27.- Viabilidad celular (circulos) y consumo de glucosa (cuadrados) y xilosa
(rombos) por parte de S. cerevisiae F12 durante los procesos de SCFS al 16% ST (p/v)
utilizando el MPC VI (210 °C; 2,5 min). Las muestras control se identifican con lineas
discontinuas y en color negro, mientras que las muestras tratadas con lacasa se

representan con lineas continuas y en naranja.

En este caso, al igual que se ha descrito para las muestras del MPC V al 20% ST
(p/v) sin DAP, durante todo el proceso no se pudo observar ni consumo de azucar ni
produccion de etanol. Sin embargo, en el caso de las muestras que habian sido tratadas
con lacasa de forma previa a la inoculacion del microorganismo, S. cerevisiae F12 pudo
crecer y producir 22,1 g/L de etanol, concentracién superior a las obtenidas con las
muestras sin tratar (19,6 g/L) y tratadas (19,1 g/L) al 12% ST (p/v). Asimismo, la

reduccién del contenido fenolico por parte de la lacasa en las muestras al 12% ST (p/v)
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permitio reducir la fase de adaptacion de S. cerevisiae F12, tal y como se observa en la

Figura 4.28.
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Figura 4.28.- Viabilidad celular (circulos) y consumo de glucosa (cuadrados) y xilosa
(rombos) por parte de S. cerevisiae F12 durante los procesos de SCFS al 12% ST (p/v)
utilizando el MPC VI (210 °C; 2,5 min). Las muestras control se identifican con lineas
discontinuas y en color negro, mientras que las muestras tratadas con lacasa se

representan con lineas continuas y en naranja.

Un aspecto importante derivado de este estudio que hay que destacar es, que
ademds de la reduccién en la fase de adaptacion del microorganismo al medio de
fermentacion, el tratamiento con lacasa permitid incrementar el nimero maximo de
UFC/mL durante todos los procesos de SCFS (Figura 4.24), a excepcion de las muestras
del MPC V al 20% ST (p/v) con DAP. Al igual que se ha observado con K. marxianus
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CECT 10875 y S. cerevisiae Ethanol Red, el menor contenido fendlico de las muestras
tratadas con lacasa disminuye la toxicidad de los medios, lo que permite a las células
sobrevivir y crecer con mayor facilidad. Respecto a las muestras del MPC V al 20% ST
(p/v), a pesar de la desviacion observada se podria decir que el menor valor de UFC/mL
medido (Figura 4.24) puede deberse a que tras el tratamiento con lacasa la eficiencia de
HE es menor (Figura 4.21). Como consecuencia, la concentracion de glucosa disponible
para la levadura es también menor (Figura 4.26), lo que limita el crecimiento del

microorganismo.

Como se muestra en las Figuras 4.25-4.28, durante los procesos de SCFS la
glucosa y xilosa se acumularon durante la fase de adaptacion del microorganismo.
Posteriormente, S. cerevisiae F12 comenzdé a consumir la glucosa mientras que la
concentracion de xilosa no mostré una disminucion clara. De forma general se puede
observar un retraso en el consumo de la xilosa en presencia de glucosa, ya que estos dos
azucares comparten el transportador por el cual son incorporados en las células
(Meinander y col., 1999). Ademas, el estrés sufrido por la levadura, debido a la elevada
toxicidad de los medios de fermentacion, produjo una reduccion de la viabilidad celular
después de consumir la glucosa, limitando la fermentacion de xilosa y explicando las
altas concentraciones de este azucar al final de los procesos (Figuras 4.25-4.28). Sin
embargo, a pesar de que pueda parecer que S. cerevisiae F12 no consume xilosa, las
leves diferencias en las concentraciones finales de este azucar entre las muestras
tratadas y sin tratar, muestran evidencias de un co-consumo de xilosa (Figuras 4.25 y
4.27). No obstante, la liberacion continua de glucosa y xilosa a partir de la fraccion
solida durante el proceso de SCFS hace dificil la determinacion de los rendimientos de

conversion de estos azucares.

4.4.5. Efecto de la suplementacion con lacasas durante la sacarificacion y

co-fermentacion simultanea en fed-batch (Articulo VI)

Con el fin de poder incrementar el consumo de xilosa y, por consiguiente, los
rendimientos finales de conversion del MPC obtenido mediante EV de la paja de trigo,
se decidi6 evaluar otra cepa recombinante fermentadora de pentosas, S. cerevisiae KE6-
12. Esta estirpe se obtuvo mediante la combinacion de diferentes estrategias de

ingenieria evolutiva y mutagénesis al azar, a partir de la cepa parental S. cerevisiae
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TBM 3400 (Albers y col., resultados no publicados; Koppram y col., 2013), la cual
presenta las mismas caracteristicas genéticas que S. cerevisiae F12 (sobreexpresion del
gen endogeno XK e incorporacion en su genoma de los genes XR y XDH de S.
stipitits). Al igual que el apartado anterior, este trabajo se realizo en colaboracion con el
Grupo de Biotecnologia Industrial de la Universidad Tecnologica de Chalmers (Suecia).
La eleccion de la levadura se produjo en base a los excelentes resultados, tanto a nivel
de laboratorio como a escala piloto y de demostracién, obtenidos previamente por
Koppram y col. (2013). En dicho trabajo, los autores mostraron que a escala de
demostracion (reactores de 10 m®) S. cerevisiae KE6-12 es capaz de asimilar toda la
xilosa presente en un hidrolizado obtenido tras el pretratamiento mediante EV en
condiciones acidas del residuo de las mazorcas de maiz, con unos rendimientos de

conversion a etanol del 90% respecto al maximo tedrico.

Por otro lado, los resultados obtenidos en el punto anterior con S. cerevisiae F12
mostraron unos rendimientos finales bajos, motivados principalmente por una
sacarificacion ineficiente, por lo que durante el presente estudio también nos
propusimos mejorar la etapa de HE. Sin embargo, como se ha evaluado y descrito
previamente al emplear K. marxianus CECT 10875 como microorganismo
fermentativo, la estrategia de presacarificacion como mejora de la HE no supuso
ninguna ventaja en los procesos de produccion de etanol al utilizar el MPC como
sustrato. Por ello, nos propusimos evaluar otra estrategia que nos permitiese obtener
unos mayores niveles de aztcares fermentables durante la etapa de sacarificacion. Entre
las opciones disponibles nos decantamos por la adicion gradual de sustrato, es decir, la
realizacion de los procesos en semicontinuo o fed-batch. Con esta estrategia, el sustrato
puede incorporase al sistema de produccion de etanol (en este caso SCFS) a diferentes
tiempos previamente establecidos, de manera que al inicio del proceso las cargas del
sustrato son bajas y se van incrementando gradualmente a medida que transcurre el

tiempo de reaccion.

Para llevar a cabo este estudio decidimos utilizar la mezcla Cellic como
preparacion enzimadtica para la sacarificacion y el MPC VI (210 °C; 2,5 min) como
sustrato. La principal razon por la cual se decidi6 utilizar dicho sustrato fue porque la
levadura S. cerevisiae KE6-12 fue evolucionada para incrementar su tolerancia frente a
los toxicos, por lo que nos podria permitir trabajar a cargas de sustrato similares a las

que habiamos trabajado con S. cerevisiae F12. Ademas, el MPC VI presenta una mayor
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fraccion de celulosa respecto al MPC V (200 °C; 2,5 min) (Tabla 4.3), por lo que las
concentraciones de glucosa que se pueden alcanzar en los medios de fermentacion

pueden ser mayores.

4.4.5.1. Estudio de fermentabilidad de la fraccion liquida o prehidrolizado

A pesar de que los datos obtenidos por Koppram y col. (2013) hacen de S.
cerevisiae KE6-12 una levadura muy adecuada para la realizacién de los procesos de
SCFS, la composicion de los medios de fermentacion influye de forma significativa en
el crecimiento y viabilidad de un determinado microorganismo. De esta forma, dado que
en nuestro caso empleamos la paja de trigo como sustrato en lugar de utilizar el residuo
obtenido de las mazorcas de maiz, en primer lugar se realizd6 una evaluacion de la
fermentabilidad de los prehidrolizados obtenidos tras la separacion de las fracciones
solidas y liquidas del MPC VI. Ademas, con este procedimiento también se pretendia

observar la capacidad de asimilacion de xilosa por parte de S. cerevisiae KE6-12.

En primer lugar, la fraccion liquida se diluyd a una concentracion equivalente
del MPC del 14% ST (p/v) y se someti6 a una etapa de prehidrdlisis de 24 h con la
mezcla Cellic para convertir los azlcares oligoméricos en mondémeros fermentables.
Asimismo, las muestras se sometieron a un tratamiento con lacasa durante las ultimas 3
h de presacarificacion, utilizando para este tratamiento la lacasa de P. cinnabarinus.
Una vez realizada la presacarificacion, las muestras se inocularon con 1, 3 6 5 g/L (peso
seco) de S. cerevisiae KE6-12 para evaluar al mismo tiempo el efecto del tamafio de

indculo.

Como se observa en la Figura 4.29, en el caso de las muestras control el nimero
de UFC/mL se redujo rapidamente, independientemente del tamafio de in6culo. Por otro
lado, tras el tratamiento con lacasa se pudo observar un efecto positivo en el numero de
UFC/mL dependiente del tamafio de in6culo, de manera que la supervivencia celular fue
mas significativa a medida que el tamafio de indculo era mayor. Este resultado puede
explicarse gracias a una disminucion del 73% (de 4,8 g/L a 1,3 g/L) del contenido
fendlico total en las muestras que habian sido tratadas respecto a las que no. A pesar de
esta mejora de la viabilidad celular, la concentracion de los inhibidores que atn
quedaron en los medios (4cidos alifaticos, derivados del furano y aquellos fenoles que
no se vieron afectados tras el tratamiento con la lacasa) provocaron un gran nivel de

estrés en las células. Como consecuencia, ¢éstas murieron poco después de agotar la
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glucosa (4,1 g/L) con un ligero consumo de xilosa (de 13,2 a 12,2 g/L tras las 24 h de

fermentacion).

Viabilidad (UFC x 106/mL)

Tiempo (h)

Figura 4.29.- Viabilidad celular (circulos) por parte de S. cerevisiae KE6-12 durante
los procesos de fermentacion del prehidolizado diluido a una concentracion equivalente
del MPC VI (210 °C; 2,5 min) del 14% ST (p/v). Las muestras control se identifican con
lineas discontinuas, mientras que las muestras tratadas con lacasa se representan con
lineas continuas. Asimismo, en negro se identifican las muestras con un volumen de
inoculo de 1g/L, en naranja 3g/L, mientras que en verde se representan las muestras

inoculadas con 5 g/L.

Teniendo en cuenta estos resultados, el prehidrolizado se diluyé con un
porcentaje equivalente del 12% ST (p/v) para reducir la toxicidad de los medios,
inoculdndolo con 5 g/L de levadura debido al mejor crecimiento observado durante los
procesos al 14% ST (p/v). En este caso, como muestra la Figura 4.30, la menor
concentracion de inhibidores dio lugar a un mantenimiento de la viabilidad celular a lo
largo de la fermentacidn, incluso en aquellas muestras que no habian sido tratadas con
lacasa. Durante este proceso, S. cerevisiae KE6-12 fue capaz de consumir toda la
glucosa presente tras las primeras 8 h de proceso, mientras que la xilosa se consumié
con unas menores tasas a lo largo del proceso. En el caso del consumo de glucosa no se
pudieron establecer diferencias entre las muestras tratadas con lacasa y las muestras
control. Por el contrario, en el caso de la xilosa, las muestras tratadas mostraron un
mayor consumo durante la fermentacion, posiblemente debido a una menor fase de

adaptacion del microorganismo fermentativo por la disminucién de un 81% de los
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fenoles totales por parte de la lacasa. Este resultado se ve reflejado asimismo en un
aumento del rendimiento final de etanol desde 0,25 a 0,28 g/g (teniendo en cuenta la
concentracion de glucosa y xilosa medida antes de la inoculacion), tal y como se indica

en la Tabla 4.19.
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Figura 4.30.- Viabilidad celular (circulos) y consumo de glucosa (cuadrados) y xilosa
(rombos) por parte de S. cerevisiae KE6-12 (inoculo: 5 g/L) durante los procesos de
fermentacion del prehidolizado diluido a una concentracion equivalente del MPC VI
(210 °C; 2,5 min) del 12% ST (p/v). Las muestras control se identifican con lineas
discontinuas y en color negro, mientras que las muestras tratadas con lacasa se

representan con lineas continuas y en naranja.
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Tabla 4.19.- Concentracion inicial de fenoles totales, glucosa y xilosa, produccion de etanol maxima y
rendimientos en la fermentacion de la fraccion liquida del MPC VI con S. cerevisiae KE6-12 con 5 g/L de
tamario de indculo

Contenido Fenolico

Muestra Total (g/L) EtOHy (g/L) Glucose(g/L) Xylose(g/L) Yg/rs (g/g)
C 4,2 3,7 3,7 11,4 0,25
PC 0,8 43 4,1 11,1 0,28

C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus; EtOHy;, concentracion maxima de
etanol; Y/, rendimiento de etanol calculado en base a la concentracion de glucosa y xilosa medida al
inicio de la fermentacion.

4.4.5.2. Procesos de SCFS en discontinuo

Basandonos en los resultados descritos con el prehidrolizado y teniendo en
cuenta también los obtenidos con S. cerevisiae F12, el MPC VI se sometid a diferentes
procesos de SCFS al 12% y al 16% ST (p/v) de consistencia, inoculando las muestras
con 1 g/L (peso seco) de S. cerevisiae KE6-12. Asimismo, al igual que ocurria con los
procesos donde se empleod S. cerevisiae F12, las muestras se trataron con lacasa durante
12 h antes de la incorporacion de las enzimas hidroliticas y del microorganismo

fermentativo.

Como se puede visualizar en la Figura 4.31, en el caso de las muestras control al
12% ST (p/v) de consistencia, la viabilidad se redujo por completo entre las primeras 24
h, observandose una acumulacion de azucares durante el proceso. Por otro parte, el
tratamiento con lacasa favoreci6 el crecimiento de S. cerevisiae KE6-12 tras reducir el
contenido fendlico total en un 77% (de 3,9 g/L en los controles a 0,9 g/L en las muestras
tratadas), alcanzando el maximo niimero de UFC/mL a las 24 h. En comparacion con la
reduccion observada en el prehidrolizado diluido a la misma concentracion equivalente,
el tratamiento con lacasa del MPC fue ligeramente menos eficiente, posiblemente
debido a problemas de mezclado (Rosgaard y col., 2007), incluso cuando el tratamiento

se prolong6 durante 9 h maés.

Como se ha descrito durante todos los estudios previos donde se ha utilizado una
configuracion de SFS/SCFS, durante la fase de adaptaciéon del microorganismo se
produjo una acumulacion de los azlcares liberados por la accion de las enzimas
hidroliticas. En este contexto, al igual que la levadura S. cerevisiae F12, la presencia de
ambos azuicares generalmente promueve un retraso en el consumo de la xilosa durante

el proceso de co-fermentacion (Meinander et al., 1999). Este efecto, junto con una
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disminucién brusca de la viabilidad celular de S. cerevisiae KE6-12 tras consumir la

glucosa, explicaria la alta concentracion de xilosa tras el proceso de fermentacion.
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Figura 4.31.- Viabilidad celular (circulos) y consumo de glucosa (cuadrados) y xilosa
(rombos) por parte de S. cerevisiae KE6-12 (inoculo: 1 g/L) durante los procesos de
SCFS al 12% ST (p/v) del MPC VI (210 °C; 2,5 min). Las muestras control se

identifican con lineas discontinuas y en color negro, mientras que las muestras tratadas

con lacasa se representan con lineas continuas y en naranja.

Como se muestra en la Figura 4.32, la concentracion final de etanol alcanzada
durante el proceso de SCFS de las muestras tratadas con lacasa fue de 19 g/L. Este valor
es muy similar al obtenido bajo las mismas condiciones con S. cerevisiae F12 y se
corresponde con un rendimiento final de etanol de 0,20 g/g en base a la cantidad
potencial de glucosa y xilosa en el MPC (también se tuvo en cuenta la glucosa presente

en la mezcla Cellic de forma intrinseca). Suponiendo un rendimiento teorico de 0,51 g/g
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para ambos azulcares, el rendimiento obtenido supone un 39% del etanol que podria
obtenerse bajo estas condiciones. Sin embargo, si se tienen en cuenta solo los azucares
liberados durante la sacarificacion (valores procedentes de las muestras sin tratar), el
rendimiento tedrico final se incrementa hasta el 70%, mostrando que una vez superada
la inhibicion del crecimiento del microorganismo la hidrolisis enzimatica representa un

factor limitante muy importante.
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Figura 4.32.- Produccion de etanol (triangulos) por parte de S. cerevisiae KE6-12
(inoculo: 1 g/L) durante los procesos de SCFS al 12% ST (p/v) del MPC VI. Las
muestras control se identifican con una linea discontinua y en color negro, mientras
que las muestras tratadas con lacasa se representan con una linea continua y en

naranja.

Por otro lado, cuando se intentd incrementar la consistencia de sustrato del 12%
al 16% ST (p/v) en un proceso de SCFS en discontinuo, las células se inhibieron por
completo durante las primeras 8 h de proceso, incluso en el caso de las muestras que

habian sido tratadas con lacasa.

4.4.5.3. Procesos de SCFS en semicontinuo o fed-batch

Teniendo en cuenta los datos obtenidos con los procesos en discontinuo, los
retos que nos propusimos superar incluian la mejora de la etapa de sacarificacion, el
incremento de la consistencia de los medios hasta el 16% y, en definitiva, incrementar
tanto la concentracion final de etanol como los rendimientos globales del proceso. Para

una produccion de bioetanol rentable se necesitan concentraciones superiores al 4%
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(p/v), lo que supone una produccion de etanol de alrededor de 40 g/L en solucion
(Zacchi y Axelsson, 1989). En este contexto, decidimos evaluar los procesos de SCFS
trabajando bajo un modo de operacidon en semicontinuo o fed-batch. Con esta estrategia,
el sustrato se aflade poco a poco, por lo que se reducen los problemas de mezclado y
acumulacion de glucosa y, por consiguiente, se produce un co-consumo de glucosa y
xilosa mas eficiente (Olofsson y col., 2008; Tomas-Pejo y col., 2010). Por otra parte,
dado que en un proceso en discontinuo las consistencias iniciales suelen ser bajas y las
concentraciones de los inhibidores se mantienen a niveles fermentables, el
microorganismo fermentativo podria llevar a cabo un mecanismo de adaptacion in situ a
estos productos de degradacion, pudiendo incrementar su tolerancia frente a ellos y ser

mas resistentes frente a una nueva adicion de sustrato.

Para la realizacion del proceso de SCFS en semicontinuo, se decidié comenzar
con una consistencia inicial del MPC VI del 6% ST (p/v) y con una carga de indculo de
3 g/L (peso seco). En este caso, la carga de indculo se elevo a 3 g/L iniciales ya que tras
tener en cuenta todas las adiciones de sustrato, dicho in6culo representaria 1,2 g/L (peso
seco), similar a la carga empleada en los procesos en discontinuo. A continuacion,
transcurridas 25 y 50 h desde la inoculacion de S. cerevisiae KE6-12, la consistencia de
sustrato se increment6 al 12% y al 16% ST (p/v), respectivamente, mediante la adicion

de la cantidad correspondiente del MPC V1.

En la Figura 4.33 se puede observar que tras realizar los procesos de SCFS bajo
una estrategia en semicontinuo, las muestras control al 16% ST (p/v) alcanzaron una
concentracion de etanol de 8,3 g/L, por lo que en comparacidon con los procesos en
discontinuo supuso un gran avance. Teniendo en cuenta que en las muestras control al
12% ST con un modo de operacion en discontinuo se habia producido una completa
inhibicion de la viabilidad tras 24 h de proceso, se puede considerar una posible
adaptacion in situ del microorganismo en el modo fed-batch, ya que a esta misma
consistencia de sustrato (tras la primera adicion de sustrato) se observo una produccion
continua de etanol (Figura 4.32). Asimismo, en la Figura 4.34 también se muestra un
ligero crecimiento del microorganismo entre las 25 y las 32 h de proceso. Sin embargo,
después de la segunda adicion del sustrato, tanto el crecimiento celular como la

produccion de etanol y el consumo de azlcares se detuvieron por completo.
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Para el tratamiento con lacasa en los ensayos de SCFS en semicontinuo, la
enzima se anadio 4 h antes o 8 h después de la primera adicion de sustrato, es decir, tras
21 6 33 h desde la inoculacién del microorganismo fermentativo, respectivamente. En
este caso no se llevo a cabo una etapa de destoxificacion previa debido a que al inicio de
los procesos de SCFS la concentracion de los inhibidores es mas baja, por lo que esta
etapa no resulta necesaria. Ademas, como se ha podido establecer en diversos puntos de
la presente Tesis, el tratamiento con lacasa afecta de forma significativa la liberacion de
glucosa al medio de fermentacion por parte de las enzimas hidroliticas, por lo que su

adicion se retrasé lo maximo posible.

r 40
! 35

30
- 25
[ 20

Etanol (g/L)

15

td

A A - --a---4

-5

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 0
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168

Tiempo (h)

Figura 4.33.- Produccion de etanol (triangulos) por parte de S. cerevisiae KE6-12
(inoculo: 3 g/L iniciales, 1,2 g/L finales) durante los procesos de SCF'S en semicontinuo
con el MPC VI (210 °C; 2,5 min) al 16% ST (p/v). Las muestras control se identifican
con una linea discontinua y en color negro, mientras que las muestras tratadas con
lacasa se representan con una linea continua y en naranja. Las flechas indican los
puntos a los cuales se realizaron las adiciones de sustrato y el asterisco indica el punto

al cual se ariadio la lacasa de P. cinnabarinus.

En el caso de las muestras que habian sido suplementadas con la lacasa de P.
cinnabarinus tras 21 h desde el inicio del proceso de SCFS, el contenido fenolico se
mantuvo por debajo de los 0,6 g/L tras las 32, 48 y 72 h desde la inoculacion de la
levadura. En este proceso, en términos de concentracion de producto se obtuvo un
aumento de casi el 400% de etanol respecto a las muestras control, alcanzando una

concentracion final de 32,3 g/L (Figura 4.33). Esta produccion de etanol corresponde
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con un rendimiento global del 0,26 g/g en base a la glucosa y la xilosa total presentes en
el MPC, correspondiendo con un 51% del etanol teoérico. Se trata de un rendimiento
mucho mayor al obtenido con los procesos de SCFS en discontinuo, incluso con una

consistencia final de sustrato mucho mayor.
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Figura 4.34.- Viabilidad celular (circulos) y consumo de glucosa (cuadrados) y xilosa
(rombos) por parte de S. cerevisiae KE6-12 (inoculo: 3 g/L iniciales; 1,2 g/L finales)
durante los procesos de SCFS en semicontinuo con el MPC VI (210 °C; 2,5 min) al 16%
ST (p/v). Las muestras control se identifican con una linea discontinua y en color
negro, mientras que las muestras tratadas con lacasa se representan con una linea
continua y en naranja. Las flechas indican los puntos a los cuales se realizaron las
adiciones de sustrato y el asterisco indica el punto al cual se anadio la lacasa de P.

cinnabarinus.
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Este resultado se puede explicar gracias a que las concentraciones de sustrato
iniciales se mantienen bajas, por lo que se pueden evitar los mecanismos de inhibicién
de las enzimas hidroliticas descritos con anterioridad (Jorgensen y col., 2007a;

Kristensen y col., 2009; Wang y col., 2011).

En estos procesos, tras cada adicion de sustrato, S. cerevisiae KE6-12 tuvo que
adaptarse al medio, tanto en el caso de las muestras tratadas como en las no tratadas.
Dicha fase fue mas notable en las etapas criticas, es decir, al 12% ST (p/v) para las
muestras control y al 16% en el caso de las muestras tratadas con lacasa. Durante esta
etapa de adaptacion, las tasas de produccion de etanol por parte del microorganismo

fueron mas bajas y la glucosa comenz6 a acumularse en los medios (Figura 4.34).

Respecto al segundo conjunto de experimentos, la lacasa se afiadio 8 h después
de la primera adicion del sustrato, es decir, 33 h desde de la inoculacion de S. cerevisiae
KE6-12. En este caso, la suplementacion con lacasa no produjo ningin efecto claro,
dando lugar a unos perfiles de fermentacion similares a los observados en las muestra
control de las Figuras 4.33 y 4.34. En este sentido, tras la inhibicion del crecimiento
celular, la glucosa y la xilosa comenzaron a acumularse en el medio (Figura 4.35). Al
igual que se ha comentado reiteradas veces durante los estudios anteriores, las muestras
que se habian suplementado con lacasa presentaron unas tasas menores de liberacion de
glucosa, alcanzandose, respecto a las muestras que no habian sido tratadas, una menor

concentracion final de glucosa.

Otra conclusion interesante que puede extraerse de este ensayo es que no se
encontraron variaciones significativas al comparar la viabilidad celular entre las
muestras tratadas y no tratadas (perfil de viabilidad celular similar al mostrado en la
Figura 4.34), lo que sugiere que el dafio promovido por la exposicion de las células a
concentraciones subletales de inhibidores no puede ser reparado de forma inmediata, ni
incluso tras reducir la concentracién de los compuestos de degradacion. Asimismo, en
estas muestras la concentracion de fenoles totales a las 48 y 72 h fue de 1,2 y 1,7 g/L,
respectivamente. Estos valores son superiores a los obtenidos con las muestras donde la
lacasa se afiadio tras 21 h, por lo que el efecto sinérgico entre los diferentes inhibidores
pudo ser superior, dificultando la adaptacion de S. cerevisiae KE6-12 a los medios de

fermentacion.
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Figura 4.35.- Consumo de glucosa (cuadrados) y xilosa (rombos) por parte de S.
cerevisiae KE6-12 (inoculo: 3 g/L iniciales, 1,2 g/L finales) durante los procesos de
SCFS en semicontinuo con el MPC VI (210 °C; 2,5 min) al 16% ST (p/v). Las muestras
control se identifican con una linea discontinua y en color negro, mientras que las
muestras tratadas con lacasa se representan con una linea continua y en naranja. Las
flechas indican los puntos a los cuales se realizaron las adiciones de sustrato y el

asterisco indica el punto al cual se aniadio la lacasa de P. cinnabarinus.

4.5. Evaluacion del tratamiento con lacasas en la produccion de etanol

a partir del RSI de paja de trigo a altas cargas (Articulo VII)

A pesar de los buenos resultados obtenidos al combinar las lacasas con el MPC
como sustrato, sobre todo en relacion a los procesos de SCFS en fed-batch donde se
obtuvo una concentracion superior a los 30 g/L y unos rendimientos superiores al 50%
respecto al teorico, los valores de producto alin no alcanzan el minimo requerido del 4%
(p/v). En este contexto, el uso del RSI podria facilitar el trabajar con cargas de sustrato
aln mayores, ya que el contenido en tdxicos es muy inferior. Sin embargo, como se ha
mencionado anteriormente, al trabajar bajo cargas de sustrato mas altas existen ciertos
inconvenientes como la inhibicion de las enzimas hidroliticas por producto final, las
limitaciones en cuestion de mezclado y transferencia de masa o una mayor
concentracion de los inhibidores que se mantienen embebidos en el material
(Mohagheghi y col., 1992; Rosgaard y col., 2007; Taherzadeh y Karimi, 2011). Para
superar estos obstaculos, los procesos se tienen que realizar bajo una configuracion

adecuada. En este contexto, los procesos de presacarificacion y sacarificacion y
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fermentacion simultaneas (PSFS) podrian ser una alternativa eficaz en cuanto a la
utilizacion del RSI como sustrato para la produccién de etanol (Ohgren y col., 2007;
Olofsson y col., 2008; Manzanares y col., 2011). Asimismo, la utilizacion de lacasas
para reducir el contenido fenoélico total y, en definitiva, la toxicidad de los medios antes
de la inoculacion del microorganismo, podrian suponer una estrategia importante para el
correcto aprovechamiento del RSI procedente de los materiales lignocelulésicos a altas

cargas de sustrato.

Teniendo en cuenta los antecedentes descritos, se propuso realizar un estudio
utilizando el RSI obtenido tras el pretratamiento mediante EV de la paja de trigo,
trabajando a cargas de sustrato altas. En este caso, la configuracion de proceso elegida
fue la de PSFS, evaluandose asimismo la suplementacion con lacasas de estos medios y
la accion hidrolitica de dos preparaciones enzimaticas (mezcla estdndar y mezcla
Cellic). Por otro lado, como microorganismo fermentativo se decidi6 emplear S.
cerevisiae Ethanol Red y las muestras no se suplementaron con ningin nutriente que
facilitara su crecimiento celular. En este sentido, otros autores han mostrado ser capaces
de fermentar paja de trigo pretratada a altas cargas de sustrato sin la adicion de

nutrientes (Jorgensen y col., 2007b).

4.5.1. Suplementacion con lacasa de la presacarificacion enzimatica

Para la realizacion de este estudio se empled el RSI III, obtenido a unas
condiciones de pretratamiento de 210 °C; 2,5 min y cargas de sustrato del 17%, 20% y
25% SI (p/p). Como etapa inicial de los procesos de PSFS se llevdo a cabo una
presacarificacion de las diferentes muestras. En aquellos casos en los que se emple6 la
mezcla estandar, la etapa de presacarificacion increment6 el contenido en glucosa libre
de los medios a medida que la carga de sustrato fue mayor, alcanzando el valor mas alto
(100,5 g/L) a un 25% SI (p/p). Asimismo, como se puede observar en la Tabla 4.20, el
mayor grado de conversion de las muestras se produjo entre las primeras 24 h de
proceso de forma independiente a la carga del sustrato, en consonancia con otros
procesos descritos (Kristensen y col., 2009; Manzanares y col., 2011). Sin embargo, en
las muestras diluidas al 25% (p/p) si se observo un incremento en la concentracion de

glucosa tras aumentar el tiempo de hidroélisis de 24 a 48 h.
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En relacién a los rendimientos de sacarificacion, tras incrementar la consistencia
de sustrato del 17% al 25% SI (p/p) se observo una disminucién de este indicador desde
el 69% al 54%, respectivamente (Tabla 4.20). Este descenso de los rendimientos
también ha sido observado por otros autores al trabajar con otros sustratos
lignocelulosicos pretratados (Lu y col., 2010; Garcia-Aparicio y col., 2011; Manzanares
y col., 2011). Tal y como se comentd durante los procesos de SCFS con la levadura S.
cerevisiae F12, diferentes factores como la inhibicion de las enzimas por producto final
o por los productos de degradacion, cambios en la reactividad del sustrato, las uniones
improductivas de las enzimas sobre el sustrato y limitaciones en cuanto a transferencia
de masa podrian verse implicados en la disminucién de los rendimientos de
sacarificacion (Jergensen y col., 2007a; Rosgaard y col., 2007; Kristensen y col., 2009).
Tabla 4.20.- Produccion de glucosa (g/L) con la mezcla estandar y la mezcla Cellic durante la etapa de

presacarificacion enzimatica a las 24 y 48 h de proceso y a diferentes cargas de sustrato del RSI Il (210
°C; 2,5 min)

% RSI Mezcla estandar Mezcla Cellic*
Muestra
(p/p) 24 h 48 h 24 h

17 C 76,2 (67,8) 77,2 (68,7) 78,4 (69,7)
PC 77,2 (68,7) 76,7 (68,2) 78,6 (69,9)

20 C 84,1(59,8) 84,3 (60,0) 93,4 (66,4)
PC 85,5 (60,9) 84,7 (60,3) 94,6 (67,3)

25 C 93,5 (49,9) 100,5 (53,7) 103,4 (55,2)
PC 95,4 (50,9) 100,1 (53,4) 101,9 (54,4)

C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus.

Entre paréntesis se muestra el porcentaje relativo al rendimiento de hidrélisis calculado en base a la
glucosa liberada respecto a la glucosa potencial contenida en las muestras.

*Tanto en la concentracion de glucosa como en el célculo de los rendimientos se tuvo en cuenta la
glucosa presente en la mezcla Cellic de forma intrinseca y se rest6 para los calculos oportunos.

Por otro lado, la etapa de presacarificacion también se llevo a cabo utilizando la
mezcla Cellic. En este caso, considerando los resultados obtenidos con la mezcla
estandar, el proceso de sacarificacion no se prolong6 mas alla de las 24 h. Sin embargo,
a pesar del menor tiempo de sacarificacion, el uso de la mezcla Cellic dio lugar a un
aumento en la concentracion de glucosa, particularmente al 20% y al 25% SI (p/p)
(Tabla 4.20). Al 20% SI (p/p) el rendimiento de la presacarificacion aument6 del 59,8%
con la mezcla estandar al 66,5% con la mezcla Cellic, mientras que al 25% SI (p/p) el
rendimiento aumentod del 49,9% al 55,2%, respectivamente. Estas mejoras podrian
explicarse por las nuevas caracteristicas incorporadas en la mezcla Cellic, como las

actividades hemicelulasas o la presencia de enzimas pertenecientes a la familia de las
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PMO. Se ha demostrado que la adicion de hemicelulasas, como las xilanasas, puede
aumentar los rendimientos de hidrdlisis al mejorar la accesibilidad de la celulosa por
parte de las celulasas y al reducir el poder inhibitorio de los xilooligdmeros presentes en
el medio (Berlin y col., 2007; Qing y col., 2010; Alvira y col., 2011; Garcia-Aparicio y
col., 2011). En este contexto, el empleo de la mezcla Cellic aumentd la produccion de
xilosa hasta los 11,2 g/ en comparacion a los 8,7 g/L obtenidos con la mezcla estandar.
Sin embargo, a pesar de las mejoras, los rendimientos de hidrélisis disminuyeron tras
aumentar la consistencia de la muestra, al igual que se observo con la mezcla estandar

(Tabla 4.20).

Tras la etapa de presacarificacion (48 h en los casos donde se empled la mezcla
estandar y 24 h en los casos donde se utilizo la mezcla Cellic), antes de la inoculacion
de los medios con el microorganismo fermentativo, los diferentes tipos de inhibidores
fueron identificados y cuantificados. Los datos obtenidos en relacion al contenido en
acidos alifaticos (acido acético y acido foérmico) y derivados del furano (5-HMF vy
furfural) se indican en la Tabla 4.21, mientras que el contenido fenélico total se muestra
en la Figura 4.36. En este punto, cabe destacar que incluso al emplear el RSI (fraccion
obtenida tras la filtracion y el lavado abundante del MPC) como sustrato, tras la etapa
de presacarificaciéon se pudieron identificar diferentes inhibidores. Como ya se ha
comentado previamente, este resultado puede explicarse debido a que los diferentes
productos de degradacion formados durante el pretratamiento quedan embebidos en el
material incluso después del lavado, por lo que pueden liberarse tras la dilucion de la
muestra con el tampon correspondiente y mediante la accion de las enzimas hidroliticas
(Thomsen y col., 2009; Gurram y col., 2011). A este respecto, algunas actividades
enzimaticas tales como las xilanasas, acetil esterasas u otras esterasas de acidos
fenodlicos, pueden estar involucradas en la liberacion del acido acético y de los acidos
fendlicos. Comparando las dos mezclas enzimaticas utilizadas, la liberacion de téxicos
fue mayor en los casos donde se empled la mezcla Cellic (Tabla 4.21 y Figura 4.36), en
consonancia con los mejores rendimientos de sacarificacion obtenidos. Asimismo, la
concentracion de los inhibidores aumentd de forma directamente proporcional al

incremento en la consistencia.
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Tabla 4.21.- Concentracion (g/L) correspondiente a los derivados del furano y dacidos alifdticos presentes
en los hidrolizados enzimdaticos obtenidos con la mezcla estandar o la mezcla Cellic a diferentes cargas
de sustrato del RSI III (210 °C; 2,5 min)

% RSI

i) Muestra Furfural 5-HMF Acido Acético Acido Férmico

Mezcla estandar:

17 C 0,209 0,069 1,731 0,371
PC 0,218 0,067 1,740 n.d.

20 C 0,275 0,092 2,098 0,515
PC 0,261 0,083 1,945 n.d.

25 C 0,29 0,1 2,330 0,575
PC 0,279 0,089 2,309 n.d.

Mezcla Cellic:

17 C 0,229 0,076 1,913 0,841
PC 0,238 0,074 1,850 n.d.

20 C 0,286 0,104 2,225 1,005
PC 0,274 0,097 2,140 n.d.

25 C 0,295 0,106 2,494 1,078
PC 0,274 0,097 2,407 n.d.

C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus.
La concentracion de los compuestos inhibidores se determiné a las 48 h en los ensayos donde se empled
la mezcla estandar y a las 24 h en las muestras hidrolizadas con la mezcla Cellic.
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Figura 4.36.- Contenido fendlico total tras la etapa de presacarificacion de las
muestras del RSI III (210 °C; 2,5 min) diluidas bajo diferentes consistencias con la
mezcla estandar (A) (48 h) o con la mezcla Cellic (B) (24 h). En negro se identifican las
muestras control, mientras que las muestras tratadas con lacasa se representan en

naranja.

Teniendo en cuenta que el RSI ha sido previamente lavado y filtrado, a priori no
resulta 16gico llevar a cabo un tratamiento con lacasa. Sin embargo, dado el incremento
observado en la concentracion de los productos inhibidores tras la etapa de

presacarificacion, nos propusimos hacer una evaluacion del tratamiento con lacasa para
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disminuir el contenido fenolico total de las muestras. En este contexto, la etapa de
presacarificacion se suplementd con la lacasa de P. cinnabarinus tras las 36 h desde el
inicio del proceso, en los casos donde se utilizo la mezcla estandar, y tras 21 h en los
casos donde se empleo la mezcla Cellic. Tras finalizar el proceso de presacarificacion,
las muestras tratadas con lacasa mostraron un descenso en el contenido de fenoles
totales (Figura 4.36), mientras que la concentracion de los acidos alifaticos y los
derivados del furano no se alter6 (Tabla 4.21), al igual que se ha observado en todos los
estudios anteriores. Ademas, los mejores rangos de sacarificacion por parte de la mezcla
Cellic dieron lugar a una mejor accion de la lacasa, incluso en un menor tiempo de
reaccion (3 h), debido posiblemente a un mejor mezclado de las muestras. Asimismo, el
incremento en la viscosidad de las muestras tras incrementar las cargas de sustrato del
17% al 25% SI (p/p), también provoco una disminucion de la eficiencia de conversion
por parte de la lacasa desde el 60% al 53%, respectivamente con la mezcla estandar y

desde el 79% al 65%, respectivamente con la mezcla Cellic.

Como se ha observado y discutido previamente, el perfil cromatografico
representado en la Figura 4.37 muestra una actividad selectiva por parte de la lacasa
frente a los distintos compuestos que engloban el grupo de los fenoles. Por una parte, el
siringaldehido, el acido p-cumarico y el acido fertilico mostraron una completa
reduccion de la concentracion, mientras que la concentracion de la vainillina no se
redujo de forma tan significativa y el 4-hidroxibenzaldehido mantuvo una concentracion
constante. Estos resultados también se han descrito para la lacasa de Trametes
versicolor por Kolb y col. (2012) al tratar la fraccion liquida obtenida tras un
pretratamiento de la paja de trigo con agua caliente en fase liquida. En este trabajo, los
autores observaron que la lacasa puede eliminar el siringaldehido, el 4cido p—cumaérico
y el &cido feralico durante la primera hora de tratamiento, mientras que la vainillina se
elimina con unas tasas menores tras 24 h y el 4-hidroxibenzaldehido no se ve afectado,
incluso tras una semana de tratamiento. A lo largo de esta tesis se ha mencionado que
las diferencias en la reactividad de los diferentes fenoles en relacion al tratamiento con
lacasa dependen de sus caracteristicas estructurales. De este modo, la actividad de la
lacasa frente a los fenoles esta mejorada por la presencia de sustituyentes donadores de
electrones en el anillo de benceno que disminuyen su potencial electroquimico. En este
sentido, un grupo metoxilo adicional (la diferencia estructural entre la vainillina y el

siringaldehido) incrementa la afinidad de la lacasa por los compuestos fenolicos.
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Ademas, la presencia de grupos etileno en fenoles para-sustituidos, tales como el acido

p—cumarico y el acido fertlico, también incrementan la actividad de la lacasa.
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Figura 4.37.- Comparacion de los perfiles obtenidos mediante HPLC de los
compuestos inhibidores presentes en las muestras tras 48 h de presacarificacion del
RSI III (210 °C; 2,5 min) al 20% SI (p/p) con la mezcla estandar. En negro se
indentifican la muestras control, mientras que las muestras tratadas con lacasa se
representan en naranja. Los picos identificados corresponden con: 1, 5-HMF, 2,
furfural; 3, 4-hidroxibenzaldehido, 4, vainillina; 5, siringaldehido; 6, dcido p-

cumarico, 7, acido ferulico, *, fenoles no identificados.

4.5.2. Sacarificacion y fermentacion simultaneas a altas cargas de solidos

Tras el proceso de presacarificacion, las muestras control y tratadas con lacasa se
inocularon con 1 g/L (peso seco) de la levadura S. cerevisiae Ethanol Red, resultando en
un proceso de PSFS. Como se ilustra en la Figura 4.38, a pesar de que los medios no se
suplementaron con nutrientes, el microorganismo fue capaz de crecer en todos los casos
y de consumir toda la glucosa que se habia liberado durante el proceso de
presacarificacion con la mezcla estandar. Con esta mezcla hidrolitica, se alcanzaron
concentraciones maximas de etanol de 48,2 y 49,0 g/L con las muestras sin tratar y
tratadas al 25% SI (p/p) de consistencia, respectivamente (Tabla 4.22). Estas
concentraciones superan los requerimientos industriales y representan ademas un valor
1.5 veces superior al obtenido en las mejores condiciones con el MPC (16% ST (p/v) en

una configuracion de SCFS en fed-batch).
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Figura 4.38.- Consumo de glucosa (lineas discontinuas y cuadrados abiertos) y
produccion de etanol (lineas continuas y triangulos cerrados) por parte de S. cerevisiae
Ethanol Red durante los procesos de PSFS con la mezcla estandar y utilizando el RSI
I (210 °C; 2,5 min) a diferentes cargas de sustrato. En negro se identifican las
muestras control, mientras que en naranja se representan las muestras tratadas con la

lacasa de P. cinnabarinus.

Tabla 4.22.- Resumen de los diferentes parametros durante los procesos de PSFS a diferentes cargas de
sustrato del RSI III (210 °C; 2,5 min)

o B Mezcla estandar Mezcla Cellic
(op/p) Muestra EtOHM YE/TS QE EtOHM YE/TS QE
(g/L)* (g/g) (g/L h) (g/L) (g/g) (g/L h)

17 C 37,1 (64,7) 0,32 0,87 42,5 (68,2) 0,34 0,72
PC 37,5 (65.5) 0,33 1,17 44,4 (71,3) 0,36 1,44

20 C 40,0 (55,8) 0,28 0,89 51,1 (66,0) 0,33 0,55
PC 41,0 (57,2) 0,29 1,32 51,7 (66,8) 0,34 1,39

25 C 48,2 (50,4) 0,25 0,45 30,0 (29,1) 0,14 0,09
PC 49,0 (51,3) 0,26 0,9 58,6 (56,9) 0,29 0,73

C, control; PC, muestras tratadas con la lacasa de P. cinnabarinus; EtOH)y,, concentracidon maxima de
etanol; Ygrs, rendimiento de etanol calculado en base a la glucosa potencial presente tanto en el RSI
como en las mezclas enzimaticas; Qg, productividad volumétrica de etanol calculada a las 24 h de
proceso.

“Entre paréntesis se indica el porcentaje de etanol obtenido respecto al maximo tedrico estequiométrico

(0,51 g/g).
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Otros autores también han reportado altas concentraciones de etanol (hasta los
69,2 g/L) al emplear el RSI de residuos agricolas pretratados como la paja de cebada o
el rastrojo de maiz bajo consistencias de sustrato altas (hasta el 30% (p/p)) (Lu y col.,

2010; Zhang y col., 2010; Zhang y col., 2010b; Garcia-Aparicio y col., 2011).

En relacion al consumo de glucosa y a la productividad volumétrica de etanol
por parte de S. cerevisiae Ethanol Red, el aumento en la consistencia de sustrato
provoco un descenso de estos parametros en las muestras control hidrolizadas con la
mezcla estdndar, especialmente al 25% (p/p) (Tabla 4.22). Asimismo, también se
observo un descenso en los rendimientos finales desde 0,32 a 0,25 g/g al comparar las
muestras al 17% y al 25% SI (p/p). Estos resultados adversos podrian explicarse por las
limitaciones de transferencia de masa a altas consistencias de sustrato o a la presencia
de una mayor concentracion tanto de glucosa como de compuestos inhibidores al inicio
de la etapa de fermentacion, lo que prolonga la fase de adaptacion del microorganismo

(Palmgvist y col., 2000b; Jergensen y col., 2007b; Taherzadeh and Karimi, 2011).

En contraste con los resultados anteriores, la suplementacion con lacasa durante
la presacarificacion mejoro los rendimientos de S. cerevisiae Ethanol Red en todos los
casos, disminuyendo la fase de adaptacion del microorganismo. Sin embargo, al igual
que ocurre en las muestras control, el incremento de la consistencia produjo una
disminucién de los rendimientos finales y de la productividad volumétrica (Tabla 4.22).
En este sentido, la presencia de los acidos alifaticos y los derivados del furano, cuya
concentracion no se ve afectada tras el tratamiento con lacasa (Tabla 4.21), podrian
ejercer de forma sinérgica un efecto negativo sobre la levadura, disminuyendo sus

rendimientos.

En relacion a las muestras donde se empled la mezcla Cellic para la
sacarificacion del RSI, la Figura 4.39 pone de manifiesto una fermentacion completa
(sin acumulacion de glucosa) de las muestras tratadas y sin tratar al 17% y al 20% (p/p)
tras 72 h de proceso. En comparacion a las mismas muestras en las que se utilizo la
mezcla estandar, los mejores rendimientos de hidrélisis obtenidos con la mezcla Cellic
dieron lugar a una mayor produccion de etanol, aumentando este parametro desde los
37-38 g/L alos 42-44 g/L al 17% SI (p/p) y desde los 40-41 g/L a los 51-52 g/L al 20%
SI (p/p) (Tabla 4.22). Sin embargo, al 25% SI (p/p) de consistencia, las muestras control

hidrolizadas con la mezcla Cellic no pudieron consumir la glucosa liberada tras 72 h de
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proceso, por lo que fueron necesarias 24 h més de fermentacion donde se alcanz6 una
concentracion final de etanol de 58,2 g/L (resultados no mostrados). Este retraso en el
proceso de fermentacion por parte de S. cerevisiae Ethanol Red pudo superarse
mediante el tratamiento con lacasa, dando lugar a un consumo completo de la glucosa
liberada dentro de las 72 h de proceso y alcanzando una concentracion final de etanol de

58,6 g/L.
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Figura 4.39.- Consumo de glucosa (lineas discontinuas y cuadrados abiertos) y
produccion de etanol (lineas continuas y triangulos cerrados) por parte de S. cerevisiae
Ethanol Red durante los procesos de PSFS con la mezcla Cellic y utilizando el RSI 111
(210 °C; 2,5 min) a diferentes cargas de sustrato. En negro se identifican las muestras
control, mientras que en naranja se representan las muestras tratadas con la lacasa de

P. cinnabarinus.

De forma general, al igual que ocurria con las muestras hidrolizadas con la
mezcla estandar, a medida que se incrementd la consistencia del sustrato, la fase de
adaptacion del microorganismo asi como los valores de productividad volumétrica
fueron inferiores (Figura 4.39 y Tabla 4.22). Estos efectos fueron especialmente

pronunciados al 25% SI (p/p), donde las muestras que no habian sido tratadas
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presentaron una fase de adaptacion de 48 h y un rendimiento final de etanol de 0,14 g/g

tras 72 h de fermentacion.

Al comparar ambos complejos enzimaticos, los procesos de PSFS con la mezcla
Cellic presentaron en todos los casos una fase de adaptacion maés prolongada,
posiblemente debido a la mayor liberacion de compuestos inhibidores como se ha
descrito con anterioridad. Por otra parte, el tratamiento con lacasa produjo en ambos
conjuntos de ensayos un incremento de la productividad volumétrica en comparacion a

las muestras sin tratar.

Estos resultados relativos al empleo de las lacasas para el tratamiento del RSI a
altas cargas de sustrato, en consonancia con los datos obtenidos mediante el uso del
MPC, ofrecen una vision global del potencial que presentan estas enzimas como método
de destoxificacion durante los procesos de produccion de etanol a partir de los residuos

lignoceluldsicos, como, en este caso, la paja de trigo.
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5. CONCLUSIONES

1.  La explosion por vapor (EV) es un método efectivo para alterar la estructura de
paja de trigo favoreciendo la accesibilidad de las enzimas en la etapa de hidrolisis
enzimatica (HE). A medida que la severidad del pretratamiento aumenta, la
solubilizacion de la hemicelulosa es mayor y permite la concentracion de la
celulosa y la lignina en el residuo sélido insoluble (RSI). Asimismo, la severidad
del pretratamiento influye de forma directa en la formacion de diversos productos

de degradacion considerados inhibidores de las etapas de HE y fermentacion.

2. El tratamiento del RSI de paja de trigo con la lacasa de P. cinnabarinus y diversos
sistemas lacasa-mediador (SLM) produce una menor recuperacion de glucosa,
ademas de no observarse una disminucion en el contenido en lignina. En
combinacioén con una etapa de extraccion alcalina, el tratamiento con lacasa/SLM
no produce ningin efecto sinérgico en la mejora de la HE o la deslignificacion del

RSL

3. El tratamiento con lacasa reduce de forma selectiva los compuestos fenolicos
presentes en el material pretratado completo (MPC) sin afectar la concentracion
de los acidos alifaticos o los derivados del furano. La estructura quimica de los
diferentes compuestos fenodlicos determina en gran medida el potencial de accion
de la lacasa de manera que las tasas de eliminacion del siringaldehido, acido
fertilico y acido p—cumdrico son altas, mientras que para la vainillina son bajas y

nulas para el 4-hidroxibenzaldehido.

4.  En comparacion a la estrategia de destoxificacion del MPC con lacasa posterior a
la HE, el tratamiento con lacasa del MPC previo a la HE permite una mayor
reduccion del contenido fendlico. Sin embargo, la recuperacion de azucares

durante la sacarificacidén es menor.

5. La eficiencia del tratamiento con lacasa disminuye a medida que aumenta la
consistencia del medio. En estos casos, los procesos de destoxificacion y
presacarificacion simultaneas incrementan los porcentajes de eliminacion de los
compuestos fendlicos con respecto a los tratamientos con lacasa sin

presacarificacion simultanea.
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10.

La reduccion del contenido fendlico en el MPC por parte de la lacasa permite la
reducciéon de la fase de adaptacion de Kluyveromyces marxianus CECTI108,
Sacharomyces cerevisiae Ethanol Red, S. cerevisiae F12 y S. cerevisiae KE6-12,
mejorando a su vez la viabilidad celular y las productividades volumétricas de

etanol de estos microorganismos.

El tratamiento con lacasa permite que la levadura termotolerante K. marxianus
CECT 10875, con menor tolerancia a los inhibidores presentes en el MPC, pueda
fermentar estos medios con rendimientos y concentraciones de etanol
comparables a los que se obtienen con cepas industriales como S. cerevisiae

Ethanol Red.

Al disminuir la severidad del pretratamiento, el tratamiento con lacasa durante los
procesos de fermentacion del MPC con la levadura termotolerante K. marxianus
CECT 10875, presenta un mejor comportamiento en una configuracion de
sacarificacion y fermentacion simultineas (SFS) en comparacion a la
configuracion de presacarificacion y sacarificacion y fermentacion simultaneas

(PSFS).

En combinacion con el uso de cepas tolerantes a los compuestos inhibidores y
capaces de co-fermentar la glucosa y la xilosa presentes en el MPC como S.
cerevisiae F12 y §. cerevisiae KE6-12, la destoxificacion con lacasa permite
trabajar a consistencias mayores de sustrato, incluso sin la adicién de una fuente
de nitrogeno externa. Asimismo, con un modo de proceso semicontinuo o fed-
batch, el tratamiento con lacasa permite alcanzar una concentracién de etanol
superior a los 30 g/L con unos rendimientos del 50%, acercandose al minimo

requerido en un proceso industrial.

Durante la presacarificacion del RSI de paja de trigo a altas cargas de sustrato se
liberan cantidades significativas de acido acético, acido férmico, furfural, 5-
hidroximetilfurfural y diferentes compuestos fendlicos que son inhibidores de la
fermentacion. La suplementacion con lacasa durante la HE de estos medios
facilita su fermentacion, acortando los tiempos globales del proceso y permitiendo

incrementar las concentraciones de etanol hasta valores cercanos al 6% (p/v).
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6. CONCLUSIONS

1.  Steam explosion (SE) is a cost-effective pretreatment technology to alter wheat
straw structure and to enhance the accessibility of enzymes during the enzymatic
hydrolysis (EH). As pretreatment severity increases hemicellulose solubilization
is greater, allowing the concentration of cellulose and lignin in the water insoluble
solids (WIS) fraction. In addition, pretreatment conditions is directly correlated
with the formation of different degradation products considered as inhibitors of

the EH and fermentation stages.

2. The treatment of WIS fraction with P. cinnabarinus laccase and different laccase-
mediator systems (LMS) results in lower glucose recoveries and does not decrease
the lignin content. In combination with a subsequent alkaline extraction step, the
treatment with laccase/LMS produced no synergistic effect on enhancing the

saccharification or delignification of WIS.

3. Laccase treatment selectively removes the phenolic compounds present in the
whole slurry without affecting the concentration of weak acids or furan
derivatives. The chemical structure of different phenolic compounds largely
determines the activity of laccase towards them, observing high detoxification
rates for syringaldehyde, ferulic acid and p-coumaric, while vanillin is oxidized

with low rates and 4-hydroxybenzaldehyde is not affected.

4.  Compared to the detoxification strategy after EH, laccase treatment before
hydrolysis is advantageous due to a greater phenols reduction. By contrast,

saccharification shows lower glucose recoveries.

5. The efficiency of laccase treatment decreases when increasing substrate
consistency. Thus, a simultaneous detoxification and presaccharification process
increases the percentage of removed phenols compared to laccase treatment

without presaccharification.

6.  Decreasing phenolic content from slurries by laccase treatment allows reducing
the adaptation time of Kluyveromyces marxianus CECTI108, Saccharomyces
cerevisiae Ethanol Red, S. cerevisiae F12 and S. cerevisiae KE6-12, improving

cell viability and ethanol volumetric productivities.
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10.

Laccase treatment allows K. marxianus CECT 10875 to grow on steam-exploded
wheat straw, reaching yields and ethanol concentrations comparable to those

obtained with the industrial S. cerevisiae Ethanol Red strain.

Laccase treatment of less inhibitory slurries for the fermentation with the
thermotolerant K. marxianus CECT 10875 has a better performance in a
simultaneous saccharification and fermentation (SSF) process compared to the
configuration of presaccharification and simultaneous saccharification and

fermentation (PSSF).

In combination with robust strains capable of co-fermenting glucose and xylose
such as S. cerevisiae F12 or S. cerevisiae KE6-12, laccase detoxification allows
fermenting high toxic broths, even in the absence of an external nitrogen source.
Furthermore, changing the operational mode from batch to fed-batch, laccase
treatment leads to reach ethanol concentrations above 30 g/L. with 50% yields,

close to the minimum required in an industrial process.

During WIS presaccharification at high substrate loadings, significant quantities
of acetic acid, formic acid, furfural, 5-hydroxymethilfurfural and phenols
compounds, are released. Laccase supplementation of the hydrolysis step
facilitates the fermentation of the broths, reducing the overall process time and

allowing to increase ethanol concentrations up to values close to 6% (w/v).
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