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El bioetanol es un biocombustible prometedor, con potencial para reducir la dependencia de la importacién de petréleo y mejorar el desarrollo sostenible alrededor
del mundo. Sin embargo, la produccién actual de bioetanol a partir de cultivos no es suficiente para cubrir la demanda global. Para reducir esta brecha, los
materiales lignocelulésicos son vistos como una fuente alternativa de carbohidratos, y son base para el bioetanol de segunda generacién. La hidrélisis enzimética
de la paja de centeno prefratada con agua caliente liquida (LHW por sus siglas en inglés) se optimizé utilizando dos diferentes tipos de enzimas: Celluclast 1.5
Ly un complejo de celulosa de Penicillium janthinellum. El pretratamiento LHW se comparé con ofros pretratamientos en términos de hidrélisis con estas dos
enzimas. Después de la optimizacién de la carga enzimdtica, se efectud la hidrélisis con una alta carga de biomasa, con el objetivo de producir un hidrolizado
con una alta concentracién de glucosa, adecuado para la fermentacién a etanol. Se obtuvo un hidrolizado con una concentracién de glucosa de 1016 g/,
uno de los més altos reportados en la literatura, correspondiente a una conversién de celulosa de 90%, con 14.5% de carga biomésica. La productividad
predicha de etanol es 163 g etanol/kg paja de centeno, considerando solamente la glucosa del hidrolizado de la digestion de la lignocelulosa. Después de un
cleulo de la fermentacion de este hidrolizado, una concentracién esperada de etanol de 6.0% (v/v) puede obtenerse, la cual supera el limite de eficiencia
econdmica de la hidrdlisis de lignocelulosa para produccion de bioetanol.
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Bioethanol is a promising transportation biofuel, with potential to reduce dependency on oil imports and enhance sustainable development around the world.
However, the current crop-based bioethanol production is not sufficient to fulfill the global demand. To reduce this gap, lignocellulosic materials are seen as an
alternative source of carbohydrates, providing basis for second generation bioethanol. The enzymatic hydrolysis of Liquid Hot Water (LHW) pretreated rye straw
is optimized using two different kinds of enzymes: Celluclast 1.5 L, and Cellulase complex from Penicillium janthinellum. LHW is compared with other pretreatments
in terms of hydrolysis with these two enzymes. After optimisation of the enzyme loading, hydrolysis with high biomass loading is performed, with the goal fo
produce a hydrolysate with high glucose concentration, adequate for fermentation to ethanol. A hydrolysate with glucose concentration of 1016 g/l is obtained,
one of the highest reported in the literature, corresponding to cellulose conversion of 90%, at 14.5% biomass loading. The overall predicted ethanol yield is
163 g ethanol/kg rye straw, considering only glucose from the hydrolysate of lignocellulose digestion. After calculated fermentation of this hydrolysate, a predicted
ethanol concentration of 6.0% (v/v) can be obtained, which surpasses the limit of economical efficiency of lignocellulosic hydrolysis for bioethanol production.

Key words: enzymatic hydrolysis, prefreatment, Trichoderma reesei, Penicillium janthinellum, biorefinery, saccharification.

El término biorefineria representa un “sistema
complejo y completamente integrado de tecnologias
sostenibles y amigables con el ambiente y los
recursos, para la utilizacién comprensiva de
materiales y energia, asi como la explotacién de
materias primas biolégicas en forma de biomasa
verde y residuos, a partir de la utilizacién regional
sostenible de la tierra” (1). En la biorefineria de
lignocelulosa, el material lignocelulésico pasa por
una serie de procesos para convertir los
polisacdridos y lignina biomésica, a productos
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quimicos y energéticos, tales como fenoles,
sacdridos y luego etanol. Debe considerarse no
solamente el tipo de biomasa, sino fambién la
tecnologia que se utilizard para la fransformacion (2).

Las enzimas son catalizadores con una estructura
proteinica, que actian en sistemas bioldgicos.
Similar a otros catalizadores, el equilibrio de
reaccién sucede mds rdpido que en ausencia de
estos. La reaccién se lleva a cabo en lugares
especificos en la proteina llamados “sitios activos”.
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Por lo tanto, las enzimas son altamente especificas
para los sustratos.

Para la hidrélisis de biomasa lignocelulésica, la
celulasa més utilizada proviene del hongo
Trichoderma reesei, debido a las ventajos que
presenta la enzima: estabilidad bajo condiciones
de hidrélisis enzimdtica, resistencia a inhibidores
quimicos y buena viabilidad econémica de
produccién para aplicaciones industriales (3). La
Unica desventaja de esta especie es la baja actividad
que presenta con respecto a la B-glucosidasa, por
lo cual usualmente se suplementa con enzima de
Aspergilli.



Lignocelulosa

La celulosa es la fuente renovable de carbohidratos mas abundante, con un
estimado de 4x107 toneladas por afio (4). Es un polimero constituido por
unidades repetitivas de celobiosa.

El potencial de la biomasa lignocelulésica ha sido reconocido para la produccion
de bioetanol (5) y quimicos (6). La sacarificacién de celulosa, la velocidad de
hidrélisis y disponibilidad también han sido comparadas por Zhang (7). Esta
materia prima representa un recurso mds renovable que el petréleo.

Entre los cultivos potenciales para esta aplicacién estdn el bagazo de mafz y
residuos (8), bagazo de caia de azdcar (9), paja de arroz (5) y paja de centeno
(10). Los desechos (6) y grano agotado (distiller spent grain en inglés) (11).

Hidrolisis de lignocelulosa

Para mejorar la disponibilidad de los hidratos de carbono de 6 carbonos
(hexosas) de la biomasa lignocelulésica, deben tomarse en cuenta tres
condiciones a cumplir:

¢ Remocién de la lignina y hemicelulosa
* Reduccién de la cristalinidad de la celulosa
* Incremento en la porosidad (12) y drea superficial (13)

El proceso de sacarificacién de la biomasa combinado con un tratamiento
térmico moderado es una alternativa para satisfacer estas condiciones, con
una baja tasa de degradacién de monémeros de carbono (14). Este proceso
puede verse en la Gréfica 1.

Pretratamiento de biomasa lignoceluldsica

Uno de los objetivos principales del pretratamiento es la separacién de la
hemicelulosa presente en la biomasa. En la literatura pueden encontrarse
varios pretratamientos, entre ellos explosion por vapor, agua caliente liquida
(LHW por sus siglas en inglés), hidrélisis dcida, explosién de fibra con amoniaco
(AFEX), hidrdlisis alcalina, proceso organosolvente, entre otros (15), (2) (3)
(12).

Hidrélisis enzimatica de biomasa lignocelulésica

Hidrolisis enzimatica de biomasa lignocelulésica

Después de que la biomasa lignocelulésica ha sido pretratada, la celulosa y
hemicelulosa son removidas del complejo formado con la lignina (16). Las
estructuras de celulosa se abren y los carbohidratos estén disponibles en su
forma simple para la fermentacion. Esto puede hacerse utilizando enzimas
tales como complejos celuldsicos, que son selectivas para la reaccién de
celulosa a glucosa.

La reaccién de hidrdlisis que ocurre es la siguiente:

nC6H]206

Parametros de proceso

Los pardmetros mds importantes que controlan la actividad catalitica de una
enzima son la femperatura y pH. Por lo tanto, los pardmetros éptimos de la
celulasa ya han sido establecidos en la literatura. Pardmetros importantes
son también la carga enzimética y carga biomdsica.

La temperatura puede variar entre 45-50°C (3), aunque la temperatura éptima
de la biomasa estd alrededor de 5°C mdés bajos que en la celulosa pura (17).
Para la celulasa de T. reesei, el pH debe estar entre 4.5y 5 (3).

La esterilidad es un factor importante en la hidrélisis enzimdtica debido a que
el producto es una solucién diluida de azicar, con el riesgo que existan
contaminaciones microbianas, incluso a temperaturas alrededor de 50°C. Se
recomienda realizar experimentos Gnicamente bajo condiciones estériles (18).

Se ha demostrado que al incrementar la concentracién inicial de sustrato, la
conversién de glucosa disminuye. Esto se conoce como el “efecto de sélidos”
y no puede ser explicado por modelos actuales o el conocimiento de la
interaccion entre enzima y sustratos. El Unico efecto que parece fener cierta
correlacién es la proporcién de celulasa adsorbida en la biomasa (19).

Grdfica 1. Diagrama de flujo de proceso de la sintesis de bioetanol a partir de biomasa lignocelulésica, mostrando el pretratamiento térmico y enzimdtico como
componentes de la hidrélisis. Reproducida a partir del trabajo de Ingram (14) con la debida autorizacién.
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Hidrélisis enzimdtica de biomasa lignocelulésica

MATERIALES

Enzimas

Celluclast 1.5 L producido por Novozymes Dinamarca se compré de Sigma-
Aldrich. En dos lotes medidos, las actividades fueron 52 FPU/mly 60 FPU/ml.
El contenido de proteina medido con el test de Bradford fue 42.1y 43.4
mg/ml respectivamente. La actividad de celobiasa fue de 68.9 CBU/ml. La
enzima Novozyme 188 producida por Novozymes Dinamarca, contiene
mayormente glucosidasa, que corta el enlace glicoidico 1-4 de la celobiosa.
La actividad de Celobiasa es de 791 CBU/ml y el contenido de proteina es
31.5 mg/ml.

La enzima $ se obtuvo como liofilizado de la fermentacién de Penicillium
janthinellum, la cual contiene 163.5 mg proteina/g liofilizado y actividades
enzimdticas de 453 FPU/g y 166 CBU/g de glucosidasa.

Biomasa pretratada con LHW

La paja de centeno se compré con un distribuidor local. La composicidn tipica
se muestra en la . El contenido de humedad es 5.4% en base seca. Para la
mayoria de experimentos, la biomasa fue tratada con agua subcritica, como
se describe en ofra publicacion (10). Las condiciones de pretratamiento son
210°C, 30 bar y tiempo variable de residencia. Este tiempo de residencia
es determinado por un flujo de 4 ml/min y un uso de agua de 10 veces la
biomasa, después que la presion deseada ha sido alcanzada. El residuo sélido
después de ser analizado por hidrélisis 4cida completa, resulté con una
composicién de glucosa de 76.6%.

Grafica 2. Composicion tipica de paja de centeno con y sin prefratamiento
térmico.

Composicion (% w/w)
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METODOS

El desemperio del tratamiento con Agua Caliente Liquida (LHW) se estudié y
optimizé para la produccién de xilosa a partir de hemicelulosa (10) y lignina
(2). El presente trabaijo se enfoca en la utilizacién de la celulosa como fuente
de glucosa para posterior fermentacion a efanol, en el marco de la biorefineria.
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Carga biomdsica

La carga biomdsica se define de la siguiente manera:

masa seca (g)
B= —— " ™ « 0
hidrolizado (g) 100%

Para diferentes cargas de biomasa seca, la cantidad de liquido se mantiene
constante. Este valor se tomé por la facilidad que supone en el trabajo
experimental y para los cdlculos. Adicionalmente, la composicién de la
suspensién puede calcularse, asumiendo una densidad relativa de 1.00:

masa seca
B, MsASeCa(S) 0

hidrolizado (g) 100% + B

Carga enzimdtica

La carga enzimdtica estd representada en relacién con la biomasa, en vez de
la concentracion en la suspensién. Cuando la cantidad de biomasa varia, la
cantidad de enzima varia también, a manera de mantener BE constante. BE
es la relacién entre cantidad de biomasa y enzima, y es Util para procedimientos
de laboratorio. Para caracterizar la carga de Celluclast se define:

FPU
g celulosa

£ M9 proteina B
B g biomasa AB

Como se menciona previamente, las enzimas contenidas en Celluclast 1.5L no
son suficientes para la hidrélisis completa de celulosa a glucosa. Por ello,
glucosidasa debe ser agregada en forma de Novozyme 188. Esta adicién se
realiza en una razén especifica, usando una razén de 5 ml Celluclast por 1
ml Novozyme, que corresponde a 5.6 g Celluclast/1 g Novozyme.

Condiciones del proceso

Parte de la biomasa se seca y tritura antes de la hidrélisis, mientras que ofra
parte se mantiene himeda y se hidroliza justo después del pretratamiento
térmico. En este caso, la biomasa es homogeneizada para obtener el mismo
confenido de humedad.

Debido a que la esterilidad juega un factor importante en el andlisis del
hidrolizado, azida de sodio (NaN;) se agrega a los preparados en una
concentracién de 0.02%, lo cual previene el crecimiento de microorganismos.
La temperatura de hidrélisis es de 50°C y las muestras son agitadas en
incubadores circulares a 120 rpm.

Arreglo experimental

Al trabajar con enzimas Celluclast 1.5L y Novozyme 188, éstas deben diluirse
estas para asegurar una mejor medicidn volumétrica. Ambas se diluyen en
solucién buffer en la razén deseada. Para asegurar que los pardmetros de
proceso B y E son constantes, la cantidad de buffer debe ser ajustada al peso
de biomasa. Cuando se utiliza biomasa himeda, se realiza una correccidn
debido al contenido de agua. Es muy importante informarse acerca del
contenido de humedad de la biomasa antes y después del pesar todas las
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muestras, por lo que se foman dos muestras mds para determinar la humedad:
una al principio y ofra al final.

Analisis
Determinacién de composicién de biomasa

La deferminacién de la composicién de biomasa se realiza de acuerdo a los
procedimientos publicados por NREL (20). Debe notarse que la glucosa
producida es una indicacién de la composicién de celulosa, pero no es la
cantidad exacta de ello. A partir de esta informacién, la composicién de la
biomasa puede calcularse.

Actividad enzimdtica y carga de proteina

Una unidad de actividad enzimética se define en U/ml como:

U cantidad de producto producido

tiempo

Donde U estd en [mol/s]. Por lo tanto la actividad enzimdtica se define como:

unidad de actividad enzimdtica

U

volumen

Para la medicién de acfividad de celulasa, el método de FPU (Filter Paper Unit)
es utilizado. Este es el test de actividad celuldsica mds ampliomente utilizado,
y es el método recomendado por IUPAC. Este método ha sido publicado por
NREL (21). Debe tomarse en cuenta que la actividad enzimdtica no es una
funcién linear de la cantidad de enzima. Por lo tanto, una cantidad esténdar
debe ser seleccionada. Sin embargo, se ha observado linealidad en el intervalo
de 0-45 FPU/ml, resultando aproximadamente en 0.4 FPU/mg proteina (22).

La actividad de p-glucosidasa se mide a través de la liberacién de p-nitrofenol
(PNP) a partir de nitrofenil-D-glucosidasa (PNPG). Se utiliza un buffer de 50
mM de acetato de sodio/ KH,PO,/Tris, ajustando el pH a 5.0 con NaOH o
HCI. Luego de 20 min de incubacién, se agrega Na,CO4, y la cantidad de
PNP liberada se determina especirofotométricamente a 405 nm. Una unidad
de B-glucosidasa libera 1 umol de PNP por minuto bajo las condiciones
indicadas.

RESULTADOS

En el marco de la biorefineria, se optimizé la hidrélisis enzimética de biomasa
tratada con Agua Caliente Liquida (LHW). Luego que la carga enzimdtica y
ofros factores de proceso fueron optimizados utilizando una baja carga
biomésica, ésta se incrementé para obtener una alta concentracién de glucosa.
Esto es deseable para obtener hidrolizado adecuado para la posterior
fermentacién a etanol.

Hidrélisis enzimatica de biomasa lignocelulésica

Varios autores han descrito y optimizado varios pardmetros de la hidrélisis
enzimdtica (12) (5) (7) (3). Sin embargo, algunos pardmetros dependen
directamente del sustrato y del pretratamiento. Uno de estos pardmetros es
la carga enzimdtica ideal, la cual es importante para tener un valor éptimo,
en términos técnicos y econdmicos.

La carga biomdsica estd directamente relacionada con el fin de la hidrélisis
enzimdtica, el cual es la obtencién de un hidrolizado alto en glucosa para la
fermentacién. Por esta razdn, se necesita una alta concentracién de biomasa.
También se resalta la diferencia entre la biomasa himeda y la biomasa seca,
la cual difiere por un fendmeno llamado hornificacién. Este fenémeno es el
endurecimiento de la estructura polimérica que ocurre en los materiales
lignoceluldsicos cuando se seca o se remueve agua y parece esfar asociado
con los puentes de hidrégeno perdidos al remover el agua (23).

Alo largo de todo el estudio, el pardmetro més importante es la concentracién
de glucosa en el hidrolizado. Con este valor, es posible calcular la conversion
de acuerdo con la reaccion de hidrélisis. La glucosa producida se compara
con aquella que se produciria luego de una hidrdlisis completa de la biomasa.
Valores més altos que 100% de conversién se pueden explicar debido al error
en la hidrélisis dcidai; en este caso, conversion total debe ser considerada.

Carga enzimdtica

Las enzimas catalizan la sacarificacién de la celulosa a glucosa. Al igual que
en otros procesos quimicos, la cantidad dptima de catalizador es un valor de
alto interés y debe conocerse. En general, una mayor carga enzimdtica debe
llevar a una velocidad de reaccién més alta y por lo tanto, a una mayor
conversion. La carga de enzima estd relacionada directamente con la carga
de biomasa. Por ello, para caracterizar la carga de enzima, se prefiere definir
el valor Eac. Para la comparacién de la carga enzimdtica, hay dos limites
importantes. Estos pardmetros pueden definirse para describir las Curvas de
Carga Enzimética (CCE) gmex, conversion méxima alcanzada, limitada a 100
FPU/g celulosa. Se relaciona con la capacidad de la enzima: 1) para atacar
toda la celulosa y degradarla y 2) para adsorber, desorber y volver a adsorber,
dadas cierfas condiciones (fiempo y secado). La conversién es una caracteristica
importante de la interaccién de biomasa-enzima, pues esto indica hasta qué
punto la biomasa puede ser utilizada. El uso de la lignina después de la
hidrélisis enzimdtica es importante para la biorefineria, por lo cual una alta
conversion es deseada. Enmin es la carga minima enzimética para alcanzar
cierta conversion deseada. Como patrén de comparacién, se establece una
carga minima enzimdtica para alcanzar una conversion ¢=90%.

Curvas de saturacion

Luego del prefratamiento, la biomasa estd himeda. Esta puede secarse y triturarse
luego. Al comparar la biomasa seca y himeda respecto a la carga enzimdtica,
la Oltima tiene un mejor desempeiio, como puede verse en la Gréfica 3, pues
se alcanzan mayores conversiones con una carga enzimdtica considerablemente
mds baja que con biomasa seca. Con una carga enzimética constante, la
diferencia en glucosa producida entre biomasa seca y himeda (expresada
como conversion en las CCE) es una indicacién de la celulosa disponible
afuera de los poros, es decir, biomasa seca que no ha sido dafiada por la
rigidez de la biomasa, comparada con la celulosa a disposicién dentro de los

'Durante la hidrélisis cida para la determinacion de composicién de biomasa, ésta se hidroliza completamente. Sin embargo, pequefias desviaciones en la determinacién
o la hidrélisis incompleta indeseada de la biomasa pueden hacer variar los valores de conversion (por ejemplo mayor a 100%).
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Hidrélisis enzimdtica de biomasa lignocelulésica

poros en la biomasa himeda. En lo literatura puede encontrarse més estudios
al respecto de este fendémeno llamado hornificacion (24).

Grafica 3. Curva de carga enzimdtica con biomasa seca y himeda.
B=1%, 48 h y 50°C. Se muestran Unicamente lineas de tendencia.

Ofros autores reportan la carga enzimdtica mds baja en la literatura (6 mg
enzima/g biomasa) con el tratamiento LHW (25), (26). Estos estudios reportan
conversiones de 95% y 86% respecfivamente, luego de 72 h de hidrélisis. Con
este trabajo se alcanzé una conversion del 90% durante 48 h utilizando 7 mg
enzima/g biomasa utilizando Celluclast y 4 mg enzima/g biomasa utilizando
Enzima S, mostrando resultados comparables con la literatura. El hecho que
la enzima S presenta un mejor desempefio en cuanto a carga de proteina,
muestra el potencial del complejo de celulosa de P. janthinellum. Al comparar
lo actividad enzimdtica considerando Ego, Celluclast necesita una carga menor
en términos de FPU/g celulosa para alcanzar 90% de conversién comparado
con la Enzima S. La comparacién de cmex también favorece a Celluclast sobre
la Enzima s. Las causas para conversién incompleta y/o diferencias entre las
diferentes enzimas pueden ser las siguientes:

Baja actividad B-glucosidica. La Enzima S fiene una actividad f-glucosidica
relativa de 0.36 CBU/FPU (1 CBU"/mg enzima), mientras que una mezcla de
Celluclast con Novozyme en relacién CN=5 tiene 3.6 CBU/FPU.

* Otras enzimas estdn presentes en Celluclast y Novozyme, y no estd presente
en la Enzima S. Estas enzimas pueden ser pectinasa y xilanasa. La actividad
de xilanasa por FPU es igualmente baja en ambas enzimas (entre complejo
C+Ny Enzima §).

* Lo actividad de FPU refleja solamente un estimado de la actividad en un
sustrato similar. Si la proporcién de celulasas' en la Enzima S es diferente
de aquella de Celluclast, se obtiene una cantidad diferente de azicares
reductores.

* No todas las enzimas de la Enzima S pueden adherirse a la celulosa disponible,
especialmente en la biomasa recalcitrante.

* Hay una adsorcién preferencial en la lignina, lo cual produce una competencia
improductiva.

Las cargas enzimdticas con biomasa htmeda en este frabajo muestran resultados
comparables con la carga enzimdtica inferior presentada en la literatura, la
cual se encuentra en un rango entre 5.5-75 mg enzima/g biomasa. En este
trabajo se presenta el concepto de Curva de Carga Enzimética (CCE), para
evaluar la carga enzimdtica dptima.

Carga biomdsica

Después que el andlisis de la Curva de Carga Enzimética (CCE) se completd
y se obtuvieron valores éptimos para la carga enzimética, debe incrementarse
la carga de biomasa de 1% a una carga mayor. Debe considerarse la
capacidad de procesar la suspensién, la conversién final y la concentracién
final de glucosa. En la se muestra la conversidn y concentracién final de
glucosa correspondiente luego de 48 h de hidrdlisis usando la enzima C+N"
y biomasa pretratada con LHW, como funcién de la carga de celulosa".

La carga de celulosa se varid, manteniendo el volumen constante. El limite
superior estd alrededor de Bs=15%, tal como lo recomienda la literatura (19).
En la gréfica 4, el eje y al lado izquierdo corresponde a la conversién final,
la cual se muestra en barras. El eje y o la derecha muestra la concentracion
de glucosa alcanzada, la cual se muestra en puntos. El eje x corresponde a
la carga de celulosa. Tal como se espera, la concentracién de glucosa
incrementa mientras la cantidad de biomasa incrementa. La hidrélisis alcanza
conversién fotal, pero luego de Bc=4", la conversién decrece. Esfo se conoce
como el efecto de sélidos, como se define en la literatura (19). De acuerdo

Tabla 1. Pardmetros caracteristicos de Curvas de saturacién enzimética.

Enzima Secado de biomasa | Tiempo de hidrélisis
C+N seca 48
C+N himeda 48
C+N himeda 72
S seca 48
S himeda 48
S himeda 72

Tmax [%] Egq [FPU/g celulosa] Egg [mg enzima/g
biomasa]
104 70 41
104 15 7
102 15 7
96 >100 29
94 15 4
72 14 4

H‘Unidades de celobiosa.

" Endoglucanasas y exoglucanasas, las cuales tienen efectos distintos y complementarios para la hidrélisis de celulosa a glucosa.

" Complejo Celuclast y Novozyme.

¥ Se escogié la carga de celulosa en vez de la carga biomésica, para comparaciones con otros pretratamientos.
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Hidrélisis enzimatica de biomasa lignocelulésica

con el autor, la razén principal para este efecto es la adsorcién incompleta
de la enzima en la biomasa, en altas cargas biomésicas. Este efecto puede
verse a partir de cargas de celulosa de 6%.

Como se menciond anteriormente, el complejo de Celluclast y Novozyme produjo
mejores resultados que la enzima S respecto a la carga enzimdtica. Sin
embargo, la enzima S parece ser atractiva utilizando otros pretratamientos
(resultados no publicados). Como puede verse en la gréfica 6, la enzima S
también permite utilizar una mayor carga de celulosa para hidrolizados con
alta concentracién de glucosa, incluso comparables con aquellos mostrados
enla con C+N.

Efecto del tiempo

Hasta ahora se han mencionado resultados de hasta 48 h de hidrélisis. Sin
embargo, se sabe que algunas celulasas adn son activas después de 48 h,
si a0n hay celulosa disponible"". Tiempos de reaccién més largos representan

una oportunidad de mejora para alcanzar conversiones mdés altas y por lo

tanto, concentraciones mds altas de glucosa. Algunos procesos industriales
ya establecidos operan en hidrélisis en lote por 5 dias, para alcanzar una alta

conversién (1).

Efecto en carga hiomadsica

Como se describié en la seccién anterior, tiempos més largos de reaccion

pueden producir conversiones mds altas. Esto se muestra especialmente para
biomasa tratada con LHW, donde dos experimentos se llevaron a cabo para
evaluar el potencial de un tiempo de reaccién més largo. En el primer
experimento, la glucosa se midié después de 48 h'y 72 h en una solucién
conteniendo BC=8.8% de carga de celulosa, con concentracién de glucosa
y conversién de 70 g/l (82%) y 81 g/l (91%) respectivamente. La curva de
carga de celulosa después de 72 h se encuentra en la gréfica 5.

Los resultados muestran claramente que la biomasa tratada con LHW puede

seguirse hidrolizando después de 48 h para producir més glucosa y obtener
una conversién més alta. Esto es importante para la utilizacion de toda la
biomasa, mostrando el potencial de una hidrdlisis més larga. La Gréfica 4
muestra el perfil de conversién y la concentracién de glucosa como funcién
de la carga de celulosa. Esta es una gréfica similar a Gréfica 5, pero medida
después de 72 h. El incremento en la concentracion de glucosa y conversién,
especialmente para una alta carga biomdsica es evidente.

A manera de resumen se muestra en la Gréfica 7 la comparacién entre la

biomasa fratada con Enzima S luego de 48 h, la biomasa tratada con Complejo
C+N luego de 48 h y la biomasa tratada con complejo C+N luego de 72
h. En la se muestra la concentracién méxima alcanzada de glucosa y su

respectiva conversion (101 g/l correspondiente a 90% de conversién) después
de 72 h.

Modelo matematico de cinética de hidrélisis

El perfil del tiempo de hidrélisis se utiliza para examinar la conversién alcanzada

través del tiempo. Dependiendo del propdsito de la hidrélisis, ésta puede ser
por un largo tiempo en el orden de los dias, o por un corfo tiempo en el orden
de horas. Por lo tanto, el conocimiento del tiempo de reaccion es importante.

" La relacién entre Bg y B es definida por la composicién de celulosa de lo biomasa pretratada. B representa la carga de celulosa en la suspension. Para el caso mencionado
en este articulo, B=0.768;.
""En el caso de una conversion incompleta por ejemplo.
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Grdfica 7.
Conversion de glucosa y concentracién de azdcar buscando una alta concentracién
de glucosa. 50°C, 48 h hidrdlisis si no se indica lo contrario. Para Celluclast y

Novozyme E, =13 FPU/g celulosa, para Enzima S E,-=26 FPU/g celulosa.

Grdfica 8.
Perfil de hidrlisis de biomasa homeda hidrolizada con C+N. E, =13 FPU/g
celulosa. Se ajustaron las lineas de tendencia con el modelo previamente
mencionado.
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Utilizando el complejo C+N y dos femperaturas de 40°C y 50°C, se obtuvieron
los resultados mostrados en la Gréfica 8. La carga biomésica es de B=10%
que corresponde a Bc=7.7% y la carga enzimética es de Eac=13 FPU/g
celulosa. Tal como se espera, la velocidad de hidrdlisis en la primera hora

es alta.Gran parte de la enzima aln estd activa, la celulosa amorfa es
abundante y estd disponible. A medida que transcurre el tiempo, las enzimas
se vuelven inactivas debido a la inactivacién térmica o a la adsorcién irreversible
en la lignina y celulosa, y cada vez hay menos celulosa disponible.

De acuerdo al modelo cinético fractal propuesto por Véljamée, (27) se ajustaron
los datos de la Tabla 2 en MATLAB a la siguiente ecuacion, obteniendo los
siguientes resultados mostrados en la Gréfica 8.

Z: C o (1—exp =(—kt!))
Donde:

C(t) conversion

Co conversién maxima alcanzable con desactivacién enzimética y
sustrato ilimitado

k constante empirica, andloga a la constante de decaimiento

f constante empirica, mostrando la reduccién de la velocidad
constante con el tiempo debido a un sistema fractal.

La conversién méxima alcanzable Co, es un parémetro para ajustar la informacién,
pero indica el alcance de las enzimas para la conversién si no hubiera escasez
de sustrato, dada cierta tasa de retardo de reaccidn.

Tal como se esperaba, To s més alto a 40°C que a 50°C, pues las enzimas
a 40°C han sufrido una desactivacion més leve que a 50°C. Ademds de eso,
k (que representa la constante de velocidad de reaccién) es un valor més alto
para 50°C que para 40°C. Esto confirma la desactivacién més severa a
50°C. El valor 1-f, que indica la “fasa de retardo en el tiempo” (27) es igual
en ambas temperaturas. Inicialmente se pensé en hacer uso de la alta
velocidad de reaccién al principio de la hidrélisis usando 50°C, y luego
dando més estabilidad térmica a las enzimas para actuar a 40°C luego de
8 h de hidrélisis. Esto darfa una mayor conversién que Gnicamente a 40°C
6 50°C. Sin embargo, esta estrategia no presentd ninguna ventaja sobre una
Unica femperatura.

Discusion — potencial de la biorefineria para etanol

Luego de la optimizacién de la hidrélisis enzimdtica de la lignocelulosa, un
andlisis del proceso total de hidrdlisis (térmica y enzimdtica) es necesario.
A partir de los resultados del estudio previo (14) usando LHW como
pretratamiento, pueden producirse hasta 256 g etanol/kg paja utilizando

todos los sacéridos (glucosa y xilosa) y asumiendo una eficiencia de fermentacién
del 92%.

Si Onicamente se ufiliza la glucosa con una eficiencia de hidrdlisis del 100%,
la produccién de efanol adn es alta, 198 g etanol/kg paja. Utilizando biomasa

Tabla 2. Pardmetros de modelamiento de perfil en tiempo.

Temperatura ° [%] K[h 1-f [] R2[-]
40°C 122.8 0.1103 0.614 0.9794
50°C 110.2 0.1638 0.614 0.9864
50°Cy 40°C 108.2 0.1871 0.5581 0.9774
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pretratada con LHW y carga biomésica de Bc=11.1%, hidrolizada durante
72 h con Celluclast y Novozyme, puede producirse un hidrolizado con 101
g glucosa/l y 90% conversién. Esto representa una eficiencia de 162 g efanol/kg
paja, con una concentracién estimada de etanol de alrededor de 6.0% v/v.
Esto corresponde a un 80% de la utilizacién de glucosa. La recuperacion
comparada con la biomasa y concentracién final de bioethanol son los valores
mds altos encontrados en la literatura, lo cual muestra la aplicacién de este
método.

Esta es la segunda concentracion més alta de glucosa a partir de hidrélisis de
lignocelulosa encontrada en la literatura, después de la reportada por Lu (28).
Sin embargo, Lu alcanzé Gnicamente 72.5% e conversién usando Bs=30%.

Como se ha mencionado, la tecnologia e investigacion de la hidrélisis enzimética
debe adecuarse a cada fipo de sustrato y pretratamiento, lo cual contribuye
a la sostenibilidad de este proceso para produccién de energia en muchas
regiones del mundo. En esta publicacién se presentan resultados sobre la
paja de centeno por ser abundante en el norfe de Alemania, pero pueden ser
reproducidos para ofros cultivos como el bagazo de cafia o de maiz.
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