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Resumen

En esta investigacion se realizd una evaluacién del bagazo de agave (BAg) y de
Opuntia ficus indica (Op) en pretratamientos quimicos y enzimaticos para su
aplicacion en la produccion de &cido succinico. La metodologia se bas6 en 4
actividades principales: Técnicas de caracterizacion de BAg y Op para la
produccidén de acido succinico, remocidén y recuperaciéon del oxalato de calcio,
pretratamiento acido en BAg y Op, hidrélisis enzimatica en BAg y Op y produccion
de &cido succinico.

En la caracterizacién de los sustratos se encontrd alrededor del 94 y 77%
de materia organica volatil para BAg y Op respectivamente, material susceptible a
biotransformacion. Se realiz6 una remocién de oxalato de calcio en ambos
materiales evaluando su remocion por difraccion de rayos X y cuantificando el
oxalato de los mismos encontrado 1 y 5% de oxalato total. La hidrdlisis acida de
BAg se realizé al 2.1%p/p acido, 33.8 min como tiempo de reaccion y una carga
de sélidos de 8.5%p/p, evaluando su produccion de azucares, mientras que para
Op se realizé6 una serie de disefios experimentales: un factorial 23, un disefio
central compuesto 22 para encontrar una posible regién de optimizacién y una
trayectoria de maximo ascenso evaluando la carga de sélidos, concentracion de
acido y tiempo de reaccién la respuesta a todos los disefios fue la produccién de
azucares, encontrando las mejores condiciones de hidrélisis concentracion de
acido 4.4% p/p, tiempo 33.8 min, carga de sélidos 24 % p/p. Se realizd una
hidrélisis acida a los materiales sin oxalato de calcio como pretratamiento de la
biomasas para su sacarificacion enzimatica con las condiciones ya encontradas
cuantificando azucares a los hidrélizados acidos como posible sustrato de
fermentacién pero la concentraciéon de azucares fue muy poca (2 g/L para BAgy 3
g/L Op) por lo que se descargd esa posibilidad, empleando esa fraccién liquida
para la recuperacion de oxalato, obteniendo un sélido negro cristalino
caracterizandolo por difraccién de rayos X para comprobar la presencia de oxalato
de calcio.
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El pretratamiento enzimético se realiz6 a todas las biomasas obtenida a
partir de los pretratamientos, se evalué un disefio experimental factorial general 2
x 4 encontrando producciones maximas de azucares de 15 g/L para BAgy 17 g/L
para Op.

Para la produccién de acido succinico se evalud un diseno factorial general
2 x 5, evaluando los hidrolizados &acidos y enziméticos de ambos materiales
teniendo producciones maximas de 3 g/L para BAg y de 6 g/L para Op.

Comparando ambos sustratos podemos concluir que Op es mejor materia
prima de produccion de azucares y de acido succinico que BAg.

1. Introduccion

En el 2016 el laboratorio nacional de energias renovables de Denver, Colorado da
a conocer un listado de compuestos quimicos con alto potencial de produccién a
partir de biomasa, destacando el 4cido succinico por sus proyecciones mundiales
de produccién de 400,000 toneladas anuales (Biddy et al.,, 2016). El &acido
succinico es una excelente alternativa para la generacibn de polimeros
biodegradables por sus propiedades quimicas ya que sirve como intermediario a
compuestos con propiedades termoplasticas y biodegradables tal como el
succinato de polibutileno o Bionelle, dichos compuestos han estimulado la
produccién de acido succinico (Song et al., 2007). El acido succinico se produce
comercialmente a partir de productos derivados del petréleo especificamente del
gas licuado de petréleo, a través del anhidrido maleico. Es un intermediario
importante en la produccion de antisépticos, cosméticos, farmacos, solventes,
resinas sintéticas, herbicida, fungicidas, tintas, detergentes y estimulantes de
crecimiento para plantas y animales (Chen et al., 2011). Sin embargo, el convertir
el anhidrido maleico en acido succinico ha limitado el uso de esté compuesto (Lee
et al.,, 1999; Song & Lee, 2006). Por lo que las preocupaciones ambiental y
econdmicas han generado la estimulacion de producciéon a partir de fuentes
renovables como es la fermentacidon bacteriana (McConn & Nakata, 2004;
Urbance et al., 2004). Por medio de microorganismos con alto potencial de
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produccidon  como:  Anaerobiospirillum  succiniciproducens,  Mannheimia
succiniciproducens 'y Actinobacillus succinogenes (Chen et al, 2011).
Actinobacillus succinogenes tiene caracteristicas interesantes como la asimilacién
de una gran variedad de sustratos como fuente de energia (azucaresde 6 C,5Cy
glicero) que hacen que este microorganismo sea adecuado para la produccién de
altas concentraciones de acido succinico, debido a que puede asimilar una amplia
gama de carbohidratos como fuente de energia, teniendo como producto principal
al acido succinico durante la fermentacién (Guettler et al.,1999).

Hidrolizados de materiales vegetales son una opcién de fuente de energia
para la produccién de este compuesto ya que estos materiales son abundantes y
la mayoria de estos no compiten con cultivos alimenticios ya que los sectores
industrial, agricola y actividades domésticas asi como comerciales son los
principales generadores de estos residuos tales como la paja de trigo y de avena,
bagazo de agave y de cafa, residuos soélidos urbanos entre otros (Corona-
Gonzélez et al., 2016).

La biomasa es una materia prima que crece en tierras aridas o semiaridas
como los Agave y Opuntia ficus-indica ya que tienen una tolerancia a medios de
poca humedad, son adaptables a diferentes tipos de climas y requieren de pocos
nutrientes y a su vez no compiten con cultivos alimenticios (Zheng et al., 2013). Su
composicién y caracteristicas dependen de su origen y procesamiento (Rios-
Badran et al., 2017), esta compuestas por celulosa, hemicelulosa y lignina
(Contreras-Padilla et al., 2011), tienen presencia de oxalato de calcio, el cual tiene
funciones en las plantas como regulador del calcio permitiendo la proteccién de las
plantas y destoxificacion (por ejemplo de metales pesados o acido oxalico),
permitiendo el equilibrio idnico y ayuda a la rigidez e incluso a la captacién de luz y
su reflexiébn. Es un compuesto que también tiene valor comercial por su gama de
aplicaciones como insecticida natural, abrillantador de metales, antimicrobiano
natural, agente blanqueador, recuperador de suelo, etc. (Judprasong et al., 2006;
Liu et al., 2015). Razdén por lo que estos materiales son atractivos para la

generacion de bioproductos como sustitutos de productos provenientes de fuentes
14



no renovable tales como bioetanol, hidrogeno o quimicos con aplicaciones

industriales importantes (Khan et al., 2016).
2. Antecedentes

2.1.La biomasa en México

México cuenta con 1.96x10° de km? de extensién territorial, es un pais con una
cantidad muy diversa de materiales vegetales y especies nativas que son
endémicas del territorio mexicano, con alto aprovechamiento para la obtencién de
biomasa como residuos forestales, papel usado, residuos sélidos urbanos, bagazo
de agave y cultivos como Opuntia. A medida que pasan los afos la biomasas va
aumento, lo que da paso a realizar estimaciones de esta asi como los flujos de
diéxido de carbono que se puedan generar en base a su generacion asi como la
asimilacion de estas como materia prima a posibles biorrefinerias convirtiendo la

biomasa a bioproductos de interés y de valor agregado (Press, 2004).

2.2.Bioproductos y bioprocesos

Los bioproductos son un componente basico de los sistemas sustentables dentro
de los cuales se pueden producir diversos biocombustibles y bioquimicos a partir
de biomasa como por ejemplo: alcoholes que funcionan como combustibles,
acidos organicos, biogas, polimeros y productos quimicos engeneral (Axelsson et
al.,, 2012). Tienen una contribuciéon en la reduccidon de insumos, mejorando la
calidad y la cantidad de los recursos asi como asegurar la inocuidad de los
mismos.

Su produccion es a partir de la microbiologia industrial, combinada con los
principios de la ingenieria quimica y mecanica, bioquimica y bioldégica dando
origen a los bioprocesos siendo estos una tecnologia nueva, verde y sustentable,
integrando un conjunto de técnicas que emplea organismos vivos para obtener o
modificar diferentes productos basados en la accion de microrganismos como
agentes transformadores dentro de sistemas productivos a nivel industrial dando
paso a la generacién de biorrefinerias.
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2.3.Biorrefinerias

Las biorrefinerias son instalaciones en donde se busca la obtencion de
biocombustibles, energia y bioproductos a partir de biomasa como materia prima.
Se encuentran compuestas por diferentes tecnologias de transformacion de
biomasa integrada en una plataforma que varia dependiendo del tipo de
tecnologia empleada por ejemplo: una primera plataforma esta basada en la
transformacion bioldgica de la biomasa y la segunda plataforma esta basada en
procesos termoquimicos de transformacion (NREL 2008). Por lo tanto, es posible
el procesado de aceites vegetales, azucares, granos, biomasa para transformarlas
y obtener bioproductos sustentables como productos quimicos, combustibles,
calor y electricidad.

Las biorrefinerias pueden ser clasificadas en:

e Primera generacion.- consisten en el uso de biomasa de cultivos, por
ejemplo: maiz, soya y cana de azlcar.

e Segunda generacion.- consisten en el uso de una variedad de materias
primas, desde materiales lignocelulésicos hasta desechos sélidos
municipales por ejemplo: tallos de maiz bagazo de agave, de cana, paja de
trigo, etc.

e Tercera generacion.- consiste en el uso de biomasa proveniente de algas,
mejorando la produccién de combustibles, pero también mejorando los
procesos de seleccion de materia prima.

o Cuarta generacién.- Plantas relacionadas con la tecnologia que combina

materias primas genéticamente modificadas.

Las biorrefinerias constan de una serie de etapas con diversos pretratamientos
como: fisicos, quimicos o bioldgicos, una etapa de ejecucion del bioproceso, y una
ultima de purificacion y separacién (Fernando et al., 2006; Kokossis & Yang,
2010). Para el desarrollo de biorrefinerias econdmicamente viables es
imprescindible el uso de biomasa en la mayor medida posible, es decir biorecursos
de bajo valor que sirve para aplicar combinaciones mas eficientes en el proceso
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de materia prima/conversion cuyo proceso debera permitir la generacién de

bioenergia y bioproductos con un valor econémico mayor al de la materia prima

utilizada.

Los sustratos o biomasas que pueden llegar a ser empleadas para un

enfoque de biorrefinerias son (Budzianowski, 2017):

Biomasa de algas: Adecuadas para las biorrefinerias y generacion de
bioproductos de valor agregado. Comprenden a la generaciéon de
bioproductos valiosos. Es adecuada para el proceso de aguas abajo en la
produccién de bioenergia. La mayoria de los bioproductos basicos y
valiosos que son producidos a base de algas incluyen pigmentos, lipidos,
agares y minerales.

Aceites y grasas vegetales: Sustratos adecuados como fuentes para la
generacion de biopolimeros, biocosmeticos y bionutraceuticos acoplados a
biocombustibles, son productos de alto valor. La obtencién de estos
bioproductos se puede derivar de plantas muy especificas que comprenden
compuestos complejos y concentrados raros por ejemplo acidos
pelargonicos y azelaico compuestos extraidos del cardo.

Biomasa: La biomasa es relativamente barata y se puede cultivar en tierras
marginales sin competencia con la produccién de alimentos. Se componen
de celulosa que comprende principalmente hexosas y hemicelulosa que
implican principalmente pentosas y lignina que es una estructura polimérica
de diversos compuestos aromaticos. La ingenieria genérica apoya al
desarrollo de variedades de arboles y la hierba con mayor tasa de
produccién y estructuras quimicas a medida que mejora la economia y la
sostenibilidad de procesamiento de lignocelulosa en bioproductos de alto
valor y bioenergia.
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2.3.1. Agaves

Los agaves son plantas perennes, con hojas dispuestas en espiral y arregladas en
rosetas en el 4pice de un tallo, el cual puede ser corto y apenas sobre pasa unos
centimetros del suelo. Las hojas por lo general son suculentas, fibrosas, con la
base dilatada y carnosa; su forma varia de lineal a ovalada. Las especies mas
pequefas no sobrepasan veinte gramos de peso, mientras que las de los
magueyes pulqueros son las mas grandes del género, llegando a pesar mas de
treinta kilos cada una. El numero de hojas varia, de cinco a diez o de 150 hasta
200 dependiendo de la variedad (Garcia-Herrera et al., 2010). Los agaves poseen
caracteristicas fisiolégicas y morfolégicas que les confieren una notable
capacidad de adaptacion a los ambientes mas ostiles en los cuales se
desarrollan y se multiplican facilmente, proporcionando una productividad mas alta
que muchas de las plantas cultivadas en condiciones controladas. Pueden
encontrarse en gran diversidad de habitats, desde los valles y planicies hasta
cerros y laderas pedregosas, incluyendo lugares montafnosos de gran altitud. Se
desarrollan mejor tanto a nivel individual como poblacional, sobre planicies
extensas con suelos aluviales, de profundidad y textura medias y de un pH
neutro a ligeramente alcalino (Garcia-Herrera et al., 2010).

Existe una variedad de agave muy peculiar en México, cuya produccion
abunda principalmente en el municipio de Tequila, Jalisco, recibe el nombre de
Agave tequilana Weber variedad azul, dicha especie es el Unico agave que goza
de propiedades que son exclusivas en la produccion de tequila. Se caracteriza por
ser una planta carnosa en forma de roseta fibrosa y de color azul o verde grisaceo,
originado por un alto contenido de ceras, las cuales impiden que la planta pierda
agua. Tiene hojas rigidas, con espinas, almacena inulina en el tallo y es rica en

fructosa (Garcia-Herrera et al., 2010).
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2.3.2. Agave tequilana weber variedad azul

El Agave tequilana variedad azul es también conocido como maguey. El 75% de
las especies que se encuentran en el continente americano se encuentran en
México, de las cuales el 55% son endémicas (Garcia-Herrera et al.,, 2010). Este
55% de especies estan divididas en dos géneros Littaes y Agave, existiendo 82
especies de agaves donde destaca el Agave tequilana variedad azul por sus usos
en la industria tequilera.

El Agave tequilana variedad azul es una especie monocarpica ya que florece
solamente una vez en sus vida y posteriormente muere. Tiene una forma de
roseta formada por sus hojas (pencas) las cuales son verdes, gruesas y carnosas
siendo afiladas en su punta. Es adaptable a condiciones muy adversas como
cerros, laderas o montafas de gran altitud (Garcia-Herrera et al., 2010). Su
produccién es abundante en zonas aridas y semiaridas, han desarrollado
mecanismos bioquimicos y biofisicos a niveles celular y estructural para su
sobrevivencia. Sus cultivos en México son principalmente en: Aguascalientes, Baja
California Norte, Sur, Coahuila, Colima, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Puebla Querétaro, Quintana Roo, San Luis
Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (SIAP 2015).
El Agave producido de siembra en el 2015 fue de 108,119.08 hectareas totales, de
las cuales 67,060.88 corresponden a Jalisco, siendo el estado con mayor
productor de Agave tequilana variedad azul para la industria del tequila (SIAP
2015).

2.3.3. Bagazo de agave

El bagazo de agave es la fibra residual que queda después de cocinar, moler y
extraer el jugo fermentable de la pifia del Agave tequilana variedad azul. Este
subproducto representa el 40% del peso de la planta cosechada. Durante el 2016
se produjo aproximada 1.12 kg x 108 por lo que se generan grandes volimenes de
este desecho y su disposicién se ha vuelto un problema ambiental y econémico
(Avila-Lara et al., 2015; Garcia et al., 2005; Pérez-Pimienta et al., 2013).
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El bagazo de agave tequilero esta formado por fibras gruesas de 10 a 12 cm de
largo (Garcia et al, 2005) compuestas de celulosa, hemicelulosa y lignina

principalmente (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion del agave

Analisis Valor Referencia
Humedad (%) 71 1
pH 5.4 1
Cenizas (%) 8.8 1
Nitrogeno total Kjeldahl (%) 0.53 1
Relacion C:N 95.5 1
Hemicelulosa (%) 22.8 2
Celulosa (%) 26.0 2
Lignina (%) 13.8 2
Extractivos (%) 29.0 2

(% fraccién masica de material seco); ('Nacional et al. 2006; Yang et al. 2015

2.3.4. Opuntia ficus indica

Las especies del genero Opuntia, pertenece a la familia de la Cactaceae, se
caracteriza por presentar cladodios verdes encadenados, en forma de raqueta y
aréolas con gléquidas (espinas). Opuntia ficus indica es una especie nativa de
México conocida coloquialmente como nopal. Tiene una capacidad estructural de
se adapta a la absorcidn y retencion de agua (Medina et al., 2007; Pérez de Paz &
Medina, 1998). Su cultivo es de manera extensiva e intensiva debido a su amplia
tolerancia a las variaciones de temperatura y precipitacién pluvial, tiene una alta
eficiencia productiva, un rapido crecimiento a bajos requerimientos de insumos,
tiene una gran afinidad por los suelos derivados de caliza, aunque también se
desarrollan sobre los de origen igneo, por lo que constituye una opcién energética
y generadora de biomasa para la produccién de bioproductos.

Opuntia ficus indica ha sido utilizada para varios propdsitos como para la

produccién de &cido carminico, se emplea como alimento debido a sus
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propiedades funcionales, se emplea en la produccién de tuna, funge como forraje,
entre otros usos. En la medicina popular se utiliza como medicamento
antidiabético (Pérez de Paz & Medina, 1998) mientras que estudios recientes
indican que tiene efectos diuréticos y antagonicos asi como antinflamatorio y
analgésico (Galati et al., 2002), aplicaciones recientes han empleado Opuntia para
la generacién de biogas obteniendo energia sustentable, limpia y de calidad
(Valdez et al., 2008). La Tabla 2 muestra la composicién de Opuntia ficus indica.

Tabla 2. Composiciéon quimica de Opuntia

Parametro Contenido Referencia
Humedad % (% bh) 94.33 1
Proteinas (% bh) 0.48 1
Grasas (% bh) 0.11 1
Cenizas (% bh) 1.06 1
Ca% 0.33 1
Na% 0.183 1
K% 0.145 1
Fe% 0.322 1
Nitrogeno total (% bs) 0.772 2
Hemicelulosa (% bs) 18.50 2
Celulosa (% bs) 13.10 2
Lignina (% bs) 12.30 2
Proteinas (% bs) 5.60 2
Extractivos 25 2

% bh.- Base himeda, % bs.- Base seca; ('Loayza & Chavez 2007; “Yang et al.
2015)

En México Opuntia tiene un area cultivada aproximadamente de 100,000 ha por
ano, con una produccién de 600,000 toneladas y una productividad de 40-50
ha/afo, considerado como un alto rendimiento superando a varias especies de
agaves Yy cultivos como remolachas, alfalfa, trigo y estando al a par con cultivos
como maiz, sorgo y cana de azucar (Inguez-Fernandez et al., 2011). La Figura 1
muestra la distribucion de las ha de Op en las diferentes actividades mas
relevantes para este sustrato de acuerdo al Servicio de informacion

Agroalimentaria y Pesquera (SIAP 2017) dejando un 34% de ha como
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disponibilidad para su us6 en actividades secundarias como en la produccion de
combustible o bioproductos en general (Morales et al., 2006).

M Forraje EVerdura i Proudccion de tuna M Disponibilidad

Figura 1. Disponibilidad y uso de las ha de en México Opuntia

Dentro de sus aprovechamientos Op es muy variable, desde tiempos coloniales el
jugo de las pencas era utilizado como lubricantes de ruedas de los carros, para
impedir que se quemaran por el uso intensivo, debido a su alto contenido de fibra
insoluble puede prevenir enfermedades de cancer de colon y diferentes
padecimientos digestivos. Trabajos recientes emplean esta materia como materia
prima potencial para la generacion de energia: biogas, biodiesel, bioetanol asi
como productos semi-terminados que pueden ser empleados directamente para la

generacion de bioproductos secundarios.

2.4.Oxalato de calcio

El oxalato de calcio es un compuesto quimico que presenta una estructura de
cristales en forma de agujas llamados rafidios, de formula quimica CaC,O, o bien
Ca (COOQ), tal como se muestra en la Figura 2 (Lencar, 2001). Sus propiedades
fisicas y quimicas que se muestran en la Tabla 3 hacen de este un producto
quimico con valor industrial ya que se puede emplear como anticoagulante en la
determinacién de calcio, se puede emplear en la fabricacion de vidrio ceramicos,
reparacion de suelos, agente blanqueador, limpiador de metales y abrillantador de

piedras preciosas, con un valor en el mercado de 50 a 100 ddlares por cada
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kilograma, deauerdo a su pureza, marca y lugar de procedencia (Bula-Garcia,
2011).

2
Q O
ca’’ ;C_Cé
o o)

Figura 2. Estructura quimica del oxalato de calcio.

Tabla 3. Propiedades quimicas y fisicas del oxalato de calcio (Bula Garcia,
2011).

Propiedades fisicas Propiedades quimicas
Densidad 2.2 kg/m3 Solubilidad en agua 6.7 « 10~*g/mL
Masa molecular 128.097 g/mol Temperatura de 20°C
solubilidad
Punto de ebullicion 200°C

La disposicion del oxalato de calcio en BAg y Op es muy comun ya que se
encuentra acumulado dentro de los tejidos celulares. Existen una variedad de
plantas productoras de productoras de oxalato de calcio en un gran rango de
fraccion masica del 3 al 80% en peso seco (Pérez-Pimienta et al., 2016), donde el
90% del calcio total en estas plantas se puede encontrar como sales de oxalato.
Se han informado que el BAg y Op tienen una concentracién mayor de oxalato de
calcio que la mayoria de materias primas de bioproductos actuales, tales como
residuos forestales (madera de pino), pastos o agricolas (bagazo de cana) (Pérez-
Pimienta et al., 2016).

El oxalato de calcio tiene varias funciones en las plantas como la regulacién de
calcio, les brinda proteccion y les ayuda a la detoxificacion de metales como: Zn,
Cd, Sr, Pb y Al, ayuda a la rigidez y firmeza de la plantas y ayudan a la captacién
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de la luz y su reflexion (Franceschi & Nakata, 2005). Otras propiedades
interesantes del oxalato de calcio es su reaccion exotérmica o incompatibilidad
con oxidantes fuertes como el peréxido de hidrogeno u ozono, ambos
ampliamente utilizados como solventes o productos quimicos para el tratamiento
de biomasa (Banerjee et al., 2011; José A. Pérez-Pimienta et al., 2016). Su
produccién en plantas esta ligada a varias formas y tamanos los cuales estan
clasificados en cuatro tipos principales basandose en su morfologia como
(Moreno-Carcamo, 2004):

e Rafidios (cristales aciculares en agregados)
e Drusas (cristales esféricos)

e Estiloides (cristales aciculares)

e Prismas

En Op y BAg el oxalato de calcio esta presente en dos tipo de poliformo como
whewellita (oxalato de calcio monihidratado) y/o weddellita (oxalato de calcio
dihidratado) (Contreras-Padilla et al., 2011, 2015; Moreno-Carcamo, 2004; Pérez-
Pimienta et al., 2016). El oxalato de calcio soluble es altamente oxidante, corrosivo
y posee una gran cantidad de quelante por lo que puede ser toxico. En la dieta
humana es ingerido por una gran cantidad de alimentos comunes como: nopal,
chocolate, espinacas, leguminosas, entre otros (Moreno-Carcamo, 2004). Su
presencia a altos niveles podria tener efectos (positivos o negativos) en el
rendimiento del pretratamiento en cuanto a la produccion de azucares reductores;
por lo este es claramente un tema muy importante que debe abordarse para
futuras aplicaciones de biorrefineria (Pérez-Pimienta et al., 2016).

La extraccion del oxalato de calcio en Op y BAg se realiza mediante dos
tratamientos quimicos en frio y caliente. La extraccion caliente emplea acidos
fuertes a concentraciones severas de 2 a 3 N (normal) efectuando una remocion

de oxalato de calcio total a una temperatura de 80 °C. Mientras que la extraccion

24



en frio es a T ambiente (Al-Wahsh et al., 2012). Existen varios métodos para su
cuantificacion los mas utilizados son métodos analiticos como los cromatograficos
(HPLC), difraccion de rayos X (DRX) y enzimaticos acoplado a espectroscopia de
UV-Vis (Contreras-Padilla et al., 2011; Minocha et al., 2015; Pérez-Pimienta et al.,
2016).

2.5.Pretratamientos de la biomasa.

Existen caracteristicas claves para el pretratamiento efectivo de la biomasa por
ejemplo, debe de ser de bajo costo y de facil operacién. Los pretratamientos
deben ser efectivos dentro de un amplio rango de carga de sélidos y deben
recuperarse la mayoria de los componentes del material en forma utilizable en
fracciones separadas (Fernando et al, 2006). No deben producir cantidades
limitadas de productos de degradacion de azucares y lignina que inhiban el
crecimiento bacteriano en las fermentaciones o acciones enzimaticas, deben de
proporcionar una demanda energética baja o deben de realizarse de manera tal
que la energia que se invierte pueda utilizarse para otros fines, como

calentamientos secundarios (Fernando et al., 2006; Viikari et al., 2007).

2.5.1. Pretratamiento fisico

La reduccién de particulas de tamanos gruesos esta asistido por trituraciones,
moliendas y astillados, estos son métodos de reduccion de tamafio mecanico que
mejoran la digestibilidad de la biomasa organica y lignocelulésica (Agbor, Cicek,
Sparling, Berlin, & Levin, 2011), aumentado el area superficial y reduciendo el
grado de polimerizacion como la cristalinidad de la celulosa (Agbor et al., 2011;
Sun & Cheng, 2002). La recoleccion y el pre-acondicionamiento de la biomasa
reducen su tamano a troncos gruesos de 10 a 30 mm, mientras que la molienda y
trituracién reduce el tamafno de particula de 0.2-2 mm. Sin embargo, se ha
demostrado que una mayor reduccién de tamano de particula por debajo de 0.40
mm la biomasa tiene poco efecto sobre los rendimientos de hidrdlisis. Por otro
lado el astillado reduce las limitaciones de la transferencia de calor y de masa. Por

lo que la molienda y trituracién son los tratamientos fisicos mas efectivos ya que
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aparte de reducir el tamano de particula reduce la cristalinidad de la celulosa
(Agbor et al., 2011) y su requerimiento energético depende del tipo de biomasa es

decir las caracteristicas de esta asi como el tamano de particulas que se requiere.

Por otro lado, se a demostrado la importancia de los tratamientos fisicos ya
que la molienda aumenta los rendimientos en la produccion de biogas, bioetanol y
biohidrogeno (Agbor et al., 2011). Teniendo en cuenta el alto requerimiento de
energia de la molienda a escala industrial y el aumento en la demanda energética
es poco probable que la molienda siga siendo econdmicamente viable. Sin
embargo, este pretratamiento puede realizarse antes o después de
pretratamientos quimicos, estudios demuestras que la molienda después del
pretratamiento quimico se reduce en gran medida el consumo energeético, el costo
de separacion de hidrélizado/sélido se reduce la produccion de inhibidores para
etapas secundarias.

2.5.2. Pretratamientos acido

Los pretramiento acidos se encuentran entre los pretratamientos mas ampliamente
estudiados en diferentes materias primas, como hierbas, residuos agricolas y
maderas (Agbor et al., 2011; Avila-Lara et al., 2015). Existen una amplia gama de
acidos que fungen como catalizadores como el nitrico, fosforico, clorhidrico y
sulfurico los cuales son los mas utilizados ya que solubiliza o elimina la
hemicelulosa y muy recientemente el acido clorhidrico elimina sales cristalinas de
la biomasa aumentando la accesibilidad de las enzimas a la celulosa, su
efectividad depende de la concentracion de acido y la temperatura de reaccidn, sin
embargo si se aplican condiciones severas se forman productos de degradacion
principalmente furfurales, 5-hidroximetilfurfural, acidos fenélicos y aldehidos, acido
levulinico y otros acidos alifaticos principalmente, que pueden inhibir tanto la
hidrélisis enzimatica como fermentaciones (Agbor et al., 2011; Avila-Lara et al.,
2015; da Costa Sousa et al., 2009). Su modo de accién estd dado por una
solucién acuosa acida y sustrato, la cual se calienta a temperaturas determinadas
(80-215 °C) bajo una carga de sélidos < 4% p/p. Sin embrago estudios sefalan
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que a una mayor carga de soélidos la concentracion de monosacaridos oligémeros
aumenta (Agbor et al., 2011; Salcedo et al., 2010).

2.5.3. Pretratamientos enzimatico

También conocida como hidrélisis enzimatica o sacarificacion enzimatica, es un
método muy efectivo para la liberacibn de azucares simples de materiales
celulésicos tratando de anteponerse a la hidrélisis acida. Es un procedimiento de
hidrélisis de celulosa y hemicelulosa que es catalizada por enzimas como
celulasas y xilanasas, bajo pardmetros como temperatura, pH, tiempo y cantidad
de enzima (Tablena et al., 2010). En la Tabla 4 se muestran algunos intervalos de

operacion habituales.

Tabla 4. Parametros de hidrolisis enzimatica (Avila—Lara et al., 2015; Escamilla-
Alvarado et al., 2015; Talebnia et al., 2010).

Parametros Intervalo de operacion
Temperatura 45-55 °C
pH 4-5
Dosis de celulosa 10-30 (FPU/g material lignocelulésico)
Tiempo de retencion 48-86 horas

Nota: FPU, unidades de papel filtro.

Durante este proceso tres grupos de enzimaticos son empleados principalmente
para la hidrélisis completa de la celulosa, estos tres grupos se dividen en:
endoglucanasas, exoglucanasas y [B-glucosidasas (Talebnia et al., 2010). Las
endoglucanasas hidrolizan al azar las regiones de baja cristalinidad es decir los
enlaces B-1,4-glucosidicos intermoleculares accesibles de las fibras de la celulosa
asi como sus extremos libres de la cadena. Las exoglucanasas degradan la
molécula progresivamente en sus extremos libres para producir celobiosa o
glucosa soluble. Mientras que las B-glucosidasas hidrolizan la celobiosa a glucosa
completando asi la degradacién completa de la celulosa. Cabe mencionar que
tanto las endo como las exoglucanasas son capaces de degradar las regiones
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amorfas de la celulosa, pero ambas se requieren para la degradacion de las zonas
altamente cristalinas de la celulosa (Escamilla-Avarado, 2009; Juturu & Wu, 2014;
Talebnia et al., 2010).

Por otro lado, el principal objetivo de las xilanasas es el xilano (polisacarido
constituido de cadenas de xilosa). El proceso enzimatico utilizado para la hidrdlisis
del xilano esta compuesto generalmente por B-1,4-endoxilanasas, 3-xilosidasas, a-
L-arabinofuranosidadd, a-glucoronidasa y acetil xilan esterasas (Beg, Kapoor,
Mahajan, & Hoondal, 2001). Estas enzimas actuan en conjunto para convertir el
xilano en sus azucares correspondientes (Figura 3). La B-1,4-endoxilanasa
hidroliza el enlace B-1,4 dando xilooliosacaridos. La [B-xilosidasa hidroliza los
xilooligosacaridos a D-xilosa, mientras que las a-glucuronidasas (a-L-
arabinofuranosidasa, a-glucoronidasa y acetil xilan esterasas) liberan los
sustituyentes de la cadena principal del xilano aumentando la velocidad de
difusion de los sustratos y disminuyendo la viscosidad (Polizeli et al., 2005;
Escamilla-Alvarado, 2009).
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Figura 3. Esquema de la hidroélisis de la celulosa por complejos de celulasas
(imagen de Biely 1993, modificada de (Escamilla-Avarado, 2009)).
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En muchos casos es posibles que exista una baja actividad enzimatica de la
celulosa por la disminucion irreversible en la capacidad de adsorcion de la
celulosa. Por lo tanto, para disminuir este efecto se utilizan surfactantes,
pretratamientos fisicos y/o quimicos que modifican la forma natural de la celulosa,
aumentando la superficie de contacto, previniendo la desnaturalizacién de las
enzimas, lo que se traduce significativamente en un aumento en el rendimiento de
glucosa (Agbor et al., 2011; Avila-Lara et al., 2015).

2.5.3.1. Enzimas
Las enzimas son catalizadores biolégicos también conocidos como

biocatalizadores que aceleran las reacciones bioquimicas en organismo Vvivos,
pueden extraerse de las células y luego utilizarse para catalizar una amplia gama
de procesos. Tienen papeles importantes en la produccibn de agentes
edulcorantes y la modificacién de antibioticos, se usan en detergentes, tienen una
importate aplicaciéon en los dispositivos analiticos y ensayos que tienen
aplicaciones clinicas, forenses y ambientales. Su poder catalitico es muy alto ya
que se requiere una baja concentracion de enzima para lograr una aceleracion de
la reaccidn sin que ellas mismas se consuman durante la reaccién. Son descritas
como catalizadores capaces de convertir moléculas de sustrato a moléculas de
producto (Figura 4) (Robinson, 2015).

Sustrato | «————3 | Producto

Figura 4. Descripcion catalitica de las enzimas.

Las enzimas estan basadas en aminoacidos formando proteinas globulares que
varian en tamafno. Son aminoacidos que pueden disponerse como una 0 Mas
cadenas de polipéptidos que se pliegan y se doblan para formar una estructura
tridimensional, que incorpora un area pequefia conocida como sitio activo (Figura
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5), donde el sustrato se une realmente. El sitio activo puede implicar solo un
pequeino numero (menos de 10) de los aminoacidos constituyentes (Robinson,

2015).
m_ Sustrato

Sitio activo A

Figura 5. Representacion del sustrato que se une al sitio activo.

Siendo las propiedades de forma y carga del sitio activo las que le permiten unirse
a un unico tipo de molécula de sustrato de modo que las enzimas pueden
demostrar una considerable especificidad en su actividad catalitica (Robinson,
2015).

Todas las enzimas tienen caracter proteico pero existe un gran niumero de
enzimas que contienen un componente no proteico conocido como cofactor que es
necesario para la actividad catalitica de la enzima. Un cofactor puede ser otra
molécula organica que puede ser una coenzima o una molécula inorganica como
un ion metalico tal como hierro, magnesio, cobalto, cobre o zinc lo cual es

necesario para mantener su estructura y estabilidad (Robinson, 2015).

2.5.3.1.1. Celulasas y xilanasas
Las celulasas y xilanasas son enzimas hidroliticas que participan en el

rompimiento de los enlaces glucosidicos -1-4 presentes en los polisacaridos que
componen la biomasas es decir la celulosa y hemicelulosa, respectivamente
(Odilia, 2002). La hemicelulosa es un polimero cuyo componente principal es el
xilano, este esta compuesto por D-xilopiranosa unido por enlaces (-1-4-
glucosidicos, dependiendo de su origen pueden representar ramificaciones homo
o heteropolisacaridos de grupos acetil, arabinosa y gluconosil, principalmente
(Escamilla-Avarado, 2009; Martinez-avila et al., 2010). Junto con el manano,
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galactano y arabinano, forman parte de la hemicelulosa vegetal. Los principales
monomeros de la hemicelulosa son la D-xilosa, D-manosa, D-galactosa y L-
arabinosa. Las celulasas y xilanasas son producidas por una gran variedad de
microorganismos entre los que se encuentran hongos y bacterias. La mayoria de
los microorganismos celuloticos son capaces de producir tanto celulasas como
xilanasas, sin embargo algunos otros solo producen celulasas o xilanasas. La
produccidén microbiana de estas enzimas esta sujeta a diferentes mecanismos de
regulacién (Odilia, 2002).

2.6. Acido succinico: Produccion y usos
El acido succinico o acido butanodioico es un cristal incoloro soluble en agua,
etanol y acetona. También es conocido como acido ambar ya que se obtuvo por
primera vez en el destilado de &mbar en 1550. El &cido succinico tiene una amplia
gama de aplicaciones industriales ya sean quimicas y en el campo alimenticio.
Sirve como intermediario quimico para la produccién de lacas y esteres de
perfumes, es empleado en la produccién de cosméticos, detergentes, tintas,
estimulantes de crecimiento, en la industria alimenticia se ha empleado como
aditivos, regulador de pH, saborizante y agente microbiano. También tienen
mercado en la produccion de recubrimientos, surfactantes, solventes verdes y

plasticos biodegradables (Axelsson et al., 2012; Salvachua et al., 2016) (Figura 6).

O

HO OH

O

Figura 6. Férmula quimica del acido succinico.

Debido a preocupaciones ambientales como el problema de los desechos de
plasticos, se espera que la demanda del acido succinico aumente
significativamente ya que es un compuesto que sirve como intermediarios para la

generacion de nuevos polimeros biodegradables como: el poli succinato de 1,3-
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propileno, compuesto que se produce de la policondensacién térmica del acido
succinico como 1,3- propanodiol y/o 1,4-butanodiol. Estos quimicos puede usarse
adicionalmente para la produccién de poli succinato de butileno (PBS) el cual es
un compuesto biodegradable con excelentes propiedades térmicas y mecanicas,
asi como procesabilidad termoplastica (Axelsson et al., 2012).

A partir del 2016 el 4cido succinico tiene una produccién mundial de 30,000
a 50,000 toneladas por afio, con un precio de mercado de 2,400 a 3,000 dolares
por tonelada, por lo que se espera que su mercado alcance las 100,000 toneladas
anuales en afos proximos (Axelsson et al, 2012; Budzianowski, 2017). Su
produccién es atraves de tres rutas quimicas principalmente, la oxidacién de
parafinas, hidrogenacion catalitica y electroreduccion del acido maleico o
anhidrido maleico (Axelsson et al., 2012; Corona-Gonzalez et al., 2016). En el
proceso de oxidacion de parafinas se emplean catalizadores de calcio 0 magnesio
y se obtienen varios tipos de acidos tricarboxilicos al mismo tiempo.
Posteriormente, el &cido succinico se recupera y se purifica por destilacion,
cristalizacién y secado. Sin embargo, el rendimiento y la pureza del &cido
succinico obtenido por este método es relativamente poco. Por otro lado, la
hidrogenacion consiste en llevar acabo de forma homogénea o heterogenia
mediante una cuidadosa seleccion de catalizadores, obteniendo altos rendimiento,
pureza y selectividad. Sin embargo, este proceso es complicado, costoso y podria

tener implicaciones ambientales.

Recientemente desarrollos en la producciéon de &cido succinico se han
centrado en alternativas biotecnoldgicas atreves de biorrefinerias. En particular la
transformacion microbiana basada en el uso de biomasas renovable como materia
prima. Teniendo en cuenta que el hecho de que el CO; es asimilado durante la
fermentacién del acido succinico puede concederse como una ventaja (Axelsson
et al., 2012). Su produccion biotecnoldgica se encuentra todavia en una escala de
demostracién, pero se espera un avance significativo a medida de que las
principales empresas avanzan en esta proyeccion en conjuntos comerciales y

departamentos de investigacion asi como de desarrollo. Un ejemplo a ello es la
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empresa BioAmber, una empresa estadunidense dedicada a la produccién de
acido succinico de base bioldgica que ha construido una planta de demostracion
en Pomacle Francia con una capacidad de 2000 toneladas por afo bajo un precio
de mercado de 4,550 délares por tonelada (Axelsson et al., 2012; Budzianowski,
2017). Siendo el acido succinico un quimico indizado por la US-DOE como uno de
los 10 bioquimicos con mayor potencial de mercado, junto con el furano, glicerol y

sus derivados, sorbitol, xilitol, entre otros (Budzianowski, 2017).

2.7. Microorganismos productores de acido succinico
El acido succinico es un intermediario del acido tricarboxlico (ATC) y uno de los
productos finales de la fermentacion bacteriana de metabolismos anaerobios. Es
sintetizado en casi todas las células microbianas y eucariontes, tanto vegetales y
animales (Song & Lee, 2006).

Existen muchas especies bacterianas que tienen la via de conversién a
acido succinico de acuerdo a datos experimentales, los microorganismos de

produccién se muestran en la Tabla 5 (Axelsson et al., 2012; Chen et al., 2011).

Tabla 5. Especies microbianas productoras de acido succinico.

Microrganismo

Actinobacillus succinogenes
Succinivibrio dextrinosolvens
Klebsiella pneumoniae
Paecilomyceas varioti
Penicillium simplicissimum
Ruminococcus flavefaciens
Klebsiella oxytoca

Mannheimia succiniciproducens
Anaerobiospirillum succiniciproducens
Bacteroides amylophilus
Bacteroides fragilis

Bacteroides succinogenes
Clostridium thermosuccinogenes
Cytophaga succinicans
Escherichia coli

Fibrobacter succinogenes
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Es importante sefalar que todas las especies producen succinato como producto
final y a veces el succinato funge como intermediario que puede convertirse en
otros productos, como el propianato (Axelsson et al., 2012). Actualmente los
microorganismos con alta eficiencia de produccion de acido succinico son:
Actinobacillus succinogenes, Anaerobiospirrillum succiniciproducens, Mannheimia
succiniciproducens y muy recientemente se ha reconocido a Corybacterium
glutamicum. En la Tabla 6 se muestran diferentes especies productoras de &cido
succinico (Axelsson et al., 2012; Song & Lee, 2006).

34



Tabla 6. Diferentes especies de microorganismos productores de acido succinico (Axelsson et al., 2012).

Produccion de acido succinico microbiano

Cepa Sustrato Métodos Concentraci6 Productividad Rendimiento
n (g/L) (g/L*h) (9/Sustrato)
A. succinogenes

FZ53 Glucosa Anaerdbico, lote 105.8 1.36 0.83

FZ6 Hidrolizados de fibra de maiz Anaerdbico, lote 70.6 0.7 0.88

130Z Sake lees Anaerdbico, lote 48 0.94 0.75

1302 Suero de leche Anaerdbico, lote 21.5 0.44 0.57

1302 Glucosa Anaerdbico, lote 67.2 0.8 0.7
CGMCC2650 Paja de maiz Anaerdbico, lote 15.8 0.62 1.23
CGMCC1593 Melaza de cana Anaerdbico, lote 50.6 0.84 0.8
CGMCC1593 Hidrélizados de maiz Anaerdbico, lote 53.2 1.21 0.83
CGMCC1593 Glucosa Anaerdbico, lote 60.2 1.3 0.75
CGMCC1716 Hidrdlizados de fibra de maiz Anaerdbico, lote 35.4 0.98 0.73

CIP106512 Hidrolizados de bagazo de Anaerdbico, lote 22.5 1.01

cana de azuUcar




Mannheimia succiniproducens

M. succiniciproducens es una bacteria en forma de varilla anaerdbica facultativa,
capnofilica, mesofilica, Gram-negativa similar a A. succinogenes. Fermenta una
amplia variedad de sustratos e hidrolizados, presenta una desventaja la cual es la
auxotrofia (necesidad de vivir en presencia de una sustancia) porque el organismo
es incapaz de sintetizarla a diferencia de A. succinogenes, M. succiniproducens
lleva acabo un ciclo de &cido tricarboxilico (ATC) completo y puede crecer de
manera eficiente tanto en condiciones aerdbicas como anaerdbicas. Su
metabolismo da lugar a acido succinico como producto mayoritario y acidos
acéticos y férmico como subproducto principales en condiciones de flujo de
diéxido de carbono y pH de 6.0-7.5 (Beauprez et al., 2010).

Anaerobiospirillum succiniproducens

A. succiniciproducens es una bacteria anaerobia estricta, capnofilica, mesofilica,
pleomorfica, Gram-negativa y es considerada como un patégeno. La composicidén
requerida de su medio de crecimiento indica que esta cepa es autotrofica para
muchos aminoacidos y vitaminas. En la mayoria de los casos se requieren
extractos de levaduras y peptona, que da lugar a altos valores de rendimiento y
produccién de acido succinico. Este microorganismo fue aislado de la garganta y
heces de los perros Beagles. Produce acido succinico como productor mayoritario,
etanol y acido acético como minoritario bajo consideraciones estrictas de
anaerobiosis. Utiliza la carboxilacion de fosfoenolpiruvato (PEP) para producir
acido succinico. Los factores ambientales criticos para la produccion de acido
succinico y para el crecimiento del microorganismo son: la presencia de dioxido de
carbono, pH, una fuente externa que proporcione electrones y diversos
compuestos del medio. El suministro de hidrégeno como donate de electrones
incrementa tanto el rendimiento hacia el acido succinico como la productividad. Es
un microorganismo que puede emplear fuentes de carbono como: glucosa,
glicerol, sacarosa, maltosa, lactosa y fructosa muy recientemente se ha visto que
el uso de glicerol en lugar de glucosa da lugar a un incremento en el rendimiento
del acido succinico y un aumento de la selectividad respecto al 4cido acético.
Escherichia coli



Es una bacteria caracterizada por su abundancia en la naturaleza y su pequeno
tiempo de duplicacion. Las herramientas de ingenieria genética son en este
organismo mas faciles de aplicar y permiten diversos procesos de produccion. En
condiciones aerobias se produce acetato mientras que en condiciones
anaerodbicas puede fermentar glucosa para producir etanol, acido féormico, acético,
lactico y pequenas cantidades acido succinico. El rendimiento del succinato a
partir de glucosa en E. coli no suele ser superior al 0.2 mol/mol.

Actinobacillus succinogenes.

Es una bacteria anaerobia facultativa, capnofilica, mesofilica pleomorfica, Gram-
negativa y miembro de la familia Pasteurellaceae. Es conocido como uno de los
microorganismos naturales mas eficientes en la produccién de acido succinico.
Puede llevar acabo fermentaciones a partir de un amplio nimero de fuentes de
energia por ejemplo arabinosa, celobiosa, fructosa, galactosa, glucosa, lactosa,
manosa, manitol, sorbitol, sacarosa, xilosa o salicina, asi como sueros l4cticos,
necesita didéxido de carbono para simular el crecimiento y la produccion de
succinato. Es aislada del rumen de las especies bovinas sin embargo la
abundante presencia de vitaminas y aminoacidos en el rumen da lugar a que
ciertas rutas biosinteticas se pierdan, siendo asi el caso de la falta de nutrientes en
el medio. Bajo condiciones anaerobias A. succinogenes tiene una excelente
tolerancia a altas concentraciones de glucosa, lo cual es un punto a favor durante
la fermentacion ya que durante este proceso se han registrado concentraciones de
hasta 105.8 g/L utilizando glucosa (Beauprez et al., 2010; Pateraki et al., 2016).

2.7.1. Mecanismos de conversion hacia la produccion de acido succinico

La glucosa se transporta a la célula con la accién de una permeasa (sistema de
transporte), llegando a la fosforilacibn en el sistema de fosfotransferasa
dependiendo del fosfoenolpiruvato y de la actividad de hexoquinasas. Ademas, la
glucosa-6-fosfatasa se cataboliza a fosfoenolpiruvato (PEP) a través de la via
glucolitica, mientras que la via oxidativa de la pentosa fosfato contribuye muy poco

en el catabolismo de la glucosa. La nicotina adenina dinucléotido fosfato (NADPH)
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se forma a partir de la nicotina adenina dinucléotico (NADH) a través de la
transhidrogenacién o la combinacion de NADH-oxidantemalato deshidrogenasa y
NADP-reducida de la actividad de las enzimas malicas, mientras que la NADH se
produce a través de la actividad del piruvato deshidrogenasa y el formiato
deshidrogenasa. Por otro lado, los requisitos de NADPH afectan la distribucion del
flujo entre las vias de carbono 3 y 4 (vias metabdlicas de fijacién de carbono en el
metabolismo), principalmente debido a actividades del piruvato deshidrogenasa y
formiato deshidrogenasas. Las cuatro rutas mas importantes en la distribucién de
flujo para la produccion de succinato por A. succinogenes son fosfoenolpiruvato,
oxaloacetato, malato y piruvato tal como se muestra en la Figura 7 (Axelsson et
al., 2012; Pateraki et al., 2016).
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Figura 7. Vias metabdlicas de Actinobacillus succinogenes y posibles

transportadores de azucares (Pateraki et al., 2016).
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En resumen, existen tres rutas importantes que pueden formar acido succinico: la
rama reductora del acido tricarboxilico también conocida como la ruta de
fermentacion (principalmente activa bajo condiciones totalmente anaerobicas), la
rama oxidativa del ciclo del acido tricarboxilico (principalmente activa en
condiciones aerdbicas) y la ruta del glioxilato que es esencialmente activa en
condiciones aerobicas tras la adaptacion del crecimiento en acetato (Axelsson et
al., 2012). Dependiendo de la asimilacion estequiometrica del didxido de carbono
e hidrégeno, el rendimiento global puede variar significativamente que la glucosa
necesita de un agente que ayude a la reduccion de este a acido succinico
(Axelsson et al., 2012):

C6H1206+002% HOOCCHzCHQCOOH+CH3COOH+HCOOH
7C6H1206+C02% 12HOOCCHQCH2COOH+ 6H20
CeH1206+2C0Os+H;———> 2HOOCCH-CH>,COOH+ 2H-0O

En condiciones anaerobias, el succinato deriva del fosfoenolpiruvato (FEP) a
través de varios compuestos intermedios del ciclo del acido tricarboxilico que
incluye el oxalacetato, malato y fumarato, pero se reconoce la primera ruta como
la via primaria. Dependiendo del microorganismo y las condiciones de cultivo
pueden sintetizarse otros metabolitos como etanol, acetato, lactato y formiato

cuando el piruvato se oxida aun mas.

La ruta de fermentacion convierte oxaloacetato en malato, fumarato y luego
succinato requiriendo 2 moles de NADH (coenzima) por mol de succinato
producido. Un obstaculo importante para obtener un rendimiento alto de acido
succinico a través de la via fermentativa se debe a la limitacién de la coenzima
NADH. Lo cual se debe a que 1 mol de glucosa puede proporcionar solo 2 moles
de NADH a través de la ruta glucolitica. Por otro lado para la formacién de 1 mol
de succinato a través de la ruta de fermentacién nativa se requieren de 2 moles de
NADH. Por lo tanto el maximo rendimiento tedrico molar de succinato a partir de
glucosa esta limitado a 1 mol/mol de glucosa suponiendo que todo el carbono
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pasara por la ruta de fermentacion nativa de succinato. En este caso la glucosa
que asimila A. succinogenes se metaboliza a FEP por glicolisis y la via oxidativa
de pentosa fosfato. Para lograr la sintesis ain mas de succinato por FEP se
requieren de cuatro enzimas claves que incluyen fosfoenolpiruvato
carboxiquinasas, malato, deshidrogenas, fumarasas y fumarato reductasas (Figura
8).

Glucose
NAD" NADP*
PG
NADH NADPH
Phosphoenolpyruvate
co Lactate
/ \ NAM}V
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Oxaloacetate A, »Pyruvaté
NADH NADPH
NADP* 10 Formate—n- H,+CO,
NAD*
Malate Acetyl-CoA .. Acetyl-phOSphate—;- Acetate
NADH
1
NAD*
Fumarate Acetylaldehyde
NADH NADPDH
6 15
NAD" N AD+
Succinate Ethanol

Figura 8. Via de produccion de acido succinico por A. Succinogenes
simplificada.

(1) Enzima de la ruta Embden-Meyerhof, (2) enzimas de la via del fosfato de
pentosas, (3) fosfoenolpiruvato carboxiquinasas, (4) malato deshidrogenasas, (5)
fumarasa, (6) fumarato reductasas, (7) piruvato cinasa, (8) lactato
deshidrogenasas, (9) oxaloacetatos descarboxilasas, (10) enzima malica, (11)
piruvato-formiato liasa, (12)acetato cinasa, (13) fosfo-transacetilasas, (14)
acetaldehido deshidrogenasas, (15) alcohol deshidrogenasa.
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3. Justificacion

Los procesos biotecnolégicos han demostrado su factibilidad tecnoldgica,
ambiental y econdmica. Sin embargo, estos procesos siguen en continua
evolucidén para encontrar soluciones a nuevos problemas. Tal es el caso de los
procesos de biorrefineria para la obtencién de bioproductos.

El &cido succinico es un bioproducto que se obtiene por rutas fermentativas de
microorganismos con potencial de produccion. Se ha demostrado la factibilidad de
agregar una etapa adicional a la obtencion de hidrélizados como fuente de energia
para los microorganismos productores de acido succinico, lo que da la posibilidad
de obtener hidrélizados de mejor calidad.

El sustrato para este proceso es la biomasa, que puede ser materias primas
refinadas, cultivos o residuos. Si se utiliza residuos y materias primas con
disponibilidad de suelo como materiales vegetales no competitivos con cultivos
alimenticios, se resolveria la problemética de la disposicidbn de residuos y

aprovechamiento de materiales silvestres que no tienen ningun uso.

Con la finalidad de poder comparar trenes de proceso y alternativas de
obtencién de acido succinico, asi como su comparacién con otros procesos de
obtencién y disposicién de residuos y materia vegetal, es necesario evaluar cada
etapa del proceso, con técnicas estadisticas, analisis fisico-quimicos vy
caracterizaciones de la biomasa e hidrélizados obtenidos.

La obtencion de todos estos resultados podria ayudar a impulsar procesos
sustentables que ayuden a la resolucién de problemas como la dependencia de
recursos fosiles, el cambio climatico y la disposicion de materia vegetal y residuos
lignoceluldsicos disponibles.
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4. Hipotesis

Remover oxalato de calcio en el bagazo de agave (BAg) y Opuntia (Op) permite
obtener azlcares que sean mas asimilables en la produccién de acido succinico

por Actinobacillus succinogenes.

Hipotesis particulares

e La hidrolisis 4cida de Opuntia permitira la obtencion de concentraciones
mayores de azucares fermentables que la de bagazo de agave.

e La hidrdlisis enzimatica de biomasa sin oxalato de calcio producira una
concentraciones mas altas de azucares fermentables que a partir de
biomasa con oxalato.

e Los hidrolizados enzimaticos de biomasa sin oxalato de calcio seran de
mejor asimilacion para la produccion de acido succinico comparado con los

hidrolizados acidos del proceso.

5. Objetivos

Obtener acido succinico a partir del bagazo de agave y de Opuntia bajo un
enfoque de biorrefineria integrado por los procesos de i) extraccion de oxalato de

calcio, /i) tratamiento acido, iij) tratamiento enzimatico y iv) fermentacion.

Objetivos particulares.

e Realizar la caracterizacién de BAg y Op pretratado y sin pretratar.

e Realizar hidrélisis acida diluida de bagazo de agave y de Opuntia.

e Remover y recuperar el oxalato de calcio, en Opuntia'y bagazo de agave.

e Sacarificar enzimaticamente las biomasas de bagazo de agave y Opuntia:
hidrolizadas y sin oxalato de calcio.

e Obtener acido succinico a partir de los hidrélizados acidos y enzimaticos de
bagazo de agave y Opuntia.
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6. Metodologia

6.1. Plan de trabajo

El trabajo de tesis se dividié en tres fases y cuatro actividades que se realizaron

como se describe en la Figura 9.
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Figura 9. Diagrama de flujo del plan de trabajo

En la Figura 10 se muestra el diagrama de flujo del tren de tratamiento planteado

para este trabajo de
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6.2. Actividad 1. Técnicas de caracterizacion de sustrato para la produccion
de acido succinico

6.2.1. Propésito
Conocer y aplicar las técnicas de caracterizacidon a los sustratos utilizados en las
actividades posteriores.

6.2.2. Disefo de experimentos
Se realizd la caracterizaciéon fisicoquimica de Op y BAg para conocer la
composicidon y caracteristicas iniciales para las etapas de pretratamiento quimico y

enzimatico de los sustratos.

6.2.3. Programa de seguimiento y analisis
La Tabla 7 refiere los diferentes analisis que se realizaron para la biomasa
empleada en este trabajo.

Tabla 7. Parametro de analisis y caracterizacion

Analisis y Parametro Frecuencia Método Referencia
Solidos totales Lote Gravimétrico  (APHA/AWWA/WEF, 2012)
Solidos volatiles Lote Gravimétrico  (APHA/AWWA/WEF, 2012)
Nitrogeno Kjeldahl total Lote Colorimétrico (Sambrano-Arévalo et al.,

2015)

Celulosa Lote Gravimétrico (AOAC, 1990)
Hemicelulosa Lote Gravimétrico (AOAC, 1990)
Lignina Lote Gravimétrico (AOAC, 1990)
Analisis elemental Lote Combustion (Yang et al., 2015)
Analisis térmico Lote, Térmico (Avila-Lara et al., 2015)
gravimétrico ensayos
Difraccion de rayos X Lote, Difraccion (Pérez-Pimienta et al., 2016)

ensayos
Analisis elemental Combustion (Yang et al., 2015)

(C,H, N, S)




6.2.4. Métodos y procedimientos

Preparacion de la biomasa

El BAg en este estudio se obtuvo de la destiladora Rubio, una planta productora
de tequila en Tequila, Jalisco. El BAg se obtuvo de la cosecha de agosto del 2016.
La biomasa se secd en un horno a 55 °C durante 72 h, se molié en un molino
manual y se tamizé hasta un tamafo de particula menor a 210 micrémetros (malla
70), la biomasa se almacend en bolsas de plastico selladas libre de humedad.
Mientras que Op se obtuvo de campos de cultivo de productores de nopal del
estado de Michoacan de una edad aproximada de 24 meses. El bagazo de Op se
obtuvo del procesado de cladodios en un procesador de alimentos en el
laboratorio de ingenieria quimica Il, fue secado a una temperatura de 55°C por 72
h'y se tamizo hasta un tamafno de particula menor a 210 micrémetros (malla 70).
Determinacion de celulosa

Pasos previos al analisis:

1. Levar el filtro de vidrio poroso a peso constante a 105°C por 2 h.
2. Llevar la capsula a peso constante a 105°C por dos horas
3. Levar el filtro Gooch a peso constante a 105°C por 2 horas.

Método:

4. Extraer la grasa de la muestra con éter de petréleo en el Soxhlet por 5 h.
5. Pesar 2 g de la muestra desengrasada y seca (Pm), colocarla en un matraz

de fondo plano.
Adicionar:
2 g de &cido tricloroacético.
5 mL de HNO;3
70 mL de acido acético 70 % v/v

6. Colocar a reflujo por 30 min
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Filtrar con filtro de vidrio poroso grado C.
Lavar el residuo con agua caliente destilada hasta eliminar el olor a acido
acetico.

9. Secar el filtro con la muestra en la estufa a 105°C por 2 h.

10.Pesar el filtro con el residuo seco (Pv).

11.Pesar la capsula de porcelana vacia (Pc).

12.Contener el material del filiro y colocarlo en la capsula para incinerar a
550°C por 5 horas.

13.Pesar la capsula conteniendo las cenizas después de la incineracion (pf).

%Celulosa = 2X2P¢ 4100 (1)
Pm
Determinacion de hemicelulosa
La determinacion de la hemicelulosa se realiz6 por la diferencia de la celulosa y la
holocelulosa de las muestras. La holocelulosa es la materia fibrosa libre de lignina,
que comprende solo a la hemicelulosa y celulosa. La determinacién de
holocelulosa se realiz6 removiendo la lignina de la muestra mediante la cloracién.
Mediante el procedimiento siguiente:
1. Preparar una solucion de alcohol etilico al 95% v/v.
2. Preparar una solucion de alcohol-monoetanolamina disolviendo 3% v/v
monoetanolamina en alcohol etilico al 95%.
3. Pesar 2 g de muestra desengrasada (Pm) en un filtro de vidrio poroso grado
C puesto previamente a peso constante (Pv).
4. Colocar la muestra dejando reposar toda la noche con una solucion de
hipoclorito de sodio comercial al 50% v/v.
Remover el hipoclorito de sodio, filtrando al vacio.
6. Anadir alcohol al 95% para disolver el exceso de hipoclorito de sodio.
Después de un minuto remover por succion.

7. Lavar con agua destilada fria.
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8. Anadir solucion de alcohol-monoetanolamina a 75°C de tal manera que

quede la materia completamente cubierta. Agitar. Reposar la solucidén por 2

min y eliminar por succidn. Repetir este paso.

9. Eliminar cualquier rastro del solvente lavando dos veces con alcohol y

después dos veces con agua fria.

10.Llevar a sequedad en estufa a 103°C por 12 h y pesar el filtro con muestra

(Ps).
Ps—Pv
% Holeocelulosa = ——x100 (2)
%Hemicelulosa = holeocelulosa — celulosa — ceniza (3)

Determinacion de lignina

En este tipo de muestras, la lignina se determind por hidrélisis de todo el material

celulésico mediante una digestion con H>SO4 y calor. Mediante el procedimiento

siguiente:

1.

Pesar aproximadamente 0.2 g de BAg y Op y pasar a un tubo de ensaye

con rosca.

2. Anadir 1 ml de HxSOq4 al 72%.

3. Colocar la muestra durante una hora en un bafno de agua a 30 °C agitando

frecuentemente para asegurar una homogenizacion completa.

Diluir con 28 ml de agua destilada por cada mililitro de acido transferir el
contenido en el tubo a un matraz Erlenmeyer de 125 ml.

Realizar una hidrélisis secundaria en autoclave, manteniendo 120 °C
durante 1 h.

Filtrar en filtro Gooch previamente llevado a peso constante con su filtro,
lavando el residuo con agua destilada hasta remover completamente el
acido.

7. Secar a 70 °C durante 24 h hasta peso constante y registrar peso (Ps).

8. Calcinar la muestra a 550 °C y pesar (Pc).

% Lignin = "%Cxloo (4)
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Determinacion de extractivos

Pasos previos al analisis:

1. Llevar el filtro de vidrio poroso a peso constante a 105°C por 2 h.
2. Llevar la capsula a peso constante a 105°C por dos horas.
3. Llevar el filtro Gooch a peso constante a 105°C por 2 horas.

Método:

. Pesar aproximadamente 0.5 g de muestra (Pm).
. Pasar a un tubo de ensaye con rosca.

. Anadir 10 ml de agua destilada al tubo.

4
5
6
7. Colocar la muestra 24 horas en un bafo a 60 °C.
8. Filtrar y lavar la muestra con 10 ml de agua destilada, se registra el peso.
9. Llevar a sequedad por 12 h (Pex).

1

0. Registrar el peso.

% AP = %xmo (5)

Determinacion de humedad, sdlidos totales, solidos volatiles y cenizas

Se pes6 1 g de BAg y Op en una capsula de porcelana llevada a peso constante
previamente dentro de un horno a 105 °C por 12 horas. Se dejo enfriar la capsula
a temperatura ambiente dentro de un desecador. Se registrd6 el peso y el
porcentaje de humedad se calculd de acuerdo a la ecuacién 6. Los sélidos totales
se calcularon de acuerdo a la ecuacion 7. Para la determinacion de soélidos
volétiles y cenizas, la misma muestra seca se calcindé a 550 °C por 6 h en una
mufla y se pesd después de enfriarse a temperatura ambiente en un desecador.

%Humedad = Ei:: x100 (6)
%ST = =100 (7)
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P2-P3

%SV = P2-PO

x100 (8)

) P3
%cenizas = -

-PO
—22x100 9)

Analisis térmico gravimétrico (TGA)

El andlisis térmico gravimétrico se realiz6 para determinar la estabilidad térmica de
los sustratos pretratados y sin pretratar con la finalidad de ver la estabilidad por
tratamiento térmico. Las curvas de TGA se obtuvieron utilizando 3.00 mg de
muestra como masa de la muestra inicial. Las muestras se midieron con un
analizador térmico Q 500, TA Instruments con un intervalo de temperatura de 25-
700 °C y una velocidad de calentamiento de 10 °C/min en una atmésfera de argén.

Difraccion de rayos-X

La difraccidn de rayos X se realiz6 con la finalidad de ver las fases cristalinas de la
biomasa, en los pretratamientos que se realizaron. Por otro lado, esta técnica
sirvio para evaluar la remocion de compuestos cristalinos, especificamente el
oxalato de calcio. Las muestras se analizaron en un difractdmetro de rayos X
Siemens D5000 a temperatura ambiente con radiacidn monocromatica CuKa en
un rango 206 de 10 a 50° con un tamafo de paso de 0.0167° de acuerdo los

parametros establecidos por Pérez-Pimienta et al., 2016.

Nitrégeno Kjeldahl total
La determinacién de nitrégeno total Kjeldanhl se realiz6 mediante una digestién al
descomponer el nitrégeno en los sustratos vegetales utilizando una solucién de

acido concentrado.
Analisis elemental (C, H, N, S)

El analisis elemental se realiz6 de muestras de BAg y Op molidas y secas en el
Instituto Tecnoldégico de Durango. Las fracciones en masa de C. H, Ny S se
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determinaron utilizando un analizador elemental Perkin Elmer 240.Mientras que el

O fue determinado por diferencia de %.

6.3. Actividad 2. Remocion y recuperacion de oxalato de calcio en BAg y Op

6.3.1. Propdsito
Efectuar la remocién de oxalato de calcio y realizar la cuantificacion del mismo,

mediante un pretratamiento quimico a condiciones severas.

6.3.2. Disefo de experimentos

Se evalu6é el contenido de oxalato de calcio en BAg y Op asi como la
concentracion de azucares reductores obtenidos con la finalidad de ver el poder
de severidad del procedimiento. Mientras que la eliminacién del oxalato de calcio
en la biomasa se evalu6 por difraccibn de rayos X y se cuantifico por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

6.3.3. Programa de seguimiento y analisis

Los experimentos se realizaron por triplicado para ambos materiales antes de ser
sometidos a hidrolisis acida. Se tomaron 2 mL de muestra para cuantificacion de
azucares y oxalato de calcio, en la Tabla 8 se muestra el programa de seguimiento
y analisis.

Tabla 8. Programa de seguimiento y analisis

Parametro y Técnica o Frecuencia Referencia
analisis método

Cristalinidad DRX Lote, ensayos (Pérez-
Pimienta et
al., 2016)

Oxalato de calcio HPLC Lote

Azucares Miller (DNS) Lote, ensayos (Saqib &

reductores Whitney,
2011)
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6.3.4. Métodos y procedimientos

Remocion de oxalato de calcio

La remocion de oxalato de calcio se realiz6 sometiendo 5 g del material vegetal a
50 ml de una solucién de acido HCL 2 M en botellas serolégicas a 80 °C por 30
min con agitaciéon manual por triplicado. Una fraccién liquida de 2 mL se llevé a
centrifugaciéon a 10000 rpm por 10 min en una microcentrifuga (MICROMAX RF
120, Inglaterra), para la cuantificacion de oxalato de calcio y azucares reductores
(Wahsh et al., 2012; Avila-Lara et al., 2015; Contreras-Padilla et al., 2011; Pérez-
Pimienta et al.,, 2016). Los triplicados se filtraron a vacio atreves de papel filtro
Whatman N° 1 haciendo un solo lavado con 400 mL de agua caliente para eliminar
trazas de &cido y sales que hayan quedado en la biomasa filtrada, la fraccion
liquida se llevd a evaporacion mientras que la biomasa se seco a 55°C y se
almacend para la etapa de sacarificacién enzimatica (Avila-Lara et al., 2015).

Determinacion de azucares reductores

Los monosacaridos a partir del hidrolizado tienen la capacidad de oxidarse y
reducir el acido 3,5-dinitrosalicilico en condiciones alcalinas (Sagib & Whitney,
2011). Esta reduccion se nota por la produccién de una coloracion amarilla la cual
es mas intensa a concentraciones altas de azucares reductores. La técnica de
Miller (DNS) es una técnica colorimétrica que cuantifica una concentraciéon por
absorbancia a una longitud de onda (A) de 550 nm. Se realiz6 una curva de
calibracién de dextrosa al 0.1% como estandar. Se tomé 0.5 mL de hidrolizado
previo a una dilucion, se adicion6 1.5 ml de DNS y se homogeniz6 en un vortex
(Scientific Industries, 51-0136, USA), se llevd a ebullicién en bafo Maria por 5 min.
La reaccién se detuvo por choque térmico y se dejé enfriar. Se agregé 3 mL de
agua destilada. La concentracion se cuantifico midiendo la absorbancia en un
espectro uv-vis (HACH DR 6000, USA) a una longitud de onda de 550 nm.

Recuperacion de oxalato de calcio
La obtencion de oxalato de calcio se realiz6 evaporando el volumen de reaccion
de cada triplicado mas el volumen de lavado. La fraccion soluble se llevé a

evaporacion en un vaso de precipitado de 1000 mL dentro de un horno de secado
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por conveccién a 80 °C por un periodo de 72 h. El sélido que se obtuvo se

homogenizd y se almacend en condiciones libres de humedad.

Cuantificacion de oxalato de calcio

Para la cuantificacién de oxalato de calcio las muestras fueron centrifugadas a
10000 rpm durante 10 min en una microcentrifuga (MICROMAX RF 120,
Inglaterra) y se filtraron en una membrana de acetato con un filtro de celulosa de
tamafo de poro de 0.2 um. Las muestras fueron ajustadas a un pH de 6 con una
solucién 4 M de NaOH y posteriormente, se analizaron por HPLC equipado con un
detector de UV fijando una longitud de onda de 210 nm. La separacién por
cromatografia se llevé a cabo en una columna Grace Davison de 250 x 4.6 mm
utilizando una fase mévil de H,SO4 0.4mM a un flujo de 0.6 mL / min. La cantidad
de acido oxdlico en cada muestra se determin6 mediante una curva de calibracién
utilizando como estandar acido oxalico (0 a 0.001 g/L). Todas las muestras fueron

extraidas y analizadas por duplicado.
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6.4. Actividad 3A. Pretratamiento acido para BAg y Op

6.4.1. Propdésito
Realizar hidrélisis acida en muestras de BAg y Op con oxalato de calcio y sin
oxalato de calcio evaluando la concentraciéon de azucares reductores como

respuesta declarada en el disefio de experimentos.

6.4.2. Disefio de experimentos

Se realizaron dos ensayos por triplicados de hidrdlisis &cida diluida, para BAg y
Op. Los de BAg sirvieron como control inicial de la experimentacién
correspondiente, mientras que los ensayos de Op se realizaron con la finalidad de
estimar los factores y niveles de disefios experimentales. Ambos sustratos se
evaluaron bajo tres factores: carga de sdlidos 8.5% p/p, concentracion de acido
2.1% p/p y tiempo de reaccion 33.8 min siendo estas condiciones 6ptimas
reportada para bagazo de agave como material recalcitrante (Avila-Lara et al.,
2015). Para Op, se realizé un primer disefio 2% por duplicado para evaluar los
efectos e interacciones de los factores de concentracidén de acido, carga de solidos
y tiempo de reaccién. Como respuesta al disefio fue la concentracién de azucares

reductores (Tabla 9y 10).

Tabla 9. Condiciones experimentales del disefio factorial 2°

Factores unidades Niveles
-1 0 1
Concentracion de acido % (p/p) 1 2 3
Tiempo de reaccion Min 25 45 65
Carga de solidos % (p/p) 4 8 12
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Tabla 10. Combinaciones del disefio de experimentos 23

Corrida Concentracion de Tiempo de Carga de solidos
acido (%p/p) reaccion (min) (%p/p)
1 1 25 4
2 1 25 4
3 3 25 4
4 3 25 4
5 1 65 4
6 1 65 4
7 3 65 4
8 3 65 4
9 1 25 12
10 1 25 12
11 3 25 12
12 3 25 12
13 1 65 12
14 1 65 12
15 3 65 12
16 3 65 12

De acuerdo a los resultados que se obtuvieron se establecid un disefio de
experimentos central compuesto (DCC) 22 con 4 puntos centrales y 4 axiales para
encontrar una posible region de optimizacion. El tiempo de reaccién fue de 33.8
minutos, tiempo medio para evitar incremento en costos de operacién. (Tabla 11y
12).
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Tabla 11. Factores y condiciones para el disefio central compuesto 22

Factores Unidades Condiciones
- -1 0 +1 +a
Concentracion de acido %p/p  0.5857 1 2 3 3.4142
Carga de solidos %p/p  2.3431 4 8 12 13.6469

Tabla 12. Disefio central compuesto 22

Corridas Concentracion de acido Carga de solidos

%p/p %p/p

1 1 4

2 3 4

3 1 12

4 3 12

5 0.59 8

6 3.41 8

7 2 2.34

8 2 13.66

9 2 8

10 2 8

11 2 8

12 2 8

Deacuerdo al modelo estadistico del DCC, se realizo una trayectoria de maximo
ascenso para incrementar la produccion de azucares reductores en el proceso de
hidrélisis acida, evaluando el efecto a altas cargas de soélidos, con la finalidad de
determinar el alcance de Op en la generacion de azucares reductores, estimando
el tamafo de paso para cada factor con los coeficientes del modelo estadistico
obtenido (Tabla 13).

56



Tabla 13. Factores y condiciones de la trayectoria de maximo ascenso

Pasos Concentracion de acido Carga de solidos
(%p/p) (%p/p)
0 2 8
1 2.6 12
2 3.2 16
3 3.8 20
4 4.4 24
5 5.1 28
6 5.7 32
7 6.297 36
8 6.910 40
9 7.524 44
10 8.138 48

Los hidrélizados acidos de BAg se obtuvieron de las condiciones utilizadas en los

primeros ensayos (Tabla 14).

Tabla 14. Factores y condiciones de la hidrélisis acida diluia para BAg

Factores Unidades Condiciones
Concentracion acido %(p/p) 2.1
Tiempo de reaccion Min 33.8
Carga de solidos % (p/p) 8.5

La biomasa sin oxalato de calcio se someti® a las mejores condiciones
determinadas para ambos sustratos evaluando las concentraciones finales de
azucares para su posible utilizacion en fermentaciones. Las condiciones de

remocion de oxalato fueron las mismas que en la actividad 6.3.
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6.4.3. Programa de seguimiento y analisis

En la Tabla 15 se refieren los diferentes tipos y andlisis que se requieren para la

etapa de hidrdlisis acida.

Tabla 15. Programa de seguimiento y analisis para la etapa de hidrdlisis

acida

Parametro y analisis Técnica o método Frecuencia Referencia

Azucares reductores Miller, (DNS) Lote, (Saqib &
ensayos Whitney, 2011)

Cristalinidad Difraccion de rayos Lote (Pérez-Pimienta

X et al., 2016)

Monosacaridos HPLC Ensayos (Sluiter et al.,

constituyentes 2008)

Analisis Térmico Lote (Avila-Lara et

Térmogravimétrico al., 2015)

Nota: HPLC (Cromatografia de liquidos de alta eficiencia)

6.4.4. Métodos y procedimientos.

Las hidrélisis acidas se realizaron en botellas serolégicas con un volumen de

reaccion de 25 mL. Las condiciones de hidrélisis fueron a 120 °C en una

autoclave. Se tomé una alicuota de 1.5 mL la cual se centrifugo y el sobrenadante

se guarddé en refrigeracion para su analisis. La biomasa se filir6 en papale

Whatman N°1, la fraccion liquida se llevé a refrigeracion para su uso en

fermentaciones, mientras que la fraccién sélida se lavé con 400 mL de agua

destilada caliente. Se llevo a sequedad a una temperatura de 55 °C por 24 h se

homogeniz6 y se almacend en un lugar seco y libre de humedad para la etapa de

sacarificacion.
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6.5. Actividad 3B. Hidrolisis enzimatica para BAg y Op

6.5.1. Propésito
Realizar hidrélisis enzimatica en muestras de biomasas obtenida del proceso para
BAg y Op.

6.5.2. Disefo de experimentos

Se realiz6 la sacarificacion enzimatica con las biomasas obtenidas del tren de
tratamiento tanto para BAg y Op. Se plante6 un disefio de experimentos factorial
general 2x4 evaluando el tipo de sustrato (2 niveles) y el tipo de biomasa (4
niveles) de acuerdo a la Tabla 16. La respuesta al disefio establecido fue la
concentracion de azlcares reductores. Los experimentos se realizaron por

duplicado.

Tabla 16. Ensayos de experimentos para los tipos de biomasa

Ensayos Sustrato Tipo de biomasa
1 Op - B1- Biomasa cruda
2 Op - B 2- Biomasa HA
3 Op - B 3- Biomasa Remoxcal
4 Op - B 4- Biomasas Remoxcal + HA
5 - BAg B 1*-Biomasa cruda
6 - BAg B 2*-Biomasa HA
7 - BAg B 3*-Biomasa remoxcal
8 - BAg B 4*-Biomasa Remoxcal + HA

6.5.3. Programa de seguimiento y analisis

La Tabla 17 refiere los diferentes tipos de analisis que se realizan para la etapa de
sacarificacion enzimatica.

Tabla 17. Programa de seguimiento y analisis para la etapa de sacarificacion

Parametroy Técnicao Frecuencia Referencia
analisis método
Azucares Miller (DNS)  Tiempo=0, 4, 20, 40,60, (Sagib & Whitney,
80 2011)
FPU Miller (DNS)  Ensayo (Union, Pure, &

Chemistry, 1987)
Xilanasas Miller (DNS)  Ensayo
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6.5.4. Métodos y procedimientos

La sacarificacion enzimatica se llevd acabo por una mezcla de enzimas
comerciales Novozymes Cellic HTec; las cuales fueron donadas por del Dr. José
Antonio Pérez Pimienta (Departamento de ingenieria quimica, Universidad
Auténoma de Nayarit).

Caracterizacion de enzimas (FPU, xilanasas)
La actividad enzimatica fue guiada de acuerdo a la metodologia de Ghose (Union
et al., 1987). Los ensayos se realizaron por triplicado.

Actividad enzimatica en papel filtro (FPU)

Se colocaron 50 mg de sustrato (tiras de papel filtro 1 x 6 cm), 1.5 mL de
amortiguador citrato de pH 4.5 y de 20 a 100 pL de la dilucion respectiva de cada
coctel enzimaticos. Se incubd la mezcla a 50°C por 1 h, la reaccion se detuvo por
choque térmico, posteriormente se adicioné 3 mL de DNS. A continuacién, se
puso a ebullicion por 5 min deteniendo la reaccion con 20 mL de agua destilada, la
lectura de absorbancia fue a 550 nm contra un testigo de reactivo (sin coctel
enzimatico y sustrato), un testigo de enzima (sin sustrato). Una unidad de FPU
esta expresada en umol de glucosa liberada por min. La actividad enzimatica se

determind por la ecuacién 10.

2
FPU=W (10)

100+D

Doénde:
Venz= Volumen de enzima diluida
D= Factor de dilucion
La composicidén y preparacion de las soluciones utilizadas en este ensayo fueron
las siguientes:
a) Regulador citrato 0.05 M y pH 4.8 se preparé a partir de un regulador citrato 1
M de composicion:
A: Acido citrico monohidratado
B: Hidroxido de sodio
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Para preparar 200 mL de regulador citrato 1 M se ponen 42 g de A en 150 mL de
agua destilada y 10-12 g de hidréxido de sodio y se afora a 200 mL. Se mide el pH

y si es necesario se ajusta a 4.5 con hidréxido de sodio o0 acido citrico 3 M.

Actividad de xilanasas
Se colocaron 300 pL de sustrato (xilana al 1%), 200 uL de regulador citrato de pH
4.5 y 500 pL de enzima diluida respectivamente. Se incubd la mezcla a 40°C por
10 min. La reaccién se detuvo por choque térmico y adicionando 1.5 ml de DNS.
Posteriormente se puso a ebullicidn por 5 min, la reaccion se detuvo por choque
térmico y adicionando 2 mL de agua destilada y se evalu6 la absorbancia a 550
nm contra un testigo reactivo (sin enzima y sin sustrato), un testigo de enzima (sin
sustrato) y un testigo sustrato (sin enzima).

Una unidad de actividad de xilanasas esta representada en umol de xilosa
liberada por minuto bajo las condiciones del ensayo, usando xilosa como estandar
en el intervalo de 0-300 pg. La actividad D- xiloanolitica (actividad de xilanasa) se

determiné por la ecuacién 11.

U = - Ar

glucosa*10
0.5%xD

(11)

Dénde:
Ar= Azlcares reductores
PMgp,c05a=P€S0 molecular de la glucosa

D=Factor de dilucién

La composicion y preparacion de las soluciones utilizadas en este ensayo fueron
las mismas que para FPU.

Sacarificacion enzimatica

Los ensayos de sacarificacion se realizaron por duplicado con una mezcla de los
cocteles enzimaticos ya mencionados y caracterizados. La carga de enzima fue de
35 FPU y 60 IU respectivamente para los tipos de bioma sefialados en la Tabla 16.
La sacarificacion enzimatica se realiz6 en tubos Falcon de 50 mL. Las condiciones
de operacion fueron 55 °C y 150 rpm en un amortiguador de citratos a 50 mM y pH
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de 4.8. Se utiliz6 una carga de sélidos del 6%, de biomasa. El volumen de

sacarificaciéon fue de 25 mL.

6.6. Actividad 4. Produccion de acido succinico a partir de los hidrolizados

del proceso

6.6.1. Propdsito
Producir acido succinico usando los hidrolizados obtenidos del tren de

pretratamiento para Op y BAg.

6.6.2. Disefo de experimentos

Se realiz6 la produccion de acido succinico con hidrolizados acidos o enzimaticos
de acuerdo a la Fig. 10. Se plante6 un disefio de experimentos factorial general
2x5 evaluando el tipo de biomasa (2 niveles) y tipo de pretramiento (5 niveles) de
acuerdo con la Tabla 18. La respuesta al disefio establecido fue la concentracién
de acido succinico final y el rendimiento. Los experimentos se realizaron por

duplicado.

Tabla 18. Diseino de experimentos para la produccion de acido succinico a
partir de hidrdolizados de Op y BAg

Ensayo Sustrato Tipo de hidrolizado
1 Op - y0 = Fraccion liquida de sustrato SE
2 Op - y1—=Fraccion liquida HA
3 Op - y2 - Fraccion liquida de sustrato HA + SE
4 Op - y3 - Fraccion liguida de sustrato Remoxcal + SE
5 Op - y4 - Fraccion liquida de sustrato Remoxcal + HA + SE
6 - BAg y0* — Fraccion liquida de sustrato SE
7 - BAg y1* — Fraccion liquida HA
8 - BAg y2* — Fraccion liquida de sustrato HA + SE
9 - BAg y3* — Fraccion liquida de sustrato Remoxcal + SE

—_
o
1

BAg vy4* — Fraccion liquida de sustrato Remoxcal + HA + SE
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6.6.3. Programa de seguimiento y analisis

La Tabla 19 refiere los diferentes tipos de andlisis que se realizaron para la etapa
de produccién de acido succinico.

Tabla 19. Programa de seguimiento y analisis

Parametro Frecuencia Método Referencia

Acido succinico Tiempo: 0, 8,12,20,26 h  HPLC (Corona-Gonzélez et al.,
2016)

Monosacaridos Lote HPLC (Corona-Gonzélez et al.,
2016)

Crecimiento celular Tiempo: 0, 8, 12,20,26 h  UV-vis  (Salvachua et al., 2016)

Azucares reductores  Tiempo: 0, 26 h Miller (Union et al., 1987)

Produccion de Lote UV-vis -

azucares iniciales
Rendimiento de Lote - -
acido succinico

6.6.4. Métodos y procedimientos

Reactivacion de la cepa

Para este trabajo se utilizé6 A. succinogenes CD0OBB-1991, cepa que fue donada
por el Dr. Héctor M. Poggi Varaldo a partir de la Coleccién Nacional de Cepas
Microbianas y Cultivos Celulares del CINVESTAV. Su reactivacion se realiz6é en
cajas Petri conteniendo medio sélido a 40 g/L de agar de caldo de soya
tripticaseina (AST) enriquecido con 3% de glucosa durante 72 h a 37 °C,
conservando la cepa por resiembra cada semana.

A partir de la reactivacion en cajas Petri se realizaron inoculaciones en
tubos de ensaye con rosca, raspando las cajas Petri con puntas de micropipeta
estériles para extraer una buena cantidad de colonias resuspendiéndolas en un
volumen de 20 mL de caldo de soya tripticaseina (CST) enriquecido con 3% de
glucosa dejandolos incubar durante un periodo de 48 h a 37°C y 150 rpm.
Posteriormente a la activacion de A. succinogenes, se realizaron cultivos en

botellas seroldgicas con CTS incubandolas por 48 h a 37°C y 150 rpm. Estas
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botellas serolégicas se mantuvieron en refrigeracién por no mas de 48 h antes de
ser usadas como inoculé para las fermentaciones (Corona-Gonzalez et al2008;
Salvachua et al., 2016).

Preparacion de sustratos

Los hidrolizados acidos se obtuvieron de las mejores condiciones encontradas en
la actividad 3A ajustando la carga de sélidos para producir 25 g/L de azlcares
reductores. Mientras que los enzimaticos fueron obtenidos de la actividad 3B del
tiempo final a la sacarificacién evaluando el rendimiento (y) (ecuacion 12) asi
como el rendimiento acumulado (Yacumuado) (€cuacion 13) de los azucares
reductores obtenidos. Los hidrolizados acidos se sometieron a un tratamiento de
destoxificacién con 2% de carbdn activado (Dabrowski et al., 2005) y se llevaron a
agitacion por 2 h. Posteriormente se filtraron en un crisol Gooch y un filtro
Whatman de microfibra de vidrio de 21 mm. Mientras que los hidrolizados

enzimaticos solo se llevaron a filtracion para remover los sélidos sacarificados.

Produccion de acido succinico

El acido succinico se produjo a partir de A. succinogenes por la fermentaciéon de
los hidrolizados de BAg y Op obtenidos del tren de tratamiento (Fig. 10), con un
volumen de 25 mL en botellas serolégicas. Los hidrolizados acidos y enzimaticos
se completaron con los siguientes compuestos para tener una concentracién final
en el medio en g/L de 10 de extracto de levadura, 10 de NaHCOg3, 1 de NaCl 0.05
de MgSOQOy4, 6.4 de KoHPO4 y 15.4 de NaH2,PO.. Las botellas seroldgicas con el
medio MS fueron esterilizadas en autoclave por 15 min a 120 °C. Se llevd un
control de medio enriquecido con glucosa a 20 g/L. Los experimentos se realizaron
por duplicado bajo las condiciones de pH 7, 37 °C y 150 rpm de agitacion. Las
botellas seroldgicas se burbujearon con CO, previo a la esterilizacién. Ajustando
el pH si es necesario con una solucién 2M de Na,COs.

Produccion
= (12)

Yacumulada = Yproductol - yproductoz (1 3)
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Dénde:

y = rendimiento
Yacumulada= re€ndimiento acumulado
CST= Carga de soélidos

Cuantificacion de acido succinico.

Para la cuantificacion de acido succinico, las muestras se centrifugaron a 12000
rpom durate 10 min, el sobrenadante se recogio y se filtré en un una membrana de
acetato con filtro de celulosa de 0.2 ym. Posteriormente, se analizaron por HPLC
equipado con un detector de indice de refraccion (IR). Se usd una pre-columna
Agilent Tecnologies PL Hi-plex H de 50 x 7.7 mm y una columna Hi-plex H de 300
X 7.7 mm a una temperatura de 60°C con una fase mévil de H>SO4 0.5mM a un
flujo de 0.6 mL/min. La temperatura del IR fue de 50°C, el tiempo de retencion se

ajusté a 20 min.
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7. Resultados

7.1. Actividad 1. Técnicas de caracterizacion de sustrato para la produccion

de acido succinico

Las caracteristicas de los sustratos se muestran en la Tabla 20 mientras que el
andlisis elemental la Tabla 21.

Tabla 20. Caracteristicas principales de los sustratos

Parametros BAg Op
Sélidos totales (%) 95.91 92.57
Cenizas (%) 5.33 22.36
Solidos volatiles (%) 94.66 77.63
Hemicelulosa (%) 22.32 19.06
Lignina (%) 15.78 7.00
Celulosa (%) 51.14 19.92
Extractivos (%) 13.40 30.64
Nitrogeno Kjeldahl total 0.47 1.65
Proteinas (%) 2.94 10.32

Tabla 21. Analisis elemental C,H, N, S, O

Elemento BAg Op
N (%) 0.537 1.905
C (%) 43.019 36.824
H (%) 5.542 5.359
S (%) 0.173 0
O (%) 50.729 55.912

BAg y Op comparado con otros estudios varian ampliamente debido a diferentes
plantas y edades, condiciones de crecimiento asi como los métodos analitos
utilizados. En general, BAg muestra una fraccién de masa mayor que Op en peso
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seco. La fraccién masica de la lignina de Op es 7%, mucho menor que BAg ambos
valores estan dentro de lo reportado por Yang et al., 2015 en general, la fraccion
masica de lignina en ambos sustratos son generalmente comparables con
materias primas herbaceas (9-18%). Por ejemplo: Miscanthus, switchgrassy
rastrojo de maiz y estando por debajo de las materias primas lefiosas (21-32%)
como pino, eucalipto, alamo.

La fraccion masica de celulosa en BAg es aprox. 31% mayor que Op,
mientras que la fraccidn masica de hemicelulosa es 3% mayor en BAg que en Op.
El contenido de cenizas y extractivos son mayores en Op que en BAg,
posiblemente debido al alto contenido de iones organicos y sales como el oxalato
de calcio (Ca.'- oxalato), compuesto que estad presente en ambos materiales
vegetales. Comparado con caracterizaciones recientes el BAg de este trabajo
tiene un contenido de celulosa mayo en un 25%, un contenido de lignina en el
rango reportado de 15 a 17%, mientras que la hemicelulosa se encuentra entre lo
reportado. Por otro lado, Op tuvo un porcentaje en peso mayor en celulosa con un
6% al igual que la hemicelulosa mientras que la lignina esta en el rango reportado
de 7 a 12% aproximadamente, a lo reportado por Yang et al., 2015.

En cuanto al analisis elemental las fracciones masicas fueron similares para
BAg y Op, sin embargo, BAg mostré una fraccion masica en C mayor que Op.
Ambos materiales vegetales muestran valores similares a las fracciones masicas
de materias primas de biomasa herbacea y lefiosa en cuestién al C, H, O, que por
lo regular tienen composiciones elementales de 45-50% de C, 6-7% de H, 40-46%
de Oy otras trazas. En este trabajo el contenido de O, es mayor ya que al no ser
evaluado en el analisis elemental se obtuvé por diferencia de los elementos
evaluados pero es importante considerar el contenido de iones metélicos como
trazas (Yang et al., 2015). La fraccién mésica de S es mayor en BAg que Op pero
menores a lo reportado por Yang et al., 2015 (0.19-0.33%) en este mismo tipo de
materiales.

La presencia de este elemento se atribuye posiblemente a impactos en la
contaminacién del aire sin embargo es notable sefalar que el contenido de S

también puede deberse a los enlaces de aminoacidos en las proteinas ya que
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ambos materiales muestras contenidos proteicos importantes por lo que el
contenido de S puede atribuirse a las proteinas presentes en BAg.

Estos datos resultan ser informacion importante antes de desarrollar
procedimientos de conversion de biomasa a bioproductos, ya que la fraccidén
masica elemental puede afectar procesos posteriores. Por ejemplo, el S puede
causar corrosion en reactores o afectacion en las enzimas durante procesos

enzimaticos.

Analisis termogravimeétrico

Las muestras de BAg y Op sin pretratar se analizaron termogravimétricamente. La
Figura 11 muestra la pérdida de peso. Ambos TGA exhiben tres regiones de
descomposicion con algunas perdidas de peso inicial de 50 a 125 °C
principalmente a la evaporacion del agua. Para la muestra de BAg, en el intervalo
de 125 hasta 200 °C se observo una estabilidad térmica mientas que Op presenta
una pérdida de peso desde 125 hasta 350°C; probablemente debido a que Op no
es un material recalcitrante y su resistencia térmica es menor que BAg.

Op muestran % de peso menores que BAg probablemente al contenido de
carbohidratos estructurales especificamente a la hemicelulosa la cual es mayor en
BAg que en Op de acuerdo a la caracterizacion previa.

La despolimerizacion térmica de la hemicelulosa y el rompimiento de los enlaces
glucosidicos de la celulosa ocurre en la region de 220-350 °C para BAg, respecto
a Op se encuentran en la region de 200-310°C aproximadamente.

Mientras que la lignina comienza a descomponerse desde los 200 a 700 °C
debido a las diferentes actividades de los enlaces quimicos presentes en la
estructura. Por ultimo la degradacion de la celulosa se presenta en el rango de
temperatura de 275-400°C para BAg mientras que para Op se encuentran en los
250-375 °C. La etapa de descomposicion de las muestras se completé para Op
por encima de los 390°C y para BAg por encima de los 400°C donde se produce
una pérdida de peso debido a la termdlisis de los residuos que contienen carbono
(Avila-Lara et al., 2015; Fisher, Hajaligol et al., 2002).
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Figura 11. Curvas de TGA de muestras seleccionadas pretratadas y no
tratadas

Difraccion de Rayos X

Los patrones de difraccion de rayos X (XRD) de BAg y Op se muestran en la
Figura 12 A y B respectivamente. En trabajos previos se ha informado que la
cristalinidad de la biomasa celulésica y las estructuras cristalinas de CaOX afecta
la sacarificacidon enzimatica y su eficiencia (Pérez-Pimienta et al., 2016). Se ha
demostrado que varios pretratamientos cambian la cristalinidad de la celulosa y su
estructura en la biomasa alterando enlaces hidrégenos de la fibra de la celulosa.
En el patron de difraccion de BAg (Figura 12 A) revela sefiales pronunciadas en el
20=15°, 24°, 30° correspondientes al CaOX en el plano reticular (101), (020) y
(202) en una estructura monoclinica (sistema cristalino con eje binario, un plano
perpendicular a el eje binario y un centro invertido). La eficiencia del proceso de
Remoxcal puede confirmarse de acuerdo al patrén de difraccion de BAg-Remoxcal
donde se ve una notable reduccion de cada una de las sefales de CaOX. Por otro
lado, la Figura 12 B muestra el patrén de difracciéon de Op. La presencia de
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material organico no permite revelar claramente las sefales caracteristicas de
estructuras cristalinas presentes en Op, debido a que el material es amorfo.
Tenuemente se alcanzan a detectar las sefnales caracteristicas correspondientes
al CaOx en los mismos grados que para BAg, sin embargo, la sefnal de este
compuesto es baja debido a la presencia de otros compuestos de calcio y otros
elementos.

El difractograma de Op hidrélizado (Op-H) revela un aumento de la
cristalinidad de la celulosa en el angulo 26= 15-20°, disminuye la partes amorfas
de la biomasa aumentando la cristalinidad del CaOX, permitiendo visualizar otros
compuestos tales como: oxido de magnesio, bicarbonato de calcio y magnesio,
peroxidifosfato de potasio y fairchildita con sefales caracteristicas en el angulo
20= 40-60° aproximadamente, siendo estas sefales poco pronunciadas debido al
alto contenido de material organico aun presente en la biomasa. Por otro lado, el
difractograma de Op sin oxalato de calcio (Op-Remoxcal) revela la ausencia de
sefal de la estructura cristalina de CaOx asi como del otro compuesto
mencionado evaluando la eficiencia del Remoxcal como tratamiento de oxalato

total.

70



A —— BAg-Remaoxcal
—— BAg-H
—— BAg

— Op-Remaoxcal
—— Op-H

0 10 20 30 40 20 60 70 80 90
26°

Figura 12. Difractograma de rayos X A) BAg, B) Op
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7.2. Actividad 2. Remocion y recuperacion de oxalato de calcio en BAg y Op
En la Figura 13 se muestra los difractograma de las muestras de BAg y Op como
variable cualitativa al proceso de Remoxcal donde es evidente una reduccion en
cada una de las sefiales caracteristicas de CaOx, descritas en los resultados de la
actividad 1.

—— BAg-Remoxcal
—— Op-Remoxcal

O 10 20 30 40 50 60 70 80 90
20°

Figura 13. Difractograma de Op y BAg en proceso de Remoxcal.
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En cuanto a la recuperacion del oxalato de calcio se obtuvo un sélido cristalino
color negro con una recuperacion de: 7.2 g para Op y 2.0 g para BAg (volumen de

triplicados) (Figura 14).

Figura 14. Sélido cristalino rico en oxalato de calcio.

El sélido obtenido se analizd por difraccidbn de rayos X, obteniendo las fases
cristalinas correspondientes al oxalato de calcio corroborando la presencia de esté
compuesto en el solido recuperado en el angulo 20 grados 15, 25, 30

aproximadamente, tal como se muestra en la en la Figura 15.

—— Oxalato de Ca/BAg
—— Oxalato de Ca/Op
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Figura 15. Difractograma del sélido recuperado
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El sélido recuperado no muestra las caracteristicas visuales del oxalato de calcio
comercial ya que en este trabajo se esta obteniendo a partir de una matriz
compleja, en el sentido de que partimos de una solucion liquida, acida, con una
alta cantidad de extractivos, azucares y posiblemente biomasa. Por otro lado en la
Tabla 22 muestra la concentracion de azucares y la cantidad de oxalato de calcio
recuperado. La produccion de azucares fue baja por lo que no consideramos el

proceso de remocion de oxalato de calcio como una hidrdlisis.

Tabla 22. Evaluacion de parametros del proceso de Remoxcal

Parametro BAg Op
Azucares reductores (g/L) 1.616 2.985
Oxalato de calcio total (%p/p) 2.3-2.75 1-5

Se cuantificaron los azlcares reductores en la fraccion liquida del proceso de
Remoxcal para definir la severidad del proceso para la produccién de azucares
fermentables, dicho proceso ocurre, ya que la produccion de azucares reductores
en ambos materiales resulto ser baja de 1.6 y 2.9 g/L respectivamente. Esto
debido a que la T durante este proceso (80°C) es menor que a las HA (120°C).
Por lo tanto, este proceso se seleccion6 como una operacion mas al tren de
tratamiento convencional para eliminar compuestos cristalinos de la biomasa vy
hacerla mas digerible en el proceso de sacarificacion ya que estos compuestos,
especificamente el oxalato de calcio, afecta negativamente un 39% la

sacarificacion enzimatica (Pérez-Pimienta et al., 2016).
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7.3. Actividad 3A. Pretratamieto acido para BAg y Op.

En la Tabla 23 se muestran los resultados obtenidos a partir de las factores
iniciales para biomasa recalcitrante (carga de sélidos 8.5% p/p, concentracion de
acido 2.1% p/p y tiempo de reaccion 33.8 min).

Tabla 23. Tabla de resultados a los ensayos iniciales de hidrdlisis acida para
BAg y Op.

Sustrato Azucares reductores Recuperacion de sélidos
(g/L) (%)
BAg 13.24 59.60
Op 16.17 40.55

Los primeros ensayos muestran que Op tiende a liberar una mayor concentracién
de azucares que BAg esto probablemente a que Op no es un material recalcitrante
lo que permite aparte de la hidrélisis de la hemicelulosa la hidrolisis de ciertas
partes de la celulosa. Por otro lado, se obtuvo la recuperacién de sélidos en el tren
que se plantea de biorrefinerias, parametro importante ya que es la fraccién
insoluble que se llevd a sacarificar, BAg tiene el 60% de recuperacion de la
fraccion sélida, aproximadamente el 20% mas que la fraccion sélida recuperada
de Op (40%) esto debido probablemente a que Op tiene una mayor cantidad de
extractivos que por accion del catalizador durante la hidrélisis estos son

removidos.

En la Figura 16 se muestra la proporcion de los monosacaridos liberados
tras la hidrélisis en ambos sustratos teniendo contenidos xilosa, arabinosa y en
mayor proporciéon glucosa atribuible a la solubilizaciéon de la hemicelulosa durante
el proceso de HA.
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Figura 16. Grafico de proporcion de monosacaridos en etapa inicial de
hidrolisis acida
Comparado con otros materiales como el bagazo de cafna que produce 10.70 g/L
nuestras producciones estan por arriba de la reportada por Chandler et al., 2012.
Comparando el BAg y Op con biomasa de maderas nuestras concentracién de
azucares reductores esta por arriba del 50%, de acuerdo a Gémez et al., 2013 que
reporta para: Eucalyptus y Pinus con concentraciones de azucares de 3.58 a 3.96
g/L. Salcedo et al., 2010 reporta una concentracion de 15 g/L de azucares a partir
de BAg siendo una concentracion mayor a la obtenida en este trabajo por BAg
pero no para Op sin embargo hay que considerar la temperatura de reaccion
Salcedo et al., 2010 reporta una T de 151 °C mientras que en este trabajo la T fue
de 120 °C, temperatura donde la recuperacion de hidrélizados &cidos
probablemente no presentan concentraciones altas de compuestos inhibitorios, ya
que esta reportado que a partir de 140 °C la degradacién de azucares a
compuestos como furfurales e hidroximetilfurfural es mas probable. Compuestos
que puedes ser perjudiciales a etapas como fermentaciones y procesos
enzimaticos. Cabe mencionar que el tiempo de hidrélisis que Salcedo et al., 2010
reporta es de 40 min realizado en dos etapas mientras que el tiempo de hidrolisis
de este trabajo fue de 33.8 min en una sola etapa, tiempo medio para minimizar
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gastos de operacion lo cual, hace que el tiempo sea también un factor de

maximizar la concentracién de azlcares.

Disefio de experimento 2°

Los datos experimentales se analizaron primero para obtener una ecuacion de
primer orden, incluyendo los términos de interaccion entre las variales
experimentales utilizando el programa estadistico Design-Expert. Se obtuvieron los
modelos para la hidrélisis acida que describen la concentracién de azucares en
términos codificados de acuerdo al anadlisis estadistico de los datos
experimentales que se muestran en la Tabla 24. La ecuacién que describe el
modelo de la hidrdlisis 4cida en la condiciones ensayadas fue la siguiente:

Concentracion de azucares reductores g/L= + 9.16 + 2.51*A + 0.61*B + 2.95*C -
0.23*"A*B + 0.22*A*B - 0.19"B*C - 1.10*A*B*C (14)

Donde A, B y C son concentraciones de acido, tiempo de retencion y carga de

sélidos, respectivamente.

Tabla 24. Combinaciones del disefio de experimentos 23y su respuesta

Corridas Concentracion Tiempo Carga de Concentracion de
%(p/p) (min) solidos azucares reductores
%(p/p) (g/L)
1 1 25 4 3.929
2 1 25 4 3.988
3 3 25 4 7.312
4 3 25 4 6.322
5 1 65 4 4.929
6 1 65 4 2.763
7 3 65 4 9.939
8 3 65 4 10.390
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9 1 25 12

10 1 25 12
11 3 25 12
12 3 25 12
13 1 65 12
14 1 65 12
15 3 65 12
16 3 65 12

7.400
7.871
17.273
14.214
13.253
9.028
14115
13.742

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) para probar la significancia del modelo

desarrollado y los resultados se presentan en la Tabla 25.

Tabla 25. Analisis de varianza del DE 2°

Suma de GL Cuadrado F Prob > F
cuadrados medio
Modelo 267.63 7 38.23 18.29  0.0002 Significativo
A-Concentracion 100.44 1 100.44 48.05  0.0001
B-Tiempo 5.99 1 5.99 2.87 0.1289
C-Carga de solidos 139.62 1 139.62 66.80 < 0.0001
AB 0.84 1 0.84 0.40 0.5444
AC 0.76 1 0.76 0.37 0.5621
BC 0.57 1 0.57 0.27 0.6144
ABC 19.40 1 19.40 9.28 0.0159
Error puro 16.72 8 2.09
Total 284.35 15
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Si un valor de Prob>F) es inferior a 0.05, un modelo se considera significativo, lo
que indica solo una probabilidad del 5% de que el modelo pueda presentar error
debido a ruido (Avila-Lara et al., 2015). El modelo de hidrélisis acida para Op
describe efectivamente la respuesta con un valor de F 0.0002. Ademas los valores
de Prob>F para cada término del modelo sugieren que A y C son significativos
mientras que B (tiempo) no lo es, por lo que se estimd un tiempo medio para las
corridas experimentales de 33.8 min para disefios posteriores, tiempo que permite

mitigar gastos y tiempos de operacion.

El efecto de la concentracion de acido y el tiempo de reaccién de la
hidrélisis acida de Op se muestra en la Figura 17 B mediante tiempos de reaccion
cortos y concentraciones bajas la concentracién de azlcares reductores es baja,
mientras que a tiempos largos y concentraciones altas la concentracion de
azucares tiende a aumentar encontrando un punto maximo de 12.5 g/L. Por otro
lado, el efecto de la carga de sélido y tiempo de reaccion se muestra en la Figura
17 A mediante tiempos cortos y cargas de soélidos bajas la concentracion de

azucares reductores es bajas.

En cuanto a tiempos largos y cargas de solidos bajas la concentracion de
azucares reductores tiende aumentar encontrandose el punto maximo a altas
cargas de sélidos y tiempos largos con una concentracion de azucares reductores
de hasta 13 g/L.

La Figura 17 C muestra el diagrama de superficie de respuesta que
presenta el efecto de la concentracion de acido y la carga de sélido sobre la
concentracion de azucares reductores muestra un darea lineal, mucho mas
pronunciada que la figura 17 A, B con un punto maximo de 15 g/L en cargas de
sélidos y concentracidén de acido mas altas.
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Disefio central compuesto (DCC) 22

Para esta etapa de disefio de experimentos los datos experimentales fueron
analizados primero para obtener una posible regidén de optimizacién asi como una
ecuacion de segundo orden.

Se incluyeron solamente los factores significativos resultantes del DEO 2°
se utilizé el mismo software Design-Expert para evaluar las interacciones de los
dos factores y el modelo obtenido en términos codificados que describe la
concentracion de azucares reductores basado en el andlisis estadistico de los
datos experimentales que se muestra en la Tabla 26.

La ecuacién final para el DCC en términos codificados fue la siguiente:

Concentracion de azlcares: + 10.21+ 2.46*A + 1.59*B + 1.28*A*B - 0.38*A? -
0.73*B? (15)

Tabla 26. Matriz de disefio experimental de DCC 2%y respuesta.

Corridas Carga de sélidos Concentracién de Produccién de
% (p/p) acido %(p/p) azucares reductores

(g/L)

1 4 1 7.18

2 12 1 8.98

3 4 3 6.78

4 12 3 13.71

5 2.34 2 5.51

6 13.66 2 13.24

7 8 0.59 5.713

8 8 3.41 11.64

9 8 2 10.013

10 8 2 10.913

11 8 2 9.81

12 8 2 10.11

Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) para probar la significancia de los
factores del modelo desarrollado y los resultados se presentan en la Tabla 27.



Tabla 27. Analisis de varianza del DEO 23

Suma de GL Cuadrado valor Prob>F
cuadrados medio deF
Modelo 78.93 5 15.79 27.85 0.0004 Significativo
A-Concentracion 48.32 1 48.32 85.26 < 0.0001
C-Carga de 20.21 1 20.21 35.66 0.0010
solidos
AB 6.58 1 6.58 11.61 0.0144
A? 0.94 1 0.94 1.66 0.2454
B2 3.44 1 3.44 6.07 0.0489
Curvatura 2.70 3 0.90 23.86 0.1484 Significativo
Error puro 0.70 3 0.23
Total 82.33 11

El modelo obtenido a partir del DCC describe efectivamente la respuesta con un

valor de Prob>F= 0.0004. Ademas los valores de Prob>F para cada término del

modelo sugieren que A y C son significativos. El modelo ajusta los puntos

centrales de mejor manera que el disefio 2° como se muestra en la Figura 18.

La Figura 18 muestra la superficie de respuesta del DCC en la cual no se

encontrd una regién de optimizacion, muestra una ligera curvatura con un buen

ajuste de los puntos centrales. Cabe destacar que el comportamiento de la

concentracion de azucares tiende aumentar encontrando un punto maximo al 12

% de sélidos y 3 % de concentracién de acido con una concentracién de 14.5

aproximadamente.

82



Debido al comportamiento que se obtuvo y al ajuste del modelo cuadratico,
propuso incrementar la concentracién de azucares, por el procedimiento de la

trayectoria de maximo ascenso.

14.5
12.25

10

Produccidén de azucares (g/L)

1.50 2.00

Concentracidn de acido%(p/p)

Figura 18. Diagrama de superficie de respuesta que muestra los efectos de la
carga de sélidos y la concentracion de acido

Trayectoria de maximo ascenso

A partir del modelo estadistico obtenido de los disefios de experimentos se realiz
una trayectoria de maximo ascenso con la finalidad de incrementar la
concentracion de azucares y encontrar las mejores condiciones de obtencién de
los mismos para llevarlos a fermentacion. En la Figura 19 se muestra el
comportamiento de los azucares en funcién a la carga de sélidos y concentracién
de acido, mostrando un punto de inflexién en la carga de 45 a 50 %p/p, punto que
dio pauta a detener la trayectoria de maximo ascenso. Otro punto que delimito la
trayectoria de maximo asenso fue que a partir del 24% de sélidos el sistema de

trabajo se volvia muy complicado de trabajar ya que la biomasa se convertia en un
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especie de semi-sélido y era dificil de extraer los hidrolizados asi como el
rendimiento de azucares reductores el cual se ve afectado negativamente al ir

aumentado la carga de sélidos.
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Figura 19. Trayectoria de maximo ascenso de la hidrélisis acida para Op en
funcién a la produccion y rendimiento de azucares

La Tabla 28 muestra las corridas experimentales que se realizaron para la
trayectoria de maximo ascenso, esta técnica estadistica fue de utilizad para ver el
potencial de liberacibn d azlicares que tiene Op, logrando obtener
concentraciones de azucares de hasta 55 g/L.
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Tabla 28. Corridas experimentales de la trayectoria de maximo ascenso con
sus respuestas

N°de Concentracion Carga Produccionde Produccion Rendimiento

paso de acido de azucares de azucares (9/gsT)

(%p/p) solidos reductores reductores

(%p/p) (g/L) (g/L)
Predicha Experimenta
I

0 2.000 8.0 9.209 12.645 0.158
1 2.614 12.0 13.081 12.954 0.108
2 3.228 16.0 17.743 20.871 0.130
3 3.841 20.0 23.195 22.106 0.111
4 4.455 24.0 29.437 28.537 0.119
5 5.069 28.0 36.468 39.214 0.140
6 5.683 32.0 44.289 42.253 0.132
7 6.297 36.0 52.900 43.812 0.122
8 6.910 40.0 62.301 49.596 0.124
9 7.524 44.0 72.492 54.557 0.124

10 8.138 48.0 83.472 52.704 0.110
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7.4. Actividad 3B. Hidrodlisis enzimatica para BAg y Op.

Caracterizacion de enzimas

La Tabla 29 muestra la caracterizacion de los cocteles enzimaticos, basados en su
actividad volumétrica de FPU y xilanasas.

Tabla 29. Actividades enzimaticas.

Enzimas FPU/mL Ul/mL
CTec2 183.187 512.921
HTec2 83.230 515173

CTec2 presenta una actividad de FPU mayor que HTec2 debido a que CTec2 el
rico en mayor proporcion de células y tiene una menor proporcién de xilanasas,
por lo que la actividad de xilanasas es muy parecida a las de HTec2 el cual es un
coctel enzimatico rico en xilanasas es por ello que su actividad de FPU es muy
baja.

Se compar6é el comportamiento cinético de la produccion de azucares
reductores de las diferentes biomasas obtenidas del proceso (Figura 20). Para
ambos materiales se puede observar que la fase estacionaria se alcanz6 hasta las
60 h de sacarificacion ya que la variacion de 60 a 80 h resulta ser muy baja. La
Figura 21A corresponde a BAg donde la maxima produccion de azucares fue de
15 g/L a partir de BAg hidrolizado dejando claro que el proceso de HA es efectivo
debido a que permite un incremento del area superficial de la biomasa, genera un
incremento en el volumen de poro y diametro del mismo lo que permite una mejor
accesibilidad a las enzimas (Avila-Lara et al., 2015). Por otro lado, la Figura 20B
corresponde a Op un comportamiento similar a BAg estableciendo una fase
estacionaria al mismo tiempo, la produccién maxima de azucares fue 16 g/L a
partir de la biomasa obtenida de la unién de los procesos de Remoxcal e HA
favoreciendo ambos procesos a la produccidén de azucares para Op.
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Se compard la produccidon de azucares reductores de los procesos acidos y
enzimaticos de Op y BAg de los materiales crudos (Figura 22).

Produccion de azlcares (g/L)

BAg crudo BAg HA Op crudo OP HA

Tipo de hidrolizado

Figura 21. Produccidén de azucares reductores acidos y enzimaticos a partir
de material crudo

La mayor concentracion de azucares reductores se presentaron en las HA con 16
y 15 g/L respectivamente, mientras que en los enzimaticos llegaron a 7 y 6 g/L en
un tiempo de 80 h mientras que los acidos se obtuvieron a 33.8 min teniendo un
ahorro de tiempo considerable, sin embargo, la temperatura de obtencién de los
acidos fue de 120°C mientras que los enzimaticos se obtuvieron a 55°C. lo que
puede indicar un ahorro energético empleando estos ultimos, por lo que se tiene
que considerar un balance de energia. La baja concentracion de azucares
enzimaticos puede deberse probablemente a la recalcitrancia del material y a la
concentracion de oxalato de calcio que llega a inhibir sitios activos para las
enzimas. Por lo tanto, el someter a sacarificacion BAg y Op sin tratamientos
previos podria no ser lo mas adecuado y efectivo para las enzimas. Razén por la
cual se propuso una etapa de Remoxcal e hidrélisis acida como alternativa de
recuperacion y aumento de azlcares en la fraccién sélida para la sacarificacion.
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La Figura 22 muestra la produccion de azucares finales a partir de la hidrélisis

enzimatica de la fraccion insoluble del proceso ®1, ®3 comparadas con @0.

Produccion de azucares (g/L)

y0 Y3 ¥4 Y0* y3% Y4

Tipo de hidrolizado

Figura 22. Efecto de la remocién de oxalato de calcio en la produccion de
azucares enzimaticos
Todos los tratamientos en ambas biomasas tuvieron una influencia positiva sobre
la produccion de azucares enzimaticos comparados con los resultados de la
hidrélisis enzimatica sobre los materiales crudos, muy probablemente debido a la
mejora de la accesibilidad del sustrato a las enzimas y/o a la pérdida de la
cristalinidad del sustrato. Para el caso de BAg el unir las etapa de Remoxcal con
las de HA resulto ser negativo bajando la produccién de 12 a 8 g/L. Por otro lado
Op la produccién de azucares aumento un 50% de 6 a 12 g/L con respecto al
material crudo. Mientras que la uniéon de los tratamiento de Remoxcal y HA
aumentd la produccién de azlcares hasta 18 g/L siendo esta la mejor mayor

concentracion obtenida en la etapa de sacarificacién.

Se evalud el rendimiento que se obtuvo adecuando procesos y biomasas
iguales para comparar el aumento de estos durante la unidon de procesos. La
Figura 23 A muestra como el rendimiento acumulado de la sacarificacion

enzimatica de azucares en BAg fue menor comparado con Op, pues con este
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ultimé material se tuvo una recuperacion del 100% en y4*. Adicionalmente al

rendimiento obtenido por y3*, mientras que BAg fue del 0% por que la

concentracion fue favorecida por la remocién de oxalato de calcio y no de la union

de los procesos ®1y 3.

% de recupereacion de azlcares
(g de azlcares / g de biomasa )

y3+y4 y3 syl

Tipo de hidrolizado

35

[ Azucares enzimaticos
Il Azicares acidos

30

25 -

20

154

10 4

% de recupereacion de azucares
(g de azucares / g de biomasa )

v2+y1 Y24yl

Tipo de hidrolizado

Figura 23. Rendimiento acumulado A) Op y B) BAg
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7.5. Actividad 4. Produccion de acido succinico a partir de los hidrolizados
del proceso.

Reactivacion de la cepa

El crecimiento de A. succinogenes en cajas Petri mostré que a las 24 h se
presentaron colonias muy pequefias menores a 1 mm de las cuales no se podian
distinguir coloracién (Figura 24 A). Tras la incubacién a 72 h el numero de colonias
fue mayor lograndose ver y distinguir la coloracion de estas. Cuya coloracion
resultd ser blanca grisacea y el tamafno de colonias no excedié de 1 mm (Figura
24 B).

A B

Figura 24. Crecimiento de A. succinogenes A) 24 h, B) 72 h.

Durante la reactivacién en medio liquido realizado en tubos roscados se obtuvo un
crecimiento celular de 0.56 g/L a las 48 h, siendo esta la cantidad aproximada de
células de A. succinogenes que se inocularon en botellas seroldgicas, en la Figura
26 se muestra el crecimiento celular observado en los cultivos en medio liquido
(botellas seroldgicas) como caracterizacién ya que estas botellas fueron nuestro

inoculé madre.
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Figura 25. Cinética de crecimiento y consumo de azucares para inoculo de
fermentaciones
Actinobacillus succinogenes presentd fase de latencia hasta las 9 h, tras la cual
comenzé su fase exponencial, mantenida hasta las 20 h de cultivo. Su crecimiento
maximo se observd hasta las 26 h, registrando un crecimiento celular de 1.8 g/L.
se puede apreciar que la curva de crecimiento y consumo de azucares mostraron

un comportamiento espejo.

Produccion de acido succinico
La maxima produccién de &cido succinico se obtuvo a partir de los hidrolizados
enzimaticos de Op comparado con los de BAg (corrientes ® 0,E - 3,E). Para el
caso de Op la mayor produccidén de succinico fue de 6.2 g/L la cual se obtuvo a
partir de y4*, seguido de y3* con una produccién de 6 g/L (Figura 26 A). Esto fue
un indicativo de los hidrolizados enzimaticos sin oxalato de calcio resultaron de
mejor asimilacion para A. succinogenes, comparado con los hidrolizados 4cidos.
Para el caso de BAg las maximas producciones de acido succinico se
dieron a partir de los hidrolizados acidos (y1) y los enzimaticos de biomas sin
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oxalato de calcio (y3) con una produccién de 3 a 3.5 g/L respectivamente (Figura
26 B). En el caso de Op los hidrolizados enzimaticos resultaron de mejor
asimilacion que los hidrolizados acido por la posible presencia de inhibidores.
Encuento a BAg los hidrolizados enziméticos también fueron de mejor asimilacion
especificamente los que provenian de biomasas sin oxalato de calcio comparado

con los hidrplizados &cidos tiene una diferencia de 0.5 g/L.

Sin embargo, la produccion de succinico resulté muy baja dejando en claro
que los hidrolizado acidos y enzimaticos de BAg sin oxalato de calcio resultaron de
mejor asimilacion durante la fermentacion, descartando los otros tipos de
hidrolizado por la baja produccién, lo cual se podria esperar por la concentracién

inicial de azlcares que se recuperaron de la sacarificacion enzimatica.
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Figura 26. Dinamica de produccion de acido succinico a partir de
hidrolizados de A) Op y B) BAg.
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La Tabla 30 muestra la concentracién inicial y final de azucares reductores lo que
da pauta a suponer que todos los sustratos que se evaluaron durante la
fermentacién fueron asimilados por A. succinogenes, independientemente de la

concentracion inicial.

Tabla 30. Concentracion inicial y final de sustrato de las fermentaciones.

Concentracion de azucares reductores (g/L)

Hidrolizado Inicial final
yo* 6.00 2.94
y1* 23 8
y2* 6.31 294
y3* 12.40 6.40
v4* 18 7.58
yo0 7.69 4.06
vyi 23.6 7.47
Y2 14.4 5.77
y3 11.70 4.70
v4 9.60 3.75

Op demostrdé ser mejor sustrato de asimilacion para la produccidén de succinico
debido a que Op no resulta ser un desecho o subproducto de un proceso y lo
podemos considerar como materia prima de primera generaciéon, comparado con
BAg el cual es un desecho de la industria tequilera aparte de esto el BAg es un

material vegetal recalcitrante.

La Figura 27 muestra el rendimiento y la produccion de &cido succinico a

partir de las diferentes concentraciones iniciales de fermentacion. La Figura 27 a
corresponde a Op en este caso vemos como el rendimiento de acido succinico
aument6 a bajas concentraciones de azlcares reductores mientras que la
produccién de succinico bajo aprox. 3 g/L (y0*) al igual que y2* pero con un
rendimiento por debajo de 0.3 g/gst y con una produccion de succinico de 2.5 g/L.
Para el caso de y3* se obtuvo una produccion de succinico alta de 6 g/L partiendo
de una concentracion inicial de azucares intermedia siendo el rendimiento muy
bueno de ca 0.5 g/gst al igual que y0*, siendo uno de los mejores sustratos
comparados con los demas sustratos obtenidos en el proceso. Mientras que y4*
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resulto ser el mejor sustrato para la produccién de succinico obteniendo 6.3 g/L sin
embargo, el rendimiento es 0.15 g/gst menos que y3* al igual que y1*. Por otro
lado la Figura 27B corresponde a BAg para este caso al igual que Op el
rendimiento que succinico aumenta a medida que la concentracion inicial de
azucares es menor (y0) teniendo una produccion de succinico de 3 g/L, siendo
menor en comparacion con y1 y y3, hidrolizados con las producciones mas altas
de succinico de 3.5y 4 g/L y rendimiento de 0.15 y 0.3 g/gst respectivamente. Por
otro lado, es importante destacar la produccion y rendimiento mas baja la cual
corresponde a y2 las con 2 g/L y 0.1 g/gst respectivamente siendo el peor sustrato
para la produccién de succinico en BAg. Mientras que para y4 se obtuvo una
produccién de succinico baja de 2 g/L h y un rendimiento intermedio comparado
con los demas sustratos de 0.25 g/gst debido a su baja concentracion de azucares
inicial. Por lo tanto, los hidrolizados enzimaticos sin oxalato de calcio resultaron
mejores que los acidos con rendimientos y concentraciones mayores de 3 g/L y
0.3 g/gst respectivamente.
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Figura 27. Comparacion de rendimiento, produccion de succinico y

azucares iniciales entre A) Op y B) BAg.
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. Conclusion

Op y BAg son sustratos con adecuada liberacion de azdcares fermentables
por tratamientos &cidos, siendo Op superio a BAg debido a la falta de
recalcitrancia en Op, permitiendo una mejor accesibilidad y solubilidad de
los polimeros estructurales de la biomasa.

Es posible obtener altas concentraciones de azucares reductores a altas
concentraciones de acido y soélidos, sin embargo se deben considerar otros
elementos para definir condiciones éptimas para Op.

Estadisticamente el tiempo no fue suficientemente significativo en los
procesos de hidrdlisis acida par Op, seleccionando un tiempo intermedio
para no incrementar gastos de operacion.

En base al DCC y TMA, se establecieron las condiciones de obtencion de
hidrolizados acidos de Op que sirvieron como fuente de carbono para A.
succinogenes (24% plp, 4.45 % p/p).

Se realizd la remocion de oxalato de calcio, comprobado cualitativamente
por difraccién de rayos X en la biomasa vegetal, por ausencia de sefales
cristalinas y en los evaporados teniendo presencia de estas sefales.

Op resulto ser un mejor sustrato que BAg en la produccién de azucares
enzimaticos.

Op fue un sustrato de mejor asimilacion para A. succinogenes que BAg.

Los hidrolizados enziméaticos en general fueron de mejor asimilacién para A.
succinogenes, comparado con los hidrolizados acidos a excepcién de los
hidrolizados acidos de BAg.

Los hidrolizados obtenidos de biomasas sin oxalato de calcio en Op fueron
de mejor asimilacion para A. succinogenes.

La recuperacion de azucares en Op fue favorecida por la unién de los
procesos de Remoxcal y HA lo cual para BAg resulto no ser lo mas
favorecido siendo en este material el mejor proceso las HA.

Fue factible la produccidén de &cido succinico hasta 6 g/L y 3 g/L a partir de

hidrolizados enzimaticos de Op y BAg mediante el uso de A. succinogenes.
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