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RESUMEN

En € estudio se hace un andlisis del tiempo de hidrélisis enzimatica de bagazo
pretratado de forma écida y basica, en funcion de la obtencién de azlcares reductores
totales (ART). Para ello se emplean los resultados obtenidos a nivel de laboratorio,
donde se emplearon |as enzimas Celuloliticas Novozyme Cellic*CTec2 y B-glucosidasa
con codigo NS50010, en un experimento con un disefio factorial 2* haciendo réplicas
azar. A partir de los parametros fundamentales de la cinética enzimatica determinadas
por Albernas 2014, para determinar la velocidad de produccion de ART en e tiempo,
mediante un modelo cinético pseudo-homogéneo de Michaelis Menten, se combina con
los indicadores dindmicos de rentabilidad en busca del tiempo Optimo de hidrdlisis
enzimética en el proceso de obtencion de etanol empleando hidrolizado de bagazo.
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ABSTRACT

In the study, the time of enzymatic hydrolysis of pretreated acid and alkaline bagasse is
analyzed, with the goal of obtaining total reducing sugar production (ART). For it, we
used the obtained results at laboratory level, where the Novozyme CellicRCTec? and B-
glucosidase with code NS50010 Cellulolitics enzymes were used; in an experiment with
a 2* factorial design, making random replicas.
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Starting from main parameters of the enzymatic kinetics determined by Albernas 2014
to determine ART production rate in time, and applying a Michaelis Menten pseudo-
homogeneous kinetic model, it is combined with the profitability dynamic indicators to
find the enzymatic hydrolysis optimal time in the process to obtain ethanol using
bagasse hydrolyzate.
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1. INTRODUCCION

La hidrdlisis enzimatica de biomasa lignocelul6sica ha recibido especial atencion en la
Ultima década debido a su potencial para convertir la fraccion celulésica de sustratos
lignocelulésicos en azlcares reductores, incluyendo la glucosa, los cuales son materia
prima para la produccién de bioetanol y otros productos quimicos (Jorgensen et al.,
2007).

El proceso de obtencion de etanol empleando hidrolizado de bagazo presenta etapas
discontinuas de muy larga duracién, como es e caso de la hidrdlisis enzimatica que
puede presentar tiempos de operacion de 24 h e incluso mayores. Este elevado tiempo
de operacion provoca largos tiempos de residencia de los materiales en los equipos,
provocando ademas una subutilizacion de los equipos previos a estas etapas, pues se
encuentran en espera sin ser utilizados, afectando |os costos por este concepto, como lo
apunta Albernas 2014.

El objetivo fundamental del presente trabajo es analizar € tiempo de la hidrélisis
enzimética del bagazo de cafa de azlcar pretratado afin de establecer un compromiso a
la horade realizar |os disefios.

2. MATERIALESY METODOS

2.1. Desarrollo experimental dela hidrolisis enzimatica

Para obtener las mejores condiciones en la obtencidon del hidrolizado se reaizé un
disefio factorid de experimentos 2° con réplicas a azar, empleando el bagazo
pretratado anteriormente en las etapas de hidrdlisis acida y basica y las enzimas
Celuloliticas Novozyme CellicRCTec2 y PB-glucosidasa con cédigo NS50010. El
experimento se realizd en beakers con un volumen de 25 ml de solucion buffer HAc-
acetato de sodio de pH 4,8 en zaranda a 150 rpm. Para la determinacion ART se aplico
la técnica del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) a partir de la elaboracion previa de la
curva de calibracion en un Espectrofotometro Genesys 20 a 540 nm. Por & método de
diferencia de pesada se determiné lalignina presente en el bagazo pretratado.

En & desarrollo de la hidrdlisis enzimatica las variables independientes estudiadas
fueron la temperatura, en la cua e nivel inferior se corresponde con los mejores
resultados de Mesa (2010) y € nivel superior 50 °C es la Optima reportada por €
fabricante de la enzima empleada. Las otras dos variables estudiadas fueron la
concentracion de enzimay de sustrato tomando los niveles de las mismas a partir de los
estudios de Mesa (2010).
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Variablesindependientes. X;: Temperatura (38-50 °C); X,: Concentracion delaenzima
(10-20 UPF/g); CE (0,15-0,31ml/g); X3: Concentracion de sustrato (5-10 %); CS (50-
100 g/L)

Variable dependiente: Formacion de Azlcares Reductores Totales (ART)

3. RESULTADOSY DISCUSION

En latabla 1 se muestra la matriz experimental planteada, se hicieron réplicas a azar de
los experimentos 1, 5, 6 y 8. También se muestran los valores maximos de ART
obtenidos alas 48 h de experimento.

Tabla 1. Matriz experimenta parahidrélisis enzimética
Exp X; Xz Xz ART max obtenido (g/L)

1+ o+ o+ 4874
la + + + 58,02
2 o+ o+ - 25,38
3 0+ -+ 38,05
4+ - - 19,26
5 -+ o+ 40,82
5a - + + 35,01
6 - o+ - 20,58
6a - + - 23,03
7 - -+ 31,23
8 - - - 15,59
ga - - - 15,78

En la figura 1 se observa la tendencia de la formacion de ART en e tiempo de los
experimentos realizados y sus réplicas, aprecidandose como tendencia genera que la
mayor formacion de azlicares ocurre en las primeras 5 a 15 horas, pues a partir de alli la
formacion ocurre de forma méas moderada. Si se andliza €l experimento 1-R y 8 se
observa como en e 1-R la maxima formacion de ART es de aproximadamente 58 g/L,
siendo este valor mucho mayor que en e experimento 8 que es de 16 g/L, este
comportamiento se debe a que en & 1-R la temperatura a la que se llevd a cabo €
experimento fue de 50°C siendo esta la temperatura de trabajo éptima reportada para
estaenzimay en €l 8 fue de 38°C que fue la 6ptima obtenida por (Mesa, 2010).

ART(E/L) 6O

10

Tiempo (h)

Figura 1. Formacion de ART experimentales en e tiempo
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Si se compara €l 1-R con € 2, en e cua se mantienen constantes la temperatura y la
concentracion de enzima, se observa que a medida que es mayor la concentracion de
sustrato  (1-R) mayor es la formacion de ART, manteniéndose e mismo
comportamiento en el caso de la concentracion de la enzima en los experimentos 1-R y
3 en los cuales se evidencia claramente que a mayor concentraciéon de enzima mayor
serd la formacion de ART notando una diferencia marcada de producciéon de ART de
aproximadamente 18 g/L.

Para determinar la velocidad de produccion de ART en €& tiempo se emplea €
mecanismo simplificado pseudo-homogéneo de Michaelis-Menten, que parte de que el
azucar se produce de un sustrato soluble hipotético cuya concentracion inicial
corresponderia a la concentracion de ART producida finalmente segun o planteado en
(Li et a., 2004) y Gonzalez (2007).

Un esguema simplificado del mecanismo de reaccion se muestra a continuacion:

celulosa(s) EC B _, tligosacarido(0) EC < Glucosa(@) (1)

Donde: S: Sustrato insoluble, O: Oligosacérido soluble, G: Glucosa, EG:
Endoglucanasa, CBH: Celobiohidrolasa, BG: - glucosidasa

En su trabgo, Albernas 2014, desarroll6 este mecanismo pseudo-homogéneo de
Michaelis Menten con el cua determind la expresion de la cinética del bagazo
pretratado bajo |as condiciones tratadas en € presente, bajo la expresion:

d_T_ kEo(T, —T) ©)
dt K, [1+@/K)T]+09(T, -T)

Donde:

T.: Representa el maximo valor de T (O+G) alcanzado durante la reaccion

(Tw -T): Concentracién de sustrato hipotético del model o pseudo-homogéneo.

0,9: Relacion entre e peso molecular de una unidad de glucosa en celulosa y e peso
molecular de la glucosa.

k: Constante aparente que representa la frecuencia de enlace entre celulosay celulasa

Kuv: Constante aparente de Michaelis - Menten que representa la afinidad entre la
celulosay lacelulasa

Ki: Constante aparente de inhibicion competitiva 0 no competitiva entre celulosa-
glucosay celulasa.

Eo: Concentracion inicial delaenzima.

Luego de desarrollada la metodologia propuesta por (Li et al., 2004) y abordada por
Gonzdlez (2007), Albernas (2014) obtiene los parametros del mecanismo pseudo-
homogéneo y e determina la expresion de velocidad de reaccion de la formacion de
ART en €l tiempo que seria:

aT 0,735-422(58-T)

al _ ©)
dt 217,491+ (1/326)T]|+0,9(58-T)
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Para e calculo del tiempo real en que ocurre la reaccion de hidrélisis formandose los
azUcares reductores, para € experimento 1-R, Albernas 2014, se plantea la siguiente
expresion:

_ I

o k Eo (Too—T)
Donde t esta en h; To = 1,53 g/L, T = 52,32 g/L, Ky = 217,49 g/L, K, = 32,6 g/L,
Teo=58 g/L, k =0,735 h, Eo= 42,2 g/L

Ky [1+ (Kl) T} +0,9 (Too—T)

dT (4)

Para el modelo desarrollado se obtienen los valores de tiempo transcurrido, pero para el
disefio de la etapa se necesita establecer un compromiso entre los ART a obtener en €
hidrolizado y € tiempo que transcurre, por g emplo para un tiempo de 48 h se obtienen
58 g/L, sin embargo para un tiempo de 35,31 h se obtienen 52,32 g/L, 0 sea que en
12,68 h menos se obtienen solo 5,68 g/L menos, asi se esta evitando una espera de
12,69 h.

ART(g/L) 60 58g/L_

55 52,32 g/L
50
45 12,77 g/L
40 39,55 g/L
35
30
25
20
15
10
5

\

(]

5,68 g/L

20,32 h 12,68 h

0 3 6 S 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48

t(h)
Figura2. Andlisisdelarelacion ART obtenido y tiempo transcurrido en la hidrolisis
enzimética para el experimento 1-R

Si se comparan los ART obtenidos alas 15 h que son 39,55 g/L, se puede apreciar que
con respecto a las 35,31 h son 20,32 h menos de espera que corresponde, solo a 12,77
g/L menos.

3.1. Determinacion del tiempo Optimo de hidrélisis enzimética

Esta etapa es una de las criticas del proceso por su larga duracion, por lo que se debe
anaizar la obtencion de un tiempo minimo que permita obtener un nivel de ART
adecuado y que garantice la eficiencia de la etapa. Para € caso de obtencién de etanol
empleando hidrolizado de bagazo, Albernas 2014, estudia 4 alternativas combinado con
los indicadores de rentabilidad:

Alternativa 1: comprar todo el equipamiento y vender etanol.

Alternativa 2: acoplarlo a una destileriay vender etanol (no se compra prefermentacion
y fermentacién)

Alternativa 3: comprar todo e equipamiento y vender etanol y furfural

Alternativa 4. acoplarlo a una destileria y vender etanol y furfural (no se compra
prefermentacion y fermentacién)

Lo cual da como resultado 4 aternativas con 5 opciones de disefio dentro de cada una
de ellas; por lo que en cada caso se hizo € estudio de factibilidad de estos resultados
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con la con la metodologia de (Peters y Timmerhaus, 1968), en busca del tiempo de
hidrdlisis enzimética optimo en cada una de ellas.

Se analiza una primera variante de comprar todo e equipamiento y vender solo etanol,
en esta variante € tiempo Optimo global es de 24 h y se recupera en 13 afios, que es
donde presenta el minimo global, 1o cua no es econdmicamente factible, por lo cual se
desecha esta alternativa.

Haciendo un andlisis de emplear e hidrolizado obtenido junto con las mieles de una
destileria y completar la capacidad de la misma, por no disponer de miel para todo €l
ano, implica que en €l proceso inversionista no se compran |os equipos correspondientes
a las etapas de prefermentacion y fermentacion. Esta alternativa de acoplar a una
destileria, implicaria que la etapa de hidrélisis enzimaticatendriaunaduracion de24 hy
lainversion total se recuperaen 4 afios, como se puede apreciar en lafigura 3.

PRD (a) 5,5
5,3
5,1
4,9
a7
4,5
a,3
4,1
%0
3,7
3,5

5 10 15 20 5

t hidrol enzimatica (k)
Figura 3. Perfil de PRD - tiempo de hidrélisis enzimatica en la aternativa de acoplarlo auna
dedtileriay vender etanal

Haciendo un andlisis de la produccién de coproducto (furfural), en conjunto con €
bioetanol, para €l caso de comprar todo € equipamiento € periodo de recuperacion
minimo de 3,1 afios, se encuentra alas 5 h, lo cual implica que lo importante en este
caso no es la produccién de azlicares para obtener bioetanol, pues alas 5 h solo se han
obtenido 24,59 g/L de ART, 0 sea que este caso le da mayor importancia a la
produccion de coproducto, por lo que esta alternativa no resulta atractiva para su
implementacion.

Un dltimo andlisis de la posibilidad de aprovechar la capacidad instalada en
prefermentacion y fermentacion al acoplarlo a una destileria y produciendo ademéas
furfural, arroja un mayor aprovechamiento del bagazo para la produccion de azlicares,
permitiendo recuperar la inversion en 1,5 afios como se aprecia en la figura 4 y €
tiempo optimo esde 18 h.

PRD (a) 1,7
1,68
1,66
1,64

5 10 15 20 25

t hidrol enzimdtica (h)
Figura 4. Perfil de PRD - tiempo de hidrélisis enzimatica en la aternativa de acoplarlo auna
destileriay vender etanol y furfural
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Lavariante mas atractiva a aplicar es la de obtener el bioetanol acoplado a una destileria
empleando € hidrolizado de bagazo como un sustrato complementario para satisfacer la
carencia de miel de lamismay a implementarla, s se logra tener un mercado seguro
para € furfural, pues entonces se completaria la inversién en este sentido, teniendo en
cuenta la Ultima variante analizada.

4. CONCLUSIONES

1. El experimento que mejores condiciones presenta en la etapa de hidrdlisis
enzimética es € experimento 1-R con la mayor produccion de ART en € tiempo
gue es de 58 g/L con una concentracion maxima de enzima y sustrato de 0,31
mi/gy 100 g/L respectivamente.

2. Al establecer un compromiso entre € tiempo de reaccién de la hidrdlisis
enzimética y los ART obtenidos y teniendo en cuenta e comportamiento de la
hidrélisis enzimatica del bagazo pretratado, bajo las condiciones estudiadas, se
aprecia que € mayor salto en la produccion de ART ocurre en las primeras 15
horas con 39,55 g/L.

3. El andlisis combinado del modelo matematico con los indicadores dinamicos de
rentabilidad demostré que € tiempo Optimo de hidrélisis enzimética en la
aternativa de acoplarlo a una destileria y vender etanol es de 24 h obteniendo
45,56 g/L de hidrolizado y en la alternativa de obtener el bioetanol acoplado a
una destileria vendiendo etanol y furfural es de 18 h obteniendo 40,56 g/L de
hidrolizado.
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