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Resumen
Deslignificaciéon de la penca de Agave tequilana F.A.C. Weber empleando
peroxido de hidrégeno alcalino como pretratamiento para la produccion de
biohidrégeno
Palabras clave: biomasa lignocelulésica, perdxido de hidrégeno alcalino,
biocombustibles gaseosos, fermentacion oscura, biohidrogeno.
La penca de Agave tequilana Frédéric Albert Constantin (F.A.C.) Weber es un

residuo agroindustrial que podria representar una fuente importante de biomasa
para la produccion de biohidrogeno por su contenido de celulosa y hemicelulosa.
Sin embargo, la presencia de lignina en este material impide que exista una
adecuada disponibilidad de dichos polisacaridos, por lo que es necesario aplicar un
pretratamiento que nos ayude a deslignificar. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
fue evaluar la deslignificacion de la penca de Agave tequilana F.A.C. Weber
empleando un pretratamiento con perdxido de hidrogeno alcalino (PHA) seguido de
una hidrdlisis enzimatica para la sacarificacién de la celulosa y hemicelulosa. Para
ello, se estudiaron los cambios morfolégicos y quimicos de las fibras de la penca
liofiizada antes y después del pretratamiento con PHA y se caracterizaron
quimicamente los hidrolizados enzimaticos. Para esto se realizaron analisis
quimicos (analisis de fibras, TGA y ART-FTIR), morfolégicos (SEM, XRD) y analisis
de azucares y DQO. De acuerdo con los resultados obtenidos, la mayor remocién
de lignina y el enriquecimiento mas alto de celulosa, asi como la mayor
sacarificacion se obtuvieron cuando se utilizé peréxido de hidrogeno al 2%, con pH
de 11.5 y a un tiempo de contacto de 1.5 h. Se encontré que los hidrolizados
enzimaticos de la penca sin pretratamiento alcanzaron concentraciones de 6.44 g
AT/L. En comparacion con estas concentraciones, el hidrolizado enzimatico de la
primera fibra remanente después del pretratamiento con PHA (fraccién 1) alcanzo
concentraciones 2.5 mas altas. En cuanto a la produccion de biohidrogeno, la penca
entera liofilizada sin ningun tratamiento tuvo un rendimiento de produccion de
biohidrogeno de 0.0574 mmol Hz2/g de penca, en tanto que la fraccién 1 obtenida
después del pretratamiento con PHA a 1.5 h y seguida de hidrdlisis enzimatica, tuvo
un mayor rendimiento de produccién de biohidrégeno (5.62 mmol Hz/g de fibra).
Esto indica que la produccion de biohidrogeno incrementé casi 98 veces. Por lo
tanto, la deslignificacién de la penca incrementé la disponibilidad de la celulosa y
hemicelulosa generando que, durante la hidrélisis enzimatica, se obtuvieran
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mayores rendimientos de sacarificacion y de esta forma se mejoraron los

rendimientos de produccion de biohidrogeno.
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Abstract

Delignification of leaf of Agave tequilana F.A.C. Weber using
alkaline hydrogen peroxide as a pretreatment to biohydrogen

production.
Keywords: lignocellulosic biomass, alkaline hydrogen peroxide, gaseous biofuels,
dark fermentation, biohydrogen.
The leaf of Agave tequilana Frédéric Albert Constantin (F.A.C.) Weber is an agro-

industrial waste that could represent an important source of biomass for the
production of biohydrogen by its content of cellulose and hemicellulose. However,
the presence of lignin in this material generates low availability of such
polysaccharides, therefore it is necessary to apply a pretreatment to help to remove
lignin. For that reason, the objective of this study was to evaluate the delignification
of leaf of Agave tequilana F.A.C. Weber using alkaline hydrogen peroxide (AHP)
followed by an enzymatic hydrolysis for of cellulose and hemicellulose
saccharification. For that, was studied chemical and morphological changes of fibers
of the lyophilized whole leaf before and after of the pretreatment with AHP and
chemically characterized of enzymatic hydrolysates. For this was performed
chemical analysis (fiber analysis, TGA and ART-FTIR), morphological (SEM, XRD)
and sugar analysis and COD. According to the results, the higher removal of lignin
and cellulose enrichment, as well as major saccharification was obtained when
hydrogen peroxide was used 2%, pH 11.5 and a contact time of 1.5 h. It was found
that in the enzymatic hydrolysates of leaf without pretreatment reached
concentration of 6.44 g TS/L. Compared to these concentrations, the enzymatic
hydrolysate of the first fiber remaining after pretreatment with PHA (fraction 1) had
concentrations 2.5 higher. Biohydrogen production of the lyophilized whole leaf
without any treatment had a biohydrogen yield was 0.0574 mmol H2/g of leaf,
whereas fraction 1 pretreated with PHA 1.5 h under an enzymatic hydrolysis, was
also the highest biohydrogen yield (5.62 mmol Hz/g fiber). This indicates that
biohydrogen production increased almost 98 times. Therefore, the delignification in
the leaf increased availability of cellulose and hemicellulose generating, during the
enzymatic hydrolysis, higher yields saccharification and biohydrogen production

yields were improved.
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Introduccion

En la actualidad, la demanda exponencial de combustibles fosiles ha generado una
disminucién en su disponibilidad, asi como impactos negativos en el medio
ambiente y la salud humana debido a los contaminantes emitidos durante su
combustion. De acuerdo con la compafiia British Petroleum (BP), el consumo
mundial de petroleo aumentoé en 1.4 millones de barriles al dia en el 2013 (Sieminski,
2014). Como consecuencia de esta alta demanda del combustible, las reservas del
petréleo se van agotando rapidamente al igual que su disponibilidad (Bedoya et al.
2007). Aunado a esto, de acuerdo con el IPCC en el 2013, la quema de combustibles
fosiles (y en menor porcentaje, la fabricacion del cemento) es causante de mas del
75% de las emisiones antropogénicas de CO:2 (Stocker et al. 2013).

Por tales motivos, se estan buscando fuentes alternas de energia que sean
sostenibles y amigables con el ambiente. Ante esta problematica, las energias
renovables representan una alternativa potencial debido a sus altos rendimientos
energéticos y su bajo o nulo impacto negativo en el ambiente. Algunos ejemplos de
este tipo de energias son: la energia solar, edlica, geotérmica, hidroelétrica y la
energia generada a partir de biomasa. Todas estas fuentes alternas de energia han
mostrados resultados positivos. Sin embargo, en la actualidad, diversas
investigaciones se estan enfocando en la produccion de energia generada a partir
de biomasa lignocelulosica. Este material presenta un gran potencial por su
contenido en polisacaridos (hemicelulosa y celulosa) los cuales son susceptibles de
fermentarse por via microbiana para obtener biohidrégeno (fermentacién oscura).
Ademas, existen estudios donde se ha demostrado que la biomasa puede ser una
fuente para la produccion de biocombustibles como biohidrégeno y metano (Abreu,
2013; Arreola-Vargas et al. 2013).

De acuerdo con Marin et al. (2014) hay 4 clasificaciones de biocombustibles
de acuerdo con la fuente empleada para su produccion: los de primera generacion
que son producidos a partir de cultivos energéticos. Los de segunda generacion son

materiales lignoceluldsicos. Dentro de esta clasificacidon, se encuentran los residuos




lignocelulésicos, pastos, etc. Sin embargo, el uso de los residuos lignoceluldsicos
como sustrato para la generacion de energia, tienen la gran ventaja de que se
contribuyen a disminuir la contaminacion generada por estos residuos, ya que
actualmente se generan 2x10'" ton/afio de residuos de esta indole (Tuck et al.
2012). Aunado a esto, se revalorizaran este tipo de biomasa que tiene la
particularidad de ser renovable.

Los biocombustibles de tercera generacion tienen la caracteristica de llevar
a cabo el uso de algas, mientras que en los biocombustibles de cuarta generacién
se emplean organismos genéticamente modificados. Cabe mencionar que esta
ultima clasificacion de biocombustible, aun se encuentra en desarrollo. Existen
diversos estudios que han demostrado que la produccion de biocombustibles como
el biohidrogeno o metano a partir de residuos lignocelulosicos presenta buenos
rendimientos de produccion de estos biogases. Sin embargo, el biohidrogeno tiene
la particularidad de ser una fuente de energia renovable y limpia, debido a que
durante su combustion unicamente se genera agua y energia.

La penca de Agave tequilana Frédéric Albert Constantin (F.A.C.) Weber,
puede ser una fuente viable de produccién de biocombustibles como es el
biohidrogeno debido a que contienen un alto contenido de material lignoceluldsico:
celulosa 28.79%, hemicelulosa 10.71% y lignina 5.05% (Salas, 2013). Sin embargo,
para utilizar la celulosa y hemicelulosa es necesario llevar a cabo una
deslignificacion. Existen diversos pretratamientos para la deslignificacion, siendo
uno de ellos el uso del peroxido de hidrégeno alcalino (PHA), con el cual se han
reportado rendimientos altos tanto de deslignificacion como de recuperacion de
hemicelulosa y celulosa en sustratos que tienen caracteristicas similares a la penca.
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la deslignificacién de la penca de
Agave tequilana F.A.C. Weber empleando PHA. Por otro lado, se evaluaron los
rendimientos y velocidades de produccién de biohidrégeno en lote por fermentacion
oscura, a partir de las fracciones de celulosa y hemicelulosa recuperadas del

pretratamiento de deslignificacion.




Capitulo 1.- Marco teérico.

El biohidrogeno como combustible presenta la particularidad de tener alta capacidad
de generacion de energia por unidad de peso (122-142 kJ/g). Comparandolo con
otros tipos de combustibles energéticos, es de los mas eficientes en la produccién
de energia (Argun y Kargi, 2011; Shina y Pandey, 2011). Sin embargo, el
biohidrogeno no se encuentra disponible de forma natural, a diferencia de los
combustibles fosiles. Debido a esto, se han realizado diversas investigaciones
donde se busca obtener mayor eficiencia y mejores rendimientos de produccién de
este gas (Blanco y Rodriguez, 2012).

Existen diversas fuentes de produccion de biohidrogeno, entre ellas se
encuentra la oxidacion catalitica de gas natural, por medio de metales pesados y
nafta, a partir de carbdn, por electrdlisis y bioquimica (Shina y Pandey, 2011). Sin
embargo, la produccion bioquimica representa mayor interés por ser potencialmente
una forma de produccién de energia inagotable y no requiere alto consumo

energético (Blanco y Rodriguez, 2012).

La cantidad de materiales lignoceluldsicos producidos anualmente es de alrededor
de 220 mil millones de toneladas en todo el mundo y su conversién a
biocombusibles equivaldria aproximadamente a 80 mil millones de toneladas de
petréleo crudo (Ren et al. 2009). Esta biomasa se encuentra constituida
principalmente por tres componentes: celulosa (40-60%), hemicelulosa (20-30%) y
lignina (15-30%) (Saha y Cotta, 2008). De estos tres, la celulosa es uno de los
biopolimeros mas abundantes en la naturaleza (Klemm et al. 2002). Durante los
ultimos anos, se han desarrollado proyectos basados en la quimica verde, lo que ha
conducido a la generacion de materiales celulésicos novedosos, asi como la

generacion de energia (como el bioetanol y biohidrégeno) y bioaceites.




Todos los dias, se desechan grandes cantidades de residuos celulésicos tanto
agricolas como industriales y municipales, los cuales son acumulados o utilizados
de manera ineficiente debido a su costo involucrado en los procesos de reutilizacion
(Sukumaran et al. 2009). La conversién de la celulosa en azucares fermentables es
un area en la cual se estan enfocando diversas investigaciones, ya que es un
requisito previo para la posterior produccion de bioenergia (Kumar et al. 2008). Esta
conversién de los residuos lignoceluldsicos es de considerable importancia
econdmica para poder desarrollar procesos para el tratamiento y la utilizacioén eficaz
de celulosa y hemicelulosa como fuentes de carbono de bajo costo para su posterior
utilizacién para la generacion de biocombustibles como es el biohidrogeno y

biometano (Ballesteros et al. 2004).

Oftra alternativa es el cultivo de biomasa para la produccién de biocombustibles.
Existen diversas definiciones de cultivos energéticos (Castro y Sanchez, 1997;
Crespo, 1999; De Juana y Fernandez, 2002; Nava et al. 2014) o también conocidos
como cultivos agroenergéticos (Dominguez, 1991). Nava et al. (2014) los define
como aquellos cultivos agricolas, forestales o acuaticos, cuya produccién parcial o
total se utiliza como materia prima para generar energia aprovechable. También, se
pueden definir a los cultivos energéticos como aquellas siembras agricolas donde
se hace uso de la biomasa para la produccién de energia (Lewandowski et al. 2003).
De acuerdo con Kaltschmitt, et al. (2001), una de las principales caracteristicas que
se desea tener en este tipo de biomasa, es un alto contenido de lignina y celulosa,
principalmente cuando se emplean como biocombustibles sdlidos, por dos razones
principales. La primera causa es porque tienen un alto valor de calentamiento
debido al alto contenido de carbono en lignina (aproximadamente 64%). El segundo
motivo es porque pueden reproducirse en suelos con bajo contenido de agua.

La biomasa producida por medio de cultivos energéticos se divide
principalmente en dos: herbaceas y lefiosas. La energia generada a partir de esta

biomasa, puede ser por combustion directa o gasificacion de los cultivos para




producir electricidad y calor, o mediante la conversion a combustibles liquidos como
el etanol para su uso en vehiculos. Otra alternativa es la produccién de
biocombustibles gaseosos para la produccion de calor y electricidad.

Una de las problematicas que se ha generado por este tipo de cultivos es la
utilizacion de fertilizantes para la obtencion de mejores rendimientos de produccién
de biomasa. Sin embargo, se siguen buscando plantas que no requieran de la

aplicacion de estas sustancias y con poco requerimiento de agua para su desarrollo.

1.2.2. Anatomia, estructura y composicién quimica de la biomasa
lignocelulésica

1.2.2.1. Composicion quimica

De acuerdo con Esau (1985), la celulosa es el principal constituyente del material
lignoceluldsico, seguido por la lignina y la hemicelulosa Fig. 1.1). En menor porcién,
se encuentran las pectinas, proteinas, compuestos grasos, cutina, suberina y ceras.
También tienen presencia algunos compuestos organicos y substancias minerales
como el silicato y los oxalatos de calcio, pero raramente constituyen una parte
esencial en la composicién y estructura del material lignocelulésico (Ragauskas et
al. 2006). Sin embargo, la composiciéon y porcentajes de los polimeros que la
conforman varian entre los diferentes tipos de plantas, su edad y la etapa de

crecimiento, entre otros (Jeffries, 1994).

La celulosa (Fig. 1.1-a) es el biopolimero mas abundante en la naturaleza, ya
que se trata del principal componente estructural de las células vegetales. Este
biopolimero esta conformado por microfibrillas cristalinas insolubles, y por
subunidades de glucosa que se unen mediante enlaces glucosidicos en la
configuracion B-1-4 dando lugar a la unidad central celobiosa que se repite
exactamente en la cadena polimérica (Esau, 1985). Este tipo de estructuras forman
a las microfibrillas que, a su vez, al acoplarse una con otra, crean arreglos cristalinos
y algunos arreglos amorfos. Estas microfibrillas se unen formando multiples capas
que estan embebidas en una matriz de hemicelulosa y/o lignina (Gonzalez-Garcia
et al. 2005).




Fig. 1.1. Estructura quimica de la celulosa, hemicelulosa y lignina (Deng et
al. 2015).

La hemicelulosa (Fig. 1.1-b) es un polisacarido que esta constituido por pentosas y
hexosas. En la hemicelulosa, encontramos diversas subunidades, como las
pentosas (xilosa, ramnosa y arabinosa) y las hexosas (glucosa, manosa vy
galactosa). En menor proporcién, también hay acidos urdnicos (4-O-
Metilglucurénico, D-Glucurénico, y D-Galacturdnico). Este ultimo grupo de
monosacaridos (acidos uronicos), constituyen las substancias pécticas, las cuales
se presentan principalmente de tres formas: protopectina, pectina y acido péctico
(Esau, 1985).

La lignina es un heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado
compuesto por alcoholes aromaticos, los cuales le dan soporte estructural, rigidez,
proteccion e impermeabilidad a los polisacaridos estructurales de celulosa vy

hemicelulosa (Aro et al. 2005). La composicién quimica de este biopolimero (Fig.
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1.1-c), se encuentra constituido principalmente por: cumaril (H), guaiacil (G) y sirigil

(S) (Ralph et al. 2004). En la Tabla 1.1 se describe la composicidon quimica de cada

uno de los compuestos que conforman a los materiales lignoceluldsicos, asi como

sus caracteristicas principales.

Tabla 1.1. Composicion y estructura quimica de la lignina, celulosa y

Subunidades

Enlaces entre
sus
subunidades

Polimero

Composicion

los tres
componentes

hemicelulosa (Chen, 2014).

Lignina
Guaiacil propano (G),
Sirigil propano (S), p-
hidroxifenil propano (H)

Varios enlaces éter y
enlaces C-C, algunos
enlaces éter B-O-4

Polimerizacion 4 000

Lignina G, lignina GS,
lignina GSH

Amorfa, heterogénea,

polimero tridimensional no

linear.

Enlaces entre Contiene enlaces quimicos

con hemicelulosa

Hemicelulosa

D-Xilosa, manosa, L-
arabinosa, galactosa,
acido glucurénico

Enlaces -1,4-
glucosidicos en algunas
cadenas. Enlaces (-
1.3-, B-1.6-glucosidicos
en los extremos de los
enlaces

>200

Xilosa,
galactoglucomanano
(Gla,Glu,Man),

glucomanano (Glu,Man)

Molécula heterogénea
tridimensional con una
pequefia regién
cristalina

Contiene enlaces
quimicos con la lignina

Celulosa
Unidades de glucosa

Enlaces B-1,4-
glucosidicos

100 -14 000
Glucano

molécula lineal
tridimensional
compuesta de una
region cristalina y
otra amorfa

Sin enlaces quimicos

De acuerdo con Chen, (2014), la composicion quimica de la pared celular esta

constituida en mayor porcion por celulosa (la cual determina la estructura de la
pared celular), posteriormente, encontramos en mayor cantidad la lignina y
consecutivamente la hemicelulosa y pectinas, cutinas, suberinas y ceras. La
distribucion y concentracién de cada uno de estos componentes varia de acuerdo

al tipo de pared en el que se encuentre. Cuando las células estan lignificadas, la




pared celular se puede dividir en 3 tipos: lamina media, pared primaria y
posteriormente la pared secundaria (Fig. 1.2).

La capa mas externa de la pared celular es la lamina media, la cual esta
constituida principalmente por lignina, ademas esta constituida por sustancias
pécticas. Esta lamina le otorga hidrofobicidad y plasticidad a las plantas (Taiz et al.
2006). Posterior a la lamina media, se encuentra la pared primaria, que es formada
gracias a las secreciones de protoplastos, es decir, durante el crecimiento celular.
La composicion quimica de esta pared celular esta constituida principalmente por
polisacaridos (celulosa, hemicelulosa y pectina), proteinas, enzimas, glicoproteinas,
y algunos iones como es el calcio. En algunas ocasiones, la lignina también se
encuentra presente en esta pared celular, pero en pequefias concentraciones. Esta
pared primaria tiene como objetivo el proporcionar soporte estructural y mecanico
controlar la velocidad y la direccidn del crecimiento celular, resistir la deshidratacion,
y activar la interaccion entre las moléculas de la sefal fuente y las células
(Phitsuwan et al.2013; Chen, 2014).

Fig. 1.2. Estructura y composicion quimica de la pared celular vegetal (adaptado
de Phitsuwan et al. 2013 y Achyuthan et al. 2010).
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Una vez que se detuvo el crecimiento de la pared primaria, comienza a darse la
formacion de la pared secundaria. Esta pared esta dividida en tres capas: capa
interna (S3), la capa intermedia (S2), y la capa externa (S1) (Bidlack et al. 1992).
Cada una de estas capas tiene diferencias en la composicién, la estructura, el
angulo microfibrilar (Fig. 1.2). Esta pared estda conformada por celulosa vy
hemicelulosa y una mayor concentracion de lignina en comparacion con las otras
paredes. La presencia de la lignina en esta pared genera soporte mecanico para
que las plantas crecen hacia arriba (Somerville, 2006). La concentracién de celulosa
en esta pared celular es mayor que la pared primaria, carece de pectinas y su

componente basico es la hemicelulosa (Chen, 2014).

Los compuestos lignoceluldsicos se encuentran distribuidos y concentrados en
diversas formas de acuerdo a la planta, a su estructura y anatomia vegetal. Los
tres 6rganos vegetativos principales de las plantas son: la raiz, el tallo y sus hojas
(Esau, 1985). Las hojas en particular, estan constituidas principalmente en cuatro
tejidos: la cuticula, epidermis, parénquima, haces vasculares constituidos por xilema
y floema (Fig. 1.3). La presencia de cada uno de estos componentes varia en
relacion a cada planta. De acuerdo con Esau (1985), las definiciones y
caracteristicas de cada uno de estos tejidos se describen a continuacién.

La epidermis se encuentra en la capa superior del cuerpo de la planta en
estado primario y es la interface entre el medio ambiente y la parte interna de la
planta. Su objetivo es proteger mecanicamente e intervenir en la limitacion de la
transpiracién y aireacion. En particular, las especies del género Agave tienen
epidermis que tienen la caracteristica de contener una cuticula gruesa, un
revestimiento ceroso y estomas complejos, ademas de que tienen la capacidad de
adaptarse a condiciones aridas.

La cuticula es definida como aquella capa delgada constituida principalmente
por cutina, que es un polimero de acidos grasos de cadena larga (C16 y C18) unidos
por enlaces éster, formando una red rigida tridimensional. El objetivo de la cuticula
es prevenir la pérdida de agua y como se mencion6é anteriormente, esta se

encuentra en la parte superior de la epidermis. Posteriormente, encontramos el
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parénquima que tiene como objetivo almacenar diversas substancias, ademas de
gue se encarga de la cicatrizacion de las heridas que puede tener en el sistema
vegetal y de ciertas estructuras adventicias. En este tipo de tejido, se encuentran
principalmente células con pared primaria, enriquecida con sustancias pécticas. Las
formas que llegan a tener estas células varian entre empalizadas o lagunares. Este
tipo de tejidos pueden dar formacion a tejidos de colénquima, esclerénquima o fibra;
esto se logra una vez que el parénquima engrosa sus paredes y dan formacion a

estas nuevas estructuras.

Fig. 1.3. Anatomia vegetal de las hojas (Adaptado de Streffer, 2014).

Los tejidos de colénquima y esclerénquima son otras dos estructuras que son el
sostén en la planta. Las células de la colénquima estan constituidas por paredes
primarias engrosadas. Este tejido estd compuesto por celulosa, pectina vy
hemicelulosa, y pequefias o nulas cantidades de lignina. A diferencia de las células
colenquimaticas, las células esclerenquimaticas tienen paredes secundarias
lignificadas. Este tipo de estructura vegetal, ofrece elasticidad, fortaleza y
resistencia a la planta. Dentro de las estructuras constituidas por células

esclerenquimaticas, estan las fibras. Estas presentan una estructura alargada y
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estrecha, con extremos engrosados. Estas también estan constituidas
principalmente por paredes secundarias lignificadas. Esta estructura es clasificada
en dos: xilares o fibras de lefio (xilema secundario) y las extraxilares. Esa
clasificacién se da de acuerdo a su localizacidén, ya sea que estén presentes o no

en el xilema secundario.

Los haces vasculares son otra estructura importante dentro de la anatomia
vegetal, ya que se encuentra constituido por células xilematicas y floematicas que
se encargan de la conduccion de agua y nutrientes. El xilema tiene como funcion la
conduccion de agua, almacenamiento y soporte, por eso se extiende de manera
continua a lo largo de la hoja vegetal. Mientras que el floema lleva a cabo el

transporte y almacenamiento de substancias nutritivas.

Los oxalatos de calcio son cristales vegetales que se encuentran en todos
los tejidos vegetales. Estas estructuras ayudan a darle rigidez a la planta, pero a su
vez, le permite tener cierta flexibilidad a la planta. Las estructuras cristalinas se
presentan en diferentes formas, dependiendo de su arreglo estructural. Los tipos de
cristales que hay son: drusas (formas compuestas), estiloides (alargados en formas
simples), y rafidios (alargados y agrupados). Los cristales parecen aportar una
funcioén protectora de la hoja, pero en grandes cantidades indican la presencia de
estrés. El tipo de oxalato de calcio puede ser de dos tipos: whewelita (oxalato de
calcio monohidratado) o weddelita (oxalato de calcio dihidratado) (Prychid et
al.1999).

1.3. Anatomia del Agave tequilana F.A.C. Weber

El género Agave es considerado originario de México, dentro del cual se encuentran
135 especies endémicas, 272 de 310 especies de Agave reportados hasta en la
actualidad (Garcia, 2002). Los agaves son plantas rosetas, monocotiledoneas y
monocarpicas. La anatomia del agave se encuentra constituida principalmente por
el sistema radicular, un tallo, un cogollo y hojas (comunmente conocidas como
pencas) las cuales contienen una espina apical y espinas laterales.

El Agave tequilana F.A.C. Weber (Fig.1.4) pertenece al subgénero Agave y

se encuentra dentro del grupo Rigidae. La abreviatura F.A.C. Weber se emplea para
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indicar a Frédéric Albert Constantin Weber, autoridad en la descripcion vy
clasificacién cientifica de los vegetales. Esta especie de agave se caracteriza por
ser una planta carnosa en forma de roseta, fibrosa, de color azul o verde grisaceo
originado por su alto contenido de ceras que impiden que la planta pierda agua. La
caracteristica fenotipica mas importante son sus hojas rigidas y lanceoladas, con
espinas marginales y apicales; almacena inulina en el tallo y es productora de
fructuosa (Gentry, 1982).

Este tipo de agave es una planta xerdfila debido a que se desarrolla en zonas
aridas y calidas. Es una planta que mide entre 2.2 a 2.8 metros de altura, tiene un
tallo grueso y corto (30 a 50 cm de altura al lograr la madurez). Sus hojas o
comunmente conocidas como pencas, miden entre 90 y 120 cm, lanceoladas y con
fibras firmes ademas de céncavas. Tienen una coloraciéon de glauco azulado a verde
grisaceo y una espina terminal de color rojo oscuro de 2 cm en la punta de las hojas,

ademas de una serie de espinas laterales en cada penca (Granados, 1993).

Fig. 1.4. Morfologia del Agave tequilana F.A.C. Weber.
Esquema obtenido de: http://www.baluarte.com.mx/home.html#galeria
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La produccién de biohidrégeno se puede llevar a cabo por medio de biomasa
sometida a fermentacion oscura (Marika et al. 2014). Sin embargo, debido a la
estructura compleja de la biomasa, es necesario someter al material lignoceluldsico
a una serie de pretratamientos antes de la degradacion enzimatica. La aplicacion
de los pretratamientos tiene tres objetivos principales: romper los enlaces que unen
la lignina a la celulosa y hemicelulosa, disminuir la cristalinidad de la celulosa y por
ultimo, incrementar la disponibilidad de la celulosa (Ren et al. 2009). Para esto,
existen diversos tipos de pretratamientos: fisicos (trituracion o molienda), quimicos
(acido, alcalino u oxidativo), fisico-quimicos (explosion con vapor) y bioldgicos

(enzimas, hongos o bacterias).

La aplicacion de los pretratamientos tiene tres objetivos principales: romper los
enlaces que unen la lignina a la celulosa y hemicelulosa, disminuir la cristalinidad
de la celulosa y por ultimo, incrementar la disponibilidad de la celulosa (Ren et al.
2009). Para esto, existen diversos tipos de pretratamientos: fisicos (trituracion o
molienda), quimicos (acido, alcalino u oxidativo), fisico-quimicos (explosion con
vapor) y biolégicos (enzimas, hongos o bacterias). A continuacion, se explicaran

cada uno de estos tipos de pretratamientos.

Reducir de tamanio, picar, triturar y moler, son los diversos métodos mecanicos de
disminucién de tamano de particulas (0.2-2 mm) con el fin de mejorar la
digestibilidad de la biomasa lignocelulésica (Palmowski y Muller, 1999). El objetivo
de este proceso es incrementar el tamano del poro de la particula, su area
superficial y a reducir la cristalinidad y polimerizacion de la celulosa, por lo que la
disponibilidad de la celulosa es mayor para la hidrolisis enzimatica (Panagiotopoulos
et al. 2009; Zhang et al. 2007).
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Consiste en el uso de acido sulfurico, nitrico y clorhidrico para llevar a cabo la
remocion de hemicelulosa e incrementar la disposicion de la celulosa para la
hidrdlisis enzimatica (Schell et al. 2003). Durante la hidrdlisis acida se rompen los
puentes entre los complejos de lignina, logrando su solubilizacién gracias a las
condiciones acidas (Knappert et al. 1981). Los estudios han demostrado que este
tipo de pretratamientos incrementa la disponibilidad de azucares presentes en la
hemicelulosa pero al mismo tiempo, la hemicelulosa solubilizada puede generar
compuestos inhibitorios debido a las reacciones hidroliticas y asi generar los
inhibidores, tales como los monémeros, furfural e hidroximetil furfural (HMF) (Fengel
y Wegener, 1989).

Este pretratramiento esta basado en la saponificacién de los enlaces ésteres
intramoleculares que hay entre los xilanos de la hemicelulosa y otros compuestos,
como por ejemplo la lignina (Sung et al. 2002). Las principales soluciones alcalinas
utilizadas son: NaOH, KOH, Ca(OH)2 0 amonio, donde se ha observado que se logra
una deslignificacion pero también por la alteracion quimica que sufre la lignina, se
forman compuestos fendlicos como vanilina o siringaldehido (Taherzadeh y Karimi,
2008).

Los pretratamientos oxidativos usan soluciones como el peréxido o el acido
peracético con el objetivo de lograr una oxidacion en la biomasa y asi, eliminar la
hemicelulosa y lignina con el fin de incrementar la accesibilidad de la celulosa
(Azzam, 1989). En este tipo de pretratamiento, se pueden llevar a cabo diversas
reacciones, tales como el desplazamiento de las cadenas laterales, la ruptura de
enlaces alquil aril éter o la ruptura oxidativa de los nucleos aromaticos (Hon vy
Shiraishi, 2001).
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El uso del perdxido de hidrogeno (PH) como agente oxidante produce un incremento
en la susceptibilidad a la hidrélisis enzimatica ya que se obtienen mejores
rendimientos de disponibilidad de celulosa (~80 0 90%) y un 50% de eliminacion de
lignina y la mayoria de la hemicelulosa (Azzam, 1989). Los radicales *OH que se
producen al someter al PH bajo condiciones alcalinas (pH 11.5 y 11.6), son
fundamentales ya que probablemente son los causantes de la solubilizacién de la

lignina y parte de la hemicelulosa (Gould, 1985).

Existen diversos estudios en los que se ha aplicado el PH a diversos tipos de
sustrato y analizado diversas variables de respuesta (Tabla 1.2). Segun Gould
(1985), la concentracion de PH debe ser mayor oigual a 1% y la relacion de biomasa
y volumen de PH debe ser mayor o igual a 0.25 (p/v) para una buena
deslignificacion. En estos trabajos, se observa que la concentracion minima de
peroxido es de 1% y la maxima de 5%. Sin embargo, si comparamos los
rendimientos de recuperacion de celulosa obtenidos por Wilkinson et al. (2014) y de
Su et al. (2015), ambos tienen rendimientos similares, a pesar de que la

concentracion de PHA fue diferente (5% y 2%, respectivamente).

Tabla 1.2. Estudios de deslignificacion a partir de peroxido de hidrégeno bajo
condiciones alcalinas reportados en la literatura.

Variables de respuesta

Sustrato Resultados Referencia

H202 Tiempemperatui pH
Enriquecimiento de celulosa: 60 %.

1 Aserrin 1%  45min 150°C 11.5 Remocion de hemicelulosa de 80 % y 17%  Ayenietal., 2013.
de lignina
2 Pajade centeno 2%  12h 20-70°C -  Remocionde hemicelulosa de 71.9% y Sun et al., 2000

87.8% de lignina

Residuo de granos
cerveceros

w

5% 5h 100°C 11.5 Enriquecimiento de celulosa entre 85-90% Wilkinson et al., 2014

Remocion de hemicelulosa 85.3% y 72.3%
de lignina

S

Paja de cebada 15% 14h 45°C 12 Sun et al., 2001

Recuperacion de celulosa 81.3%.
5 Olote 2% 6h 50°c 11.5 Remocion de hemicelulosa de 38.7% y Suetal.,, 2015
75.4% de lignina
Recuperacion de celulosa de 48.23%.
4% 6h 35°C 11.5 Remocion de hemicelulosa de 21.61% y Costa et al., 2013
1.83% de lignina,

Bagazo de manzana
de anacardo
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Otra de las ventajas del trabajo reportado por Su et al. (2015), es que ademas de
lograr remociones de lignina y hemicelulosa de 75.4% y 38.7% respectivamente,
recuperan las fracciones separadas de celulosa, hemicelulosa y lignina. Los
rendimientos de recuperacion son de 81.3% de celulosa, 88.9% de hemicelulosa y
77.5% de lignina. Al obtener un buen rendimiento de deslignificacion, se vera
favorecida la sacarificacion de la celulosa y hemicelulosa debido a que estaran mas
expuestas a las hidrdlisis enzimaticas que se llevan a cabo para obtener la
sacarificacion. Ademas, el uso de PHA tiene la ventaja de no producir subproductos
toxicos tales como acido acético y furfural que son inevitables en el pretratamiento
acido (Su et al. 2015).

Fig. 1.5. Mecanismo de oxidacién de la lignina presente en la biomasa
lignoceluldsica (Wilkinson et al. 2014).
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El mecanismo llevado a cabo durante el pretratamiento con PHA consiste en la
saponificacion de los enlaces ésteres a -bencilo que se encuentran entre la lignina
y la hemicelulosa, generando su solubilizacién. Este proceso se lleva a cabo gracias
a la presencia de los radicales hidroxilos (*OH) e hidroperoxilos (*OOH) (Wilkinson
etal. 2014). Estos radicales se generan al someter al PH bajo condiciones alcalinas,
es decir, a pH de 11.5-11.6 (Gould, 1985). Los radicales también pueden generar
un ataque en los enlaces fendlicos a-O-4, asi como la ruptura de enlaces no
fendlicos $-O-4, con la consecuente remocién de las fracciones de lignina residual.
Este proceso se genera por medio de la ruptura de enlaces carbono-carbono o por
la degradacién de los hidratos de carbono, liberando fracciones que se oxidan
principalmente en acidos carboxilicos (Su et al. 2000). Dos de los compuestos
liberados durante la hidrdlisis de la lignina son el acido ferulico y acido p-cumarico
(Fig. 1.5).

Este tratamiento consiste en el uso del vapor de agua con el objetivo de penetrar la
pared celular y producir que la hemicelulosa se hidrolice y la lignina sea
transformada. Esto ocurre debido a que el agua tiene la caracteristica de ser acida
a temperaturas muy altas (160-260°C), por determinado lapso (dese 30 segundos
hasta 20 minutos), con una presion que va desde 0.69 hasta 4.83 MPa. Todas estas
condiciones favorecen la hidrélisis de la celulosa, pero también ésta puede ser
alterada debido al alto grado de cristalinidad e inaccesibilidad a las microfibrillas
(Fan y Ragauskas, 2012).

El pretratamiento AFEX es especialmente recomendado para biomasa que tiene un
contenido de lignina menor al 15%. Este proceso mejora significativamente la
sacarificacion (hasta 90%) de diversos sustratos lignoceluldsicos ya que el efecto
fisico del contacto del vapor con la biomasa a alta temperatura y el efecto quimico
de la degradacion de la estructura lignoceluldsica por parte del amoniaco mejora la

disponibilidad de la celulosa (Reshamwala et al. 1995). La desventaja de este
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pretratamiento es que no es costeable a nivel industrial como por los residuos

generados.

Este tipo de tratamiento es llevado a cabo por enzimas celulasa que son altamente
especificas. El objetivo de la hidrélisis enzimatica con celulasas es degradar la
celulosa en glucosa (azucar reductor) gracias a la accion de la actividad celulolitica.
Es importante recordar que la actividad celulolitica es la consecuencia de cuatro
actividades enzimaticas individuales. Estos azucares, posteriormente son utilizados
para llevar a cabo la fermentacion oscura para la produccion de biocombustibles,
como el biohidrogeno (Sun et al. 2002). Las celulasas son una mezcla de enzimas
con tres actividades: endoglucanasas, exoglucanasas (glucohidrolasas o
celobiohidrolasas) y la B-glucosidasa (Coughlan y Ljungdahl, 1988). El grado se
sacarificacion del hidrolizado depende de diversos factores, tales como el tipo de
biomasa a tratar, el grado de cristalinidad de la celulosa, la concentracion,

composicién y afinidad de la enzima, entre otras (Yang et al. 2011).

1.5. Fermentacion oscura por produccion de biohidrégeno

La produccion de biohidrogeno por medio de la fermentacidn oscura es un proceso
prometedor debido a que se pueden usar diversos tipos de sustratos (residuos
organicos, aguas residuales, entre otros). Ademas, no requiere de energia luminica
(de ahi su nombre de fermentacion oscura) haciéndolo un proceso econdémicamente
factible y sustentable (Nath y Das, 2004). Este proceso de fermentacién es un
fendmeno ubicuo en condiciones andxicas o anaerobias (es decir, no hay oxigeno
presente como aceptor de electrones). Dentro de este proceso, se utiliza como
fuente de carbono a los monosacaridos presentes, principalmente glucosa, xilosa y
fructuosa. Estos compuestos pueden ser sacarificados previamente por medio de
diversos pretratamientos o tratamientos enzimaticos aplicados a la biomasa
lignoceluldsica, con el fin de que tengan una mayor disponibilidad para las bacterias
que llevan a cabo la fermentacion oscura. Cuando los monosacaridos son

fermentados a acido acético o butirico, se lleva a cabo la produccion de
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biohidrégeno el cual surge como subproducto de esta fermentacién (Lépez-
Gutierrez, 2015).

Enla Fig. 1.6 se presenta la ruta bioquimica para la conversion de la biomasa
en biohidrégeno por medio de la fermentacién oscura. Dentro de la via de
produccion de biohidrogeno, la fermentacion de la glucosa a biohidrégeno, piruvato,
el producto del catabolismo de la glucosa, se oxida a acetil-CoA. Dentro de esta
oxidacion de piruvato a acetil-CoA, se lleva a cabo la reduccion de ferredoxina (Fd).
Fd reducido es consecutivamente oxidado por hidrogenasa llevandose a cabo la
liberacion de biohidrogeno en forma molecular (Hallenbeck y Benemann, 2002).
Esta via es conocida como Fd-hidrogenasa y es llevada a cabo por bacterias
anaerobias estrictas.

Piruvato + CoA+2Fd(ox) > Acetil-CoA + 2Fd(red) + CO2

2Fd(red) > 2Fd(ox) + Hz
(Nath et al. 2004)

Otra via de produccion de biohidrégeno es cuando la enzima hidrogenoliasa
produce biohidréogeno y diéxido de carbono a partir de formiato. Este proceso es
llevado a cabo por bacterias facultativas. Sin embargo, existen otras rutas
metabdlicas que compiten con las vias antes mencionadas, generando otros
productos reducidos a partir de piruvato, tales como acidos organicos volatiles
(propionato), otros acidos organicos (lactato) o productos como el etanol (Lee et al.
2009).

Uno de los factores que influyen en la produccion de biohidrégeno es la
presion parcial que llega a tener este proceso. Debido a que, cuando se tiene una
presion parcial <60 Pa y el producto final es el acetato, se llegan a obtener
tedricamente 4 molHz/mol de glucosa. Mientras que, cuando la presion es >60Pa,
se obtienen rendimientos teodricos de 2 mol Hz/mol glucosa y como producto final se
obtiene el butirato (Tommasi et al. 2016).

Teoricamente, a partir de un mol de glucosa se pueden obtener hasta 12
moles de biohidrégeno (CeH1206 + 6H20 — 12H2 + 6CO2). Sin embargo, en la
naturaleza no existen vias metabdlicas que logren esto debido a que el crecimiento

de células no seria posible y la reaccién no es termodinamicamente favorable
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(AG°=3.2 kd/mol) (Woodward et al. 2000). Como se describioé anteriormente, a partir
de las bacterias facultativas, se logran obtener de 2 a 4 moles de biohidrégeno a
partir de cada mol de glucosa consumida, por medio de las vias de butirato y
acetato.

La generacién de biohidrogeno por medio de la fermentacion oscura se debe
principalmente a bacterias anaerobias o facultativas. Comunmente, las especies de
bacterias involucradas son del género Clostridium, las cuales tienden a formar
esporas, bacterias termofilicas (Zhang et al. 2003; Cakir et al. 2010) y anaerobias
acidogénicas asi como baterias facultativas de los géneros Enterobactery Bacillus
(Chen et al. 2005).

Fig. 1.6. Ruta bioquimica para la conversion de monosacaridos en biohidrégeno
por medio de la fermentacion oscura (Lépez-Gutiérrez, 2015; Prescott et al. 2002;
Xi-Chen et al. 2006).
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El uso irracional de los combustibles fésiles y el impacto negativo que tienen estos
durante su combustién hacia el medio ambiente ha provocado una crisis energética
y ambiental. Debido a esto, se han buscado diversas fuentes de energia que ayuden
a mitigar estos problemas, y la produccion de biocombustibles es una alternativa
viable. El biohidrégeno es uno de estos combustibles ya que se puede producir por
medio de la fermentacion oscura a partir de residuos organicos. Entre ellos, los
residuos agricolas son un material factible que puede ser empleado para la
produccion de biohidrogeno debido a su composicion quimica, su abundancia y bajo
costo.

Debido a lo anterior, se estdn buscando diversas fuentes de residuos
lignoceluldsicos para revalorizarlos y generar biocombustibles. Tal es el caso de la
industria tequilera en México, ya que durante la fabricacién de tequila, se desechan
las pencas, que constituyen aproximadamente el 50%. Durante los ultimos 6 anos,
la cantidad promedio de plantas cultivadas fue de 48'733,192 (SAGARPA y CRT,
2005) y fueron desechadas alrededor de 1°096, 672 toneladas de pencas como
residuos. Este tipo de biomasa es considerada desecho o utilizados de forma
ineficiente como abono para las tierras. Por tal motivo, es necesario valorizar el
aprovechamiento de este tipo de residuo y para ello, se propone utilizarlo como
sustrato en la produccién del biohidrégeno.

Sin embargo, una limitante del uso de biomasa lignocelulésica para la
obtencion de biohidrégeno, es la baja disponibilidad de la celulosa y hemicelulosa
debido a la compleja estructura morfolégica de la penca de Agave tequilana F.A.C.
Weber. Ademas, la presencia de lignina dificulta aun mas la disponibilidad de dichos
polimeros. Debido a esto, el presente trabajo explora la posibilidad de remover la
lignina presente en la penca del agave empleando peroxido de hidrégeno en medio
alcalino. También se documentaron los cambios en la estructura morfologica de la
penca después del tratamiento con peroxido, empleando microscopia electronica,

difraccién de rayos X y espectroscopia infraroja.
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La formacién de radicales libres durante el pretratamiento de la penca de Agave

tequilana F.A.C. Weber con peréxido de hidrogeno en medio alcalino facilitara la

remocion de la lignina presente en la penca de agave. Esto incrementara la

disponibilidad de celulosa y hemicelulosa al ataque de enzimas celuloliticas y por

consecuencia, se favoreceran los rendimientos de produccion de azucares y de

produccion de biohidrogeno por fermentacion oscura.

Evaluar la produccion de biohidrégeno via fermentacion oscura a partir de la penca

de Agave tequilana F.A.C. Weber sometida a un pretratamiento con peroxido de

hidrégeno alcalino.

1)

2)

3)

4)

5)

Determinar el manejo 6ptimo y conservacion de la penca de Agave tequilana
F.A.C. Weber para su uso en experimentos de laboratorio.

Evaluar la influencia del peroxido de hidrogeno alcalino sobre la estructura
morfoldgica y la composicion quimica de la penca de Agave tequilana F.A.C.
Weber.

Evaluar el efecto del tiempo de hinchamiento y del pretratamiento con
peréxido de hidrogeno alcalino sobre el rendimiento de deslignificacion.
Implementar el proceso de sacarificacion enzimatica de las fracciones
enriquecidas en celulosa y hemicelulosa obtenidas durante el pretratamiento
con peroxido de hidrégeno alcalino.

Evaluar el rendimiento de la produccién de biohidrogeno en lote a partir de la
penca de Agave tequilana F.A.C. Weber pretratada con peroxido de

hidrogeno alcalino.
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Capitulo 2.- Materiales y métodos

La estrategia metodoldgica se divide principalmente en cinco pasos (Fig. 2.1). La
primera es la separacion de las diversas fracciones de la penca (cuticula, epidermis
y fibra) con el objetivo de llevar a cabo su respectiva caracterizacion.
Posteriormente, se evalué el uso como sustrato de cada una de estas fracciones en

la produccién de biohidrégeno sin ningun tratamiento previo.

El segundo paso fue la determinacioén del mejor proceso de conservacion y
manejo de la penca para su uso en el laboratorio. Para esto, se evaluaron dos
condiciones: secado a 60°C vy liofilizacion. El tercer paso consistié en evaluar el
pretratamiento con PHA estudiando cuatro condiciones: la concentracion de PH, el
pH, el efecto de hinchamiento con PH sin ajuste de pH y finalmente, el tiempo de
pretratamiento con PHA. De este proceso, se obtuvieron tres fracciones que fueron
caracterizadas de manera morfolégica y quimica, tal como se describe en la Fig.
2.1.

Como cuarto paso se realiz6 la hidrdlisis enzimatica de las fracciones 1y 2
obtenidas después del pretratamiento con PHA. Cada uno de los hidrolizados
obtenidos se caracterizé de manera morfolégica y quimica. Una vez obtenidas las
fracciones hidrolizadas, se llevé a cabo el quinto paso que consistié en someter

estas fracciones a fermentacion oscura para la generacion de biohidrogeno.
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eolbojopojaw eibajensy "Lz ‘B4

24



Materiales y métodos

2.2. Penca de Agave tequilana F.A.C. Weber

La penca de Agave tequilana F.A.C. Weber se colecté de los residuos generados
en la tequilera Casa Herradura, ubicada en Amatitan, Jalisco. La penca se trituré y
se sometié a dos métodos de secado: el primero fue secar la penca a 60°C en la
estufa y el segundo método consistié en fue someterla a un proceso de liofilizacion.
2.3. Fraccionamiento de la penca

Para llevar a cabo la caracterizacion de la penca, ésta se separo en tres fracciones
(la cuticula, la epidermis y la fibra) de manera manual y con la ayuda de un cuter
(Fig. 2.2).

Cuticula
Epidermis

Fibras

Fig. 2.2. Fracciones en la que fue separada la penca de Agave tequilana F.A.C.
Weber.

Cada fraccidon se caracterizé tanto quimica como morfolégicamente, tal como se
muestra en la Figura 2.3. Posteriormente, cada fraccion se sometio a cinéticas de
produccion de biohidrégeno sin pretratamiento con el objetivo de evaluar el

rendimiento de produccion de biohidrégeno de las tres fracciones individuales.

Fig. 2.3. Diagrama de la estrategia experimental para la caracterizacion de las
fracciones de la penca y su produccion de biohidrégeno.
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Cada una de las fracciones de la penca de Agave tequilana F.A.C. Weber se
caracterizaron morfolégicamente empleando el Microscopio Electrénico de Barrido
(SEM, por sus siglas en inglés) ESEM FEI-QUANTA 200. Se llevaron a cabo analisis
morfoldgico superficial, analisis por electrones retrodispersados y analisis quimico

por espectroscopia de dispersion de energia (EDS); todo esto a bajo vacio.

La penca también se caracterizé morfolégicamente empleando un microscopio
estereoscopico optico (DM 2000, Leica Microsystems, DE) con una fuente de luz
externa (NI-150, Nikon Instruments, EE.UU.). Se obtuvieron imagenes a 10x%, 20x,
30%x y 40x de resolucion con una camara digital (EC3, Leica Microsystems, DE)
adaptada al microscopio. Para ello, se hicieron cortes a diversas partes de la penca
fresca y secada a 60°C, con y sin pretratamiento con PHA. Los cortes se realizaron
con un microtomo rotatorio (RM2125RT, Leica Microsystems, DE) y con ellos se
efectuaron preparaciones temporales montadas sobre glicerina en portaobjetos

estandar.

Para efectuar los analisis quimicos la penca se sometio a tratamientos mecanicos.
Para la liofilizacion, se molié en una trituradora y picadora de forraje o molino de
granos. Para el analisis de fibras, la penca fue triturada en un molino Thomas
Wiley® Mini-Mill. Para la determinacion y analisis en XRD, ATR-FTIR, TGA la
muestra fue pulverizada en un molino. Para el analisis en SEM, la penca se

fracciond con un cuter.

Para la determinacion de celulosa, hemicelulosa, lignina y compuestos solubles, se

aplicé el método propuesto por Van Soest (Fig. 2.4) reportado por Keys et al. (1969)

26



Materiales y métodos

empleando el analizador de fibras semi-automatico (ANKOM Technology,

MAcedon, NY, USA), en el cual se utilizan bolsas de poliéster.

1 Fibra 1 Lignina _
I Detergente Acido § | Detergente Acido |

I
I Fibra I
I Detergente :

Muestra molida Celulosa \

(Compuestos solubles, Hemicelulosa Lignina

celulosa, hemicelulosa y ..
lignina) Lignina

Compuestos Solubles Hemicelulosa Celulosa

Fig. 2.4. Diagrama del método de Van Soest para el analisis de fibras.

Para llevar a cabo la determinacion de humedad y sdlidos totales la penca se dividié
en tres partes: superior, media e inferior. Ademas, también se le determiné humedad
y sOlidos totales a la cuticula, epidermis, fibra y la penca completa. Se tomaron 5 g

de cada muestra y se empled una termobalanza Ohaus MB45-2A0.

La determinacion de sélidos totales (ST), solidos volatiles (SV) y sdlidos fijos (SF)
se realizd para la cuticula, epidermis, fibra y penca entera. Los sodlidos se
determinaron por Standard Methods (APHA, 1998).

Para determinar el indice de cristalinidad (IC) de la celulosa, las muestras se
analizaron en el Difractdmetro de Rayos-X (XRD, por sus siglas en inglés) Bruker
D8 Advance con radiacion monocromatica Cu Ka (A=1.5818 A), con un voltaje de 35
keV y una corriente de 25 mA. Las muestras fueron analizadas en un intervalo de
5-70° en 26. El IC se calcul6 a partir del método de deconvolucion (Ibbett, et al.
2008) que propone la ecuacién 1 para su calculo. Los datos fueron procesados en

el programa MagicPlot Student 2.5.1.0.
IC=

x 100
Cr+Ca (1)

Donde, Cr corresponde a la suma de las areas de los picos de la celulosa cristalina

que se encuentran a 15°,16.5°,22.8° y 34.6°; Ca corresponde al pico de celulosa
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amorfa o no cristalina. Como estandar, se utilizé celulosa microcristalina (AVICEL

PH101), la cual sirvié para la identificacion de los picos de la celulosa cristalina.

Para este analisis, se utilizd el ATR-FTIR (Attenuated Total Reflection-Fourier
Transform Infrared) Thermo-Nicolet, Nexus 470 FT-IR E.S.P. Esta técnica se uso6
para la identificaciéon de grupos funcionales en cada una de las muestras obtenidas,
antes y después del pretratamiento e hidrdlisis enzimatica aplicada en la penca.
Cada uno de los espectros se obtuvo en un intervalo de 400-4000 cm™ con 4cm™
de resolucién y 120 escaneos. Las muestras analizadas fueron previamente
secadas a 60°C por 24 h.

El analisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés) de las muestras sin y
con pretratamiento con PHA se llevd a cabo en el analizador TGA Thermo Cahn -
Versa Therm High Sensivity. Se utilizaron 25 mg de cada muestra y fueron
analizadas a una velocidad de calentamiento de 10°C/min. Los termogramas se
hicieron en un intervalo de temperatura entre 25-800 °C con una atmésfera de
nitrogeno a un flujo de 20 mL/min. Todas las muestras fueron previamente secadas

a 60°C por 24 h. Cada analisis fue procesado en el programa SigmaPlot 11.0.

La penca de Agave tequilana F.A.C. Weber fue molida, homogenizada y finalmente
liofilizada para, posteriormente someterla al pretratamiento con PHA propuesto por
Su et al. (2015). La metodologia PHA (Fig. 2.5) se divide en tres procesos: el primero
consiste en la recuperaciéon de soélidos sometidos al pretratamiento con PHA
(Fraccion 1), los cuales estan enriquecidos principalmente por celulosa y
hemicelulosa. El segundo procedimiento consiste en la recuperacién de la fraccién
de hemicelulosa (Fraccién 2) y el tercer procedimiento tiene como objetivo el

recuperar la lignina soluble (Fraccién 3).
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Fig. 2.5. Diagrama de flujo del pretratamiento de la penca con PHA y su
fraccionamiento (Su et al. 2015).

Recuperacion de la Fraccién 1:

La penca liofilizada se coloc6 en matraces Erlenmeyer de 500 mL con una solucion
de PHA al 2% en una proporcion de 1:20 (p/v). La soluciéon de PHA al 2% se preparé
mediante la dilucion de 33 mL de H20:2 al 30% (p/p) en 500 mL de agua destilada.
Se ajustod el pH a 11.5 con NaOH al 5M. La suspension sdlido/ liquido se colocé en
bafo maria con una agitacion de 120 rpm y 50°C por 6 h. Posteriormente, la mezcla

se filtré para separar la biomasa de una solucidon con coloracion amarilla. Los
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residuos sélidos (fraccidén 1) se lavaron con agua destilada hasta obtener un pH
neutro y se secaron a 60°C por 24 h. Este experimento se realizé a diferentes
concentraciones de H202 y a diferentes valores de pH, tal y como se muestra en la

Tabla 2.1. Cabe mencionar que cada experimento se realizé por triplicado.

Recuperacion de la Fraccion 2 y 3:

El liquido amarillo obtenido de la filtracion del procedimiento anterior, se recuperé y
ajusté a pH de 5 con HCI 6M. Posteriormente, se le afiadieron tres volumenes de
etanol al 95% y se incubaron estaticamente durante 8 h para precipitar el sélido
enriquecido en hemicelulosa (Fraccidon 2). Este semisdélido, se lavo con etanol al
70% y posteriormente se secd a 60°C. El liquido residual se concentro hasta cuatro
veces en rotavapor. A esta solucion concentrada, se le ajusté el pH a 1.5 con HCI
6M con el objetivo de precipitar la lignina (Fraccion 3) ya que no es soluble a valores
de pH acido. La lignina insoluble se separé del liquido por filtracién. Después se
lavd tres veces con agua acidificada (pH 2). La Fraccion 3 se liofilizd y
posteriormente se pesé. Las muestras se almacenaron a -20°C para su posterior

analisis. El etanol se recupero en el rotavapor con el fin de ser reutilizado.

Dentro de esta fase experimental se evaluaron 4 condiciones: la concentracion de
PH, el pH, tiempo de contacto con el PHA y el tiempo de contacto con PH sin ajuste
de pH. En cuanto a la concentracion de peroxido de hidrégeno se decidié trabajar
bajo dos diferentes concentraciones (Tabla 2.1): 2% (Su et al. 2015) y al 0.3%
(Abreu, 2013). El pH se evalud a un valor de 11.5 debido a que se ha reportado que
a tales condiciones se encuentra la mayor concentracion de radicales *OH (Gould,

1985). Para esto se trabajo a otra condicion donde no se ajusto el pH.

Una vez obtenidos los resultados de esta evaluacion, se eligio la muestra en
la que se obtuvieron los mejores rendimientos de deslignificacion y se evaluaron
dos tiempos de contacto entre el PHA y la penca. Su et al. (2015) evaluaron diversos
tiempos de contacto con PHA, dentro de los cuales se encontréo que 1.5y 6 h

tuvieron los mejores rendimientos de deslignificacion. Otra de las condiciones a
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evaluar fue el tiempo de contacto de la penca con el peroxido de hidrégeno sin
ajuste de pH. Este tiempo de contacto se evalué porque se sabe que los tejidos
vegetales se hinchan al estar en contacto con el peroxido de hidrogeno, lo cual

podria favorecer una mejor deslignificacion.

Tabla 2.1. Concentraciones del peréxido de hidrégeno y valores de los pH
evaluados en el pretratamiento de deslignificacién con PHA.

. Relacion Concentracion
— e biomasa: H;0;  de H,0; pH
1 Peréxido de hidrégeno alcalino 2% 1:20 plv 2% 11.5
2 Peréxido de hidrégeno 2% 1:20 plv 2% Sin ajuste
3 Perodxido de hidrégeno alcalino 0.3% 1:20 plv 0.3% 11.5
4 Peroxido de hidrégeno 0.3% 1:20 p/v 0.3% Sin ajuste

Una vez recuperada cada fraccion obtenida del pretratamiento con PHA, se
caracterizé tanto morfolégica como quimicamente. En la Figura 2.6 se indican los

parametros incluidos en dicha caracterizacion.

Fig. 2.6. Caracterizacion quimica y morfolodgica de los sélidos recuperados
después del pretratamiento con PHA y de los hidrolizados.
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Las fracciones 1 y 2 se sometieron a hidrdlisis enzimatica bajo las condiciones
reportadas por Lépez-Gutiérrez (2015). Estas condiciones fueron: 3.5% de penca
suspendida en buffer de citratos 50 mM con pH 5.5 y con 0.7 mg proteina/mL de

Celluclast 1.5L. Todas las hidrdlisis se incubaron a 40°C y 130 rpm durante 12 h.

La cuantificacion de proteinas en el Celluclast 1.5L fue por el método de Bradford
(Bradford, 1976). La concentracion de proteina en esta enzima fue de 43.20 mg/mL,

valor semejante al reportado por Lépez-Gutiérrez (2015) de 39.23 mg/mL.

Para la determinacion de azucares totales (AT) se utilizd6 el método del fenol-
sulfurico (Dubois et al. 1956). Los azucares reductores (AR) se determinaron a partir
del método del &cido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959). Finalmente, la
determinacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO) se basé en lo propuesto
en el Standard Methods (APHA, 1998). Las mediciones se llevaron a cabo por

triplicado en un espectrofotdmetro Thermo Spectronic Aquamate UV/VIS.

El in6culo se obtuvo de un digestor anaerobio que trata vinazas producidas en la
tequilera Casa Herradura localizado en Amatitan, Jalisco. Este lodo granular fue
tratado térmicamente primero a 2 h a 90 °C y posteriormente se dejo a 104°C por
24 h con el fin de inactivar células vegetativas, enriquecerlo en bacterias formadoras
de esporas productoras de biohidrogeno y disminuir la actividad metanogénica. Una

vez terminado el tratamiento térmico el lodo fue molido en un mortero.
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Para la produccion en lote de biohidrogeno se emplearon botellas seroldgicas de 60
mL con un volumen de trabajo de 30 ml, donde se afiadi6 4.5 g SSV/L de sustrato
(biomasa con o sin pretratamiento), 3 g SSV/L de in6culo y 3 mL de medio mineral
cuya composicién fue (g/L): NH4H2PO4, 4.5; Naz2HPO4, 11.9; K2HPO4, 0.125;
MgCl2:6H20, 0.1; MnSO4:6H20, 0.015; FeSO4- 5H20, 0.025; CuS0O4-5H20, 0.005 y
ZnCl2, 0.075 (Arreola-Vargas et al. 2015). Una vez afadido todo lo anterior, se
completé a 30 mL con agua desionizada. Posteriormente, se ajusté el pH a 7.5y se
intercambio la atmésfera del espacio vacio de las botellas seroldégicas con N2/COz2
(80/20%) por ~ 45 s y se coloco en un agitador horizontal a 37°C y 150 rpm. Una
vez transcurrida la fase lag (~ 8 h), se efectuaron mediciones periddicas (cada 2-3
h) del volumen de gas producido.

El biogas producido en cada cinética se midid por medio de una bureta
invertida de 250 ml con agua acidificada (pH 2). El volumen de biogas se cuantifico
como el volumen de agua desplazado en la bureta. Se colecté 1 mL de biogas para
ser analizado en el cromatografo de gases (AGILENT Technologies 6890N) con
Detector de Conductividad Térmica (TCD) para determinar la concentracién de Hz,
CH4 y CO2 presentes en cada muestra. Para calcular la maxima produccién de
biohidrégeno acumulada, se utilizé la ecuacion (2) de Gompertz modificada (Cui et
al. 2010) y Start Matlab 2010.

H = Huna exp{ - exp[;me{a ~t+ 1] } ()

Trax

Ecuacion de Gompetz modificada

Donde, H es el volumen total de biogas producido (mL) durante toda la fase
experimental, Hmax €s la maxima produccion de biohidrégeno acumulada (mL), Rmax
es la velocidad maxima de produccion de este biogas (ml/h), e=2.72, A es el tiempo

de fase lag (horas) y t es el tiempo de incubacion (Cui et al. 2010).
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Capitulo 3.- Resultados y discusion

3.1. Caracterizacion morfoldégica y quimica de los estandares de Avicel de
celulosa microcristalina y lignina

Con el fin de poder interpretar los datos obtenidos de la caracterizacion quimica (FT-
IR y TGA) y morfolégica (SEM, XRD) de las fibras obtenidas en los experimentos
realizados en este trabajo, se emplearon un estandar de celulosa microcristalina

(Avicel) y uno de lignina. El estandar de hemicelulosa no fue posible conseguirlo.

3.1.1. Avicel de celulosa microcristalina

La estructura morfolégica de la celulosa microcristalina se puede observar en las
micrografias de la Fig. 3.1-a y Fig. 3.1-b, obtenidas por SEM. El estandar de celulosa
microcristalina esta constituida por pequenos aglomerados conformados por la
celulosa y que dan lugar a pequefnas estructuras irregulares. Este tipo de
micrografias son semejantes a las reportadas por Lépez-Gutiérrez (2015) y Kim, et
al. (2008). Sin embargo, por la amplificacion, no fue posible observar las estructuras
cristalinas de la celulosa a detalle debido a que el tamaio de los cristales de celulosa
fue de alrededor de 5nm (Park et al. 2010).

Fig. 3.1. Caracterizacion morfolégica del avicel de celulosa microcristalina.
a) Micrografia del avicel de celulosa microcristalina a 100x. b) Micrografia del
avicel de celulosa microcristalina a 500x. c) Difractograma de DRX.
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El IC de este estandar, fue de 65.3%, valor que se encuentra dentro del rango
reportado por Terinte et al. (2011), Park et al. (2010) y Lopez-Gutiérrez (2015). En
el difractograma (Fig. 3.1-c) las flechas indican la posicion de los picos de la celulosa

microcristalina.

La caracterizacion quimica se realizO6 por medio del analisis
termogravimétrico. Como se observa en la Fig. 3.2, se gasificaron dos compuestos
en dos intervalos de temperatura diferentes. La primera gasificacion se llevo a cabo
entre 60 y 86°C, con una pérdida de peso de 2.14%. A estos rangos de temperatura,
el primer compuesto gasificado es el agua presente en el estandar (Chowdhury et
al. 2013). En un rango de 210°C a 240°C hubo una pérdida de peso del 94.50%. De
acuerdo con la literatura, a este rango de temperatura se lleva a cabo la gasificacién
de la celulosa (Kabir et al. 2013). Ademas, hubo una pérdida de peso del 3.21% que
puede corresponder a otros compuestos que se gasificaron durante toda la rampa
de temperatura a la que se sometié la muestra, al no haber una concentracién
importante de tales compuestos, no hubo una sefial representativa como fue en el
caso de la celulosa y la humedad. Al final del analisis se obtuvieron las cenizas que

correspondieron a un 0.15% de la muestra.

Fig. 3.2. Termograma del Avicel de celulosa microcristalina. Los termogramas se
realizaron con una rampa de temperatura de10°C/min de 25 a 800 °C, en una
atmaosfera de nitrogeno a un flujo de 20 mi/min.
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De acuerdo con las caracteristicas de este compuesto de SIGMA-ALDRICH, el
estandar de lignina contiene un bajo porcentaje de concentracion de sulfonatos (4%
de azufre). Este tipo de lignina es de tipo kraft, la cual fue obtenida a partir de
madera dura. En las micrografias (Fig.3.3-a y Fig. 3.3-b) se muestra la morfologia
de la lignina, la cual es similar a la reportada por Ferry et al. (2015). El IC de esta
muestra no se pudo cuantificar debido a que en el difractograma (Fig. 3.3-c) solo se
observa una curva que representa la parte amorfa de la muestra y hay ausencia de

sefales de celulosa cristalina debido a que éste es un estandar de lignina.

Fig. 3.3. Caracterizacion morfolégica del estandar de lignina. a) Micrografia del
estandar de lignina a 100x%. a) Micrografia del estandar de lignina a 500x. c)
Difractograma de DRX.

Entre la lignina y la celulosa, la lignina es uno de los compuestos mas dificiles de
descomponer debido a su estructura quimica compleja (Yang et al. 2007). De
acuerdo con el analisis termogravimétrico (Fig. 3.4) entre 64-170°C hubo una
pérdida de peso de 9.15% lo que sugiere que es la gasificacion de la humedad. Sin
embargo, también entre 105 y 300°C se lleva a cabo la descomposicién térmica de

los enlaces a y B-aril-alquil-éter; los cuales son caracteristicos de la lignina (Shankar
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et al. 2015). Ademas, otra gasificacién de la lignina se lleva a cabo a 520°C con una
pérdida de peso del 7.54% y esto se debe a que se requiere de altas temperaturas
para la degradacion de una fraccién de la lignina con alta estabilidad térmica (Su et
al. 2015). Asimismo, hubo una pérdida del 5.02% de masa a lo largo de toda la
rampa de temperatura a la que se sometio la muestra y un 36.67% de cenizas; cuya

composicidon se muestra en la Tabla 3.1.

Fig. 3.4. Termograma del estandar de lignina. Los termogramas se realizaron con
una rampa de temperatura de10°C/min de 25 a 800 °C, en una atmdésfera de
nitrégeno a un flujo de 20 mi/min.

Tabla 3.1. Composicion quimica de las cenizas del estandar de lignina.

Concentracion Concentracion

Analito (mg/g ceniza) Analito (mg/g ceniza)
Aluminio 0.023  (:0.004) Magnesio 0.020  (0.006)
Calcio 0.074 (z0.019) Manganeso 0.006 (x0.002)
Fésforo 0.008 (:0.0004) Potasio 1.097 (20.110)
Hierro 0.019 (0.0003) Sodio 2.049  (z0.164)
Litio 0.009 (z0.002) Zinc 0.003  (:0.0005)
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La penca se puede dividir anatdmicamente en tres fracciones principales: cuticula,
epidermis y fibra (Fig. 3.5-a). Wattendorff y Holloway (1980) caracterizaron
quimicamente la cuticula, la cual describen como un complejo de hidrocarburos
polimeéricos cuya funcion principal es aislar e impermeabilizar el area foliar. Ademas,
se tienen registros de que la cuticula mide de 3 a 15 ym de espesor (Nobel, 1988).
En tanto que la epidermis, en el Agave tequilana F.A.C. Weber, tiene la
particularidad de presentar un complejo estomatico de area muy pequefia
comparada con la de otros agaves; asi como una densidad estomatica

relativamente alta (Hernandez-Valencia et al. 2003).

Fig. 3.5. Fracciones de penca observadas con microscopio 6ptico. a) Corte
transversal de la penca. b) Corte longitudinal de la penca. ¢) Haz vascular de una
fraccion de la penca con corte transversal. d) Xilema.
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En la fraccion de la fibra (Fig. 3.5-b) se encuentran los haces vasculares que estan
constituidos por el xilema (Fig. 3.5-c y 3.5-d) que se encarga de conducir el agua, y
el floema (Fig. 3.1-c), en el que se transportan principalmente compuestos organicos
en solucion (Esau, 1985). En la Fig. 3.5-b, se observa la fibra de la penca en corte

longitudinal y en la Fig. 3.5-c se observa un corte transversal de esta fraccion.

La distribucion de la celulosa, hemicelulosa y lignina, depende del tipo de pared
celular que constituya a cada tejido. Por ejemplo, en la micrografia Fig. 3.6-a, se
observa el complejo estomatico presente en la cuticula que se describié a detalle
anteriormente. La cuticula esta conformada principalmente por dos polimeros
lipofilicos: cutina y ceras cuticulares, cuya concentracién varia de acuerdo a
diversos factores destacando los genéticos, fisiologicos y ambientales (Tafolla-
Arellano et al. 2013). Otro de los compuestos quimicos presentes, pero en menor
cantidad, es la lignina. Este compuesto se encuentra en la pared secundaria celular

y junto con la cutina y las ceras cuticulares proporcionan proteccion a la planta.

En la micrografia de la Fig. 3.6-b se observan dos fracciones de la penca: la
epidermis y una parte de la fibra. La epidermis esta constituida principalmente por
células de pared primaria, es decir, esta parte de la penca esta compuesta
esencialmente por celulosa y hemicelulosa (Esau, 1985). En las micrografias de la
Fig. 3.6-b y c se observa la fraccion de la fibra que esta constituida por tejido de
parénquima, oxalatos de calcio (con formas de rafidios y estiloides) y haces
vasculares. El parénquima es un tejido constituido por células de pared primaria, la
cual esta constituida principalmente por hemicelulosa y pectinas, y en menor
concentracion por celulosa (Esau, 1985). El parénquima también se encuentra en
los haces vasculares, tanto en la periferia del haz, asi como en la parte interna de

la estructura del haz vascular.

El haz vascular (Fig. 3.6-d) estd conformado por xilema y floema. El xilema
esta constituido por una estructura helicoidal lignificada cubierta por un tejido

constituido por células de pared primaria, enriquecidas fundamentalmente en
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celulosa. Mientras que el floema, es un tejido con células de pared primaria que
nunca se lignifican (Esau, 1985). Se encuentran ademas vainas que son estructuras

lignificadas que rodean al xilema y floema.

Fig. 3.6. Micrografias de las fracciones de la penca de Agave tequilana F.A.C.
Weber. a) Complejo estomatico en la superficie de la cuticula. b) Estructura
morfologica de la epidermis y fibra. c) Corte longitudinal de la fibra de la penca. d)
Haz vascular.

En cada uno de los tejidos que constituyen a la penca, se encuentran diversas
estructuras cristalinas, entre las que se encuentran los silicatos (Fig. 3.7-c). Otros
cristales presentes en la penca, son los oxalatos de calcio, en este caso de tipo

monohidratado, mejor conocidos como whewellitas (Pérez-Pimienta et al. 2015).
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Los oxalatos de calcio en las plantas juegan un papel importante debido a que son
los encargados de la regulacién en los niveles de calcio, la proteccion contra la
herbivoria y la destoxificacion de metales pesados; ademas de que ayudan en darle
rigidez a las hojas de la planta permitiendo a su vez tener cierta flexibilidad debido
a su tamano pequefo (Jauregui-Zufiga y Moreno, 2004). Existen diversas formas
de cristales a lo largo y ancho de la planta y éstos varian en cada especie vegetal,

pero existen cuatro clasificaciones principales: rafidios, drusas, estiloides y prismas.

Fig. 3.7. a) Oxalatos de calcios monohidratados en forma de rafidios. b) Oxalato
de calcio monohidratado en forma de estiloide. c) Silicato.

En el caso de la penca se presenta dos tipos de estructuras de oxalatos de calcio:
rafidios (Fig. 3.7-a) y estiloides (Fig. 3.7-b). En el Anexo A se muestran los EDS de
cada cristal, el cual ayuda a verificar que efectivamente estan constituidos por calcio
(micrografias a y b) y por silice (micrografia c). Los oxalatos de calcio observados
en estas micrografias son caracteristicos de esta especie vegetal y han sido
observados en fibras semejantes a las de la penca y en bagazo de Agave tequilana
F.A.C. Weber (Pérez-Pimienta et al. 2015; Lopez-Gutiérrez, 2015). Estos datos se
corroboraron con la carta cristalografica 00-020-0231 de la base de datos del

“International Centre for Diffraction Data”.

41



Resultados y discusion

Se determiné el indice de Cristalinidad (IC) de la celulosa presente en la cuticula,
epidermis, fibra, penca entera y penca liofilizada (Tabla 3.2). La cuticula es la
fraccion de la penca que muestra un menor IC, seguido por la epidermis y finalmente
la fibra. El IC se relaciona con el porcentaje de concentracion de celulosa que se
encuentra presente en cada fraccion ya que este indice incrementa conforme
aumenta el porcentaje de concentracién de la celulosa. Lo anterior confirma la
presencia de celulosa en las tres fracciones mencionadas, aunque en diferente
concentracion. Comparando estas tres fracciones con la penca entera, el IC de la
penca es menor. Esto quizas se debe a la presencia de un mayor porcentaje de
concentracion de celulosa amorfa en otras partes de la penca, lo cual hace que la
fraccion de la celulosa cristalina sea menor comparada con la fraccion amorfa

presente en toda la penca.

Tabla 3.2. indice de Cristalinidad (IC) de cada una de las fracciones de la penca,
asi como de la penca entera y liofilizada.

Fraccion de la penca IC (%)
Cuticula 2 34.53
Epidermis 12 55.17
Fibra'a 55.85
Penca entera secada a 60°C'2 43.97
Penca entera liofilizada 1° 58.59
Penca entera liofilizada 2 60.63

(") Penca de Amatitan, Jal. (°) Penca de Arandas, Jal. (?) Lote de pencas
colectado en abril del 2015); (°) Lote de penca colectado en septiembre del 2015.

En cuanto al IC determinado para la penca entera secada a 60°C se encontré que
tiene una diferencia importante comparado con los obtenidos para los dos lotes de
penca liofilizada (43.97%, 58.59 y 60.63%; respectivamente). Considerando que se
ha demostrado que la celulosa cristalina no se ve afectada por el proceso de
liofilizacidon (Hall et al. 2010), las diferencias observadas podrian deberse a otros
factores relacionados con las condiciones en que se cultivo el agave tales como el
clima, el tiempo de cosecha, la madurez de la planta y el tipo de suelo, entre otros

factores; que determinan las propiedades quimicas de la biomasa lignocelulésica.

42



Resultados y discusion

Entre dichas propiedades esta la concentracion de celulosa (Cedefio y Alvarez,
1999). Esto se puede corroborar observando quela penca liofilizada (lote 1b) y la
penca entera secada a 60°C (lote 1a) tienen diferentes IC a pesar de que provienen
del mismo lugar. Sin embargo, la diferencia entre estos dos lotes de penca es el
tiempo de corte. En cuanto a los IC de los dos lotes de penca liofilizada son muy
similares a pesar de que tienen diferente lugar de procedencia. Esta similitud puede
ser por coincidencia ya que por ser de diferente lugar se esperaria cierta diferencia.

Los difractogramas de cada fraccion se muestran en el Anexo B.

La composicién quimica de cada una de las fracciones de la penca se muestra en
la Tabla 3.3. El porcentaje de concentracidén de la celulosa, hemicelulosa y lignina
tanto de la penca entera como de la fibra, son similares a las reportadas por Salas,
2013), las cuales se reportan en la misma Tabla 3.3. La cuticula esta constituida
principalmente por ceras, cutina y lignina; los cuales le ayudan a dar proteccion a la
planta y evitan la pérdida de agua (Esau, 1985). Como se puede observar en la
Tabla 3.3, la lignina se encuentra enriquecida en esta fraccion de la penca, lo cual
corrobora lo anteriormente mencionado. Mientras que la fraccion de la epidermis
esta enriquecida en celulosa y hemicelulosa (Tabla 3.3), principales constituyentes
de las células con pared primaria. Sin embargo, la fraccidon que tiene un mayor
porcentaje de concentracion de celulosa y hemicelulosa es la fibra de la penca, y un
menor porcentaje de concentracion de lignina comparada con la cuticula y epidermis
(Tabla 3.3). Esto se debe a que la fibra esta constituida por tejido parenquimal
(células con pared primaria), haces vasculares que estan conformados
principalmente por floema (estructura constituida por células de pared primaria
enriquecidas en celulosa), xilema y vainas (estructuras de paredes secundarias
enriquecidas en lignina). Por lo tanto, la fraccion de fibra de penca es la que se
espera que sea la que principalmente contribuya a la produccién de biohidrégeno
por dos razones fundamentales: (a) es la fraccion con mayor porcentaje de

concentracion de celulosa y hemicelulosa y (b) es la fraccidon que se encuentra en
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mayor porcion en la penca, en comparacion con la epidermis y la cuticula. Por otra
parte, el contenido alto de lignina en la cuticula hace necesario llevar a cabo una
deslignificacion con el objetivo de dejar expuesta la fibra al ataque enzimatico
posterior.

Tabla 3.3. Composicion quimica de la penca entera y sus fracciones.

Fraccion de la Celulosa Hemicelulosa Lignina Compuestos
penca (%) (%) (%) Solubles (%)
Cuticula 12 6.45 (£0.1) 5.72 (+0.9) 55.84 (+5.6) 31.77 (+2.15)
Epidermis 12 19.38 (+3.2) 7.99 (+1.32) 4.49 (+0.56) 67.87 (+4.76)
Fibra'a 20.08 (+3.1) 5.1 (+0.16) 0.37 (+0.2) 75.33 (£6.2)
Fibra® 28.79 (+1.82) 10.71(+0.66) 0.72 (+0.14) 64.71 (+2.35)

Penca entera
secada a 60°C12
Penca entera
secada a 60°C"
Penca entera

21.28 (+1.50)  8.51 (+0.56) 4.26 (+1.8) 65.14 (+2.06)
28.79 (+1.82)  10.71(£0.66)  5.05(x0.04)  55.18 (+2.46)

23.23 (+1.46)  6.27 (+0.12) 3.84 (+0.82)  66.50 (+1.42)

liofilizada 1°
:?g;;l‘i’:a‘:;:ﬁra 38.93 (£3.1)  9.94 (+1.45) 3.1 (£0.50)  47.60 (+4.10)
Eg;;ﬁ:az':?{? 30.32 4.43 5.80 54.71 (otros)

(") Penca de Amatitan, Jal. (?) Penca de Arandas, Jal. (%) Lote de pencas colectado
en abril del 2015); (°) Lote de penca colectado en septiembre del 2015. () Lote
analizado por TGA. (*) Datos reportados por Salas, S. (2013).

Para evaluar el efecto del proceso de secado como forma de conservacion, se
sometio la penca a un secado a 60°C y se comparoé con otra muestra de penca que
se liofiliz6. Como se puede observar en la Tabla 3.3 la penca entera secada a 60°C
(lote 1a) y la sometida al proceso de liofilizacion (lote 1b) no muestran diferencias
importantes en su composicion quimica probablemente porque provienen del mismo
lugar (Amatitan, Jal.). La diferencia que existe entre una y otra muestra se puede
deber a que fueron cosechadas en diferentes épocas. Esto concuerda con los datos
de IC, donde también hubo una diferencia entre ambos lotes de pencas. Sin
embargo, comparando los dos lotes de penca entera liofilizadas (lote 1b y lote 2),
se pueden observar diferencias importantes debido a que estos lotes de penca son

de diferentes lugares de procedencia.
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Todos los datos anteriores fueron obtenidos por medio del método de Van
Soest. Con el fin de corroborar estos datos, también se analizdé la composicién
quimica de la penca por medio de TGA. Los datos indican que no hay diferencias
importantes en la composicidon quimica cuando la penca entera liofilizada se analizé
por el método de Van Soest (lote 1b) y por medio de TGA (lote 1b*). La diferencia
entre ambos datos se puede deber a que son diferentes principios en los que se
basa cada método. El analisis TGA se basa en la pérdida de peso debido a la
gasificacion de cada componente (Carrier, 2011), mientras que el método de Van
Soest (Keys et al. 1969) se basa en diversos hidrolizados para eliminar
secuencialmente cada uno de los componentes (celulosa, hemicelulosa, lignina y

compuestos solubles).

Se determiné el porcentaje de humedad y sdlidos totales (ST) de la parte superior,
central e inferior de la penca con el fin de determinar si es mas factible el trabajar
de la penca entera o con alguna de estas partes. En la Fig. 3.8, se observa que el
porcentaje de humedad de las tres fracciones de la penca es de 70% a 80% de
humedad. Esto indica que humedad se encuentra distribuida casi uniformemente a
lo largo de la penca y por consecuencia, es factible trabajar con la penca entera. En
tanto que el porcentaje de concentracion de los ST fue de 17 a 29%. A escala
industrial sera mas favorable trabajar con la penca entera ya que el fraccionarla

implicaria mayor trabajo y costos de produccién de biohidrégeno.

Fig. 3.8. Determinacién de humedad y so6lidos totales de la penca.
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A cada una de las fracciones de la penca, se les determiné el porcentaje de sélidos
totales (ST), sdlidos volatiles (SV) y sdlidos fijos (SF). En la Fig. 3.9 se muestran los
datos obtenidos que indican que la fibra, epidermis y penca entera tienen un
contenido de humedad alto y por lo tanto un bajo contenido de materia organica
medida como SV. El caso contrario se observa en la cuticula, en donde el contenido

de humedad es muy bajo mientras que el contenido de SV es muy alto.

Fig. 3.9. Sdlidos totales, sélidos volatiles y sélidos fijos de la penca y sus
fracciones.

Otra forma de determinar de manera cualitativa la composicion quimica de la penca
es por medio de FT-IR, mediante la identificacién de grupos funcionales distintivos
de los diversos compuestos que constituyen a la penca. Existen diversos estudios
donde se ha utilizado esta técnica como parte de la caracterizacion de sustratos y
en la identificacion de los cambios realizados por la aplicacion de diversos
pretratamientos sobre la biomasa (Borchani et al. 2015; Su et al. 2015; EI Mansouri
y Salvado, 2007; Vazquez et al. 1997).

En la Fig. 3.10 se observan los espectros del estandar de lignina (EL), Avicel

de celulosa microcristalina (ACM) y la penca liofilizada'® (PL). En la Tabla 3.4 se
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resume las bandas principales identificadas tanto en los estandares y la penca
liofilizada. En todos los espectros se encuentra una banda ancha a longitudes de
onda entre 3600 y 3100 cm™" que puede ser atribuido a radicales O-H presentes en
polisacéaridos de la celulosa (Borchani et al. 2015; Su et al. 2015). También puede
ser atribuido a radicales O-H de fenoles que se encuentran presentes en la lignina
(EI Mansouri y Salvadd, 2007). Para nuestro caso puede ser atribuido a ambos
debido a que estos dos compuestos estan presentes en la penca.

Otra de las bandas presente en el espectro de la penca aparece a 2920 cm’
' la cual corresponde al estiramiento de los grupos C-H de los grupos metilos y
metilenos de la lignina (EI Mansouri y Salvadé, 2007). Tal y como se observa en la
Tabla 3.4 esta banda puede ser asignada a celulosa, hemicelulosa o lignina. En este
trabajo se le asigno a lignina ya que mas adelante, en el proceso de deslignificacion
con PHA, esta banda disminuyé debido a la remocién de lignina. Otra banda
presente en el espectro de la penca es la que se encuentra a una longitud de onda
1608 cm™' que, de acuerdo con la literatura, es atribuida al estiramiento de grupos
carbonilos conjugados con anillos aromaticos presentes en la lignina (Vazquez et
al. 1997). Dicha banda aparece en el estandar de lignina también, por lo que se
comprueba que corresponde a este grupo funcional.

La sefial que aparece a una longitud de onda de 1320 cm™, de acuerdo con
la literatura, corresponde a la vibracion de los grupos O-H y C-H que estan presentes
en la celulosa. Mientras que la banda presente en 1248 cm™ corresponde a la
vibracion del enlace C-H (Pérez-Pimienta et al. 2015) atribuido a la hemicelulosa.
Otro de las bandas destacadas en el espectro de la muestra de penca es la que
aparece en 1031 cm™. Las bandas presentes en la longitud de onda 1030-1058 cm"
1 son atribuidas principalmente a la celulosa (Popescua et al. 2012; Oh et al. 2005).
Sin embargo, también corresponde a la vibracion del grupo C-H presente en
guayacil, compuesto presente en la estructura quimica de la lignina (Sun et al. 2000,
El Mansouri y Salvaddé, 2007, Guilherme et al. 2015; Silva et al. 2008). Por tal razén,

esta banda también se presenta en el estandar de lignina (Fig. 3.10-a).
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Fig. 3.10. Espectros del estandar de lignina (EL), Avicel de celulosa
microscristalina (ACM) y de la penca entera liofilizada'™ (PL). Las bandas
principales se indican con una linea vertical.

Tabla 3.4. Bandas caracteristicas de los espectros de FT-IR de los
estandares de lignina, Avicel y penca entera liofilizada mostradas en la Fig. 3.10.

NuUmero de
Onda (cm™)

3800-3100
3400
2910, 2848
1745
1734
1647
1605

1515

1460
1430
1390, 1360
1372

1315

1252

1235

1164
1058, 1030

Tipo de Vibracion

Estiramiento de O-H o N-H
Estiramiento de O-H
Estiramiento de C-H en CH y CH;
Estiramiento de C=0
Estiramiento de C=0
Estiramiento de O-H absorbidos
Vibracion del anillo aromatico
Vibracion de C=C en anillos
aromaticos
Deformacion de C-H
Flexion de O-H
Estiramiento de O-H fendlicos
Deformacion de C-H
Deformacion de O-H y balanceo de
CH>
Flexion de C-H
Estiramiento de C-H
Vibracion asimétrica C-O-C
Estiramiento del anillo C-O

Posible fuente

Celulosa o acidos amino
Lignina
Celulosa, hemicelulosa o lignina
Hemicelulosa
Grupos éster y acidos carboxilicos
Agua
Lignina

Lignina

Lignina
Celulosa
Lignina
Celulosa, hemicelulosa

Celulosa

Hemicelulosa
Lignina, hemicelulosa
Celulosa (Enlaces B-glucosidicos)
Celulosa, hemicelulosa y lignina
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Uno de los factores que mas influyen para la remocion eficiente de lignina, es la
concentracion de PH debido a que, mientras exista una mayor concentracion de
este compuesto, se puede obtener una mayor concentracion de radicales *OH y
*OOH. Estos radicales son los encargados de llevar a cabo la oxidacién de la lignina,
de tal forma que se logra oxidarla generando una deslignificaciéon de la estructura
lignoceluldsica (Su et al. 2015). En la Tabla 3.5 se muestran los resultados del uso
de dos concentraciones de PH: 2% (Su et al. 2015) y 0.3% (Abreu, 2013). La mayor
remocion de lignina, y la mayor recuperacion de celulosa y hemicelulosa se
obtuvieron cuando se utilizé una concentracion de PH al 2%. Con esto se corroboré
lo estipulado por Gould (1985), quien indica que la concentracion de PH debe ser
mayor o igual a 1% para una buena deslignificacién. Por otra parte, el porcentaje de
recuperacion de la celulosa a partir de la penca fue de 85.13%, similar (81.3%) al

reportado por Su et al. (2015) para olote de maiz.

Tabla 3.5. Recuperacion de la celulosa, hemicelulosa y lignina en la fraccion 1
obtenida después del pretratamiento de la penca con PHA.

Muestra Recuperacion (%)
Celulosa Hemicelulosa Lignina
Peroéxido de hidrégeno al 2% y pH 11.5 85.13 69.00 18.00
Peréxido de hidrégeno al 2% y pH SA* 71.79 93.00 63.00
Peréxido de hidrégeno al 0.3% y pH 11.5 83.45 50.00 50.00
Peroxido de hidrégeno al 0.3% y pH SA* 76.30 93.44 93.34

*Sin ajuste (SA).

Otro de los factores que tienen gran influencia para que haya una buena
deslignificacion es el pH. El mecanismo del pretratamiento con PHA consiste en la
saponificacion de los enlaces ésteres y éster que se encuentran en y entre la lignina
y la hemicelulosa, generando su solubilizacion. Los radicales hidroxilos (*OH) e

hidroperdxido (*OOH) son generados por la descomposicion del PH y son
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responsables de la deslignificacion y solubilizacion de hemicelulosa (Fang et al.
1999). La maxima produccion de estos radicales comienza bajo condiciones
alcalinas, es decir, a partir de un pH de 11.5 y 11.6 (Gould, 1985), tal y como se
observa en el diagrama de especiacion en la Fig. 3.11. En el diagrama se aprecia
que a partir de un pH de 11.5, la concentracién de los radicales hidroperdxidos se
mantiene constante mientras que la concentracion de los radicales hidroxilos
incrementa hasta un pH de 14. Por tal motivo, mientras las condiciones sean mas
alcalinas, las concentraciones de estos dos radicales se incrementara, por lo que
se esperaria una mayor deslignificacion.

Dicho efecto del pH se corroboré realizando un experimento con ajuste del
pH a 11.5 y otro experimento sin dicho ajuste (el pH se mantuvo ~5.7). Esto se
realiz6 para ambas concentraciones de PH (2% y 0.3%). En la Tabla 3.5 se
muestran los resultados y es notorio que cuando se ajusto el pH a 11.5 en los
experimentos con una concentracion de PH al 2% o al 0.3% hubo mejores
rendimientos de remocion de lignina que cuando no se realizo el ajuste. Esto se
debid a que, bajo condiciones neutras, y de acuerdo con el diagrama de especiacion
del PH, hay una menor concentracion de los radicales que cuando se tiene un pH
de 11.5.

Fig. 3.11. Diagrama de especiacion del peréxido de hidrogeno.

Con el fin de lograr que se obtuvieran mejores rendimientos de deslignificacion, se

dej6é el PH en contacto con la penca a cuatro tiempos diferentes (0, 1.5, 3y 6 h)
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antes del ajuste de pH a 11.5 con el objetivo de generar un hinchamiento de la penca
previo al pretratamiento con PHA. Una vez transcurridos estos tiempos, se ajusto el
pH a 11.5 y se dejo actuar al PHA por 6 h. Esto se hizo con el fin de que una vez
que el PH penetrara las paredes de la penca, generara un hinchamiento y una vez
qgue se ajustara el pH se esperaria que los radicales pudieran tener mayor contacto

con la lignina que se encuentra presente de manera interna en esta biomasa.

Con el fin de evaluar los cambios morfolégicos que genero el hinchamiento con PH
en la penca, se realizé un analisis de SEM de la penca después de los cuatro
tiempos de hinchamiento (Fig. 3.12). En base a las micrografias obtenidas, se
observa que en los diferentes tiempos de hinchamiento se obtuvieron cambios
morfolégicos muy semejantes. Dentro de estos cambios, se observa una remocion
significativa del parénquima y de cristales oxalatos de calcio. Ademas de que las

estructuras internas (xilema y floema) estan mayormente expuestas.

Fig. 3.12. Micrografias de SEM que muestran el efecto del tiempo de
hinchamiento con perdxido de hidrégeno en la penca entera liofilizada. a) 0 horas
de hinchado. b) 1.5 horas de hinchado. c) 3 horas de hinchado. d) 6 horas de
hinchado.
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Una vez transcurridos los cuatro tiempos de hinchamiento antes mencionados, a
cada uno de estos experimentos se les ajustd el pH a 11.5 y se dejé actuar por 6
horas. En la Fig. 3.13 se observan las micrografias de las fibras obtenidas de este
experimento. Comparanto las 4 micrografias, se observa que no hay un cambio
importante a ninguno de los tiempos de hinchamiento evaluados. La Fig. 3.13-a
muestra la fibra de la penca sin un hinchmiento, Unicamente se sometié al
pretratamiento con PHA directo, es decir, se ajusté el pH en este momento. La fibra
observada en esta micrografia, muestra cambios morfologicos similares a las fibras
que se sometieron previamente a un hinchamiento con PH, en donde parte del
parénquima fue removido y las estructuras internas (xilema y floema) quedaron mas
expuestas. Esto indica que el efecto de hinchamiento no tiene un impacto importante

en el proceso de deslignificacion.

Fig. 3.13. Micrografias SEM de la fraccion 1 del pretratamiento con PHA
previamente hinchadas con perdxido de hidrégeno. a) 0 horas de hinchamiento, b)
1.5 horas de hinchamiento, c) 3 horas de hinchamiento, d) 6 horas de
hinchamiento.
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El efecto de hinchamiento tampoco tuvo un efecto importante en el IC (Fig. 3.14) ya
que resultaron semejantes. Sin embargo, la penca entera liofilizada sometida
directamente con PHA, sin previo hinchamiento (Fig. 3.14 H-0h), tiene un menor IC
comparada con la penca entera liofilizada hinchada, tanto a 1.5 h (Fig. 3.14 H-1.5h)
y 3 h (Fig. 3.14 H-3h). Se observo lo contrario al comparar el IC de la penca sin
hinchamiento, con el IC de la penca con hinchamiento a 6h (Fig. 3.14 H-6h), ya que
esta ultima tuvo un menor IC. Para la produccion de biohidrégeno se busca tener el
menor |IC posible, ya que, la estructura de la celulosa cristalina es mas facil de
degradar enzimaticamente (s6lo puede ser hidrolizada lentamente por las

exocelulosas, Baldrian y Valaskova, 2008).

Fig.3.14. indice de cristalinidad del Avicel de celulosa microcristalina (ACM), de la
penca liofilizada sin ningun pretratamiento (PL), de la fraccion 1 a partir de la
penca previamente hinchada con perdxido de hidrogeno: con 0 h de hinchamiento
(H-0 h); 1.5 h de hinchamiento (H-1.5 h); 3 h de hinchamiento (H-3 h); 6 h de
hinchamiento (H-6 h).
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Aunque en la Tabla 3.5 se empled el método de Van Soest para determinar la
composicion de las fibras, los datos arrojados por dicho método durante el analisis
del efecto del tiempo de contacto del PHA mostraron ciertas inconsistencias. En el
Anexo C se muestra el balance de masa calculado con base en los datos obtenidos
con el método de Van Soest y las inconsistencias observadas. Por tal razén, la
caracterizacion de las fibras en el resto de los experimentos relacionados con el
pretratamiento con PHA se realiz6 mediante un analisis termogravimétrico (Tabla
3.6).

De acuerdo con los resultados del analisis termogravimétrico (Tabla 3.6), la
fraccion con mayor deslignificacion (72.85%) fue la penca sometida directamente al
pretratamiento con PHA sin previo hinchamiento (0 h). En tanto que las fracciones
sometidas al hinchamiento, tuvieron remocién de lignina de 57 a 64%. Ademas, la
fraccion sin previo hinchamiento fue una de las fracciones con mayor
enriquecimiento de celulosa. Por lo tanto, el efecto de hinchamiento con PH previo
al ajuste de pH, no tiene un gran impacto ni en la deslignificaciéon ni tampoco en el
enriquecimiento de celulosa. Ademas, el enriquecimiento de celulosa es muy
semejante en todos los tiempos de hinchamiento. Esto corrobora lo que se observé
en SEM, donde el efecto del tiempo de hinchamiento produjo cambios morfolégicos

similares a los observados en la fibra sin previo hinchamiento.

Tabla 3.6. Porcentajes de recuperacion de las fibras presentes en la fraccion 1
obtenida después del pretratamiento con PHA y previamente hinchada con
peroxido de hidrégeno.

Tiempo de Recuperacioén en la fraccion 1(%)*
hinchamiento (h) Celulosa Hemicelulosa Lignina
0 132 50.56 27.15
1.5 130 47.40 36.20
3 142 56.88 43.44
6 122 60 36

*El porcentaje de recuperacion se calculd a partir del analisis termogravimétrico.
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Otra forma de caracterizar quimicamente el efecto de hinchamiento en la penca
entera liofilizada es por medio de ATR-FTIR, técnica que ayuda a determinar
cualitativamente los cambios quimicos en la penca. Las bandas en 3370 cm™', 2900
cm™, 1430 cm™ y 1020 cm™ son caracteristicas de la celulosa (Borchani et al. 2015;
Su et al. 2015), las cuales se intensifican con el pretratamiento de PHA. Estas
bandas tienen menor intensidad en el espectro de la penca liofilizada sin
pretratamiento con PHA (Fig. 3.15-a) comparado con los espectros de las pencas

hinchadas. Esto sugiere que posiblemente hubo un enriquecimiento de celulosa.

(u.a.)

Fig. 3.15. Espectros de la penca entera liofilizada (PL), de la fraccién 1 con: 0 h de
hinchamiento (H-0h); 1.5 h de hinchamiento (H-1.5h); 3 h de hinchamiento (H-3h);
6 h de hinchado (H-6h). Las bandas principales se indican con una linea vertical.
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Una vez evaluado el efecto de pH, la concentracion de PH y el hinchamiento; se
concluyd que es necesario tener un pH alcalino (11.5) y una concentracion de PH
del 2% para obtener mayores rendimientos de deslignificacién y enriquecimiento de
celulosa. Ademas, se observd que el pre-hinchamiento no tiene un impacto
significativo en la remocion de lignina, ni en el enriquecimiento de celulosa. Por tal
motivo, se decidié trabajar unicamente con PH al 2% y con un pH de 11.5. Ademas,
con el fin de optimizar el tiempo de contacto del PHA con la penca, se evaluaron
dos tiempos: 1.5 y 6 h; tiempos en donde se obtuvieron mejores rendimientos de
deslignificacion y enriquecimiento de celulosa en el trabajo de Su et al. (2015). Para
evaluar los efectos de estos dos tiempos, se caracterizé cada fraccion de manera
morfolégica (SEM y XRD) y quimica (ATR-FTIR y TGA).

Para llevar a cabo el andlisis de fibras se emple6 un analisis
termogravimétrico. En base a los datos obtenidos (Tabla 3.7) la fraccion 1 que se
vio mayormente enriquecida en celulosa (de 45.39% incrementé a 270%) y con una
remocion de hemicelulosa y lignina del 100% fue la penca con PHA a 1.5 h. En tanto
que en el experimento con PHA a 6 h tuvo un enriquecimiento de celulosa del doble,
una remocién de hemicelulosa del 70% y una deslignificacion del 94%. Ademas, en
este experimento con PHA a 6 h se obtuvo un 30% de hemicelulosa y un 4% de
lignina. Por lo que las condiciones del experimento 1 son las mas favorables para
llevar a cabo una mayor deslignificacién y un mayor enriquecimiento de celulosa.

Estos resultados difieren con los reportados por Su et al. (2015) ya que ellos
reportan un 81.3% de enriquecimiento de celulosa. Esta diferencia puede deberse
a que son sustratos diferentes (olote). La diferencia en la cantidad de lignina
removida en el experimento con PHA a 1.5 h y PHA a 6 h, puede deberse a que,
mientras mas tiempo de reaccion esté el PHA con la penca, el pH tiene a
incrementar (de 11.5 hasta 13.2), lo que genera la produccién de los radicales

hidroperdxidos (HO2®) superoxido (O2%) y en menor cantidad, los hidroxilos (*OH).
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Cuando la concentracién de ion hidroxilo es superior a la del anién perhidroxilo
(HO2w), la deslignificacion se podria reducir (Sun et al. 2000). Cabe mencionar, que
en estos experimentos se tratd de mantener el pH a 11.5, ajustandolo cada hora.
Sin embargo, cuando transcurria esa hora, se tenia un pH >13 por lo que esto pudo
contribuir a que en el experimento con PHA a 6 h, haya una menor deslignificacion
(Sun et al. 2000).

En cuanto a la fraccion 2, en el experimento con PHA a 1.5 h se recuperd un
72.75% de hemicelulosa y en el experimento con PHA a 6 h se recuperd un 56.64%
de hemicelulosa. Esto indica que en el experimento con PHA 1.5 h, hubo una mayor
eficiencia de recuperacién de hemicelulosa. Su et al. (2015) recuperaron hasta un
88.9% de hemicelulosa. Esta diferencia se puede deber a que la biomasa utilizada
es diferente ya que ellos utilizan la mazorca de maiz, en tanto que en este trabajo
se utilizé penca; biomasa con estructura quimica diferente. Ademas, en esta
fraccion también se recupero entre un 36.24% en la F2E1 y un 39.88% en la F2E2
de lignina. Esto puede deberse a que la hemicelulosa se encuentra unida a la
hemicelulosa mediante enlaces éster y éter, lo que contribuyé a que, cuando la
hemicelulosa precipitara gracias al etanol, la lignina que aun estaba unida a la

hemicelulosa también precipitara.

Tabla 3.7. Recuperacion de las tres fracciones recuperadas del pretratamiento con
PHA a 1.5 h y 6h de contacto con la penca, con base en el andlisis
termogravimétrico.

a) Porcentaje de recuperacién en el experimento con PHA a 1.5h

Fraccion Celulosa Hemicelulosa Lignina
Fraccion 1 (F1E1) 270 0 0
Fraccién 2 (F2E1) 2.96 72.75 36.24

Fraccion 3 (F3E1) 0 0 11.49

b) Porcentaje de recuperacion en el experimento con PHA a 6h

Fraccion Celulosa Hemicelulosa Lignina
Fraccion 1 (F1E1) 201 30 4
Fraccion 2 (F2E1) 2.52 56.46 39.88
Fraccién 3 (F3E1) 0 0 17.26
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En la fraccion 3 del experimento con PHA a 1.5 h, se recuperd un 11.49% de lignina
y, junto con la fraccion 2, hubo una recuperacion del 47.74%. En tanto que en la
fraccion 3 con PHA a 6 h, hubo una recuperacién de lignina del 17.26% y junto con
la fraccion 2, hubo una recuperacion total del 57.06%. El resto de la lignina pudo

quedar aun soluble en el residuo final en ambos experimentos.

La penca de Agave tequilana F.A.C. Weber fue sometida a un proceso de
liofilizacion como método de conservacion de la penca para su uso en laboratorio,
muestras que se pueden observar en las micrografias de las Fig. 3.16-a y 3.16-e.
En la micrografia de la Fig. 3.16-a se observa un haz vascular de penca cubierto
por tejidos de parénquima, tejido enriquecido en hemicelulosa y pectinas. En la
micrografia Fig. 3.16-e se observa el haz vascular cubierto por tejido parenquimal.
Los haces vasculares son una estructura importante dentro de la anatomia vegetal,
ya que se encuentran constituidos de manera interna por el xilema y el floema que
se encargan de la conduccion de agua y nutrientes respectivamente. Estas
estructuras se encuentran principalmente lignificadas y cuentan con una estructura

laminar constituida especialmente por celulosa (Esau, 1985).

En la micrografia de la Fig. 3.16-b se observa el haz vascular obtenido en la
fraccion 1 del experimento con PHA a 1.5 h (F1E1), donde la estructura vegetal no
sufrid cambios significativos. En este haz también se observan oxalatos de calcio
de tipo estiloide y una disminucién del grosor del tejido de parénquima que cubre al
haz. Esto se debe a que parte de la hemicelulosa fue removida, principal compuesto
que constituye a este tejido. Comparando las micrografias de las Fig. 3.16-b y 3.16-
f, se observa que el haz vascular de la micrografia 3.16-f sufri6 mayores cambios
morfolégicos. Este haz vascular corresponde a la fraccion 1 obtenida en el
experimento de PHA a 6 h (F1E2). Ademas, en este mismo haz vascular se observa
que hubo una mayor remocion de oxalatos de calcio, asi como una mayor remocion

del parénquima.
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Fig. 3.16. Micrografias de la penca entera liofilizada sin pretratamiento con PHA y
de la fraccion 1 obtenidas después del pretratamiento con PHAa 1.5 h (F1E1)y 6
h (F1E2). a) Penca entera liofilizada sin PHA a 250x%. b) F1E1 a 250x%. c) F1E1 a
1000x%. d) F1E1 a 1500x%. e) F1E2 a 250x. f) F1E2 a 1000x%. g) F1E2 a 1500x.

Otro de los cambios que se puede observar es que los tejidos del xilema y el floema
presentes en el haz vascular se encuentran mas expuestos (comparar Fig. 3.16-g y
Fig. 3.16-h con Fig. 3.16-c y 3.16-d, respectivamente). Cambios morfoldégicos
similares se han observado en otras investigaciones donde se ha utilizado perdxido
de hidrégeno para el pretratamiento de biomasa, como el bagazo de azucar de cafia

(Guilherme et al. 2015) o el olote de maiz (Su et al. 2015). Las micrografias de las
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Fig. 3.16-b, c y d, muestran que parte del parénquima fue removido, pero en una
menor proporcion comparada con la remocion observada en las Fig. 3.16-f, g y h.

Ademas, los oxalatos de calcio aun se observan en las Fig. 3.16-b, cy d.

En cuanto al IC de la celulosa cristalina la fraccion 1 obtenida con PHA a 1.5
h (F1E1) fue de 63.33% (Fig. 3.17) y para la fraccién 1 obtenida con PHA a 6 h
(F1E2) fue de 68.84%, lo que indica que ambas condiciones incrementaron el IC ya
que la penca entera liofilizada sin ningun pretratamiento tiene un IC de 58.39%. Este
incremento se debe a que la cantidad de celulosa disponible incrementé (Xu et al.
2007). Este fendmeno se ha visto reflejado también en diversos pretratamientos (Le
Troedec et al. 2008; Borchani et al. 2015). Por lo tanto, la fraccion que se vio

mayormente enriquecida en celulosa fue la F1E1 al tener el mayor IC.

Fig. 3.17. indice de cristalinidad de la celulosa de: estandar de celulosa
microcristalina (ACM); penca liofilizada (PL) sin pretratamiento; fraccion 1 con PHA
a 1.5 h (F1E2); la fraccién 1 con PHA a 6 h (F1E2).

La celulosa es el biopolimero mas abundante en la naturaleza ya que se trata del
principal componente estructural de las células vegetales. Dentro de estas
estructuras se encuentran microfibrillas con arreglos cristalinos y algunos arreglos
amorfos (Gonzalez-Garcia et al. 2005). A partir de la celulosa, se lleva a cabo la
produccion de glucosa gracias a la ruptura de los enlaces glicosidicos presentes en

la celulosa amorfa durante la hidrdlisis enzimatica. Sin embargo, cuando la celulosa
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es cristalina, la ruptura de estos enlaces es minima (Kumar P. et al. 2009). Debido
a lo anterior, el incremento del IC en los experimentos F1E1 y F1E2 no es tan
favorable para la hidrdlisis enzimatica ya que la estructura quimica de la celulosa
cristalina es mas compleja y las enzimas no logran sacarificarla con facilidad como
es en el caso de la celulosa amorfa. No obstante, si la disponibilidad y exposicién
de celulosa fue mayor a 6 h comparada con lo observado a 1.5 h, posiblemente este
pretratamiento tenga un mayor grado de sacarificacién ya que la celulosa amorfa
presente en la penca estara mas disponible para las enzimas, que en la penca sin

pretratamiento.

Otra manera de realizar una determinacion quimica cualitativa de los compuestos
lignoceluldsicos en la penca pretratada es por medio de espectroscopia FT-IR. En
la Fig. 3.18 se muestran los espectros obtenidos de la penca sin pretratamiento, de
la fraccion 1 con PHA a 1.5 h (F1E1) y la fraccion 1 con PHA a 6h (F1E2); asi como
los estdndares de lignina y Avicel de Celulosa microcristalina. En la Tabla 3.4 se
muestra un resumen de las bandas principales observadas en los espectros, asi
como el tipo de vibracién de los grupos funcionales y sus posibles fuentes.

En todos los espectros se encuentra una banda entre 3600 y 3100 cm™, el
cual puede ser atribuido a radicales O-H presentes en polisacaridos de la celulosa
(Borchani et al. 2015; Su et al. 2015). Sin embargo, el pico identificado en 3400 cm-
' también puede ser atribuido a radicales O-H de fenoles que se encuentran
presentes en la lignina (El Mansouri y Salvadé, 2007). Este pico tiende a decrecer
o desaparecer en los pretratamientos F1E1 (Fig. 3.18-F1E1) y F1E2 (Fig. 3.18-
F1E2) comparado con el espectro de la penca sin pretratamiento (Fig. 3.18-PL).
Esto sugiere que hubo una remocion de la lignina presente en la penca liofilizada,
producto del proceso de deslignificacion ocurrido durante el pretratamiento con
PHA.

La banda a 1745 cm™ corresponde al estiramiento de C=0, presentes en acidos
carboxilicos o ésteres, mientras que la banda a 1605, 1515 y 1427 cm™ se han

atribuido al estiramiento de grupos carbonilos conjugados con anillos aromaticos

61



Resultados y discusion

(Sun et al. 2004). A estas longitudes de onda se presenta la vibracion de los grupos
funcionales carbonilos-éster presentes en acetil y p-cumaril (Sun et al. 2001). En las
fracciones 1 (Fig.3.18-F1E1) y 2 (Fig. 3.18-F1E2) de los dos experimentos con PHA,
la presencia de estas 4 bandas fue nula o casi nula (Borchani et al. 2015; Su et al.
2015; ElI Mansouri y Salvado, 2007). Esto sugiere que se removio la lignina en los

pretratamientos F1E1 y F1E2.

(u.a.)

Fig. 3.18. Espectros del estandar de lignina (EL), del Avicel de celulosa
microcristalina (ACM); la penca liofilizada (PL); las fracciones 1 con PHA a 1.5 h
(F1E1) y 6h (F1E2). Las bandas principales se indican con una linea vertical.

La banda presente en la longitud de onda de 1030-1058 cm™ es atribuida
principalmente a la celulosa (Popescua et al. 2012; Oh et al. 2005), la cual esta
presente en los espectros de las muestras F1E1 (Fig. 3.18-F1E1) y F1E2 (Fig. 3.18-
F1E2), asi como en el estandar de celulosa microcristalina, lo que indica que la
celulosa si esta presente en estas muestras. En el espectro de las muestras F1E1
(Fig. 3.18-F1E1) y F1E2 (Fig. 3.18-F1E2), esta banda se intensifica, o que sugiere
que posiblemente esta fraccion esté mayormente enriquecida en celulosa, respecto

a la penca entera liofilizada sin pretratamiento (Fig. 3.18-PL).
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La Fig. 3.21 fas micrografias de la fracciéon 2 a 1.5 h (Fig. 3.19-a, by c) y a 6 h (Fig.
3.19-d, e y f). En ambos experimentos se observan cristales de oxalatos de calcio
que fueron removidos en la primera parte del proceso, asi como tejidos pequefnos
que pueden corresponder al parénquima y otros tejidos constituidos de
hemicelulosa como colénquima o esclerénquima. De igual manera, se observan
algunas estructuras helicoidales que corresponden al xilema y por tal motivo, en
estas fracciones se encontrdé que en su composicidon quimica, habia una fraccién de
lignina. Sin embargo, la hemicelulosa es el principal constituyente de la fraccion 2
como lo sugieren las micrografias de ambos experimentos ya que en ambas se

observa tejido de parénquima.

Fig. 3.19.- Micrografias de SEM que muestran la morfologia de la fraccién 2
recuperada del pretratamiento con PHA a 1.5 h (F2E1) y 6h (F2E2). a) F2E1 a
200x. b) F2E1 a 250x. ¢) F2E1 a 1500x.d) F2E2 a 200x. e) F2E2 a 500x. f) F2E2.
a 800x.
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Uno de los aspectos relevantes encontrados en la fraccion 2 a 1.5 h, fue la formacién
de super drusas de oxalato de calcio (Fig. 3.19-c). He y Ni (2008) reportaron que la
presencia de los radicales del PH, el pH y el tiempo de contacto, pueden generar la
fractura de los rafidios y estiloides de oxalato de calcio y después dar lugar a su
nucleacién, proceso que pudo llevarse a cabo durante el pretratamiento originando
la formacion de estas super drusas.

Como se puede observar en los difractogramas de la Fig. 3.20, para la
fraccion 2 de ambos experimentos a 1.5 h y 6 h, no se pudo calcular el IC de la
celulosa, debido que en estas muestras no hay celulosa. Sin embargo, se observan
picos que corresponden a oxalatos de calcio de tipo monohidratado (Fig. 3.20-b),

mejor conocidos como whewellitas (Pérez-Pimienta et al. 2015).

Fig. 3.20. Difractogramas de la fraccion 2 del pretratamiento con PHA a 1.5 h
(F2E1) ya 6 h (F2E2).

Unos de los compuestos principales que constituyen a la hemicelulosa, son los
arabinoxilanos. Estan constituidos quimicamente de xilana con unidades de L-
arabinofuranosa (L-arabinosa en su estructura pentagonal) con distribucion al azar
a lo largo de la cadena de xilosas. La xilosa y la arabinosa son ambas pentosas y
son subunidades que constituyen a la hemicelulosa (Rostro, 2014). De acuerdo con
Sun et al. (2012), los arabinoxilanos se caracterizan con bandas de absorcién a
3422, 2921, 1461, 1325, 1159, 1127 y 1042 cm™.

De acuerdo a lo mostrado en la Fig. 3.21 en los espectros de la fraccion 2 del
experimento con PHA a 1.5 h (Fig. 3.21-F2E1) y del experimento con PHA a 6 h

(Fig. 3.21-F2E2), las principales bandas presentes en estas dos muestras son a
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3049, 2925, 1604, 1406, 1325, 1044 y 879 cm™'. De acuerdo con lo mencionado en
el parrafo anterior, las bandas correspondientes a la hemicelulosa son las que se
encuentran a una longitud de onda de 2925, 1406, 1325 y 879 cm™'. Por lo tanto,

esto sugiere que las fracciones 2 de ambos experimentos contienen hemicelulosa.

-
S
S

N d

Fig. 3.21. Espectros de la penca liofilizada sin pretratamiento (PL), de la fraccion 2
del experimento con PHA a 1.5 h (F2E1) y a 6 h (F2E2). Las bandas principales se
indican con una linea vertical.

La banda presente en 3049 cm™" puede ser atribuida a radicales O-H presentes en
polisacaridos de la celulosa (Borchani et al. 2015; Su et al. 2015). Esta banda tiende
a decrecer tanto en la fraccién 2 del experimento con PHA a 1.5 h como en el
experimento con PHA a 6 h, lo cual se puede deber a que en esta fraccion la
presencia de celulosa es nula o casi nula. En tanto que, la banda presente a una
longitud de onda de 1604 cm™ se ha atribuido al estiramiento de grupos carbonilos
conjugados con anillos aromaticos presentes en la lignina (Vazquez et al. 1997). La
presencia de esta banda se debe a que en la fraccién 2 de ambos experimentos,
también se recuperd una fraccion de la lignina, lo que corrobora la composicion
quimica determinada por TGA anteriormente presentada. La banda presente en
1044 cm™ corresponde a la celulosa (Popescua et al. 2012; Oh et al. 2005), la cual
tiende a decrecer con respecto a el espectro de la penca liofilizada (Fig. 3.21-PL).
Esto se debe a que en la fraccibn 2 de ambos experimentos el porcentaje de

concentracion de celulosa disminuyo.
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En la Fig. 3.22 se observan las estructuras morfolégicas de la fraccion 3 para el
experimento de PHA a 1.5 h (Fig. 3.22-a) y para el experimento de PHA a 6 h (Fig.
3.22-b), asi como el estandar de lignina (Fig. 3.22-c y d). La morfologia del estandar
de lignina no es similar a la de las fracciones 3 de ambos experimentos. Esto
probablemente se debe a que el estandar de lignina corresponde a lignina extraida

de madera dura (proceso Kraft).

Fig. 3.22. Micrografias de SEM que muestran la morfologia de la fracciéon 3
recuperada del pretratamiento con PHA a 1.5 h (F3E1) y a 6h (F3E2), asi como el
estandar de lignina. a) F3E1 a 500x%. b) F3E2 a 300x. c)Estandar de lignina a
100x%. d) Estandar de lignina a 500x%. Flechas blancas: xilema. Flechas amarillas:
vainas.
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En la fraccién 3 del experimento con PHA a 1.5 h se observan pequenos tejidos
disgregados que podrian ser principalmente parte de las paredes lignificadas que
fueron removidas de la penca. Este tipo de tejido también se observa en la fraccion
3 del experimento con PHA a 6 h. Ademas, se observan estructuras helicoidales
lignificadas del xilema (flechas blancas en la Fig. 3.22-a y Fig. 3.22-b) junto con
vainas (flechas amarillas en la Fig. 3.22-a y Fig. 3.22-b) que también son tejidos
lignificados (Esau, 1985).

Para la fraccién 3 de los experimentos con PHA a 1.5 h (Fig. 3.23-F3E1) y 6
h (Fig.3.23-F3E2), no fue posible cuantificar la celulosa cristalina ya que en los
difractogramas solo se muestra una pequefa parte amorfa que no corresponde a la
celulosa cristalina, sino a la lignina que esta presente en estas muestras. Esta parte
amorfa también se observa en el difractograma del estandar de lignina (Fig. 3.23-
EL). Al igual que en las fracciones 2, aqui también se observan picos que
corresponden a oxalatos de calcio de tipo monohidratado, mejor conocidos como

whewellitas (Pérez-Pimienta et al. 2015).

Fig. 3.23. Difractogramas de: estandar de lignina (EL), de la fraccion 3 del
pretratamiento con PHA a 1.5 h (F3E1) y de la fraccién 3 recuperada del
pretratamiento con PHA a 6h (F3E2).
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En todos los espectros de la Fig. 3.24 se encuentra una banda presente entre 3600
y 3100 cm™, la cual puede ser atribuido a radicales O-H presentes en polisacaridos
de la celulosa (Borchani et al. 2015; Su et al. 2015). Sin embargo, la banda
identificada en 3400 cm™' también puede ser atribuido a radicales O-H de fenoles
gue se encuentran presentes en la lignina (EI Mansouri y Salvadé, 2007). Este pico
tiende a incrementar su intensidad en las fracciones 3 de ambos experimentos (Fig.
3.24-F3E1 y F3E2).

_
%
S

N

Fig. 3.24. Espectros de la penca entera liofilizada sin ningun pretratamiento (PL),
estandar de lignina (EL), de la fraccion 3 de los experimentos con PHA a 1.5 h
(F3E1) y a 6 h (F3E2). Las bandas principales se indican con una linea vertical.

En los espectros de la fraccién 3 de los experimentos con PHA a 1.5 h (Fig. 3.24-
F3E1) y 6 h (Fig. 3.24-F3E2), hay una banda a una longitud de onda de 2855 cm"’
que solo aparece en la fraccion 3 de ambos experimentos, pero no en la penca sin
pretratamiento y en el estandar de lignina. De acuerdo con El Mansouri y Salvadé
(2007), la region entre 3000-2800 cm™ corresponde al estiramiento de grupos C-H
de los grupos metilo y metileno de la lignina. Por lo que la banda presente en 2940

cm™', también corresponde a la vibracién de este grupo funcional presente en la
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lignina. La banda presente a 1735 cm™', corresponde a la vibracion del grupo éster
presente en el carbonilo-éster que son grupos funcionales presentes en acetil,
fumaril, p-cumaril, etc. Estos grupos estan presentes en lignina y hemicelulosa, lo
que muestra que hubo una ruptura entre los enlaces éster del acido p-cumarico y la

lignina producto de la reaccion con el PHA (Sun et al. 2002).

La banda a 1605 cm™ es atribuida al estiramiento de grupos carbonilos
conjugados con anillos aromaticos (Vazquez et al. 1997). A estas longitudes de
onda se presenta la vibracion del grupo carbonilos-éster en acetil, p-cumaril, etc.
(Sun et al. 2001). Las otras dos bandas presentes en 1515 y 1460 cm
corresponden a la deformacién de grupos C-H y vibracién de los grupos aromaticos
que son caracteristicos de la lignina (Borchani et al. 2015; Su et al. 2015; El
Mansouri y Salvadd, 2007). Estas bandas se presentan en la fraccion 3 de los
experimentos con PHA a 1.5 y 6 h. Esto sugiere que se removio la lignina de la
fraccién 1 y se recupero la fraccidon de la lignina oxidada (fraccion 3 de ambos
experimentos). La banda a 1331 cm™ es asociada con las unidades siringil. Las
bandas a 1130 y 1034 cm™" corresponden a la deformacién del grupo aromatico C-
H (Sun et al. 2002).

Gartner y Gellerstedt (2000) en un estudio realizado con lignina obtenida a
partir de madera dura kraft mediante su oxidacién con PH, indican que este proceso
de oxidacion contribuye a la formacién de nuevos grupos carboxilicos. Esto se da a
partir de la oxidacion del anillo aromatico, de quinonas y otras estructuras de
carbonilo conjugado o la oxidacion directa de las cadenas laterales de lignina (Sun
et al. 2002). Esta descomposicién se da a partir de los radicales hidroxilos e iones
radicales superdxidos que tienden a generar una oxidacion de los fenoles presentes
en la estructura quimica de la lignina. Por otra parte, la introduccién de grupos
carboxilicos en el polimero de lignina es importante ya que este grupo funcional es
hidrofilico y por lo tanto facilita la disolucién de la lignina en agua (Gartner y
Gellerstedt, 2000). Por lo tanto, la fraccion 3 de ambos experimentos, esta
enriquecida en lignina que estd oxidada y fraccionada en sus subunidades

constituyentes.
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Cada una de las fracciones de la penca (cuticula, epidermis y fibra de la penca) se
sometieron a ensayos de produccion de biohidrogeno sin ningun pretratamiento. En
la Fig. 3.25 se muestran los resultados de produccion de biohidrégeno en lote de
cada una de las fracciones de la penca, la penca entera secada a 60°C, la penca
entera liofilizada y del inéculo utilizado como control. De acuerdo con esta figura, la
fraccion de penca que mas biohidréogeno produjo es la fibra de la penca, esto se
debe a que es la fraccion mas enriquecida en celulosa y hemicelulosa.
Posteriormente, la epidermis y finalmente la cuticula. Esto es atribuido también a
que estas fracciones tienen un menor porcentaje de concentracion de celulosa y

hemicelulosa.

Fig. 3.25. Produccién acumulada de biohidrogeno de la penca y sus fracciones sin
ningun pretratamiento. Todos los ensayos se realizaron con un contenido de
solidos volatiles de 3.5 g SV/L a 35°C.
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En la Tabla 3.8 se muestran las producciones maximas de biohidrégeno y su
rendimiento a partir de las cinéticas de produccién de cada una de las fracciones de
la penca asi como de la penca entera secada a 60°C y la penca entera liofilizada.
La fraccion de fibra fue la que mostré la mayor produccion de biohidrogeno, asi
como el mayor rendimiento (38.25 mL hidrogeno y 0.06 mmoles H2/g de fibra,
respectivamente) seguida por la epidermis (16.613 mL-H2 con un rendimiento de
0.02 mmoles Hz/g de epidermis) y la cuticula (9.16 mL-H2 y un rendimiento de 0.005
mmoles Hz2/g de cuticula). La cuticula tuvo la menor produccion de biohidrogeno
debido a que es la fraccion con una menor cantidad de celulosa y hemicelulosa de
acuerdo con el andlisis de fibras.

En tanto que, la penca entera secada a 60°C y la penca entera liofilizada
tuvieron practicamente las mismas producciones de biohidrégeno (40.42 y 36.74 mL
de H2, respectivamente) y semejantes rendimientos de produccion (0.057 mmoles
H2/g de penca entera y 0.055 mmoles Hz/g de penca liofilizada). Esto se debe a que
las pencas enteras y la fibra tienen concentraciones similares de celulosa y
hemicelulosa. Esto indica, en primer término, que el proceso de liofilizacion no tiene
un efecto importante en la composicion de la penca ni en la produccion de
hidrégeno. En segundo término, también indica que la produccion de hidrogeno de
la penca entera se debe principalmente a la hemicelulosa y celulosa presente en la
fibra.

Tabla 3.8. Resultados de la produccion en lote de biohidrogeno de las fracciones
de la penca, de la penca entera secada a 60°C y de la penca entera liofilizada sin
pretratamiento, obtenidos del ajuste de los datos al modelo de Gompertz.

., Hmax Hmax RMH RPH
Fraccién de la penca (mLeHy) (mmoles  (mmoles H,/g de
(mL-Hz) H./g Sv) fraccion de penca)
Cuticula 2 9.1620.5 9.16+2.4 0.06 0.0055
Epidermis 12 16.61+1.2 16.61x1.7 0.11 0.0199
Fibra'2 38.24+2.6 38.21x4.5 0.25 0.0595
Penca entera secada a 60°C'2  40.42+3.8 40.39+#3.1 0.26 0.0552
Penca entera liofilizada '® 36.74+3.0 36.93+1.6 0.24 0.0574
Inéculo 1.210 0.49 0.02 0.0009

(")Penca de Amatitan, Jal. (%) Primer lote de pencas (Abril del 2015); (°) Segundo
lote de penca (Septiembre del 2015).
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Con el fin de tener los azucares disponibles para los microrganismos que llevan a
cabo la produccién de biohidrogeno via fermentacién oscura, fue necesario en
primer término someter a hidrélisis enzimatica a la fraccién 1 (compuesta por
celulosa y hemicelulosa principalmente) y a la fraccion 2 (compuesta principalmente
por hemicelulosa) obtenidas después del pretratamiento con PHA. La hidrdlisis
enzimatica se llevo a cabo con Celluclast 1.5L se efectud sobre las fracciones 1
obtenidas después del pretratamiento con PHA a 1.5 (F1E1) y 6 h (F1E2) de
exposicidn; asi como en las fracciones 2 obtenidas del pretratamiento con PHA a
1.5 (F2E1) y 6 h (F2E2). Ademas, se hidrolizé enzimaticamente a la penca entera
liofilizada (PL) sin someterla al pretratamiento con PHA; con el fin de evaluar el
efecto de la deslignificacion sobre la produccién de hidrégeno. Los resultados
indican que el pretratamiento ayudoé a que la disponibilidad de los polisacaridos se
incrementara gracias a la remocién de lignina y las enzimas pudieron sacarificar una
mayor cantidad de celulosa y hemicelulosa.

Los resultados obtenidos mostraron que los hidrolizados de PL alcanzaron
concentraciones de 6.44 g AT/L y 5.89 g ARI/L, respectivamente. En comparacion
con estas concentraciones los hidrolizados de F1E1 y F1E2, alcanzaron
concentraciones 2.5 y 2.1 veces mas altas respectivamente. En tanto que las
muestras F2E1 y F2E2, alcanzaron concentraciones 1.4 y 1.1 veces mas altas
comparadas con los hidrolizados de la PL. Es interesante el hecho de que las
hidrélisis enzimaticas de las fracciones 2, las cuales estan constituidas por
hemicelulosa recuperada, produjeron una concentracion de AT mayor que la
obtenida a partir de la PL. Esto indica que el pretratamiento ayudo a incrementar la
disponibilidad de los polisacaridos gracias a la remocion de lignina y las enzimas

pudieron sacarificar una mayor cantidad de celulosa y hemicelulosa.
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Fig. 3.26. Caracterizacion quimica de los hidrolizados enzimaticos.

Por otra parte, Lopez Gutiérrez (2015) reportd concentraciones de 7.2 g AT/L, 6.9 g
AR/Ly 29.027 g DQO/L en hidrolizados enzimaticos del bagazo de Agave tequilana
(BAT) que son cercanos a los obtenidos con la PL sin pretratamiento. Es importante
resaltar que la fraccion 1 de ambos experimentos es la fraccion mayoritaria en peso
de las tres fracciones (86.37% en peso), por lo que en un proceso industrial seria

esta fraccion la que se utilizaria como sustrato generador de monosacaridos.

Los sdlidos remanentes de la hidrolisis enzimatica se caracterizaron
morfolégica (SEM) y quimicamente (TGA y XRD). En la Fig. 3.27 se observan las
micrografias de la PL antes (Fig. 3.27-a) y después de la hidrdlisis enzimatica (Fig.
3.27-a’). Se puede observar que la penca tuvo pocos cambios morfolégicos durante
el hidrolizado enzimatico. Comparando ambas micrografias se observa que el
cambio morfologico principal consisti6 en el adelgazamiento del tejido de
parénquima, el cual esta constituido principalmente por hemicelulosa y pectinas vy,
en menor cantidad de celulosa. Esto indica que las enzimas solo lograron sacarificar

los azucares que estaban disponibles en la superficie.
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Fig. 3.27. Micrografias de la penca liofilizada sin ningun pretratamiento (a), penca
liofilizada sometida a hidrolisis enzimatica (a’), fraccién 1 con PHA a 1.5 h sin
hidrolisis enzimatica (b) y con hidrdlisis enzimatica (b’), fraccién 1 con PHA a6 h
sin hidrdlisis (c) y con hidrdlisis enzimatica (c’), fraccion 2 con PHA a 1.5 h sin
hidrdlisis enzimatica (d) y con hidrdlisis enzimatica (d’) y la fraccidén 2 con PHA a
6h sin hidrdlisis enzimatica (e) y con hidrdlisis enzimatica (e’).
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Las estructuras remanentes de la fraccion 1 con PHA a 1.5 h (Fig. 3.27-b’) fueron
las que mostraron un cambio morfolégico mayor, comparado con la fraccién 1 con
PHA a 1.5 h sin hidrolisis enzimatica (Fig. 3.27-b), debido a que las enzimas lograron
acceder a tejidos mas cercanos al centro de la fibra. Esto probablemente se debe a
que esta fraccion fue la que tuvo un mayor grado de deslignificaciéon, por lo que la
disponibilidad de azucares fue mayor. Por el contrario, en la Fig. 3.27-a’, la fibra
muestra menos cambios morfolégicos ya que las enzimas tuvieron menor
disponibilidad de la celulosa y hemicelulosa debido a la presencia de lignina en la

penca liofilizada sin pretratamiento.

En la Fig. 3.27 también se observan las micrografias de la fraccion 2 a 1.5h
sin hidrolizado enzimatico (Fig. 3.27-d) y después del hidrolizado (Fig. 3.27-d’). Asi
mismo, también se muestran las micrografias de la fraccion 2 del pretratamiento con
PHA a 6 h antes (Fig. 3.27-e) y después (Fig. 3.27-€’) del hidrolizado enzimatico.
Los cambios morfoldgicos de ambos experimentos (antes y después de la hidrolisis
enzimatica) no son tan evidentes como en la fraccion 1. Sin embargo, se pueden
observar cavidades mayores en la fraccion 2 después de la hidrolisis. Esto
posiblemente se deba al consumo de los tejidos de parénquima que estaban

disponibles y que pudieron ser consumidos por las enzimas.

3.4.2.2. Produccion de biohidrégeno de los hidrolizados

Los hidrolizados de la penca liofilizada (PL), la fraccion 1 con PHA a 1.5 h (F1E1),
la fraccion 1 con PHA a 6 h (F1E2) y la fraccion 2 con PHA a 6 h (F2F2), se
sometieron a ensayos de produccion de biohidrogeno en lote (Fig. 3.28). Cabe
mencionar que la fraccion 2 con PHA a 1.5 h no se someti6 a este ensayo debido a
que ya no habia muestra suficiente. Los rendimientos molares de produccion de
biohidrégeno (RMPH) se muestran en la Tabla 3.10. En dicha tabla se puede
observar que el RMPH de los hidrolizados obtenidos de F1E1, F1E2, y F2E2 fueron
similares o mayores que el RMPH del control de glucosa y aproximadamente 2
veces mayores que el RMPH del hidrolizado de la penca liofilizada. Esto sugiere
que el pretratamiento fue favorable para la produccion de biohidrogeno, ya que se

observé en este trabajo la disponibilidad de celulosa y hemicelulosa después de
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este pretratamiento, lo cual se vio reflejado en la mejora de los rendimientos de
sacarificacion y finalmente, en la de produccion de biohidrégeno. De la misma
forma, los valores de VVPH alcanzados por los hidrolizados de las fracciones 1y 2
fueron aproximadamente 2 veces mas altas que las alcanzados por el hidrolizado
de la penca liofilizada. Esto puede deberse a que las fracciones F1E1, FIE2 Y F2E2
mostraron la mayor deslignificacién y enriquecimiento de celulosa en el
pretratamiento con PHA. Asi mismo, fueron las fracciones de donde se obtuvieron

mayores rendimientos de sacarificacién durante la hidrolisis enzimatica.

Fig. 3.28. Produccién acumulada de biohidrogeno en lote de los hidrolizados de
penca entera y fracciones 1y 2 obtenidas del pretratamiento de la penca con PHA
a1.5y6h.

Los valores de RMPH de los hidrolizados de las fracciones 1 y 2 son mayores a los
reportados para otros sustratos pretratados como el de la paja de trigo con un
pretratamiento acido, donde el rendimiento del hidrolizado acido fue de 0.96 mol
H2/mol sustrato (Chang et al. 2011). Sin embargo, son semejantes a los reportados
por Abreu-Sherrer (2.63 mol Hz2/mol AT consumido), donde se realizd una hidrélisis
acida en bagazo de agave. Es importante mencionar que los RMPH reportados en

este trabajo tienen una contribucion debida a la produccion de biohidréogeno a partir
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de la preparacién enzimatica como ya fue reportado por Arreola-Vargas (2015).
Debido a esto se evalud la contribucidn de la preparacidon enzimatica a la produccion
de hidrogeno y se corrigieron los valores de RMPH. Los valores corregidos se
reportan también en la Tabla 3.10. Dichos rendimientos son menores que el control
de glucosa, lo cual indica un posible efecto inhibitorio. Por otra parte, los
rendimientos corregidos son semejantes a los reportados por Lépez-Gutiérrez
(2015) para hidrolizados enzimaticos de bagazo de Agave tequilana sin ningun
pretratamiento.

Tabla 3.9. Produccion en lote de biohidrogeno a partir de los hidrolizados de la
penca liofilizada sin pretratamiento y de los hidrolizados de las fracciones
obtenidas del pretratamiento con PHA.

AT pH  Hmax vvpH RMPH — RMPH®™ = RPH

Fraccion de la penca (mol Ha/mol AT~ (mol H/mol AT~ (mmolHz/

consumido consumido

Penca liofilizada (HPL) 4.03 6.5:0.2 25.36+3.2 49.48+4.9 1.42+0.1 - 1.34
Fraccion 1 con PHA a

final (mLeHz) (mL Hz/L-h)

1.5 h (HF1EA) 430 6.1+0.3 35.10+2.7 83.93+16.5 2.67+0.3 1.21+0.3 5.62
Fraccion 1 con PHA a

6 h (HF1E2) 414 6.3x0.2 31.50+4.2 74.08+13.3 2.30£0.2 0.84+0.2 3.22
Fraccion 2 con PHA a

6 h (HF2E2) 6.06 6.2+0.1 44.49+6.0 93.03%8.2 2.96+0.3 1.5+0.3 6.64
Control-glucosa 5 g/L 5.00 5.9+0.2 49.43+1.2 70.5245.3 2.25+0.2 - -
Control-Inéculo - 6.5£0.3 3.21+0.2 2.75+0.2 0.09+0.3 - -

RMPHCORR se estimd eliminando la aportacion del Celluclast 1.5L para la produccion
de biohidrégeno. RPH se estimo a partir del RMPHCORR y expresandolo por gramo
de fibra en la penca o en las fracciones 1y 2. Hmax y VVPH se obtuvieron del ajuste
del modelo de Gompertz.

Los rendimientos mas altos de produccion de biohidrogeno expresados por mol de
AT (RMPH, Tabla 3.9) se obtuvieron con los hidrolizados de las fracciones 1y 2,
aunque en dichos rendimientos hay una contribucién del biohidrégeno producido a
partir de la enzima. Cuando esta contribucion se corrige (RMPHCORR Tabla 3.9) los
rendimientos molares son iguales o menores incluso que el obtenido con la penca
entera liofilizada. Sin embargo, cuando los rendimientos de produccion de
biohidrogeno son expresados por gramo de fibra, en la penca sin tratar o en las
fracciones obtenidas después del pretratamiento con PHA (RPH, Tabla 3.9) se
puede observar que para el hidrolizado de la F1E1 el RPH fue mayor 4.19 veces
comparado con el de la PL. En tanto que el RPH de F1E2 fue mayor 2.4 veces

comparado con el de la PL. Incluso, el hidrolizado de la fraccién 2 mostré un RPH
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4.95 veces mayor que el hidrolizado de PL. Este incremento en el rendimiento de
produccion de biohidrégeno se deben a que las fibras presentes en las fracciones 1
y 2 estan enriquecidas en celulosa y hemicelulosa en comparacion con la fibra
presente en la penca sin tratar. Por lo tanto, la deslignificacién de la penca con el
pretratamiento con PHA tuvo un efecto positivo en la mejora de los rendimientos de
produccion de biohidrogeno. Cabe mencionar que es necesario realizar una
optimizacién del pretratamiento con el fin de obtener mejores rendimientos de

produccion de biohidrégeno.

La penca entera liofilizada sin ningun tratamiento (Tabla 3.8) tuvo un
rendimiento de produccion de biohidrégeno de 0.0574 mmol H2/g de penca entera
liofilizada, en tanto que las fracciones 1 pretratadas con PHA e hidrolizadas tuvieron
un rendimiento de produccién de biohidrogeno de 5.62 mmol H2/ g de F1E1 y 3.22
mmol Hz/ g F1E2 (Tabla 3.9). Comparando los rendimientos de la penca entera
liofilizada sin ningun pretratamiento y la F1E1, la produccién de biohidrégeno
incremento cerca de 98 veces. Por lo tanto, el efecto que tuvo la deslignificacion con
PHA produjo un mayor enriquecimiento de celulosa lo que permiti6 una mayor
sacarificacion y contribuyd a la mejora de los rendimientos de produccion e

biohidrogeno.

Comparando la cantidad de biohidrégeno acumulado (Hmax) de la F1E1
(fraccidn con el mejor rendimiento respecto a las fracciones recuperadas en el
pretratamiento con PHA) y el de la glucosa, la glucosa obtuvo una mayor cantidad
debido a que este es un sustrato modelo. Sin embargo, los rendimientos de
produccion de biohidrégeno son mayores en la F1E1, lo que sugiere que este
sustrato tiene potencial para la produccion de biohidrogeno, aunque aun es
necesario optimizar el proceso y tratar de obtener una cantidad de produccion de

biohidrogeno cercana a los rendimientos tedricos (4 mol Hz/mol de hexosa).

78



Capitulo 4.- Conclusiones y perspectivas

1. De las tres fracciones en las que fue dividida la penca (cuticula, epidermis y
fibra), la fibra es la fraccion que contribuye mayormente a la produccidon de
biohidrogeno debido a que es la fraccibn con mayor cantidad de celulosa y
hemicelulosa. Por otra parte, la penca entera secada a 60°C y la penca entera
liofilizada tuvieron rendimientos de produccién de biohidrégeno similares, lo que
indica que el proceso de liofilizacion no tiene un impacto severo sobre la
estructura quimica de la penca.

2. Los resultados del pretratamiento con PHA de la penca entera liofilizada
indicaron que, la mayor remocion de lignina, el enriquecimiento mas alto de
celulosa y la mayor sacarificacion se obtuvieron cuando se utilizdé peroxido de
hidrégeno al 2%, con pH de 11.5, sin previo hinchamiento y a un tiempo de
contacto de 1.5 h.

3. De acuerdo con los analisis de SEM, XRD vy microscopia Optica, el
pretratamiento con PHA contribuyé principalmente a la remocién del
parénquima, xilema y vainas. Este tipo de estructuras se encuentran constituidas
principalmente por hemicelulosa (parénquima) y lignina (xilema y vainas) los
cuales son oxidados por el PHA. Las micrografias de las fibras remanentes
después del pretratamiento, mostraron estructuras en las que estan presentes
la celulosa y hemicelulosa remanente. Estas estructuras corresponden a floema,
parénquima y algunas estructuras lignificadas como vainas y xilema que no se
logran oxidar. Por otra parte, en las micrografias de las fracciones remanentes
de la hidrolisis enzimatica aun quedo una fraccion importante de esta fibra.

4. De acuerdo con los resultados de TGA, FT-IR y XRD la fraccion 2 esta
enriquecida en hemicelulosa y la fraccion 3, en lignina. Sin embargo, en la
fraccion 1 se recupera el mayor porcentaje de celulosa y hemicelulosa
comparado con la fraccion 2, por lo que la fraccion 1 seria la mas adecuada para

un proceso de sacarificacion a escala industria.
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5. La mayor concentracion de azucares totales obtenida en la sacarificacion
enzimatica se obtuvo de la fraccién 1 del pretratamiento con PHA a 1.5 h, con
un incremento de 5 veces mayor comparada con la sacarificacion enzimatica de
la penca entera liofilizada sin ningun pretratamiento.

6. El rendimiento de produccion de hidrogeno del hidrolizado enzimatico de la
fraccion 1 del pretratamiento con PHA a 1.5 h (6.64 mmoles H2/g de fraccion 1)
fue 4.57 veces mayor que el obtenido con el hidrolizado enzimatico de la penca

entera liofilizada sin pretratamiento.

1. Es necesario determinar los factores que permitan obtener mejores rendimientos
de deslignificacion y de enriquecimiento de celulosa durante el pretratamiento
con PHA de la penca, con el fin de lograr el mayor aprovechamiento del material
lignocelulésico presente en la penca. Asi como una optimizacion de la
sacarificacion con el fin de obtener la mayor cantidad de azucares disponibles
para la produccion de biohidrégeno.

2. También es importante evaluar la produccion de biohidrégeno en continuo a
partir de penca previamente tratada con PHA y sometida a una hidrélisis
enzimatica.

3. Seria conveniente evaluar pretratamientos que ayude a la remocion de
hemicelulosa (hidrélisis acida o enzimaticas) previas al pretratamiento de la
penca con PHA para determinar si se incrementa la remocion de lignina. Esto
probablemente mejoraria la sacarificacion enzimatica.

4. Para entender mejor el mecanismo de oxidacion llevado a cabo durante el
pretratamiento con PHA, es necesario el analisis quimico de los diferentes
compuestos constituyentes de la lignina (siringaldehido, vainillina, entre otros).

5. Laformacion de compuestos fendlicos se lleva a cabo durante la oxidacién de la
lignina y estos pueden generar un efecto inhibitorio para la produccién de
biohidrogeno. Por lo que es necesario realizar un analisis de éstos componentes
y determinar si son compuestos que afectan o no a la producciéon de

biohidrégeno.

80



Fuentes de informacion

1. Abreu Sherrer, J. S. (2013). Aprovechamiento de bagazo de Agave tequilana
Weber para la produccion de biohidrogeno. Tesis de maestria. Instituto Potosino
de Investigacion Cientifica y tecnoldgica, A.C. SLP, México.

2. Achyuthan K. E, Achyuthan A. M, Adams P. D, Dirk S. M, Harper J. C,
Simmons B. A, Singh A. K. (2010). Supramolecular Self-Assembled Chaos:
Polyphenolic Lignin’s Barrier to Cost-Effective Lignocellulosic Biofuels.
Molecules (15) 8641-8688.

3. American Public Health Association (APHA) (1998). Total, fixed and volatile
solids in solid and semisolid samples. Standard methods for the examination of
water and wastewater. 20a ed. Pag. 2-59

4. American Public Health Association (APHA) (2005). Standard methods for the
examination of water and wastewater. 21a ed. Washington, D.C.

5. Ammalahti, E., Brunow, G., Bardet, M., Robert, D., Kilpelainen, I., (1998).
Identification of side-chain structures in a poplar lignin using three-dimensional
HMQC-HOHAHA NMR spectroscopy. J. Agric. Food Chem. 46, 5113-5117.

6. Argun, H. & Kargi, F.(2011). “Bio-hydrogen production by different operational
modes of dark and photo-fermentation: An overview”. International Journal of
Hydrogen Energy. Vol. 36, Issue 13, pp. 7443-7459.

7. Aro, N., Pakula, T., Penttila, M. (2005). Transcriptional regulation of plant
cell wall degradation by filamentous fungi. FEMS Microbiol. Rev. 29, 719-739.

8. Arreola-Vargas, J., Celis, L. B., Buitron, G., Razo-Flores, E., & Alatriste-
Mondragon, F. (2013). Hydrogen production from acid and enzymatic oat straw
hydrolysates in an anaerobic sequencing batch reactor: Performance and
microbial population analysis. International Journal of Hydrogen Energy, 38(32),
13884-13894.

9. Arreola-Vargas, J., Razo-Flores, E., Celis, L. B., & Alatriste-Mondragén, F.
(2015). Sequential hydrolysis of oat straw and hydrogen production from
hydrolysates: role of hydrolysates constituents. International Journal of Hydrogen
Energy, 40(34), 10756-10765.

10. Ayeni, A. O., Hymore, F. K., Mudliar, S. N., Deshmukh, S. C., Satpute, D. B.,
Omoleye, J. A., & Pandey, R. A. (2013). Hydrogen peroxide and lime based
oxidative pretreatment of wood waste to enhance enzymatic hydrolysis for a
biorefinery: Process parameters optimization wusing response surface
methodology. Fuel, 106, 187-194.

11.Azzam, M. (1989). Pretreatment of cane bagasse with alkaline hydrogen
peroxide for enzymatic hydrolysis of cellulose and ethanol fermentation. J.
Environ. Sci. Health B. 24 (4), 421-433.

12.Baldrian, P. & Valaskova, V. (2008). Degradation of cellulose by
basidiomycetous fungi. FEMS Microbiol Rev. Epub ahead of print,
doi:10.1111/j.1574-6976.2008.00106.

13.Bedoya, A., Castrillén, J.C., Ramirez, J.E., Vasquez, J.E., y Zabala, M.A.
(2007). Biological production of hydrogen: a literature survey. Colombia:
Universidad Nacional de Colombia. Dyna.154:137-157.

81



14.Blanco Londoio, S. A., & Rodriguez Chaparro, T. (2012). Produccion de
biohidrégeno a partir de residuos mediante fermentaciéon oscura: una revision
critica (1993-2011. Ingeniare. Revista chilena de ingenieria, 20, 398-411.

15.Borchani, K. E., Carrot, C., and Jaziri, M. (2015). Untreated and alkali treated
fibers from Alfa stem: effect of alkali treatment on structural, morphological and
thermal features, Cellulose 22, 1577-1589.

16. Bradford M.M. (1976). A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation of
Microgram Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye Binding.
Anal Biochem (72) 248-254.

17.Cakir, A., Ozmihci, S. and Kargi, F. (2010). Comparison of bio-hydrogen
production from hydrolyzed wheat starch by mesophilic and thermophilic dark
fermentation. International Journal of Hydrogen Energy. 35:13214-13218.

18.Carrier, M., Loppinet-Serani, A., Denux, D., Lasnier, J. M., Ham-Pichavant,
F., Cansell, F., & Aymonier, C. (2011). Thermogravimetric analysis as a new
method to determine the lignocellulosic composition of biomass. Biomass and
Bioenergy, 35(1), 298-307.

19.Cervantes, F. J., Pavlostathis, S. G., & Van Haandel, A. C. (Eds.). (2006).
Advanced biological treatment processes for industrial wastewaters: principles
and applications. IWA publishing.

20.Chang,A.C., Tu, Y. H., Huang, M. H., Lay, C. H., & Lin, C. Y. (2011). Hydrogen
production by the anaerobic fermentation from acid hydrolyzed rice straw
hydrolysate. International journal of hydrogen energy, 36(21), 14280-14288.

21.Chen, W., Tseng, Z., Lee, K. and Chang, J. (2005). Fermentative hydrogen
production with Clostridium butyricum CGSS5 isolated from anaerobic sewage
slugde. International Journal of Hydrogen Energy. 30:1063-1070.

22.Cui, M., Zhuilang, Y., Xiaohua, Z., Liling, W. and Jianquan, S. (2010).
Biohydrogen production from poplar leaves pretreated by different methods using
anaerobic mixed bacteria. International Journal of Hdrogen Energy .35: 4041-
4047.

23.Dubois, M., Gilles, K., A., Hamilton, J., K., Rebers, P., A, Smith, F., (1956).
Colorimetric method for determination of sugars and related substances,
Analytical Chemistry,28:3:350-356.

24.El Mansouri, N. E., & Salvadé, J. (2007). Analytical methods for determining
functional groups in various technical lignins. Industrial Crops and Products,
26(2), 116-124.

25.Esau,K.(1985). Anatomia vegetal. Ed. Omega. Barcelona. 25-26.

26.Fengel, D. y Wegener, G. Wood (1989). Chemistry, Ultrastructure and
Reactions. Ed. Walter de Gruyter. Berlin, Germany. 1989. pp. 1-549.

27.Ferry, L., Dorez, G., Taguet, A., Otazaghine, B., & Lopez-Cuesta, J. M. (2015).
Chemical modification of lignin by phosphorus molecules to improve the fire
behavior of polybutylene succinate. Polymer Degradation and Stability, 113, 135-
143.

28.Fink, H., Krettek, A., & Sellborn, A. (2012). Molecular Understanding of
Endothelial Cell and Blood Interactions with Bacterial Cellulose: Novel
Opportunities for Artificial Blood Vessels. INTECH Open Access Publisher.

82



29.Gartner, A., & Gellerstedt, G. (2000). Oxidation of residual lignin with alkaline
hydrogen peroxide. Part |: Changes in hydrophilic groups. Journal of pulp and
paper science, 26(12), 448-454.

30. Gonzalez-Garcia, Y., Gonzalez-Reynoso, O., Nungaray-Arellano, J. (2005).
Potencial del bagazo de agave tequilero para la produccion de biopolimeros
y carbohidrasas por bacterias celuloliticas y para la obtencion de compuestos
fendlicos. E-Gnosis [online], 3, 14.

31.Gould, J.M., 1985. Enhanced polysaccharide recovery from agricultural residues
and perennial grasses treated with alkaline hydrogen-peroxide. Biotechnol.
Bioeng. 27, 893-896.

32.Guggenberger, G., Christensen, B. T., & Zech, W. (1994). Land-use effects on
the composition of organic matter in particle-size separates of soil: I. Lignin and
carbohydrate signature. European Journal of Soil Science, 45(4), 449-458. doi:
10.1111/j.1365-2389.

33.Guilherme, A. A., Dantas, P. V. F., Santos, E. S., Fernandes, F. A. N,, &
Macedo, G. R. (2015). Evaluation of composition, characterization and
enzymatic hydrolysis of pretreated sugar cane bagasse. Brazilian Journal of
Chemical Engineering, 32(1), 23-33.

34.He, Z., Yang, Y., & Ni, Y. (2008). Comparison of oxalate formation in peroxide
bleaching of softwood and hardwood mechanical pulps. Journal of Pulp and
Paper Science, 34(3), 153.

35.1bbett, R., Domvoglou, D. and Phillips, D., (2008). The Hydrolysis and
Recrystallisation of Lyocell and Comparative Cellulosic Fibres in Solutions of
Mineral Acid, Cellulose 15, 241-254.

36.Jauregui-Zuiiga, D. A. V. I. D., & Moreno, A. (2004). La biomineralizacion del
oxalato de calcio en plantas: retos y potencial. REB, 23(1), 18-23.

37.Keys, J.E., Van Soest, P.J. & Young, E.P. (1969). Comparative study of the
digestibility of forage cellulose and hemicellulose ruminants’ and nonrumiants.
Journal of Animal Sciences. 29,11-15.

38.Kim, T. H., Taylor, F., & Hicks, K. B. (2008). Bioethanol production from barley
hull using SAA (soaking in aqueous ammonia) pretreatment. Bioresource
Technology, 99(13), 5694-5702.

39.Klemm D, Schmauder H, Heinze T, (2002) Cellulose. In Biopolymers: Biology,
Chemistry, Biotechnology, Applications; Vandamme, E., DeBaets, S,
Steinbchel, A., Eds.; Wiley-VCH: Weinheim, 275.

40. Kumar P, Barrett DM, Delwiche MJ, Stroeve P. 2009. Methods for pretreatment
of lignocellulosic biomass for efficient hydrolysis and biofuel production. Ind Eng
Chem Res; 48:3713-29.

41.Le Troedec, M., Sedan, D., Peyratout, C., Bonnet, J. P., Smith, A,
Guinebretiere, R., ... & Krausz, P. (2008). Influence of various chemical
treatments on the composition and structure of hemp fibres. Composites Part A:
Applied Science and Manufacturing, 39(3), 514-522.

42.Loépez-Gutiérrez, . (2015) Produccion de hidrégeno a partir de hidrolizados de
bagazo de Agave tequilana Weber var. Azul: Efecto del procesamiento de la pifia
y de la sacarificacion del bagazo. Tesis de maestria. Instituto Potosino de
Investigacion Cientifica y tecnolégica, A.C. SLP, México.

83



43.Martin, ., Sanz, J.L. & Amils, R. (2014). Biotecnologia y medioambiente. ISBN,
Editorial Ephemera. 2: 215-232.

44 Miller, G., L., (1959). Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of
reducing sugar. Analytical Chemistry 31, 426-428.

45.Nath, K. and Das, D. (2004).Appl.Microbiol. Biotechnol.65:520-529.

46.0h SY, Yoo DI, Shin Y, Kim HC, Kim HY, Chung YS, Park WH, Youke JH
(2005) Crystalline structure analysis of cellulose treated with sodium hydroxide
and carbon dioxide by means of X-ray diffraction and FTIR spectroscopy.
Carbohydr Res 340:2376-2391.

47.Perez-Pimienta J. A, L6pez-Ortega M. G, Chavez-Carvayar J. A, Varanasi P,
StavilaV, Cheng G, Singh S, Simmons B. A. (2015). Characterization of agave
bagasse as a function of ionic liquid pretreatment. Biomass and Bioenergy (75)
180-88.

48.Phitsuwan, P., Sakka, K., & Ratanakhanokchai, K. (2013). Improvement of
lignocellulosic biomass in planta: a review of feedstocks, biomass recalcitrance,
and strategic manipulation of ideal plants designed for ethanol production and
processability. Biomass and Bioenergy, 58, 390-405.

49.Popescua CM, Larsson PT, Olaru N, Vasile C (2012) Spectroscopic study of
acetylated kraft pulp fibers. Carbohydr Polym 88:530-536.

50.Ren, N., Wang, A., Cao, G.,, Xu, J. and Gao L(2009). Bioconversion of
lignocellulosic biomass to hydrogen: Potential and challenges. Biotechnol Ady;
27:1051-60.

51.Rostro Alanis, M. D. J. (2014). Obtencidén y caracterizacion quimica de
arabinoxilooligosacaridos a partir de pericarpio de maiz nixtamalizado vy
determinacién de la actividad prebidtica y actividad antioxidante (Doctoral
dissertation, Universidad Auténoma de Nuevo Leodn).

52.Saha, B.C. & Cotta, M. A. (2008). Lime pretreatment, enzymatic saccharification
and fermentation of rice hulls to ethanol. Biomass and Bioenergy, 32, 971-977.

53.Shankar, S., Reddy, J. P., & Rhim, J. W. (2015). Effect of lignin on water vapor
barrier, mechanical, and structural properties of agar/lignin composite films.
International journal of biological macromolecules, 81, 267-273.

54. Sieminski, A. (2014). International Energy Outlook.

55.Silva, M. C., Lopes, O. R., Colodette, J. L., Porto, A. O., Rieumont, J.,
Chaussy, D., ... & Silva, G. G. (2008). Characterization of three non-product
materials from a bleached eucalyptus kraft pulp mill, in view of valorising them as
a source of cellulose fibres. Industrial Crops and Products, 27(3), 288-295.

56.Sinha, P. & Pandey, A.(2011). “An evaluative report and challenges for
fermentative biohydrogen production”. International Journal of Hydrogen Energy.
36: 7460-7478.

57.Stocker, T. F., Qin, D., Plattner, G. K., Tignor, M., Allen, S. K., Boschung, J.,
... & Midgley, B. M. (2013). IPCC, 2013: climate change 2013: the physical
science basis. Contribution of working group | to the fifth assessment report of
the intergovernmental panel on climate change.

58. Streffer, F.(2014). Lignocellulose to Biogas and other Products. JSM Biotechnol
Bioeng 2(1): 1023.

84



59.Su, Y., Du, R,, Guo, H., Cao, M., Wu, Q., Su, R.,...He, Z. (2015). Fractional
pretreatment of lignocellulose by alkaline hydrogen peroxide: Characterization of
its major components. Food and Bioproducts Processing, 94, 322-330.

60.Sun, R. C., Sun, X. F., Fowler, P., & Tomkinson, J. (2002). Structural and
physico-chemical characterization of lignins solubilized during alkaline peroxide
treatment of barley straw. European Polymer Journal, 38(7), 1399-1407.

61.Sun, R. C., Fang, J. M., & Tomkinson, J. (2000). Delignification of rye straw
using hydrogen peroxide. Industrial Crops and Products, 12(2), 71-83.

62. Tafolla-Arellano, Julio C.; Tiznado-Hernandez, Martin E.; Gonzalez-Leodn,
Alberto; Baez-Sanudo, Reginaldo; Zacarias Garcia, Lorenzo; (2013).
COMPOSICION, FISIOLOGIA Y BIOSINTESIS DE LA CUTICULA EN
PLANTAS. Revista Fitotecnia Mexicana, 3-12.

63. Taherzadeh, M. y Karimi,K. (2008). Pretreatment of Lignocellulosic Wastes to
improve Ethanol and Biogas Production: A Review. International Journal
Molecular Science, 9, 1621-1651.

64.Terinte, N., Ibbett, R., & Schuster, K. C. (2011). Overview on native cellulose
and microcrystalline cellulose | structure studied by X-ray diffraction (WAXD):
Comparison between measurement techniques. Lenzinger Berichte, 89, 118-
131.

65.Vazquez, G., Antorrena, G., Gonz ~alez, J., Freire, S., (1997). The influencing
of pulping conditions on the structure of acetosolv eucalyptus lignins. J. Wood
Chem. Technol. 17 (1 and 2), 147-162.

66. Wattendorff, J. & P.J. Holloway. 1980. Studies on the ultrastructure and
histochemistry of plant cuticles: The cuticular membrane of Agave Americana L.
in situ: Ann. Bot. 46:13-28.

67.Wilkinson, S., Smart, K. A., & Cook, D. J. (2014). Optimisation of alkaline
reagent based chemical pre-treatment of Brewers spent grains for bioethanol
production. Industrial Crops and Products, 62, 219-227.

68.Xiang, Q., and Lee, Y. Y. (2000). Oxidative cracking of precipitated hardwood
lignin by hydrogen peroxide, Applied Biochemistry and Biotechnology 84, 153-
162.

69.Xu, Z., Wang, Q., Jiang, Z., Yang, X. X., & Ji, Y. (2007). Enzymatic hydrolysis
of pretreated soybean straw. Biomass and Bioenergy, 31(2), 162-167.

70.Yang, H., Yan, R,, Chen, H., Lee, D. H., & Zheng, C. (2007). Characteristics of
hemicellulose, cellulose and lignin pyrolysis. Fuel, 86(12), 1781-1788.

71.Zhang, T., Liu, H. and Fang, H. (2003). Biohydrogen production from starch in
wastewater under thermophilic condition”. Journal of Enviromental Management.
69: 149-156.

85



Anexos

Anexo A.- EDS correspondientes a las micrografias de la Fig. 3.7.

a) EDS de los oxalatos de calcios monohidratados en forma de rafidios. b) EDS de
oxalato de calcio monohidratado en forma de estiloide. c) EDS del silicato.
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Anexo B.- Difractogramas de la penca entera y sus fracciones.
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Anexo C.-Balance de masa para el pretratamiento de pencacon PHAa1.5h (a)y
PHA a 6h (b) en base al método de Van Soest.

a) Balance de masa de las fracciones recuperadas durante el pretratamiento con PHA 2%

(1.5h)

Penca liofilizada

g Solidos recuperados del pretratamiento con PHA
Composicion quimica (g) [ Fraccion 1 (Masa recuperada: 105.85g)
Compuestos 99.75 n:' Celulosa(g) |Hemicelulosa (g) Lignina(g)| Cenizas (g) ' Compuestos solubles (g)
solubles 8 48.88 7.64 9.76 0.39 38.90
Fraccion 2 (12.12g)
Celulosa 3485 "g Celulosa(g) | Hemicelulosa (g) Lignina(g)| Cenizas (g) ' Compuestos solubles (g)
Hemicelulosa 894 | 2 0.60 2.14 0.06 0.04 9.25
£ Fraccion 3 (1.63g)
Lignina 561 | 8 Celulosa(g) | Hemicelulosa (g) Lignina(g)| Cenizas (g) | Compuestos solubles (g)
Cenzas 0.42 E 0.018 0.004 0.021 0.000 1.586

Masa recuperada: 119.6 (9) Masa perdida: 304 (g)

b) Balance de masa de las fracciones recuperadas durante el pretratamiento con PHA 2%
(6h)

Penca liofilizada

q Solidos recuperados del pretratamiento con PHA
Composicion quimica (g) == Fraccion 1 (121.47¢
Compuestos 99.75 n:- Celulosa(g) |Hemicelulosa (g) Lignina(g) Cenizas (g) | Compuestos solubles (g)
solubles ' 0 51.36 11.99 16.9815 0.7653 40.04
Celulosa 34,85 g
' - Celulosa(g) | Hemicelulosa (g) Lignina(g)| Cenizas (g) | Compuestos solubles (g)
Hemicellosa  8.94 | © 0.499 2.680 = - (2249) 13.590
Lignina 5.61 % Celulosa(g) |Hemicelulosa (g) Lignina(g) Cenizas(g) Compuestos solubles (g)
Cenzas 042 E 0.009 0.013 0.045 0.00024 2173
Toltal 150 g Ll Masa recuperada:  140.63 (g) Masa perdida: 9.37 ()




Anexo D.- Balance de masa para el pretratamiento de penca con PHA a 1.5 h (a)
y a 6h (b) en base al analisis termogravimétrico.

a) Balance de masa de las fracciones recuperadas durante el pretratamiento con PHA 2% (1.5h)

Penca liofilizada Fraccion 1

Composicion quimica (g) Masa recuperada: 105.85g

E Humedad Celulosa Hemicelulosa Lignina Ofros
Humedad 517 % e (g) 95-68@} o (@) 90_00 (9) 3-50@
Celulosa 45.49 E Masa ri;ﬁ‘;g‘;‘g; 12.12g
Hemicelulosa 665 |G| "NGENY | SNTEON | RO | MRS e
- 4 @ Fraccins
Lignina 8.70 -E fu1a~a'r::2?:tl‘?:j: 163g
Owos 8207 [Ff HSEIAN | C O e e | "o | osie

150 g 119.6 (g) 304 (g)

b) Balance de masa de las fracciones recuperadas durante el pretratamiento con PHA 2% (6h)

Penca liofilizada Fraccion 1

Composicion quimica (g) E Masa recuperada: 121.47 g
Humedad (g) Celulosa (g) Hemicelulosa (g) Lignina (g) Otros (g)
Humedad 517 i 334 041 i oo e
9
Ceolulosa o
45.49 [=] Masa recuperada: 10.092 g
_ [= Humedad (g) Celulosa (g) Hemicelulosa (g) Lignina (g) Ofros (g)
Hemicelulosa 665 (g 1.409 1149 3752 e —
E
igni [
Lignina 8.70 E Masa recuperada: 2.24 g
- Humedad (g) Celulosa (g) Hemicelulosa (g) Lignina (g) Otros (g)
Otros 82.07 0.018 0.000 0.000 1.502 0.720
150 g 140.63 g 9379
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