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Resumen

Para que la produccién de bioetanol desde matapaicelulésico sea econémicamente viable,
los costos de produccion del proceso deben red@uaignificativamente. Los métodos de
pretratamiento y la tecnologia para generar azgdarmentables mediante hidrdlisis enzimética
son etapas fundamentales en la produccion de hmefason consideradas barreras econémicas

para el proceso global.

Una alternativa para reducir los costos es utilgaimas inmovilizadas con el fin de retener y
reciclar, sin pérdida de actividad enzimatica, dedos componentes mas caros del proceso de
produccion de bioetanol. La eleccion del soporteleque se inmoviliza la enzima es importante.
La sintesis debe ser facil y econémica, pero pbrestodo debe ser facil de separar de la mezcla

de reaccion y no debe afectar la actividad y egfablide la enzima.

En el presente trabajo se estudia el uso de nafmpas de magnetita como soporte de enzimas.
Al ser un 6xido de hierro que presenta caracteaistimagnéticas, su separacion desde las
mezclas de reaccion se puede realizar facilmetreevés de imanes. Dos metodologias diferentes
para sintetizar nanoparticulas de magnetita fuestudiadas: la metodologia de co-precipitacion
de los iones F&/Fe** en medio basico y por medio de la oxidacion deOFg{ por HO,. Las
nanoparticulas sintetizadas por ambos métodos rfuescacterizadas fisicoquimicamente. Por
medio de difraccion de rayos-X (XRD) se analizéekructura cristalina. Para confirmar la
sintesis de magnetita en vez de meghemita, lapnsde un patron de difraccion de rayos-X
idéntico, se utiliz6 espectroscopia fotoelectronda rayos-X (XPS) para examinar la
estequiometria Fe:O. La distribucién de tamafianéoly morfologia de las nanoparticulas de
magnetita se determinaron a traves de microscolgietr@ica de transmision (TEM). El
diametro hidrodinamico de las muestras disperssela®terminé por dispersion dinamica de luz
(DLS). Las propiedades magnéticas se analizardizawtilo un magnetronomo superconductor

con dispositivo superconductor de interferenciantoa (SQUID).

Mediante el método de co-precipitacién de los idR&&§Fe** (razon molar 1:2) por adicién de

amonio bajo agitacion mecénica a 10000 rpm, sev@rn nanoparticulas superparamagnéticas
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de magnetita con un didmetro promedio de ~ 10 mrerf8ontrd que ésta velocidad de agitacion
es la adecuada para la obtencion de nanoparticolasste tamafio promedio. Una disminucion
en la velocidad de agitaciéon da como resultado mesytamafios (~19 nm) y distribucién de
tamafio mas amplia. A 18000 rpm, ademas de magnsétaintetiza goetita a la forma de
nanoparticulas y nanovaras. A mayores velocidadesgdacion (25000 rpm), la temperatura del
ndcleo de la solucién aumenta, generando una méeatampuestos de hierro sin caracteristicas

magnéticas.

Por medio de la metodologia de oxidacion de FefQid)y HO,, se determind que no solo se
sintetiza nanoparticulas de magnetita de distiimigsas y tamafio, si no que ademas cristales de

lepidocrocita.

Se inmovilizé la enzim@-glucosidasa d@richoderma reessobre nanoparticulas de magnetita
con diametro promedio de ~10 nm amino funcionalzadon 3-aminopropiltrietoxisilano, y
utilizando glutaraldehido como agente enlazantesehllas nanoparticulas silanizadas se produce
el aumento del diametro hidrodinamico, mientras usaturacion magnética disminuye sin
perder el superparamagnetismo. La enzima inmou#éiz®e mantuvo estable por al menos 45 dias
sin pérdida de actividad enzimética. f-@lucosidasa inmovilizada se utilizé para supletaea

la celulasa en la hidrdlisis enzimética de pajardp pretratada por explosion por vapor. El
porcentaje de hidrdlisis tras 72 h fue soélo 8.1 &s tmajo que la hidrdlisis realizada con celulasa
suplementada cdsrglucosidasa libre. Aunque el rendimiento es uropuoenor, el reciclaje de la
enzima inmovilizada permite reducir el costo debgeso de sacarificacion de material

lignoceluldsico.

Durante las etapas iniciales de degradacion de nagde hongos de pudricion parda se produce
la degradacion de carbohidratos sin remover ligniBatos hongos utilizan agentes de
degradacién de baja masa molar para mediar la peaidude radicalesOH por la reaccion de
Fenton. Los metales tienen un rol importante enplaxesos de degradcion no enzimaticos
debido a que en esta reaccion formas reducidastian de transicién reducep®d a+*OH. Se
realizé un estudio de los efectos de la reacciORadon sobre un compuesto modelo de lignina

no fendlica y sobre una forma soluble de celuloma mleterminar si los hongos de pudricion
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parda son adecuados para ser utilizados como tareiemto bioldgico. Se determind que la
reaccion de Fenton cuprosa asistida por el dihidemceno catecol es mas lenta y menos

eficiente que la reaccion de Fenton ferrosa asigtodt catecol.

La cromatografia liquida de intercambio anionica detector de pulso amperométrico (HPAE-
PAD) permite la separacion de D-arabinosa, D-gasactD-glucosa, D-xilosa y D-manosa con
buena resolucion a tavés de la columna de intericaamdnico CarboPac PA10, utilizando 1%
de NaOH 200 mM y 99% de agua de calidad nanopure dase movil a flujo constante de 1,0
mL min™. Esta metodologia presenta bajos limites de détegccuantificacién, pero requiere

grandes diluciones de las muestras de los hidduiael material lignoceluldsico para que los

carbohidratos de éstas puedan ser cuantificadosspmetodologia.
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