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RESUMEN

En la actualidad, se esta intentando reemplazar parcialmente a los combustibles
fosiles para reducir las emisiones de gases y disminuir asi el calentamiento
global. Por ello, se ha fomentado el uso de biocombustibles con el fin de reducir
el problema de contaminacion en el mundo. Sin embargo, la viabilidad de un
combustible depende de varios factores, tales como proveer de una ganancia
neta de energia, tener beneficios ambientales, resultar econdmicamente
competitivo y no afectar el abastecimiento de alimentos. De esta forma, el reto
de la produccién de biocombustibles es, precisamente, cumplir con estas
exigencias. Para ello, en la actualidad se ha fomentado la tecnologia de etanol
de segunda generacion, la cual se refiere a la accesibilidad del, material
lignoceluldsico mediante agentes de hidrélisis que permitan incrementar el

rendimiento en azucares reductores susceptibles de fermentacion alcohdlica.

En este trabajoé se evalud el efecto de tres tipos de pretratamientos quimicos del
salvado de trigo con la finalidad.de aumentar la accesibilidad del material
(celulosa, hemicelulosa y lignina) a una posterior sacarificacion acida y que
permita el aumento de la cantidad de azlcares fermentables para su posterior
conversion a etanol. De los resultados obtenidos, el pretratamiento quimico
acido diluido fue el que produjo un mayor numero de azlcares reductores
(0.3020 gar/gbiomasa)- Asi, los azlicares reductores obtenidos en los jarabes

sacarificados aumentaron en el orden del pretratamiento utilizado, organosolv <



Alcalino/peréxido < Lavado < acido. Sin embargo, la fermentacion de los
azlcares generados en el pretratamiento acido diluido sélo permitié obtener
48.2% de rendimiento de etanol con respecto al tedrico. El resultado puedo
deberse a la generacion de derivados de furfural durante el pretratamiento y
sacarificacion. En efecto, la formacién de subproductos indeseables, como el
furfural y 5-hidroximetil furfural (HMF), inhiben el crecimiento de la levadura, y
en consecuencia se produce un efecto inhibitorio en fa capacidad fermentativa
del microorganismo (Martinez et. al, 2000). E! etanol producido por gramo de
AR (azlcares reductores) aumentdé en el orden del pretratamiento acido<
alcalino/peroxido < organosolv < lavado. Este uitimo permitio obtener un
rendimiento del 100% de etanol producido a partir de los azlcares fermentables

disponibles en el jarabe sacarificado.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 Biocombustibles

El uso de biocombustibles fue impulsado con mayor brio en el mundo a partir
del establecimiento del Protocolo de Kioto. Diversos estudios han demostrado
que los biocombustibles emiten entre el 40% y 80% de gases de efecto
invernadero en comparacion con los combustibles fésiles (Comision Europea,
2000). Otras de las principales razones de fomentar el uso de biocombustibles
son la reactivacion de la agricultura, la reduccién de [a dependencia de
combustibles fosiles y la reduccidon de contaminantes locales (Gomez et al.

2008).

Se entiende por Biocombustible la materia (sélido, liquido y gas) de origen
biolégico que puede ser utilizada en la generacion de energia y calor, y que a
diferencia de los combustibles fosiles, son considerados como energia
renovable. Los biocombustibles pueden clasificarse en funciéon de su origen, el
cual puede ser de: cultivos energéticos, de cultivos agricolas, de tratamientos
silvicolas, de industrias forestales, de industrias agroalimentarias, de industrias
agro-alimentarias y restos de actividades humanas. También se clasifican
segun su apariencia fisica como son: sdélido, liquido y gas (Camps y Marcos,
2008). A partir de la biomasa se obtienen biocombustibles que se catalogan de
primera y segunda generacion. Los biocombustibles de primera generacién
corresponden a los que se han producido a mayor escala mediante tecnologia

convencional por la simplicidad de su obtencién y por su relativo bajo costo;



pero su principal desventaja es que se obtienen a partir de cultivos alimentarios.
En los dUltimos afios, se han fomentado técnicas para poder producir
biocombustibles de segunda generacién que se obtienen a partir de materiales
lignoceluldsicos. Sin embargo, no han alcanzado aun tanto auge econdmico
como los de primera generacidn debido a sus altos costos. Se espera que en un
futuro inmediato el avance tecnologico permita que los combustibles de

segunda generacion sean mas viables y competitivos (FAO, 2008).

1.2 Bioetanol

La demanda global de energia sigue aumentando debido a la rapida expansién
de la poblacién humana y el aumento de la prosperidad industrial de los paises
en desarrollo. La utilizaciéon de combustibles fosiles a partir de el siglo pasado y
los afios siguientes ha incrementado drasticamente el nivel de gases de efecto
invernadero (GEIl) en la atmdsfera de ta Tierra (Ballesteros et al., 2006). Estos
hechos junto con el inevitable agotamiento del suministro de energia del mundo,
y la inestabilidad del mercado del pefrdleo han renovado el interés de la
sociedad en la busqueda de combustibles alternativos. El bioetanol ha sido
considerado como una alternativa a fos combustibles fosiles, al fin de aliviar la
presion sobre los suministros de petréleo y de la carga ambiental de la quema
de combustibles fosiles, asi como ayudar a revitalizar las economias rurales y
aumentar la seguridad energética nacional. En la actualidad, el bioetanol es el

biocombustible mas dominante y su produccién mundial mostré una tendencia



al alza durante los ultimos 25 afios. Con un fuerte aumento desde el 2000, la
capacidad de produccién mundial en 2005 y 2006 fueron 45 y 49 mil millones
de litros por afio, respectivamente. Se prevé que la produccién total en 2015
puede llegar a2 mas de 115 mil millones de litros (Licht, 2006). El bioetanol
puede producirse a partir de materias primas que contienen azlcares
fermentables como la cafia de azucar y la remolacha que son ricas en
sacarosa. Ademas, el etanol también puede ser producido a partir de algunos
polisacaridos que pueden ser hidrolizados para la obtencion de azlcares
convertibles en alcohol etilico, como el almidén. Por otra parte, la biomasa
lignoceluldsica es la materia prima mas prometedora para la produccion de
dicho combustible ya que se obtienen a partir de cultivos energéticos, madera y
residuos agricolas, los cuales representan la fuente mundial mas abundante de
la biomasa renovable (Lin y Tanaka, 2006). Entre los residuos agricolas, la paja
de trigo es la materia prima mas grande de biomasa en Europa y el segundo
mas grande del mundo después de la paja de arroz (Kim y Dale, 2004).
Alrededor de un 21% de los alimentos en el mundo depende de la cosecha de
trigo y su producciéon mundial debe ser aumentada para satisfacer la creciente
demanda de consumo humano (Ortiz et al., 2008). Considerando lo anterior, la
paja del trigo serviria como una materia prima potencial para la produccion de

etanol en el siglo 21.



1.3 Obtencion de bioetanol a partir de materiales lignoceluldsicos

La utilizacion de biomasa lignoceluldsica, constituidos por celulosa,
hemicelulosa y lignina (Figura 1), ofrece un gran potencial como fuente de
biomasa para la produccién de etanol. No obstante, su uso todavia requiere un
andlisis en profundidad, ya que en la actualidad no es una tecnologia
suficientemente viable. Debido a la composicién de la biomasa, su hidrdlisis
resulta ser una dificultad técnica, ya que requiere de un tratamiento previo que
consiste en la eliminacion de la lignina, la hidrolisis parcial o total de la
hemicelulosa y la disminucién de la fraccién cristalina de la celulosa en relacién

con la celulosa amorfa.

sy

e Colulasa

Lignina

§ Hemicalulosa

Paguetesde celulosa

Figura 1. Estructura de la biomasa lignocelulosica (Mc Murphy, 2002).



La celulosa es uno de los componentes mas abundantes de la biomasa
llignocelulésica, es un polimero de alto peso molecular lineatl de p-1,4 unidades
de glucosa (Figura 2), y debido a su conformacién estructural, se agrupa en
estructuras superiores de gran cristalinidad (Fan et al., 1982), lo que dificulta su
hidrolisis y conversién a azlicares fermentables. Sin embargo, una vez que se
producen los azucares simples, éstos pueden fermentarse sin dificultad. La
celulosa puede ser hidrolizada a etanol mediante procesos acidos 0 enzimaticos
(Cardona y Sanchez, 2007). En lo que respecta a la hemicelulosa, ésta fraccion
estd formada por polimeros de azlcares de cinco atomos de carbono
ramificados que consiste principalmente en la pentosa xilosa y arabinosa, y las
hexosas manosa, glucosa, galactosa y acidos urénicos (Saka, 1991). La
hemicelulosa es faciimente hidrolizable ya que no presenta estructura cristalina;
sin embargo, fa xilosa es un azucar que no es fermentado a etanol por las
levaduras tradicionales, resultando una dificultad técnica y econdmica para la
produccion de etanol. La ultima fraccion es la lignina, un polimero tridimensional
de unidades de fenilpropano ligadas por enlaces éster y C-C (Figura 3), que al
asociarse con la celulosa constituyen una verdadera barrera fisica a la
penetracion de los enzimas y agentes hidrolizantes, por lo que es necesario

eliminar la lignina (Abril y Abril, 2009).

En consecuencia, las techologias que se requieren para dicho proceso son mas
complejas, lo que eleva el costo de produccién de etanol en comparacion con la
cafia, remolacha o maiz. Sin embargo, existen enormes posibilidades para la

produccion de etanol a gran escala, asi como su consumo mundial como un



combustible renovable debido a que muchos de los materiales lignoceluldsicos
son subproductos de las actividades agricolas, residuos industriales o residuos
domésticos. Asi, se considera que la biomasa lignocelulosica se convertira en la

principal materia prima para la produccion de etanol en el futuro proximo.

o 4
P 4
\\\“\“\\

mx\

]

it
Qoo H gty CHy H/O"“WN

N
§
,Qx
&
A (3

2
%
<

|
—

[ T

|

E
E
!
H H

)
2
S

i

#
Hetsy,,
=4
N
P

Figura 2.Unidad estructural de celulosa (Mohan ef al, 2006).
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1.4 Etanol en el mundo

Con los niveles sin precedentes que estan alcanzando los precios del petréleo
crudo, crecen las perspectivas mundiales para el etanol usado como
combustible automotor. El panorama de productores cuenta con dos agentes en
un casi duopolio: Brasil y Estados Unidos. Le siguen muy de iejos China, la UE

e India. Brasil y E.E.U.U., juntos producen mas del 70% de estos combustibles,
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siendo también los mayores consumidores. Estados Unidos y Brasil, cuentan en
efecto con proporciones casi iguales del mercado mundial. Brasil ha estado en
el liderazgo por afos, aunque en 2006 E.E.U.U le ha sobrepasado, con una
produccion estimada en cerca de 18,4 billones de litros de etanol contra 17 de

Brasil (Figura 4).

Produccion de Bioetanol billones de litros

S 8SEBIBLEEE L

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Otros UE Brasil USA

Figura 4. Produccion y previsiones de produccion de etanol para 2008/2012
sobre la base de las capacidades de produccion y los objetivos en los

principales paises productores a nivel mundial (UNICA, 2008).



1.5 Perspectiva de etanol en México

México posee una sociedad de consumo y de creciente expansion. Hoy en dia,
donde el consumo de energia es inevitable, es importante analizar la
dependencia que tenemos principalmente del petrdleo y del gas natural, en
nuestro consumo energético. Con el objetivo de reducir los riesgos inherentes al
alto consumo de dichos combustibles fosiles, se busca diversificar la matriz
energética incluyendo una mayor participacion de fuentes renovables y usando
de manera 6ptima las fuentes de energia y combustibles, como por ejemplo los
biocombustibles. En nuestro pais ha tomado relevancia la introduccion del
etanol como combustible automotor, el cual generaria beneficios tales como
creacion de empleo, desarrollo de la economia rural, ampliacion de las
infraestructuras sociales en zonas rurales, mejora de la seguridad energética,
conservacion de los recursos petroliferos, mejor gestion del agua, expansion de
la agricultura a tierras mas secas, ahorro en los intercambios exteriores,
motivacion de la comunidad cientifica y tecnoldgica, incentivos a la industria de
bienes de produccion, mejora del medio ambiente local y global. En la figura 5
muestra el plan de desarrollo de Bioetano!l que tiene México en los siguientes

afios (SENER, 2005).
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Figura 5. Plan de desarrollo de Bioetanol en México

México presenta suficientes condiciones para considerar seriamente la
progresiva introduccion de etanol anhidro combustible en su matriz energética.
Entre los principales usos del etanol esta la preparacion de carburantes para
vehiculos automotores. E! etanol permite un aumento del indice de octano, y
por lo tanto, la reduccion del consumo y reduccién de la contaminacién (10 a 15
% menos de mondxido de carbono e hidrocarburos). Ef etanol se puede mezclar
con la gasolina sin plomo de un 10 % a un 25 % sin dificultad. En ciertos
motores, se ha logrado incorporar hasta en un 100 % (Verdesio, 2003; Almeida,
2006). El etanol podria asi, sustituir al metil terbutil éter (MTBE), producto
oxigenante con el que se reformulan las gasolinas en México desde 1989, y que
ha permitido reducir las emisiones de CO,. Esta accidon es muy importante pues
el MTBE, por ser un compuesto muy estable, de baja degradacion y muy
soluble en agua, ha resultado ser un contaminante de aguas subterraneas

(Nava, 2006). Por otro lado, en algunas regiones, su uso ha disminuido por los

13



riesgos que éste puede representar para la salud, ya que ha sido clasificado

como potencialmente carcindégeno (Lemire, 2004; EPA, 2007).

1.6 El trigo

El trigo es una planta graminea de la familia del césped. Este cereal se cultiva
ampliamente en los paises de clima templado y en las zonas mas frescas de los
paises tropicales. El grano de trigo estd constituido por tres partes:

endospermo, salvado y germen (Figura 6):

o Endospermo: Constituye alrededor del 83% del peso total del grano de
trigo, estad constituido por proteina y almiddén y de esta fraccion se
obtiene la harina blanca.

o Salvado: Constituye el 14.5 % del grano y mayoritariamente esta
compuesta de hemicelulosa, celulosa, proteinas, grasas, vitaminas y
minerales.

o Germen. Representa el 2.5% del peso y mayoritariamente esta
constituido de lipidos y vitaminas, predominantemente de vitamina E y B

(Pamplona, 2007).

14
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Figura 6. Estructura del grano de trigo (CANIMOLT, 2009)

El trigo (Triticum aestivum L.) es uno de los cereales mas cultivados en el
mundo, ocupando el segundo lugar en produccion de cereales y sexto a nivel
de produccion de alimentos y productos agricolas (FAOSTAT, FAO, 2009). Los
principales productores mundiales de trigo son China, India y los EE.UU.,
mientras que México no es un representativo productor de trigo, pues no
aparece en los 20 primeros productores a nivel mundial. Sin embargo, el trigo
es el séptimo producto agricola para consumo humano en producciéon nacional
con un produccion total de 4, 017,481 toneladas (SIAP, 2008). En la tabla 1 se
muestra el resumen nacional por estado en el Afo agricola 2008, hasta el 31
de enero del 2009, mostrando el avance que se ha tenido en siembras y

cosechas de Trigo grano.
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Produccién Rendimiento
(ton) (ton/ha)

obtenida obtenido

Estado

Superficie (ha)

sembrada cosechada

Baja California 96,491 91,647 535,401

Baja California 3,170 3,170 18,715 5.904
Sur

Coahuila 5,789 5,604 18,118 3.233
Chiapas 172 84 42 0.500
Chihuahua 37,699 36,685 189,836 5175
Durango 29,339 27,927 84,495 3.026
Guanajuato 116,889 113,537 607,134 5.347
Hidalgo 3,321 3,301 7,301 2.212
Jalisco 34,018 33,806 182,742 5.406
México 13,031 13,031 35,465 2.722
Michoacén 35,908 35,180 187,175 5.320
Morelos 453 403 1,329 3.298
Nuevo Ledn 18,334 13,594 43,432 3.195
Oaxaca 15,484 14,849 16,529 1.113
Puebla 4,141 4,104 8,506 2.072
Querétaro 704 697 2,609 3.743
San Luis Potosi 3,055 2,555 2,165 0.847
Sinaloa 15,008 15,008 68,409 4.558
Sonora 288,777 288,736 1,769,717 6.129
Tamaulipas 60 58 135 2.328
Tlaxcala 46,062 45,646 122,551 2.685
Veracruz 664 664 972 1.463
Zacatecas 49,382 48,114 114,704 2.384
Total 817,952 798,401 4,017,481 5.032

Tabla 1. Avance de siembras y cosechas de Trigo grano (SIAP, 2008).
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1.7 Obtencidn de etanol a partir de Salvado de trigo

El trigo es un cultivo muy ampliamente sembrado en el mundo, se planta en
mas de 115 naciones y en diferentes condiciones ambientales. En los dltimos
100 afios, los rendimientos de trigo han aumentado, asi como la produccién
mundial anual de trigo seco (Atwell, 2001). La principal utilizacién del trigo grano
es en la industria molinera, la cual al transformar el trigo en harina, genera
subproductos como el salvado y germen de trigo. El salvado de trigo (ST) es
producido en el mundo en grandes cantidades como un subproducto de la
transformacién del frigo a harina, y constituye una importante fuente
subutilizada de aztcares. Por otra parte, es también una buena fuente de
hemicelulosa (Tabla 2), contribuyendo de este modo en una buena fuente de
azucares solubles como: xilosa arabinosa y glucosa. La hidrdlisis de la celulosa
y hemicelulosa permitird obtener azlcares en su forma simple para
posteriormente fermentarios y obtener etanol. En la industria com(nmente no
se utiliza el ST para producir etanol, por lo que su utilizacién aumentaria

considerablemente la produccién.

“g/100g (BS

Celulosa 7.57 +0.17
Hemicelulosa 31.19+0.30
Lignina 4.06 +0.09
Proteina 16.29 + 0.06
Cenizas 6.53 £ 0.01

Tabla 2.Composicion de salvado de trigo en base seca (Brijwani et. al, 2009).

17



La composicidon quimica global del salvado de trigo podria variar ligeramente
dependiendo de la especie del trigo, el suelo y las condiciones climaticas. EI ST
contiene una gran cantidad de hemicelulosa y menor contenido de celulosa en
comparacién con la paja de trigo, celulosa 33-40, hemicelulosa 20-25, y lignina
15-20 (% w / w), respectivamente (Prasad et al., 2007). Por la complejidad
estructural de la matriz lignocelulésica, la produccion de etanol a partir de
salvado de trigo requiere, al menos cuatro operaciones importantes, como la
unidad de pretratamiento, hidrélisis, fermentacién y destilacion; a diferencia de
biomasa de sacarosa, almidon o fécula. La materia lignocelulésica como el
salvado de trigo requiere de un tratamiento previo para hacer accesible la
celulosa para una despolimerizacion eficiente (Hendriks y Zeeman, 2009). La
hidrélisis de la celulosa y hemicelulosa se ve obstaculizada por la estructura del

polimero en forma de microfibrillas (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de Pretratamiento sobre la materia lignoceluldsica

{Nathan et al., 2004).
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Debido a la dificultad para hidrolizar la materia lignocelulésica se han
implantado varios métodos que han sido disefiados para aumentar la hidrolisis,
la degradacion parcial de los polisacaridos, ademas de la apertura de las fibras
y el acceso a la penetracién de los productos quimicos o las enzimas en el
interior de la estructura. Los métodos existentes para facilitar la hidrolisis de
materia lignocelulésica pueden ser fisicos, fisico-quimicos, quimicos vy
enzimaticos (Tabla 3). Para la obtencion de etanol, no solo la hidrélisis presenta
dificultad en el proceso, también lo es la sacarificacion, y los subproductos que
inhiben la fermentacion. El furfural y 5-hidroximetil furfural son un subproducto
que resulta del pretratamiento y la sacarificacion y que afecta gravemente a

dicho proceso, inhibiendo la fermentacion.
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Procedimient
os/Agentes

Métodos

Observaciones -

Ejemplos
de
materiales
pretratados

Referencia

Pretratamientos quimicos
Hidroélisis {H,SO4,  HCI, | Hidrélisis de 80-100% de|Desechos Suny Cheng,
con acido |HNO; al 1-5%. |[la  hemicelulosa, altas|de maiz, | 2002; Schell
diluido Procesos de|conversiones de xilano a|bagazo dejet al, 2003;
flujo continuo | xilosa. La alta temperatura | cafia, Rodriguez-
para bajajes favorable para lajmadera de|Chong et al.,
carga de | hidrélisis de celulosa. Se|élamo, 2004;
solidos (5- {requiere neutralizar el pH|switchgrass, | Esteghlalian
10% peso |para posterior hidrélisis | paja dejet al.,1997;
sustrato/peso |enzimatica. Ocurre cietta|trigo, astillas | Wooley et al,,
mezcla) a |despolimerizacion de la|de alamo. 1999; Lynd et
T=120-190 C;|celulosa. La lignina no se al., 2002.
procesos por|solubiliza o lo hace muy
lotes a lata{poco, pero se distribuye.
carda de
sélidos  (10-
40%) a
T=120-160.
Presiones
cercana a 1
MPa.
Hidrélisis {H,SO4 al 10-{Se requiere lajBagazo de|Cuzens y
con acido|30%, 170-190 |recuperacién del &cido. |cafia, Miflar, 1997;
concentra | C, relacidon al{Tiempos de residenciajaserrin de|Teixeira et
do 1:1,6  sdlido- |mayores que en la|madera al., 1999.
liquidos. Acido | hidrdlisis con &cido diluido. | dura.
paracético 21-
60%, sistema
tipo silo.

Tabla 3.1 Pretratamientos aplicados al material lignocelulésico.
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Métodos

Hidrdlisis

Procedimientos/
Agentes

NaOH diluido, 24

Observaciones

Remocion de lignina 24-

Ejemplos
de
UEIGHEIES
pretratados
Madera

Referencia

Suny

alcalina h, 60 C 55% para madera dura dura, pajas | Cheng,
con contenido inicial de con poco | 2002;rivers
lignina de 20%, dificil contenido |y Ernet,
remocién para maderas de lignina | 1998; Hari
blandas con contenidos (10-18%), | Krisha et
de lignina > 26%. deshechos | al., 1998;
Hidrolisis de >50% de la de maiz, |Lyndetal,
hemicelulosa. Sustancial bagazo de | 2002.
hinchamiento de la cafia de
celulosa. Conversion azlcar,
durante la hidrolisis. De hojas de
celulosa: 78% (paja de cafia de
arroz), 67,1% (bagazo). azucar.
Conversién durante la
hidrolisis. De celulosa:
proceso convencional,
aprox. 54% NaOH+H.0,
aprox. 65% (hojas de
cafa de azlcar).
Deslignificaci | Peroxidasa y Solubilizacion de 50% de | Bagazode |Suny
on oxidativa | H,Ozal 2%, 20 C, | lignina y de casi la cafia. Cheng,
8h. totalidad de 2002
hemicelulosa. Conversién
durante la hidrolisis de
celulosa: 95% (aserrin).
Proceso Disolventes Ruptura de lignina interior | Maderade | Suny
organosolv organicos y de las uniones de alamo. Cheng,
(metanol, etanol, | hemicelulosa. 2002;
acetona, Solubilizacion casi total Ressong y
etilenglicol, de lignina. Hidrolisis casi Capatar,
trietilenglicol, total de la hemicelulosa. 1996; Lynd
entre otros) o0 su | Altos rendimientos de et al., 2002.

mezcla con 1%
de H.SO4 0 HCI.

xilosa. Recuperacién de
solventes y su remocién
del sistema para no
inhibir ~ los  procesos
biolégicos subsiguientes.

Tabla 3.2 Pretratamientos aplicados al material lignoceluldsico
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Métodos

Procedimientos
/Agentes

Observaciones

Ejemplos de
materiales
pretratados

Referencia

Ozonolisis |Ozono, reaccion|Degradacion  principalmente | Paja de trigo, y
a temperatura y|de lignina. Conversion durante|bagazo, heno|Cheng,
presion la hidrolisis de celulosa. No se | verde, 2002;
ambientales forman inhibidores cacahuate,
pino, paja de
algodén y
aserrin de
alamo
Pretratamiento biolégico
Pretrata- Hongos de|Los hongos producen|Paja de trigo, |Sun y
miento con |pudricién blanca, | celulasas, hemicelulasas y|deshechos de|Cheng,
hongos blanda y parda.|enzimas degradadoras de|maiz. 2002;
Produccion  deilignina:  lignasas, lignino- Tengerdy vy
celulasas por | peroxidasas, Szakacs,
fermentacion en | polifenoloxiladasas, lacasas y 2003
sustrato solido. |enzimas reductoras de
quinonas. Proceso muy lento:
Pleurotus ostreatus convierte
35% de la paja en azlcares
reductores en cinco semanas.
Hongos de la pudricién parda
degradan celulosa, Hongos de
la pudricion blanca degrada
celulosa y lignina.
Pretratamientos fisicos
Pulveriza- |Reduccion a | Molinos: vibratorios de bolsas|Residuos de|Sun y
do astillas, (tamafio: 0,2-2 mm), de|madera y | Cheng,
mecanico |trituracion, cuchilla o martillo (tamafio | forestales 2002; Rivers
molienda. final: 3-6 mm). (paja, maderal¥ Emert,
dura), (1:9%8* h
deshecho de L,a OC, e y
s 6pez; 1989;
maiz, baga~zo Papatheofan
de cana, lous et al,
alfalfa). 1998; Alvo y
Belkacemi,
1997.

Tabla 3.3 Pretratamientos aplicados al material lignoceluldsico

22




Métodos

Procedimiento -

slAgentes

T>300C

:Observaciones

Ejempios
de .

I EVCHEIET
pretratados

- Referencia

Pir6lisis Formacion de | Madera, Sun y
productos volatiles vy | algodén de | Cheng,
carbén. Residuos de la | desecho. 2002; Yu y
pirélisis pueden Zhang,
someterse a hidrélisis 2003.
acidas suave (1H
H,S04, T=97 C, 2,5h)
para producir 80-85%
AR (>50% de glucosa).
Puede realizarse al
vacio: 400 C, p=1mm
Hg, 20 min (algodén de
desecho).
Pretratamientos
fisico-quimicos
Explosion | Dosis 1-2 Kg de | Se requiere | Materiales | Sun y
de fibra | amoniaco/Kg de | recuperacion de | herbaceos | Cheng,
con biomasa  saca, | amoniaco, no produce | (paja de | 2002; Dale
amoniaco | 90°C, 30min. inhibidores. Conversion | trigo y | et al,,
(AFEX) durante la hidrélisis de | cebada, 1996, Lynd
celulosa> 90%. Para | cascarilla et al.,
biomasa con alto | de arroz, | 2002.
contenido de lignina no | deshechos
es muy eficiente. | de  maiz),
Hidrolisis del 0-60% de | residuos
la  hemicelulosa en | sdlidos
dependencia de la | urbanos,
humedad. papel
peribddico,
alfalfa,
astillas  de
aspen y
gabazo.

Tabla 3.4 Pretratamientos aplicados al material lignocelulésico
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Procediniiento :

Ejemplos de

Métodos Observaciones materiales  Referencia
s/Agentes pretratados
Materiales
herbaceos
(paja de trigo
Concentraciones de solidos |y cebada,
<20%. Ocurre cierta|cascarilla de
despolimeramizacion de la|arroz,
. celulosa. Hidrélisis del 80-{deshechos de .
IA.gu.a Agua . caliente 100% de la hemicelulosa,|maiz, Lynd, 1996;
iquida presurizada 50% oligomeros. | switchgrass) Laser et al.,
caliente |T=170-230 C,| o0 7o 9 | SWIenErass), 1o002; Lynd
(LHW) 1-46 min. Solgbmzamon parcial Aclie re’s_lduos et al. 2002.
lignina (20-50%). Conversion |sélidos
durante la hidrolisis de|urbanos,
celulosa >90%. Baja o nula|papel
formacién de inhibidores. periddico,
alfalfa, astillas
de aspen vy
bagazo.
Altas  concentraciones de
solidos. Hidrolisis del 80-
100% de la hemicelulosa, Sun y
destruccion de la parte xilosa Cheng,
obtenida, formacion de 2002; Kaar
Vapor saturado |inhibidores, se requiere et al., 1998;
a 160-260 °C, posterior lavado con agua. Al Moniruzza
p=0,69-4,85 combinarse con H,SO4 SOy 0 man,
Explosion MPa por varios | CO, mejora_ Ia' gﬁcienci_a c!e_ la Bagazo de 199.6;De
a vapor segundos o | posterior hidrdlisis enzimatica | cana. Bari et
minutos, luego |disminuyendo inhibidores. Al.,2002;
descompresion | Reduccidon del  tamafio con Heitz et al.,
hasta presion | menor gasto energético 1987;
atmosférica. comparado con pulverizacion. Sddersrém
Ocurre cierta et al., 2003;
despolimeramizacion de la Lynd et al,
celulosa. La lignina no se 2002.
solubiliza o lo hace muy poco,
pero se distribuye.
Dosis de 4 Kg|Conversidn a glucosa durante ezl dels
Explosion | CO./Kg de | la Hidrdlisis de celulosa > 75% | To2o@ e oun y
) _ papel Cheng,
con CO, |fibra, p=5.62|(alfalfa). No forma compuesto . )
Mpa. inhibidores. reciclado 2002,

Tabla 3.5 Pretratamientos aplicados al material lignocelulésico

24




Normalmente, la hidrélisis acida se realiza con acidos como el H,SO4 0 HCI, a
temperaturas entre 120 ° C y 200 ° C (Grethlein y Converse, 1991; Torget y
Hsu, 1994). Los rendimientos de etano! obtenido mediante hidrélisis acida
diluida y la fermentacién son sélo el 50-60% de los valores tedricos (Wyman,
1994). Esto puede deberse a que durante la hidrolisis, que implica condiciones
de acidez y alta temperatura, puede conducir a la formacion y liberacién de una

serie de compuestos inhibidores de la fermentacion alcoholica (Figura 8).

Biomasa Lighocelulosica

Hemiceiulosa Celulosa Lignina
Aoidn anitico 3 7 { l
& H i,
DHG HCE L 2le]
T G 21 4
ER Ef $4C% [2:8 §§/ 3
Mo H RO G Compuestos Fendl
T B =] §4 i Q
TR HOR CHIIN
¥itesatl Homesa @ Galactssa () Slircasa 6}
(f/ \\ \\ ff
; o~
£ \\’x\ »
f«';)\ SHG HOHAL f,’D PR ] o
3 i 9
(VAN V2R VAR
HOOGH S SR v e
Fardural $) Acide Piymico 81 S-hidrmdmett! finhual 7} Eeido Levutinice

Figura 8. Reacciones que se producen durante la hidrélisis de los materiales

tignoceluldsicos (Paimgvist y Hahn-Hagerdal, 2000).
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En la hidrélisis de la hemicelulosa se liberan xilosa, manosa, &cido acético, la
galactosa, y glucosa (Fig. 8, nos. 1, 2, 3, 4 y 5, respectivamente). La celulosa se
hidroliza a glucosa. A alta temperatura y presion, la xilosa se degrada a furfural
(Fig. 8, no. 6) (Dunlop, 1948). Del mismo modo, 5-hidroximetil furfural (HMF)
(Fig. 8, no. 7) se forma a partir de la degradacién de las hexosas (Ulbricht et
al., 1984). El acido formico (Fig. 8, no. 8) se forma de la descarboxilacion del
furfural y HMF (Dunlop, 1948 y Ulbricht et al., 1984). El 4cido levulinico (Fig. 8,
no. 9) estd formado por la degradacion de HMF (Ulbricht et al, 1984). En altas
concentraciones, estos compuestos retrasan la fermentacion de los hidrolizados
y debe ser eliminados o diluidos, para minimizar el problema de la inhibicion de

la actividad microbiana causada por la degradacion de dichos productos.
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1.8 OBJETIVOS

1.8.1 Objetivo General

Comparar tres métodos quimicos de pretratamiento de salvado de trigo
para determinar cual de ellos permite una mayor accesibilidad del
salvado de trigo y es mas eficiente en la generacion de azicares
reductores en la sacarificacion, asi como su posterior fermentacion a

etanol.

1.8.2 Objetivos especificos

Determinar los azlcares reductores y totales de las fracciones liquidas
que se generan de las operaciones de lavado, pretratamiento y
sacarificacion, mediante los método DNS y fenol-sulfarico, con el fin de
establecer un estimado de la cantidad de los azucares presentes en cada
una de las fracciones.

Determinar la formacion de furfural y HMF con las fracciones liquidas
obtenidas durante los procesos del pretratamiento y sacarificacion
Realizar la fermentacién de los jarabes provenientes de los diferentes
pretratamientos y de la sacarificacion para la produccion de etanol.
Evaluar la produccién de etanol a partir de los diferentes pretratamientos

del salvado de trigo.
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1.8.3 HIPOTESIS

El pretratamiento quimico permitira aumentar la accesibilidad del salvado de
trigo al agente de sacarificacion, por lo que se mejorard la eficiencia de

generacion de azlcares reductores y su posterior fermentacion a etanol.
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CAPITULO 2. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

2.1 Diagrama de obtencion de etanol

Salvado de trigo ; L
Determinacién
.é a) Azucares
- — Liquido 1 4 reductores
L ayado _—— - b) Azucares
totales

éSélido 1

- 7 Determinacion
Pre’trat_a_mlenp Liauido 2 a) AzUcares reductores
a) Acide diliido fquido 4 b) Azlcares totales

b) Rasi 38 | ) Hidroximetil furfural

Determinacion
[ Sétido 2 a) Difraccion de rayos X
b) Microscopia electrénica de
barrido ambiental

L 4

Sélido 3 Determinacion
. a) Microscopia electronica
de barrido ambiental

Determinacion

Hauido 3 N a) Azucares
w reductores
Liquido 1 + ) b) Aztcares totales
Liquido?2 + AJ}’_Ste de c) Hidroximetil furfural
Liquido 3 solidos totales
10-15%
3 Determinar
ETANOL a) Rendimiento (Cromatografia de
gases)
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2.2 Metodologia descriptiva

Material biolégico

Muestra: Salvado de trigo de Harinera Belefio S.A. de CV. de Tequisquiapan ,

Querétaro.

2.2.1 Operacion de lavado del salvado de trigo

Los azlcares solubles en el salvado de trigo pueden ser recuperados si el
salvado se somete a un proceso de lavado para solubilizar los azicares
presentes y evitar que puedan ser degradados durante fa etapa del

pretratamiento y la sacarificacion.

El material y reactivos se mencionaran al describir cada técnica.

Material y reactivos:

- Centrifuga Marca: Beckman. Modelo: J2-21M/E

- Horno de conveccién. Marca: Felisa.

- Espectrofotdmetro UV-VIS Marca: Thermo Spectronic. Software: Vision

32.

- Acido sulfdrico concentrado Marca: J.T.Baker.

- Solucién de fenol al 5%.
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- Reactivo DNS.
Técnica operacion de lavado:

Se peso6 12.5g en una balanza el salvado de trigo por duplicado y se colocaron
en tubos para centrifuga de plastico de 500mL, adicionandole 125mL de agua
destilada a cada uno. Posteriormente se colocaron los tubos en una centrifuga
Beckman (J2-21M/E) a una velocidad de 8000 rpm por 10 minutos. Se
centrifugaron para separar la fraccion acuosa del salvado. Mediante filtracion al
vacio se separd la fraccidén acuosa, la cual se le determinaron azlcares totales
y reductores mediante la técnica del Fenol-H,SOs y del Acido 3,5
Dinitrosalicilico (DNS), respectivamente; por duplicado y se estimé el grado de

polimerizacion (GP) a dicha sotucién.
Gp=M/My

Se etiquetaron y congelaron los jarabes provenientes del lavado hasta su

utilizacién en la etapa de fermentacion.

La parte sdlida (salvado de trigo) se sometié a un proceso de secado a una
temperatura de 60° C por 24 horas o hasta peso constante. El salvado de trigo
seco se caracterizé6 mediante estudios de Difraccion de rayos X (XRD) (Equipo:
Difractometro de Rayos X Marca: D8-Discover), y Andlisis de morfologia por

Microscopia Electronica de Barrido Ambiental (ASAE).
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Determinacion de azucares totales
=  Método de Fenol- sulfirico
Fundamento (BeMiller,, 2003)

Este método propuesto por Dubois et al en 1956 se fundamenta en que los
carbohidratos son particularmente sensible a acidos fuertes y altas
temperaturas. Bajo estas condiciones una serie de reacciones complejas toman
lugar empezando con una deshidratacién simple, si se continta el
calentamiento y la catalisis acida se producen varios derivados del furano que
condensan consigo mismos y con otros subproductos para producir compuestos
coloridos producto de la condensacion de compuestos fendlicos y con
heterociclos con el nitrégeno como heteroatomo. La condensacién mas comin
es con fenol. Este método es facil, eficaz y rapido. Todos los azlcares como
oligosacaridos y polisacaridos pueden ser determinados, recordando que éstos

bajo hidrolisis acida producen monosacéaridos.

La forma en que procede la reaccidn no es estequiométrica y depende de la

estructura del azucar, por lo tanto se realiza una curva patron.

Reaccion

H,SO. el N S on
calor oy NS /\~\}

R@cna + oz
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Material y reactivos:

- Espectrofotdmetro UV-VIS Marca: Termo Spectronic Software: Vision

32
- Celdas de cuarzo
- Acido sulfirrico concentrado (96.6% pureza) Marca: J.T.Baker

- Solucion de Fenol al 5 % (Pesar 5 g de Fenol (Marca: Sigma-Aldrich) y

aforar a 100 mL).
- Agua destilada.

Técnica de fenol-acido sulfarico (Dubois et al, 1956). Preparar una solucioén o
suspension de la muestra en agua, procurando que los carbohidratos se
encuentren en el intervalo de sensibilidad del método (10-100ug/mL). En tubos
de ensaye perfectamente etiquetados, colocar 1 mL de la solucién o suspensién
acuosa de la muestra. Para cada tubo adicionar 1 mL de una solucién acuosa
de fenol al 5%. Mezclando perfectamente, adicionar cuidadosamente 5 mL de
acido sulfirico concentrado, homogeneizar. Dejar enfriar la mezcla a
temperatura ambiente (aproximadamente 30 min.) y determinar la intensidad del
color naranja obtenido en un colorimetro a 490 nm, frente a un blanco
preparado de la misma manera utilizando agua. Calcular la cantidad de
carbohidratos presentes en la muestra a partir de una curva patron preparada
con el carbohidrato de interés en el intervalo del método (10-100ug de

glucosa/mL), tratada de la misma manera que el problema.
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Determinacion de carbohidratos reductores

= Método 4cido 3,5-Dinitrosalicilico (DNS)

Fundamento

El grupo aldehido presente en la glucosa reduce a grupo 3-nitro del acido 3,5-
dinitrosalicilico  para producir el &cido 3-amino-5-nitrosalicilico, que al
reaccionar con la fenilhidrazina presente en el reactivo DNS produce una
ozazona (compuesto colorido) que puede ser cuantificado

espectrofotométricamente a una longitud de 540 nm.

Observaciones referentes al fundamento de la técnica:

« Hay reduccion de compuesto nitro para obtencién de aminas.

- El aldehido es oxidado pero no es claro como.

La reaccion no se puede deducir.

Materia! y reactivos:

- Espectrofotémetro UV-VIS Marca: Termo Spectronic  Software: Vision

32.

- Celdas de cuarzo.

- Reactivo DNS (Disolver en caliente 6.3g de acido 3,5-Dinitrosalicilico
(Marca: Sigma-Aldrich) en 200 mL de agua destilada donde previamente

se disolvieron 21.4 g de Hidréxido de Sodio (Marca: J.T.Baker). En otro
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vaso de precipitados, adicionar 140g de tartrato de sodio y potasio
(Marca: J.T.Baker) a 250 mL de agua destilada y calentar hasta
disolucién. Adicionar 5 g de Fenol (Marca: Sigma-Aldrich) y 5 g de
Bisulfito de Sodio (Marca: Sigma-Aldrich). Mezclar las dos soluciones y

ajustar el volumen final a 1000 mL con agua destilada).

Técnica de azticares reductores (BeMiller, 2003)

Tomar 1mL de la solucién acuosa de la muestra, adicionar 1mL del reactivo de
DNS vy calentar por 5 min en un bafio de agua hirviente, enfriar y diluir con 8mL
de agua destilada. Leer la absorbancia del color producido a 540 nm frente a un
blanco de reactivos y agua tratado igual que la muestra. Cuantificar los
azucares reductores interpolando los valores de absorbancia obtenidos en una
curva estandar preparada con el carbohidrato reductor de interés en

concentraciones de 0.2 a 2 mg/mL.
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2.2.2 Pretratamiento

Esta es la segunda operacion del diagrama de proceso. En esta parte se va a
realizar tres tratamientos al solido que quedo después del lavado. Los tres

pretratamientos son:

a) Pretratamiento acido diluido.
b) Pretratamiento Organosolv (acetona/agua)

¢) Pretratamiento basico oxidante.

= Pretratamiento acido diluido

Fundamento:

El objetivo del método es hacer mdas accesible el material para la etapa
posterior. Sirve para ta hidrélisis del 50% de lignina y de casi la totalidad de la

hemicelulosa.

Técnica

Se pesaron 0.5g de salvado de trigo lavado, por duplicado y se colocaron en
matraces con rosca (marca PYREX) de 250mL, después se le adicionaron 5mL
de H,SO,; concentrado y se pusieron en una incubadora a 30°C con una
velocidad de agitacion de 250 rpm por 1 hora. Transcurrida la hora, se le
agregaron a los matraces 115 mL de agua destilada (para llegar al 3% HyS0, ),
y se introdujeron en la autoclave a 121° C durante 1h. AL cabo de 1h, se

prosiguié a filtrar los jarabes para separar la fraccion acuosa a la cual se le
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determinaron azlcares fotales y reductores mediante la técnica del Fenol-
H»S0, y del Acido 3,5- Dinitrosalicilico (DNS) respectivamente, por duplicado. A
la fraccion solida resultante se sometié a un proceso de secado a 60° C por
24h. Al sélido seco se caracterizd6 mediante estudios de Difraccion de rayos X
(XRD) (Difractdmetro de Rayos X, D8-Discover), y Analisis de morfologia por

Microscopia Electronica de Barrido Ambiental (ASAE).

= Pretratamiento basico oxidante
Fundamento:

Es un método de extraccion basado en el uso de soluciones alcalinas diluidas
de peréxido de hidrégeno para solubilizar la lignina presente en los materiales

lignocelulésicos.
Técnica (Saha y Cotta, 2007}

En este tratamiento se trabajo con 4.5%, 10% y 15% de sdlidos, para elio se
pesaron 0.675g, 1.500g y 2.250g de ST lavado, respectivamente. Los solidos ya
pesados se colocaron en matraces con rosca Erlenmeyer (PYREX) de 250mL,
ya etiquetados se le adiciona 15mL de de agua destilada (15% w / v) con H,O,
(7.5, %, v/ v) y el pH ajustado a 11.5 utilizando NaOH. Se mezcla y se incuba a

150 rpm a 35° C durante 24 h.
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= Pretratamiento Organosolv (acetona/agua)
Fundamento:

Se emplea una mezcla de disolventes organicos 0 acuosos junto con un
catalizador acido (clorhidrico o sulfirico) para romper los enlaces internos de la
lignina y la hemicelulosa. Entre los disolventes orgénicos empleados en el
proceso se encuentran: metanol, etanol, acetona y etilenglicol. También pueden
emplearse acidos organicos como el acido oxalico, acetilsalicilico y salicilico.
Con objeto de reducir costos y evitar problemas en la posterior etapa de

fermentacion, se deben reciclar los disolventes.
Técnica (Araque et. al, 2007)

Para este tratamiento se pesaron 2.67g de ST lavado y se pusieron en un
reactor Parr de 0.1 L, después se vertieron 19mL de agua/acetona (1:1),
solucién acuosa de &cido sulfurico como catalizador (0,9% w/w) y una relacién
de fase sélida/liquida de1:7. Ya listo el reactor, se programé a una temperatura
de 180°C por un lapso de 45min, y una presién de 240psig. Después de que se
transcurrio el tiempo, se dejo enfriar el reactor a temperatura ambiente. El
jarabe resultante se filtr6 al vacio para separarlo del sélido resultante. A la parte
acuosa se le determind azucares totales y reductores mediante la técnica del
Fenol-H,S0, y del Acido 3,5- Dinitrosalicilico (DNS) respectivamente por
duplicado. A la fraccion solida se le sometid a un proceso de secado a 60° C

por 24h. Al sdlido ya seco se caracterizé mediante estudios de Difraccion de
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rayos X (XRD) (Difractometro de Rayos X, D8-Discover), y Andlisis de

morfologia por Microscopia Electrénica de Barrido Ambiental (ASAE).

2.2.3 Sacarificacion del salvado de trigo

Fundamento:

Las cadenas de celulosa y hemicelulosa que conforman la estructura del
salvado, pueden ser hidrolizadas para generar monosacaridos (glucosa, en
mayor proporcion, asi como p. €j. xilosa y manosa) mediante el ataque a los
enlaces glucosidicos que mantienen unidas las unidades de monosacaridos en
las cadenas. Para llevar a cabo la sacarificacion, siendo una de estas
alternativas, el uso de soluciones &cidas (HoSO4 10% v/v) en la materia prima y

el calentamiento a 121° C por un tiempo de 60 minutos.

Se evalud la capacidad de sacarificacién mediante el uso de una soluciéon de
H>S04 al 10% (v/v) con el objeto de observar un incremento en la cantidad de
aziicares totales a muestras de Salvado de ftrigo proveniente de los

pretratamientos: acido diluido, organosolv (acetona/agua) y basico-oxidante.

- Material y reactivos:

- Celdas de cuarzo

- Autoclave Marca: Yamato. Modelo: SE510.

- Papel filiro Whatman No. 40
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- Filtros de membrana 0.2 ym

- Estufa de conveccion. Marca: Felisa.

- Espectrofotémetro UV-VIS Marca: Termo Spectronic. Software: Vision 32

- Cromatégrafo de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC) Marca: HP

Modelo.1100. Software: HP ChemStation.

- Solucion de NaOH 5M

- Solucién de Fenol al 5%

- Reactivo DNS

- Acido sulfarico concentrado. Marca: J.T. Baker.

- Acetonitrilo grado HPLC. Marca: Tecsiquim.

Técnica:

Se pes6d aproximadamente 0.5 g de los sdlidos resultante de cada
pretratamiento aplicado en dicho estudio y se pusieron en matraces Erlenmeyer
de 250 mL con una adicién de 125 mL de H,SOs; al 10%. Se Taparon los
matraces y se metieron a la autoclave a una temperatura de 121° C por un
tiempo de 60 minutos. Transcurrido este tiempo, se separaron las fases
acuosas de las fracciones sélidas mediante filtracion al vacio utilizando papel
filtro Whatman No. 40. Después se tomaron 2mL para neutralizario con solucion
de NaOH 2M vy llevar a un aforo de 5mL para almacenar en viales y

posteriormente se cuantificaron AR y AT y derivados de furfural.
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El residuo sélido se sometid a un proceso de secado en estufa a temperatura
de 40° C hasta peso constante. Se peso la fraccion seca y se determino el
porcentaje de pérdida en funcion de la cantidad de ST inicial y la fraccion solida

no sacarificada.
Llevar la fraccion acuosa a un volumen de 50 mL

En la fraccién acuosa se cuantificaron los azucares totales y reductores
mediante las técnicas de Fenol-H,SO, y del Acido 3,5-Dinitrosalicilico (DNS)
respectivamente (por duplicado). De igual manera, en la fraccion acuosa se
cuantifico furfural y HMF mediante la técnica de Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucion (HPLC), filtrando 1 mL de la fase acuosa con un filtro de
membrana de 0.2 ym y colocada en un vial de 1 mL. Las condiciones bajo las

cuales se llevé a cabo la cuantificacion de furfural y HMF fueron las siguientes:
Columna: Bondpack C18

Marca: Waters

Fase Movil: Agua: Acetonitrilo (70:30)

Flujo: 1 mL /min.

Volumen de inyeccion: 20uL

Temperatura: ambiente.
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2.2.4 Obtencion de etanol por fermentacién de jarabes obtenidos

Fundamento:

Cuando el oxigeno estd presente, las levaduras crecen eficientemente
formando, a partir del azGicar presente en el medio, biomasa y CO;. Sin
embargo, en ausencia de oxigeno, las levaduras cambian a metabolismo
anaerdbico, que se traduce en la formacion de una menor cantidad de biomasa,

asi como la formacién de etanol.

La celulosa y la hemicelulosa, al ser hidrolizadas, generan moléculas de
glucosa y xilosa principalmente; las primeras pueden ser fermentadas por las
levaduras, en condiciones anaerobias, para producir etanol. En cuanto a las
segundas pueden ser fermentadas mediante una mezcla de microorganismos

silvestres o recombinantes con la capacidad de fermentar pentosas.

Muestra:

Jarabes generados por los tratamientos los pretratamientos: Lavado, acido

diluido, organosolv y basico-oxidante.

Material y reactivos:

- Filtros de membrana 0.2 ym

- Papel filtro Whatman No. 40

Tubos de centrifuga Falcon 50 mL

- Celdas de cuarzo.
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- Espectrofotometro UV-VIS Marca: Thermo Spectronic. Software: Vision

32.

- Cromatdgrafo de gases Marca: HP. Modelo: 6890. Software: HP

ChemStation.

- Autoclave Marca: Yamato. Modelo: SE510.

- Centrifuga Marca: Eppendorf A-35. Modelo: 5810R.

- Agitadora Mecanica. Marca: Brunswicks.

- Extracto de levadura Uttrapuro. Marca: USB.

- Solucién de fenol 5%

- Reactivo DNS

- Acido Sulftirico concentrado Marca: J.T.Baker.

Levadura liofilizada (S. cerevisiae). Marca: Oviedo.

Técnica:

Para la preparacion de los medios de cultivo, en matraces con rosca
Erlenmeyer (PYREX) se realiz6 la mezcla de jarabes (pretratados, sacarificados

y lavado). Las mezclas preparadas fueron las siguientes:

« Jarabes provenientes de la muestra lavada: 100 mL de jarabe de la
muestra lavado de lavado de salvado de trigo, en donde se tiene

0.817g/L azlcares reductores y 6.58 g/l azicares totales.
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- Jarabes provenientes del pretratamiento basico/oxidante al 15%: 10 mL
de jarabe de la muestra lavada, 10 mL de jarabe proveniente del

pretratamiento y 80 mL de jarabe proveniente de la sacarificacién

« Jarabes provenientes del pretratamiento acido: 10 mL de jarabe de la
muestra lavada y 90 mL de jarabe proveniente del

pretratamiento/sacarificacion.

« Jarabes provenientes del pretratamiento organosolv: 50 mL de jarabe de

la muestra lavada y 50mL de jarabe proveniente del pretratamiento.

Se vertieron 100mL de los jarabes mezciados de cada pretratamiento ya
neutralizados, y se les adicionaron a cada uno 1 g de extracto de levadura para
aportar nutrimentos a las levadura. Se prepararon un blanco de fermentacion
que contiene 1% de glucosa y de extracto de levadura. Posteriormente, los
jarabes se sometieron a un proceso de esterilizacidbn en autoclave a una
temperatura de 121° C por un periodo de 15 minutos. Los jarabes esterilizados
se enfriaron hasta alcanzar temperatura ambiente y se inocularan con 1g de

levadura (S. cerevisiae), en condiciones estériles.

Se colocaron los jarabes inoculqdos en una agitadora con un confrol de
temperatura de 28° C y a una velocidad de agitacién a 60 rpm por un periodo de
48 horas. Transcurrido el tiempo de fermentacion, se vertieron los jarabes
fermentados en tubos Falcon de 50 mL y se centrifugaron a una velocidad de
8000 rpm por 10 minutos. La parte acuosa resultante se vertid en viales de

vidrio con rosca, para su posterior cuantificaciéon de AR y AT mediante las
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técnicas del Acido 3,5-Dinitrosalicilico y del Fenol-H,SO,, respectivamente (por
duplicado).También a la fase acuosa se le cuantificd el etanol producido por la
levadura, esto se llevo a cabo filtrando aproximadamente 1 mbL del jarabe
fermentado, depositandolo en un vial de 1 mL, y se coloco en el cromatédgrafo
de gases. Se elaboro una curva patrén de etanol con concentraciones de 0.02 a
0.2 % de etanol medida en el cromatdgrafo de gases. Las condiciones de
trabajo en el cromatdgrafo de gases fueron las mismas, para la curva patron y

la muestra problema.

La cuantificacién del etanol se realizé en un cromatografo de gases bajo las

siguientes condiciones:

Columna: AF-WAX 30m x 0.53 mm
Capilar (diametro): 120 pm

Marca: Alltech

Fase moévil: He

Flujo: 40 mL /minuto

Temperatura: 250 ° C

Volumen de inyeccion: 1 uL
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CAPITULO 3. DISCUSION Y RESULTADOS

3.1 Lavado

El proceso de lavado se realizd para recuperar y cuantificar los azicares
solubles presentes en la muestra inicial del salvado de trigo (ST). Este proceso
se utilizé como referencia de los azucares presentes que se tiene inicialmente
en la muestra. Los polisacaridos solubles que puede contener el ST son: 16,2%
de almidén y el 2,8% de fibra soluble 1,7% b-glucano (Cui et al, 1999). Con elio
~se comparo el efecto que tienen los pretratamientos analizados en el presente
estudio (&cido diluido, basico-perdxido y organosolv) sobre la muestra lavada de

ST.

En el jarabe resultante del proceso de lavado de la muestra de salvado de trigo
se obtuvieron 0.817 (0.08%)y 6.58 (0.658%)g/L de azlcares reductores (AR) y
totales (AT), respectivamente. Estos resultados estan muy alejados por los
reportados por (Cui et a/,1999)Sin embargo, con estos datos se determiné el
grado de polimerizacion (GP), el cual fue de 8.05 y el porcentaje de sdlidos
retenidos en la muestra lavada que fue de 83.4%. El grado de polimerizacién
indica el valor promedio del nimero de mondomero de azucar que conforman al
oligosacarido o polisacarido. Por otra parte, el lavado de ST permitid la
solubilizacién del 17.6% de la muestra inicial. La fraccidon sdlida resultante de
los pretratamientos se estudidé mediante analisis de morfologia por Microscopia
Electrénica de Barrido Ambiental (ASAE). La caracterizacién de la estructura

cristalina por Difraccidon de rayos X (XRD) (Difractdmetro de Rayos X, D8-
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Discover) se presentara y discutira posteriormente. Para comprender mejor el
efecto que causan los pretratamientos aplicados al salvado de trigo, se realizo
un estudio microscopico mediante ASEM a la musstra inicial de salvado de
trigo. En la Figura 9, se muestra el salvado de trigo original en donde se
observa en color mas claro unos granulos que podrian ser de almidén, mientras

que se observan fibras rectas del ST con una superficie lisa y suave.

20 pm

g w 3
26.0 kV. 5.0 1000x oSE 12.4 09 Torr MUESTRA SALVADCO INICIAL

o W

Figura 9. Micrografia de microscopia ASEM del salvado de trigo inicial.
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3.2 Pretratamientos

En la figura 10, se muestra el rendimiento de azlcares generados después de
aplicar los pretratamientos quimicos de acido diluido, Organosolv y basico-
peroxido (4.5%, 10% y 15 % de sdlidos). Con la finalidad de aumentar la
disponibilidad del ST (materia lignocelulésica), y facilitar la sacarificacion para
su posterior fermentacion. Para ello, se compard primero la generacion de

azucares reductores y totales en cada uno de los pretratamientos ya citados.
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Figura 10. Azucares (g de aztcares/g de muestra inicial) en pretratamientos

quimicos
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Se observa que los mejores resultados en relacion con el rendimiento de los AR
fue el jarabe proveniente del pretratamiento acido diluido. En dicho tratamiento
se obtuvo un total de solidos de 5.1°Bx, 0.6080.z0cares/Obiomasa inicial Y
0.7728Gaz0cares/biomasa inicial d& AR 'y AT, respectivamente. Esto indica que hubo
un rendimiento muy alto de AR, en comparacion a lo que reportan otros
autores de 0.504 azucares/Qbiomasa inicial ObteNidos por hidrélisis acida con un 1%
H,S0, realizado a 130 ° C por 40 minutos (Palmarola-Adrados, 2005). A partir
de los resultados de AR y AT se calculd un grado de polimerizacion de 1.14 y
los s6lidos que no se lograron solubilizar fue de 7%, el resto fue el material que
si se solubilizd (93%) mediante el tratamiento acido diluido. Este pretratamiento
resulté muy eficiente para solubilizar el salvado de trigo y generar azlcares
simples, pues en comparacion con otros autores reportan 49% a 63% de
material solubilizado, bajo condiciones similares (Talebnia et al., 2010). Ademas
de los azucares que se generaron durante el Pretratamiento/sacarificacion,
varios subproductos se forman en el proceso de hidrdlisis (Larsson, et al,
1999). Entre ellos, los mas importantes son el furfural y 5-hidroximetil furfural
formado por la descomposicion de pentosas y hexosas, respectivamente. Esto
proceso de degradaciéon depende en gran medida de la temperatura, tiempo de

permanencia y concentracion del acido.

La generacién de derivados de furfural reducen la tasa de fermentacion y
promueven la fase de latencia prolongada en la levadura (Aimeida J. et al,
2009). Para ello se realizd un andlisis por cromatografia por HPLC a los filtrados

de los jarabes de cada pretratamiento, resultando el pretratamiento acido diluido
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el Unico que generd  0.658g/Ljaave ¥ 0.800g/Ljarabe de furfural y HMF,
respectivamente. Los pretratamientos de organosolv y basico oxidante no
generaron derivados de furfural dentro del umbral de deteccién por HPLC. Sin
embargo, los efectos de inhibicién sustancial tanto en la célula, como en el
crecimiento y la produccion de etanol se han notificado en concentraciones
tipicas para los hidrolizados de lignoceluldsica. Los estudios reportan que una
concentraciéon de 0.5-2.0 g/L de furfural puede reducir un 43 a 89%, yde 1.0 a
5.0 g/L de HMF reduce el 65 a 90 % la productividad del proceso de

fermentacion de la levadura S. cerevisiae (Delgenes et al. 1996).

EL segundo pretratamiento que mejor solubilizd al ST fue el pretratamiento
Organosolv con 3.8°Bx, 0.1572azicares/Obiomasa inicial Y 0.0944Guzucares/Obiomasa inicial
de AT y AR, respectivamente. Con los datos de AT y AR se calculd un grado de
polimerizacion de 2.88. Mientras que los sélidos que no se lograron solubilizar
constituyé el 37.45%, el resto fue el material que si se solubilizd (62.55%)
mediante dicho tratamiento. En el pretratamiento Organosolv, la accesibilidad
de la pared celular se desarrolla mediante la creacion de macroporos en el
material, posteriormente, se disuelven los fragmentos de la lignina bajo
condiciones acidas, permitiendo una mejor hidrélisis de la hemicelulosa (Sun et.
al., 2004), ademas de modificaciones en la region cristalina de la celulosa

(Sannigrahi et al., 2010).

En cuanto al pretratamiento basico-peroxido, el que mejor resultados brindé fue
el de 15% w/w de sdlidos con un jarabe con 2.0°Bx, 0.0095..qcares/Gbiomasa inicial ¥

0.1090g azicares/Tbiomasa iniciat & AR y AT, respectivamente. Con estos ultimos
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datos se obtuvo un grado de polimerizacién de 11.50 y 52.88% de sdlidos
insolubles. En un estudio utilizando paja de trigo se reportd que mas de la mitad
de la lignina y la mayor parte de la hemicelulosa se solubilizaron; por lo que el
pretratamiento basico/oxidante no resultd ser el menos eficaz para la hidrolisis
de la biomasa lignocelulosa en comparacion con ofros pretratamientos

(Talebnia et.al. 2010).

El analisis por ASEM de los solidos resultantes del pretratamiento permitira
observar su efecto sobre la morfologia del material lignocelulésico (Figura 11 a
13). Las fibras del sélido resultante del pretratamiento basico peréxido del 15%
se observa un menor deterioro en las fibras en comparacién con los demas
solidos (Figura 11). Sin embargo, la superficie se ve rugosa y con presencia de
granulos que podrian ser de almiddn, pero con mayor acentuaciéon de surcos e
hendiduras en determinadas zonas de las fibras. En el sélido de ST pretratado
por organosolv se observa aln la presencia de surcos, ademas de presentar el
material hinchado en la superficie y que se atribuye a la solubilizacidn de la
lignina y absorcion del disolvente por las fibras del ST (Figura 12). El
tratamiento de acido diluido del ST provocd un mayor efecto sobre las fibras y
solo son visibles rastros de ellas, dejando al descubierto una estructura
aparentemente diferente, la cual no se puede observar con claridad. (Figura
14). Asi, el pretratamiento de acido diluido resulté ser el mejor proceso para
hidrolizar las fibras de celulosa, pues atacé mas fuertemente la estructura del
salvado de trigo; sin embargo, hay fracciénes que no se pudierdn hidrolizar (

Figura 13) .
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ccV - Spot Magn Det WD
10

Figura 11. Foto de microscopia ASEM del sélido resultante del pretratamiento

béasico-peroxido al 15% wiw.

Figura 12. Foto de microscopia ASEM del sélido resultante del pretratamiento

organosolv.
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Figura 13. Foto de microscopia SEM del sélido resultante del pretratamiento

acido diluido 3% H2S0,.

AccV  Spot Magn . Det WD b—————1" 20 pm
OkV50 1000x GSE 125 15 Tor PACIDO

Figura 14. Foto de microscopia SEM del sélido resuitante del

pretratamiento acido diluido 3% H2SO..
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3.3 Sacarificacion

Se realizd el proceso de sacarificacion a los solidos resultantes de ST de los
pretratamientos aplicados para poder evaluar el efecto del pretratamiento en la
generacion de azlcares solubles. Para ello se sometieron los sdlidos
provenientes de cada pretratamiento a una hidrolisis &cida en la que el acido
descompone la hemicelulosa del ST para formar azicares como la xilosa. El
acido también cataliza la hidrolisis de la fraccidon de celulosa para producir
glucosa, que puede ser fermentada en etanol después de la neutralizacion

{(Wyman, 1994).

La cantidad de AR es significativamente menor que los AT antes de la
sacarificacion (Figura 14); mientras que el contenido de AR aumenté
considerablemente desplies de la sacarificacién, de tal forma que la proporcién
de ambos azlcares presentes en cada jarabe de sacarificacion es casi la
misma (Figura 15), y que se atribuyd a la hidrolisis de los polisacaridos del ST
en azlcares simples. Se observa que la sacarificacion del sélido de ST
Unicamente lavado produjo 0.5713 Qazocar/ Jbiomasa inicial Y 0.6740 Qazicar! Obiomasa
inical d& AR y AT, respectivamente. Esto nos permite indicar qué el proceso de
sacarificacion fue mas eficiente en comparacion con el resto de los
pretratamientos, sin incluir el pretratamiento/sacarificacién con acido diluido. Lo
anterior puede explicarse en funcién del gran contenido de aimidén presente en

el ST como lo reporta un estudio donde de determind 0.34¢g de amiden/Q biomasa
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inicial €N €l jarabe obtenido mediante lavado (Palmarola-Adrados et al, 2005).
Asimismo, se caracterizaron los jarabes de sacarificacion en relacion al grado
de polimerizacién de los aztcares presentes. Ei jarabe proveniente del salvado
lavado después de la sacarificaciéon obtuvo un GP de 1.16 en comparacién con
un valor de 8.05 del jarabe antes de sacarificar. La disminuciéon del GP indica
que la sacarificacién redujo el tamafio de los oligdmeros presentes en dicho
jarabe; resultando muy eficiente la sacarificacion, pues se logré solubilizar el

95.92 % del material y quedando séio un 4.07% de sélidos retenidos.

En cuanto a la sacarificacién de los sélidos provenientes de los pretratamientos
bésico/oxidante, la concentracién de azlcares reductores generados son muy
parecidos 0.451, 0456 y 0.444 QazicalObiomasa inicat de AR para las
concentraciones de 4.5, 10 y 15% w/w, respectivamente. En resultados de un
estudio similar se generaron 0.672 Qaricar/Obiomasa inicial Mediante la hidrolisis
enzimatica de paja de trigo pretratada con el método bésico/perdxido (Talebnia
et al, 2009). Finalmente, en fos jarabes de sacarificacion del pretratamiento
basico/oxidante se obtuvo un GP de 1.35, 1.28 y 1.06 para las concentraciones

de 4.5, 10y 15% w/w, respectivamente.

En la sacarificacion de los jarabes del pretratamiento organosolv no se
generaron AR y se generd una cantidad muy pequefia de AT. Lo anterior puede
explicarse por las condiciones drasticas de presion y temperatura durante el

pretratamiento de organosolv, en el cual se degradaron los polisacaridos.
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Figura 15. Azucares (g aztcar/ g biomasa inicial) obtenidos en la sacarificacion

de solidos con diferentes pretratamientos.

El GP después de la sacarificacion disminuyé considerablemente en todos los
jarabes provenientes de cada pretratamiento sacarificado (Figura 16), y que
indica la despolimerizacion de los polisacaridos en practicamente
monosacaridos. También se observa que el GP tanto en el pretratamiento como
en la sacarificacion disminuyé en el orden basico/peroxido 4.5%<
basico/peroxido 10%< Lavado< Acido< basico/peréxido 15%. De esta forma se
puede probar que la sacarificacion acida del ST fue muy eficiente, pues

convirtié una fracciéon importante de polisacaridos a aztcares simples.



Lavado 4.50% 10% 15% Organosolv Acido

W Pretratamiento M Sacarificacion

Figura 16. Grado de polimerizacion (GP) de los jarabes obtenidos en los

diferentes pretratamientos y sacarificacion.

A los solidos resultantes de la sacarificacion se les determind un analisis
morfolégico para observar el deterioro que sufrié la materia lignocelulésica. En
las figuras 17-19 se observa el deterioro de las fibras del ST. La figura 17
muestra el sélido resultante de la sacarificacion del lavado que se aplico al ST,
se observan las fibras mas rugosas, estriadas y desgastadas, e incluso puede
verse una porcion de la superficie que parece desprenderse de la misma fibra
dejando un surco en su lugar. En cuanto al sélido sacarificado de ST
basico/peroxido, se observan fibras mas desvanecidas (Figura 18) en

comparacion con el sdlido inicial (Figura 9). En la figura 17 aun se muestra



rastros de fibras con hinchamiento, provocado por el disolvente (como puede
observarse en la figura 12) y deja expuesta el interior de las fibras que no se
apreciaban en las figuras anteriores. Esto nos indica que la sacarificacion del
solido tratado por organosolv logrd una mayor penetracion a la materia
lignoceluldsica en comparacion con los otros pretratamientos. Aqui, se ha
sugerido que la sacarificacion del material lignocelulésico, tratado por
organosolv permite una mayor accesibilidad a la pared celular mediante
macroporos, resultado de la deslignificacién durante el tratamiento organosolv

(Sun et al, 2003).

ccV - Spot Magn - Det” WD F——f
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Figura 17. Foto de microscopia ASEM del sélido resultante de la sacarificacion

del salvado de trigo lavado.
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Figura 18. Foto de microscopia ASEM del solido resultante del método basico-

peroxido15% después de la sacarificacion.

cc¥  Spot Magn - Det WD F————— 20pm.. -
250KV 50 1000x GSE 124 18 8. ORGANCSOLY

Figura 19. Foto de microscopia ASEM del sélido resultante del método

organosolv después de la sacarificacion.
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El grado de cristalinidad de los residuos resultantes nos permite evaluar el
deterioro de las fibras de celulosa, y proporcionar una idea del grado de
hidrélisis del ST después de cada pretratamiento y sacarificacion. En este
trabajo, se evaluaron los valores de indice de cristalinidad (ic) de los solidos
mediante los espectros de difraccion de rayos X (DRX). Asi, podemos evaluar el
cambio de la relacion cristalina/amorfa de la celulosa del salvado de trigo. En la
figura 20, se observa la celulosa del salvado inicial (negro), y como se va
modificando al tratar el ST con cada pretratamiento estudiado. Dicho cambio se
nota mas al aplicar el pretratamiento acido diluido (verde), basico-peréxido 15%
(rosa) y organosolv (magenta). Para cada pretratamiento se observa como

varia la fraccién cristalina y amorfa de la celulosa.
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Figura 20. Diagramas de dispersion de rayos X del salvado de trigo después

del pretratamiento.

En los diagramas de difraccion se observa el efecto que produjo la
sacarificacion en los solidos pretratados, pues la parte cristalina va
disminuyendo y volviéndose mas amorfa (Figura 21). Esto muestra la eficiencia
del pretratamiento sobre la hidrolisis de la celulosa, en el pretratamiento basico-
peréxido al 15% (verde) fue la que present6 mayor efecto sobre la zona

cristalina, seguido de organosolv (magenta) y acido diluido (café)
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Figura 21. Diagramas de dispersion de rayos X del salvado de trigo después de

la sacarificacion.

Con la informacion de cada diagrama de difraccion de los sélidos después del
pretratamiento y sacarificacion se evalué el Ic (Figura 22). Para la
determinacion del Ic se utilizé la ecuacion (1), donde Inin es la minima
intensidad a 20 entre 18 y 19° (region amorfa de la celulosa nativa) e Inax €s la
intensidad maxima a 20 entre 22 y 23 °, que se atribuye a la region cristalina de

la muestra (Ramos et al, 2005).

Imin

=1~ (lmax) ®




Al comparar el valor de Ic de los soélidos sujetos al proceso de pretratamiento y
sacarificacion, se distingue que el valor de Ic es mayor en los pretratamientos
que en la sacarificacion. El lc va disminuyendo y se observa que el
pretratamiento basico-peroxido (15% w/w) y acido diluido fueron los que mas
disminuyeron la cristalinidad de la celulosa, seguidos de Organosolv, lavado y
basico. En la sacarificacion de los solidos pretratados de ST, el valor de Ic
disminuye de manera importante en todas las muestras analizadas pero en

mayor grado en el pretratamiento basico-peréxido con 10 y 15% de sélidos.
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Figura 22. Valores del indice de cristalinidad (Ic) de los soélidos de ST sujetos a

los diferentes pretratamientos y sacarificacion



3.4 Fermentacion

Para realizar la fermentacion, se mezclé una fraccion de los jarabes resultantes
en cada paso del proceso de lavado, pretratamiento y sacarificacion para cada
pretratamiento aplicado. El mezclado se realizé de tal manera que el contenido
de azlcares reductores de los jarabes de todos los pretratamientos fuera similar
para fines de comparacion. A cada mezcla de jarabes se determiné el contenido
de derivados de furfural, AR, y AT. Se realizé un ensayo control gue contenia
Unicamenie exiracioc de levadura como fuente de carbono. E! jarabe
denominado Acido diluido presenté ia mayor cantidad de AR (0.3020 Gazicar /
Obiomasa inicial), Seguido del Lavado, Basico/peroxido (15% w/w) y organosolv
(Figura 23). Sin embargo, el contenido de AT varié de diferente forma con
respecio & los AR, incrementando los AT en e orden
Lavado<Organosolv<Basico/peroxido<Acido. Por lo que la aplicacién de un
pretratamiento por organosolv o basico/perdxido al ST permite aumentar la

generacion de azUcares solubles.
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Figura 23. Contenido de azlcares (Gazicar/d biomasa inicial) reductores (AR) y totales
(AT) en cada mezcla de jarabe para cada pretratamiento-sacarificacion antes de

la fermentacion.

Después de la fermentacion, se determiné nuevamente el contenido de AR y AT
a los jarabes para evaluar la cantidad de azucares fermentables consumidos
por la levadura. Se puede observar que el contenido de AR se redujo de
manera significativa en todas las mezclas de jarabes, siendo los jarabes de los
pretratamientos de Lavado y Acido los que mostraron la mayor reducciéon de AR
(Figura 24). Si bien el contendio de AT disminuye en todos los jarabes, el
correspondiente al lavado muestra la mayor reduccion e indica que parte de los

oligosacaridos presentes y generados en el proceso de Lavado-Sacarificacion
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fueron también consumidos durante la fermentacion. Aqui, es posible que los
oligosacaridos presentes en el jarabe se hidrolizaran durante el proceso de
esterilizacion (121°C, 15 min) y rindieran una mayor cantidad de azlcares
reductores aptos para la fermentacién; o bien que fueran metabolizados por la
levadura. En efecto, ciertas levaduras tienen la capacidad de hidrolizar la

sacarosa Yy otros oligbmeros como la rafinosa (Atiyeh y Duvnjak, 2002).

Azucares despues de la fermentacion
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0.4000
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Lavado 15% Acido Organosolv
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Figura 24. Contenido de azlcares (g azicar/d biomasa inicial) résiduales en cada
mezcla de jarabes para cada pretratamineto-sacarificacion después de la

fermentacion.



Posteriormente, se determiné el contenido de etanol producido por la levadura
Saccharomyces cerevisiae mediante cromatografia de gases con un detector de

ionizacion de flama (FID, Figura 25).
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Figura 25. Produccion de etanol a partir de los aztcares reductores generados
para cada proceso de pretratamiento-sacarificacién-fermentacioén. * Se

consideré como AR iniciales (ARi) a los azlcares totales fermentados.
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La levadura utilizada permitié la fermentacion de los azlcares generados en
cada proceso integral de Lavado-pretratamiento-sacarificacién-fermentacion a
etanol. El mayor rendimiento de etanol se obtuvo en el proceso de Lavado-
sacarificacién, seguido de Organosolv, Basico/peroxido y éacido. Si bien el
pretratamiento acido generd la mayor cantidad de AR, sélo se alcanzo el 48.18
% de rendimiento tedrico (Figura 26). Para esta determinacién se tomo en
cuenta los azucares reductores iniciales generados a partir de cada
pretratamiendo-sacarificacion aplicado y el rendimiento tedrico de etanol a partir
de la glucosa (Figura 27). Para determinar el rendimiento tedrico se toma en
cuenta que una molécula de glucosa produce 2 moléculas de etanol y 2
moléculas de didxido de carbono, por lo que el rendimiento maximo tedérico es

de 0.51 g e10H/9 glucosa (Murphy, 2004).
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Figura 26. Rendimiento de etanol para cada proceso de pretratamiento-

sacarificacion-fermentacion.
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Figura 27. Esquema de la estegiometria de la fermentacion de glucosa a etanol

por levadura.

Si bien el pretratamiento acido en conjuncién con la sacarificacion permitid
obtener la mayor cantidad de AR (0.3020 Qazicar/Q biomasa inicial), SOl0 fue posible

obtener el 48.2 % del etanol tedrico. En cambio, el proceso de lavado-



sacarificacion permitid obtener el maximo tedrico de etanol a partir de 0.2493
JazicaQ biomasa inical, Mi€ntras que el proceso organolsov-sacarificacion y
béasico/perdxido permitieron obtener el 20.7 v 61.7 % de etanol a partir de un
menor contenido de AR (0.1894 y 0.1942 Qazicar/Q biomasa iniciat), respectivamente.
Lo anterior puede explicarse en funcién del contenido de derivados de furfural
presentes en cada combinacion de jarabe y pretratamiento. Se encontrd que la
mezcla de jarabes para los procesos acido y organolsov contenian 1.15y 0.11
g/L de HMF, respectivamente. Asimismo, se detectd la generacién de 0.58,
0.04 y 0.03 g /L de furfural en la sacarificacién de los sélidos provenientes de
los pretratamientos 4cido, lavado y bésico-perdxido (15% wiw),

respectivamente.

Es bastante conocido que la presencia de HMF puede provocar un retraso largo
en la fase de crecimiento de la levadura (Larsson et al., 1998), ocasionando la
disminucion de la productividad de etanol de un 65 a 90 % del proceso de
fermentacion de ia S. cerevisiae (Delgenes et al., 1996). Asi, la presencia de
HMF en los jarabes provenientes de los procesos acido y organosolv pudieron

ser la causa de la menor produccion de etanol.
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CONCLUSIONES

Se evaluaron diferentes pretratamientos quimico-térmicos (acido diluido, basico-
peroxido y organosolv) del salvado de trigo con el fin de evaluar su efecto en
una sacarificacion posterior. El pretratamiento acido diluido con H,SO,4 (3% v/iv)
produjo 0.6080azicares/niomasa inicial, Y representd la mayor cantidad de AR
generados en los pretratamientos evaluados. Sin embargo, el lavado previo del
ST proporciona una fuente importante de azdcares que se incrementan
después de la sacarificacion del sélido lavado. La sacarificacion acida aplicada
a los jarabes pretratados fue muy eficiente, pues se observa que el GP estuvo
entre 1.06 (basico-peroxido 15%) y 1.35 (basico-peroxido 4.5%). Esto indica
que la mayor parte de los polisacéridos fueron transformados a azlcares
simples. Asimismo, el pretratamiento basico-peréxido 15% fue el que mejor
transformo la parte cristalina de la celuldésa a su parte amorfa, pues el valor de

Ic (0.0714) fue menor en comparacién con los demas pretratamientos.

Por otra parte, el rendimiento de etanol de la fermentacién del jarabe
proveniente del pretratamiento acido diluido fue el mas bajo en comparacién
con los otros sistemas de pretratamiento-sacarificacion. Asi, se gener6
solamente el 48.2% de rendimiento de etanol. Lo anterior puede deberse a la
presencia de derivados de furfural provenientes de la deshidratacién de
azUcares durante el pretratamiento y/o sacarificacion. En efecto, se

determinaron 0.658 y 0.800 g/Ljarbe de furfural y HMF, respectivamente; lo cual
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provocd la disminucion de la capacidad fermentativa de la levadura S.
cerevisiae en el jarabe proveniente del pretratamiento de acido diluido. Lo
anterior no se observo en la fermentacion de los otros jarabes debido a que no
presentan derivados de furfural como se demostré6 mediante el analisis por
HPLC. Asi, la eficiencia de la fermentacién aumentd en el orden acido < basico

(15% w/v) < organosolv < lavado.
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RECOMENDACIONES

El aumento del rendimiento de etanol mediante el pretratamiento-sacarificacion
de acido diluido puede realizarse mediante la destoxificacion del jarabe antes
de efectuar la fermentacion, de tal manera que disminuya el contenido de los

derivados de furfural, que inhiben la actividad fermentativa de la levadura.

Por ofra parte, es necesario variar las condiciones del pretratamiento
organosolv para evitar que el sélido se degrade durante el pretratamiento. Asi,
se espera poder efectuar la sacarificacion del sélido pretratado por organosolv

que resuite en azlcares disponibles para la fermentacion a etanol.

Es recomendable aumentar el contenido de soélidos en la etapa de
pretratamiento y sacarificacién de manera que se reduzca substancialmente el

volumen de agua utilizada y se aumente la relacion de biomasa/catalizador.
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