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RESUMEN

El uso de materias primas lignocelulésicas constituye una de las variantes mas
promisorias para la produccion de biocombustibles, un ejemplo de ello es el sorgo
dulce, uno de los cultivos energéticos mas atractivos para la produccion de
bioetanol.

La produccion de etanol con sorgo dulce, posee alto potencial de generacion de
residuos como el bagazo, el cual puede utilizarse junto con el jugo procesado de la
planta, o por si solo, para producir etanol celulésico cuando sea viable a escala
comercial. ElI rendimiento del proceso, depende no sélo de los métodos de
pretratamiento de la biomasa, sino también de las condiciones de un
procesamiento que sea eficiente y de las propiedades fisicas y quimicas de la
biomasa. Tres son las etapas principales en la produccion de bioetanol a partir de
biomasa lignoceluldsica: pretratamiento, hidrolisis y fermentacién, las cuales se ha
buscado optimizar mediante diversas investigaciones, con el fin de mejorar el

rendimiento del proceso global.

En este trabajo, se evalué el proceso de hidrélisis enzimatica del bagazo de sorgo
dulce (biomasa lignoceluldsica), utilizando un coctel enzimético llamado E7, para
ello, se elabord un disefio de experimentos que permitié establecer el tiempo,
proporciébn de enzima y contenido de solidos adecuado para la hidrélisis
enzimatica a 50°C. Asi, se determinaron las condiciones méas favorables en las
cuales el coctel E7 es capaz de producir la mayor cantidad de azlcares

fermentables a partir del bagazo de sorgo dulce sin pretratamiento.

A si mismo, se evaluaron los efectos de 5 pretratamientos diferentes sobre la
biomasa lignoceluldsica: Basico-Oxidante, Basico con NaOH, Basico con CaO,
Ozondlisis y Acido diluido. El efecto de cada pretratamiento se evalu6 mediante la
medicion de lignina soluble, espectrofotometria de infrarrojo y difraccion de rayos
X. De ésta manera se determind el pretratamiento mas adecuado y que favorece

en mayor medida la hidrolisis del bagazo de sorgo dulce.



Al final de este trabajo se obtuvieron las condiciones Optimas para el desarrollo de
la hidrélisis enzimatica a 50°C, esto es, una proporcion de enzima de 0.9
MLenzima/Obagazo, 5 % Pp/v de harina de bagazo y 2 h de reaccion enzimatica, los
cuales fueron los parametros establecidos para desarrollar el resto del

experimento.

El pretratamiento mas eficaz fue el Basico con NaOH, el cual mostré6 mayor
capacidad para la remocion de lignina y exposicion de las fibras de celulosa, asi

mismo, permitié un aumento en el rendimiento de azucares fermentables.



INTRODUCCION

El etanol producido a partir de biomasa (cultivos agricolas, forestales, desechos
agroindustriales, etc.) o “bioetanol” es de interés a causa de la naturaleza
renovable de las materias primas, ademas de que puede reemplazar en parte el
uso de los combustibles fosiles. Se puede producir a partir de una gran variedad
de substratos azucarados o amilaceos, principalmente granos de cereales, pero
también de los residuos de éstos, ejemplo de ello son los residuos de malta,
bagazo de trigo, bagazo de sorgo, etc. (ARPEL & IICA, 2009).

El sorgo, es una planta de la familia de las gramineas con cafias de 1 ¥2 m de
altura, de las cuales principalmente se usan los granos en la preparacion de
harina, alimentos para humano y en su mayoria para alimentar al ganado. El
material restante, es decir, el bagazo de sorgo, compuesto principalmente de
material lignocelulésico, se puede emplear para la produccion de bioetanol con los
correspondientes procesos de sacarificacion y fermentacion (Sipos, 2010, ARPEL
& IICA, 2009). Sin embargo, la hidrdlisis de la biomasa lignocelulésica, en general,
es complicada pues su alta cristalinidad y dificil acceso a las fibras de celulosa
dificultan el proceso. Por ello, se han desarrollado diversos métodos que mejoran
la hidrolisis de la lignocelulosa, como los pretratamientos fisicos, quimicos y
biologicos. El pretratamiento ayuda a reducir la cristalinidad de la celulosa, disociar
el complejo celulosa-lignina y aumentar el area superficial del material sometido
después a sacarificacion. De esta manera, el pretratamiento ayuda a mejorar el
rendimiento en la obtencién de azucares fermentables desde la biomasa inicial
(Sun y Cheng, 2002; Lozanoff, 2007). Ademas, las condiciones del proceso de
sacarificacion son de vital importancia para poder obtener el mayor rendimiento

posible, sobre todo si se trata de una hidrolisis enzimatica.

Este proyecto se elaboré con el fin de evaluar el proceso de hidrolisis enzimatica
de la biomasa lignocelulésica, utilizando como materia prima el bagazo de sorgo
dulce. En estudios anteriores, llevados a cabo por el equipo de trabajo, se analizé
la sacarificacion tanto acida como enzimatica, estableciendo diferentes parametros
de estudio tales como el tamafio de particula del material lignocelulosico, la

temperatura de reaccion, la concentraciéon de acido y actividades de diferentes



cocteles enzimaticos. En este caso, se trabajo con un coctel enzimético de origen
fungico llamado E7, uno de los cuales ha presentado mayor actividad enzimatica
comparandolo con otras preparaciones comerciales (Vera, 2012; Tapia, 2010;
Hernandez, 2010; Guzman, 2012). Se elaboré un disefio de experimentos que
permiti6 determinar las condiciones mas favorables en las cuales el coctel E7 es
capaz de producir la mayor cantidad de azucares fermentables a partir del bagazo
de sorgo dulce sin pretratamiento.

Asi mismo, se han evaluado distintos pretratamientos para la optimizacion de
dicha sacarificacion en diferentes materiales lignocelulésicos como el salvado de
trigo, residuos de malta, olote de maiz, entre otros (Caballero, 2010; Medrano,
2010; Villasefnior, 2010). Algunos de los pretratamientos estudiados con
anterioridad, han mostrado la capacidad de aumentar significativamente el
rendimiento de la sacarificacion acida o enzimatica, por ello, se decidi6é estudiar su
efecto sobre el bagazo de sorgo y se eligieron 5 de ellos: Basico-Oxidante, Basico
con NaOH, Basico con CaO, Ozondlisis y Acido diluido. Posteriormente, el bagazo
de sorgo pretratado se sometié a hidrélisis enzimatica con E7 y los jarabes
obtenidos se analizaron por HPLC para la identificacion y cuantificacion de
azucares. De esta manera se determing el pretratamiento mas adecuado y que
junto con las mejores condiciones de hidrdlisis, resultan en el mayor rendimiento

posible de azlcares fermentables obtenidos a partir del bagazo de sorgo dulce.



CAPITULO |I. ANTECEDENTES

1.1. BIOCOMBUSTIBLES

En la actualidad, el incremento del nivel de la poblacion, la necesidad de mitigar
las emisiones de gases de efecto invernadero, las graves consecuencias del
cambio climatico, asi como el desarrollo de las economias, han generado un
aumento persistente de la demanda energética. Esto ha obligado a la busqueda
de mayor eficiencia en la produccion y uso de los energéticos, asi como a
desarrollar el potencial del uso de fuentes de energia diferentes a las fosiles
(SENER, 2011b).

Los combustibles de origen fésil han sido muy Uutiles en el desarrollo de la
sociedad mundial; el petréleo, el gas natural y sus derivados representan el 55 %
del consumo mundial de energia, sin embargo, estas fuentes no van a durar mas
gue algunas décadas, ya que, como combustibles fésiles, sus reservas son finitas.
La seguridad de abastecimiento es un problema para muchos de los paises que
importan combustibles fésiles y su uso es la principal causa de la emision de
gases que estan provocando cambios climaticos y el calentamiento global
(Goldemberg, 2008; SENER, 2009).

La diversificacion de fuentes primarias de energia favorece la seguridad
energética al disminuir nuestra dependencia de una sola fuente de energia
(SENER, 2009), por ello, es preciso encontrar sustitutos para los combustibles
fésiles y lo mas racional seria producirlos en base a materia organica renovable
como la biomasa (Goldemberg, 2008). La biomasa en general son los recursos
naturales que poseen bioenergia y que se pueden procesar para obtener formas
bioenergéticas mas elaboradas (BNDES y CGEE, 2008), como combustibles
gaseosos (biogas) o liquidos (bioetanol y biodiesel; Torres y Gomez, 2006).
Actualmente, el mundo esta viviendo la era de la biomasa (la bioenergia), con la
generacion de un nuevo modelo de agricultura no alimenticia, responsable de la
produccion de materias primas energéticas renovables que podrian sustituir

gradualmente el uso del carbén mineral y del petréleo (Pasa, 2010).
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La energia renovable es aquella que, administrada en forma adecuada, puede
explotarse ilimitadamente ya que su cantidad disponible no disminuye a medida en

gue ésta se aprovecha.
La utilizacion de estas energias tiene ventajas como:

e La preservacion de las fuentes energéticas, debido a su caracter
sustentable.

e Garantizan la seguridad y diversidad del suministro energético.

e Proveen servicios de energia que evitan en gran medida el impacto
ambiental, contribuyendo a la proteccion del ecosistema.

e Su tecnologia en forma natural es de tipo modular, lo que permite ir
desarrollando infraestructura en forma gradual y conforme a los

requerimientos del mercado.

Ademas, el uso de las energias renovables representa nuevas fuentes de empleo,
la reactivacion de muchas industrias tradicionales (SENER, 2010) y su
participacion permitiria conservar nuestros recursos no renovables (Alatorre,
2009).

Los biocombustibles son renovables y de bajo impacto ambiental (ciclo cerrado de
carbono) y son especialmente viables en paises que disponen de tierras para sus
cultivos, que poseen disponibilidad de mano de obra rural y en aquellos en los que
histéricamente la biomasa tiene representacion en su matriz energética. Si es
posible utilizar los biocombustibles en sustitucion de los combustibles derivados
del petréleo, sin ninguna o con pequefias modificaciones en los motores y en las
infraestructuras de distribucion preexistentes, podran obtenerse beneficios
significativos en relacion con sus costos de produccion y otros como las ventajas
del uso de energias renovables mencionadas anteriormente. Por todo esto, los
combustibles alternativos derivados de la biomasa, con ciclo cerrado de carbono y
exentos de azufre como el etanol (y las mezclas con gasolina base) y el biodiesel,

han mostrado ser alternativas viables (Pasa, 2010).
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1.2. BIOETANOL

El bioetanol (alcohol etilico) se puede producir a partir de cultivos con altos
contenidos de azucares (como la cafa, la remolacha y el sorgo dulce), cultivos
feculentos (como el maiz y la yuca) y materiales celulésicos o0 biomasa

lignocelulésica (Alatorre, 2009; Figura 1).

Dependiendo del tipo de fuente a partir de la cual es producido, el bioetanol se

clasifica en tres generaciones:

Primera Generacion: Proviene de cultivos que pueden ser empleados
también para la alimentacion humana o animal. Los cultivos adecuados son los
gue tienen altas concentraciones de azucares, como la cafia de azucar, el sorgo
dulce o la remolacha; o altas concentraciones de almidén, como el maiz, la yuca o

la papa.

Segunda Generacion: Se produce a partir de materias primas con alto
contenido de celulosa, como los residuos de la madera o de cultivos alimenticios
como los desechos del maiz y el trigo o el bagazo de la cafia de azucar y el de
sorgo dulce. Su procesamiento requiere de tecnologias avanzadas y aunque ya

hay algunas plantas productoras en el mundo, todavia esta en fase experimental.

Tercera Generacion: Proviene de fuentes especificamente cultivadas para
producir biocombustibles, como las algas marinas. Esta produccion ain se
encuentra en fase experimental y no estad lista para producir bioetanol en

cantidades industriales de una manera rentable (SAGARPA, 2011).



CAPITULO |I. ANTECEDENTES

Biomasa azucarada Biomasa amilacea Biomasa celulésica

(cafa, remolacha) (maiz, trigo, mandioca) (en desarrollo)

l v v
Trituracion Trituracion

Extraccidn por 7 7

presion o difusion Hidrdlisis Hidrdlisis dcida o

enzimatica enzimatica

v v

Solucion azucarada fermentable

.

Fermentacion

Y
Destilacion

.

Figura 1. Rutas tecnoldgicas para la produccion de bioetanol (BNDES y CGEE,
2008).

Como biocombustible, el etanol es méas puro que el empleado para los otros fines.
Por ejemplo, mientras que la pureza del etanol o alcohol etilico para la medicina y
las bebidas alcohdlicas es de 96 %, la del biocombustible debe ser del 99.5 % al
99.9 % (SAGARPA, 2011). Se utiliza en motores de combustion interna con
ignicién a chispa de dos maneras: 1) en mezclas de gasolina y etanol anhidro o 2)

como etanol puro, generalmente hidratado (BNDES y CGEE, 2008).

Los principales biocombustibles, bioetanol y biodiesel, se pueden mezclar en
proporciones pequefias (de menos del 10 %) con gasolina y diesel
respectivamente, sin necesidad de hacer adaptaciones en los motores de
vehiculos modernos. El bioetanol entonces, puede ser empleado directamente

como combustible, pues es considerado un excelente sustituto para la gasolina, y

8
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puede usarse también como un afiadido a la gasolina en distintas
concentraciones. La mezcla mas comdn se realiza en una concentracion de
alrededor de 5 %, para reemplazar como oxigenante al MTBE, que es altamente
contaminante del suelo y aguas subterraneas (SAGARPA, 2011). Los programas
de introduccion del etanol como sustituto de la gasolina, estan justificados por la
eliminacion de aditivos oxigenantes (MTBE) en la gasolina, la sustitucion de
ésteres derivados del petréleo y la reduccién de las emisiones de gases que

provocan el calentamiento global (Goldemberg, 2008; Pasa, 2010).

1.3. PANORAMA DEL BIOETANOL EN MEXICO Y EL MUNDO

La existencia de paises con buenas condiciones para la produccién sostenible de
bioetanol y la necesidad mundial de un combustible renovable y ambientalmente
adecuado, indican perspectivas interesantes para que este biocombustible sea un
producto global (BNDES y CGEE, 2008).

El mayor productor mundial de bioetanol es Estados Unidos, con una producciéon a
partir de maiz. El segundo mayor productor mundial de bioetanol es Brasil, el
etanol brasilefio es producido a partir de cafia de azucar y ha sido usado desde
hace mas de treinta afios en ese pais, como sustituto de gasolina automotriz
derivada del petréleo. En Brasil, el etanol producido de cafia de azlcar ya
sustituye la mitad de la gasolina que seria usada si no existiera y su costo es
competitivo sin los subsidios que hicieron este programa viable en un inicio. Asi
mismo, Brasil tiene una gran disponibilidad de tierras para la expansion de la
produccion de etanol de cafia de azlcar y se coloca como un potencial exportador

de este combustible.

En Europa Occidental, el bioetanol también es producido pero en menor escala a
partir de remolacha y de trigo, pero el costo es mas elevado. Otros paises

productores de cafia de azlUcar que también utilizan el etanol combustible son
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Colombia, Venezuela, Mozambique y las Islas Mauricio (Goldemberg, 2008; Pasa,
2010).

En los ultimos afos, la capacidad de produccién global de energias renovables,
crecio a tasas de entre 15 y 50 % anual entre 2005 y 2010, para algunas de las
tecnologias. En el periodo citado, la produccion de biocombustibles crecio a tasas
de 23 % anual para el etanol y 38 % anual para el biodiesel, sin embargo, estas
tasas de crecimiento han ido disminuyendo (SENER, 2011b).

En 2010, la produccion mundial de etanol combustible alcanzé un estimado de
86,000 millones de litros, un incremento del 17 % mas que en 2009 (Figura 2). Los
Estados Unidos y Brasil representaron el 88 % de la produccion de etanol en
2010, con los EEUU produciendo solo el 57 % del total mundial. Estados Unidos
represento la mayor parte del aumento, produciendo 8,400 millones de litros mas
que en 2009, para un total de 49,000 millones de litros, ademéas después de ser
varios afios un importador neto, en 2010 se convirti6 en un exportador neto,
enviando 1,300 millones de litros de bioetanol al extranjero, principalmente a
Canada, Jamaica, Holanda, Emiratos Arabes Unidos y Brasil, lo cual provoco que
este Ultimo tuviera pérdidas en el mercado internacional, particularmente en su
mercado tradicional en Europa (REN21, 2011).
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Figura 2. Produccion global de Etanol y Biodiesel 2000-2010 (REN21, 2011).
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La produccion de etanol de Brasil en 2010, aument6 en mas del 7 %, a 28,000
millones de litros y el pais represent6 casi un tercio del total mundial. Por su parte,
China con 2,000 millones de litros, se mantuvo como el mayor productor de etanol

de Asia, seguido por Tailandia y la India.

En la Unidén Europea, el Reino Unido tuvo su mayor aumento en la produccion
anual, alcanzando aproximadamente un 325 %, es decir, 320 millones de litros.
Francia y Alemania siguieron siendo los mayores productores europeos en 2010.
Otros productores importantes fueron Canada, Colombia, Polonia y Espafa
(REN21, 2011).

En total, la produccion mundial de biocombustibles en el 2009, incluyendo el
biodiesel y el bioetanol, fue de alrededor de 90,000 millones de litros los cuales
equivalen al 3 % de la demanda mundial del sector transporte (SENER, 2011b).

Como condicién fundamental para que se desarrollen en los proximos afos los
potenciales de produccién y el mercado global de bioetanol, se han propuesto e
implementado en diversos paises, politicas volcadas a la introduccién de los
biocombustibles, con un grado variable de claridad y objetividad dependiendo de
cada pais, como es el caso de México. Un analisis de éstos programas de
introducciéon de biocombustibles muestra que el aumento de la seguridad
energética y la mitigacion de cambios climaticos estdn entre los factores mas
importantes de motivacion para programas bioenergéticos en la mayoria de los
paises (BNDES y CGEE, 2008).

En la produccion actual de biocombustibles se utilizan tecnologias convencionales,
creando biocombustibles de primera generacion. Sin embargo, nuevas tecnologias
de biocombustibles de segunda generacion a partir de residuos de biomasa (como
el bagazo), estan repuntando y se espera que en los proximos afios dominen el
mercado (SENER, 2011b).

En el caso de México, el tema de los bioenergéticos es relevante en funcion del

gran potencial para el desarrollo de las energias renovables. Actualmente, la
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biomasa se esta utilizando para producir y aprovechar el biogas, y en algunas
regiones del pais se estan desarrollando mercados locales de biodiesel. También
se contempla el uso de los bioenergéticos de segunda y tercera generacion, pero

aun se encuentra en etapa de desarrollo e investigacion (SENER, 2011a).

En México, el sector energético contribuye con el 61 % de las emisiones de gases
de efecto invernadero. El aprovechamiento de las energias renovables, al
desplazar el consumo de combustibles fosiles, constituye una de las principales
estrategias de mitigacion del cambio climatico a nivel mundial. Debido a su alta
vulnerabilidad ante el cambio climatico, nuestro pais tiene un interés particular

para promover mecanismos globales de mitigacion (Alatorre, 2009).

Como suele suceder, en los mercados nuevos no existe una rentabilidad
asegurada para ninguno de los cultivos ni de los métodos de produccion, pero
todos presentan oportunidades para los inversionistas que deseen tomar el reto
(SAGARPA, 2011). México requerira de grandes cantidades de bioetanol para

cumplir con su programa de introduccion.

El mercado nacional esta representado por la necesidad de PEMEX que, tal y
como lo mandatan las politicas publicas para los biocombustibles, debe agregar
un 6 % de bioetanol a la mezcla de las gasolinas de las tres principales zonas
metropolitanas del pais, Guadalajara, Monterrey y Valle de México, para este
2012. Ello equivale a una demanda total de 592 millones de litros de bioetanol
para el periodo 2011-2012. Después del 2012, si a toda la gasolina del pais se le
agregara el 6 % de bioetanol, como lo indican los programas de bioenergéticos,
entonces la demanda total de bioetanol seria de 2,644 millones de litros anuales
(SAGARPA, 2011; SENER, 2006; SENER, 2011c).

La Secretaria de Energia (SENER), ha establecido acciones para fomentar el
aprovechamiento de fuentes renovables de energia, como estrategia para
diversificar las fuentes de energia disponibles en el pais y asegurar un suministro

confiable, de calidad, y a precios competitivos, de los energéticos que demandan
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los consumidores. A finales del 2011, se establecié el Programa de Introduccion
de Etanol Anhidro, como un instrumento que permitira asegurar su efectiva
introduccidén en nuestra matriz energética, con base en las condiciones reales del
mercado y las capacidades nacionales identificadas. Este programa sustituye lo
establecido en el Programa de Introduccion de Bioenergéticos (2009) en materia
de etanol anhidro y oxigenantes para gasolina (SENER, 2011c).

De los ingenios azucareros que existen en México, 18 de ellos cuentan con
destileria para la produccion de etanol, de los cuales solamente producen alcohol
actualmente los siguientes: Ingenio La Concepcioén (19,751 m®afio); Ingenio San
José de Abajo (2,027 m%afio); Ingenio San Nicolas (4,159 m®afio); Ingenio
Constancia (1,079 m?afio); Ingenio Puljitic (8,640 m®afio); Ingenio Tamazula
(1,795 m®afio); Ingenio Calipan (426 m®afio) e Ingenio San Pedro (196 m*/afio).
Dicha produccién se destina a satisfacer la demanda de bebidas alcoholicas y de

la industria quimica.

Asimismo, la SENER tiene identificados 13 proyectos de investigacion para la
produccion de etanol de segunda generacién, a partir de residuos y de algas,
siendo el mas relevante el de la empresa BLUE FUEL S. A. P. I. de C. V., ubicada
en el estado de Jalisco, la cual produce etanol anhidro a partir de agave y residuos

con un potencial aproximado de 9.2 millones de litros mensuales (SENER, 2011b).

Entre las lineas estratégicas y acciones para la introduccion de etanol anhidro
como combustible, esta que Petréleos Mexicanos adquirira etanol anhidro

conforme a los volumenes y plazos que a continuacion se sefalan:
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Tabla 1. Volumen de etanol anhidro que PEMEX adquirird conforme a los plazos
establecidos (SENER, 2011c).

. Volumen (millones de litros por afio)
ANO . m—
Minimo Maximo
2011 0 0
2012 50 100
2013 75 150
2014 85 175
2015 100 200
2016 115 230

Se espera que lo anterior contribuya a la creacion de una nueva industria, que
beneficie a productores agricolas e industriales y que contribuya al fortalecimiento
de la seguridad energética y a la proteccion del medio ambiente, sin poner en
riesgo la seguridad alimentaria del pais (SENER, 2011c).

1.4. EL SORGO

El sorgo es una graminea tropical cultivada principalmente en zonas con altas
temperaturas, semiaridas y secas, especialmente en zonas que son demasiado
secas para el maiz. Ademas, es mas barato producirlo y tiene rendimientos
comparables (Corredor, 2009; SAGARPA, 2011). Estas cualidades lo hacen una
de las materias primas potenciales para la produccion de bioetanol.

En su variedad de sorgo dulce (Sorghum bicolor (L.), Moench ssp. Sacharatum)
puede crecer hasta una altura que va de 2 a 4 metros, sus granos son pequenos y
amargos, pero su tallo es dulce (SAGARPA, 2011). Es una planta originaria de
Africa y extendida a todos los continentes. Crece en zonas templado-calidas (entre
25y 31°C) y zonas humedas subtropicales. Se destaca por su gran resistencia a
la sequia, altas temperaturas y vientos fuertes (ARPEL & IICA, 2009).
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El sorgo dulce puede producirse en una amplia variedad de tipos de suelos, pero
los rendimientos son mayores en suelos profundos, bien drenados y con buena
fertilidad. Tolera la salinidad y diferentes niveles de acidez en el suelo (pH 5.5-8.2;
SENER, 2006) y si bien es mas tolerante a la sequia que muchos otros cultivos, la
humedad abundante durante el periodo de crecimiento es importante para obtener
buenos rendimientos en tallo y jugo. A diferencia del sorgo granifero, cuyo mayor
contenido de material fermentable se encuentra en el almidén del grano, el sorgo
dulce se caracteriza por su alto contenido de azucares fermentables en el tallo. De
acuerdo al tipo de azucares contenido en los tallos, el sorgo dulce puede dividirse
entre los de tipo “sacarino”, que contienen principalmente sacarosa, y los de tipo
“‘jarabe”, que contienen principalmente glucosa (ARPEL & IICA, 2009). En México
se cultiva principalmente para el autoconsumo como alimento animal en las

granjas lecheras.

Por otro lado, mientras que la mayoria de las plantas conocidas utiliza el ciclo
fotosintético C3, en algunas gramineas tropicales, como en el caso del sorgo, se
ha identificado el ciclo C4. Tal distincibn es relevante para el desarrollo de
bioenergéticos, ya que las plantas C4 presentan una elevada tasa fotosintética
(absorben mas energia solar), tienen una alta eficiencia en la utilizacion del agua,
mayor tolerancia salina y bajo punto de compensacion para el CO,, es decir,
responden mejor bajo menores concentraciones de éste gas, por lo que se puede
afirmar que los vegetales con ciclo C4, como el sorgo dulce, son los mas aptos
para la produccion bioenergética (BNDES y CGEE, 2008).
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Tabla 2. Composicion de la planta completa de Sorgo dulce (SAGARPA, 2011;
SENER, 2006).

Componente Composicion (kg/ton) Composicion (%)
Agua 774.7 77.5
Materia seca 225.3
De la cual
Sélidos en solucién 146.6
De los cuales
Azucares fermentables 9.6
y almidones 96.5
Sélidos no 5.0
fermentables 20
Insolubles 78.7
De los cuales
Fibra 75.8 7.6
Cenizas 2.9 0.3
TOTAL 1000 100

Debido a su alto contenido de azUcares fermentables en el tallo, el etanol de sorgo
dulce se obtiene a partir de la trituracion de los tallos y de la posterior destilacion
de los jugos dulces obtenidos.

El sorgo dulce es considerado como una de las materias primas alternativas mas
promisorias para la produccion de bioetanol. Actualmente, tiene una produccién
poco significativa a nivel mundial, en EEUU se ha cultivado tradicionalmente para
la produccion de jarabes y para alimentacidbn animal, otros paises también

productores son India, algunos paises africanos y China (ARPEL & IICA, 2009).

1.5. MATERIAL LIGNOCELULOSICO

Los materiales lignocelulésicos son fuentes renovables de energia que no son
utilizadas en su mayoria y estan disponibles en abundancia como materias primas

para la produccion de etanol combustible. Pueden ser obtenidas a un bajo costo a
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partir de varias fuentes como residuos forestales, municipales, desechos de papel
y residuos de cultivos (Taherzadeh, 2007).

Algunos residuos de la agricultura como paja de trigo, colza, avena y cebada,
representan una fuente abundante, barata y facilmente disponible de biomasa

lignoceluldsica renovable para la generacion de biocombustibles (Tabil, 2011).

El material lignoceluldsico (Figura 3) se refiere a la biomasa vegetal compuesta
por polisacéridos (celulosa y hemicelulosa) y por la lignina (BNDES y CGEE, 2008;
Tabil, 2011).

CELULOSA

‘ LIGNINA
\‘ é >
A v \ .

Lt

—

CELULOSA

Figura 3. Estructura de la biomasa lignoceluldsica (Tabil, 2011).
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La celulosa es el componente principal de la pared celular de todas las células
vegetales, constituye alrededor del 30-60 % (materia seca) de la biomasa (BNDES
y CGEE, 2008; Taherzadeh, 2007). Se encuentra principalmente en tallos, ramas,
troncos y todas las partes lefiosas del cuerpo de las plantas (Tabil, 2011). Es un
polisacarido organico completamente lineal cuya unidad basica es la D-glucosa
unida por enlaces -1,4; su dimero, glucosa-glucosa, es llamado celobiosa (Figura
4; Roncero, 2001; BNDES y CGEE, 2008). La longitud de la molécula de celulosa
esta determinada por el numero de unidades de glucano en el polimero y es a lo
que generalmente se refiere como grado de polimerizacién. El grado de
polimerizacion de la celulosa depende de la fuente de donde provenga pero es
estimado entre 2000 y 2700 unidades de glucano (Taherzadeh, 2007).

Su estructura (Figura 3) es fibrosa, las cadenas de glucosa se asocian en una
estructura conocida como protofibrila que a su vez se asocia con otras
protofibrillas para formar las microfibrillas de celulosa. Por ultimo, las microfibrillas
se ensamblan entre ellas para formar las fibras de celulosa que son entrelazadas
mediante interacciones no covalentes con la hemicelulosa y la lignina (Lynd, 2002;
Martinez, 2008). La celulosa es insoluble en agua, ademas de rigida y dificil de
romper; su hidrélisis genera glucosa, cuya fermentacidbn con Saccharomyces
cerevisiae ya es bien conocida (Roncero, 2001; BNDES y CGEE, 2008; Tabil,
2011).

Extremo no reductor / Celobiosa \ Extremo reductor
OH / \

(0]

Figura 4. Estructura primaria de la celulosa.
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Las moléculas de celulosa tienen una fuerte tendencia a formar enlaces por
puentes de hidrégeno intra e intermoleculares. La existencia de estos enlaces
tiene un efecto importante en la reactividad de las cadenas celuldsicas ya que
permiten formar una estructura fibrilar terciaria que tiene una alta cristalinidad.
Como consecuencia, la estructura se hace poco susceptible al ataque por
reactivos y disolventes e incluso al ataque enzimético. Por otro lado, la celulosa
tiene zonas menos cristalinas que son mas accesibles y que favorecen las
reacciones y el hinchamiento de la estructura, el cual se limita Unicamente a la

region amorfa sin cambiar la estructura cristalina (Roncero, 2001).

La fraccion hemicelulésica constituye entre el 10-40 % (materia seca) y esta
compuesta por cadenas principales de xilosa unidas por enlaces 3-1,4 (xilanos), y
cadenas de glucosa y manosa unidas por enlaces -1,4 (glucomananos) (Figura
5). Ambas cadenas tienen varias ramificaciones de manosa, glucosa, arabinosa,
galactosa, ramnosa, acido glucurénico, galacturénico, etc., unidas por enlaces a-
1,2 y a-1,3 en xilanos y a-1,6 en glucomananos, también presentan grupos acetilo
unidos por enlaces éster en posiciones 2 y 3 de los anillos. Estas cadenas
ramificadas, proporcionan integridad estructural a la célula. En su estado natural,
la hemicelulosa consiste en cadenas cortas con un grado de polimerizacion que no
excede el numero de 200 mondémeros (BNDES y CGEE, 2008; Tabil, 2011;
Taherzadeh, 2007; Lozanoff, 2007).
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Figura 5. Estructura de las diferentes cadenas de hemicelulosa que pueden estar
presentes en la biomasa lignoceluldsica (Lozanoff, 2007).
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Los azucares de la hemicelulosa constituyen polimeros ramificados de estructura
amorfa y facilmente hidrolizables, los cuales nunca forman agregados, aunque
pueden cocristalizar con la celulosa (Roncero, 2001; Tabil, 2011). Puede
disolverse facilmente en soluciones alcalinas fuertes pero aunque es mas facil de
hidrolizar que la celulosa, la fermentacion industrial de sus azucares de cinco
carbonos (pentosas) todavia no estd tan desarrollada como los procesos que
involucran a la glucosa (BNDES y CGEE, 2008; Tabil, 2011). Su papel en la
estructura lignocelulésica es suministrar la union entre la lignina y la celulosa
(Oliva, 2003).

La lignina es un polimero complejo de grupos metoxi y fenilpropanicos, que
mantiene a las células unidas en una estructura tridimensional (Figura 6). Es
considerado un heteropolimero tridimensional amorfo que desde el punto de vista
quimico exhibe un alto grado de variabilidad estructural, dependiendo de la
especie, el tejido y el tipo de célula. Los mondémeros que la forman son los
denominados alcoholes cinamilicos (alcohol p-cumarilico, coniferilico y sinapilico),
diferenciados entre si por las diferentes sustituciones que presenta el anillo
aromatico (Tabil, 2011; Taherzadeh, 2007; Oliva, 2003; Hendriks y Zeeman,
2009).

La lignina rellena los espacios en la pared celular entre la celulosa y la
hemicelulosa, esta ligada covalentemente a las cadenas de hemicelulosa
formando enlaces cruzados entre los polisacaridos que confieren resistencia
mecanica a la pared celular, su deposicion en las paredes celulares proporciona
rigidez y dureza a los tejidos vegetales, a la vez que los impermeabiliza (Roncero,
2001; BNDES y CGEE, 2008; Tabil, 2011). A su vez, funciona como un aglutinante
de las fibras de celulosa (Véase Figura 3; Tabil, 2011) y es extremadamente
resistente a la degradacion quimica y enzimatica (Taherzadeh, 2007). La
estructura bioquimica de la fraccion de lignina (10-30 % materia seca) no esta

relacionada con moléculas simples de azucar y desempeiia un rol fundamental
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para el éxito de la tecnologia de la hidrolisis (BNDES y CGEE, 2008; Taherzadeh,
2007).

H é —0O — Carbohidrato

3

do
H,CO E l "~ "OCH
OH OH

Figura 6. Estructura de la lignina.

1.5.1. Obtencion de etanol a partir de biomasa lignocelulésica.

La utilizacibn de materias primas y cultivos con alto contenido de celulosa
(lignoceluldsicos) constituye una de las variantes mas promisorias para la

produccion de biocombustibles. De los componentes de los materiales
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lignocelulésicos, celulosa, hemicelulosa y lignina, los dos primeros son una fuente

potencial de azlcares fermentables.

Existe una amplia variedad de materias primas lignocelulésicas, las cuales pueden

ser agrupadas en las siguientes categorias:

¢ Residuos y desechos agricolas y agroindustriales.

¢ Residuos forestales primarios e industriales.

e Cultivos energéticos dedicados, tales como hierbas perennes y
arboles de rotacion corta o crecimiento rapido.

e Partes organicas de desperdicios urbanos (ARPEL & IICA, 2009).

El uso de biomasa lignoceluldsica para la produccion de biocarburantes depende
no soélo de los métodos de pretratamiento y las condiciones de un procesamiento
que sea eficiente, sino también de las propiedades fisicas y quimicas de la
biomasa (Corredor, 2009), como el contenido de lignina, la porosidad del material,

la superficie disponible, etc.

Dentro de las tecnologias para la obtencién de bioetanol a base de biomasa
lignocelulésica, hay tres pasos principales: pretratamiento, la hidrélisis o
sacarificacion de los polisacaridos de la biomasa en azucares fermentables y la
fermentaciéon (Figura 7; Corredor, 2009; BNDES y CGEE, 2008). Después de la
fermentacion el etanol es destilado y se obtiene con una pureza de 90-95 %, pero
para utilizarlo como biocombustible y poder mezclarlo con gasolina, es necesaria

una etapa de deshidratacion hasta el > 99 % (Taherzadeh, 2007).
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Biomasa —»I Pretratamiento
Lignoceluldsica ‘
| Celulosa | Hemicelulosa
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Figura 7. Produccion de etanol a partir de material lignocelulésico (Singh nee’
Nigam, 2009).

La utilizacion de la biomasa para la produccion de bioetanol, depende de cinco
factores importantes: las propiedades fisicas y quimicas de la biomasa, el método
de pretratamiento, la eficiencia de los microorganismos utilizados en la
fermentacién, la integracion del proceso y optimizacién de las condiciones de

procesamiento (Corredor, 2009).

1.5.2. El sorgo dulce como fuente de biomasa lignocelulésica

para la produccion de etanol.

El sorgo dulce es un cultivo energético muy promisorio ya que como se ha
mencionado, a partir del jugo procesado de la planta fresca, se pueden obtener

azucares fermentables directamente (Sipos, 2010).
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La produccion de bioetanol a partir de sorgo dulce, es atractiva para el
inversionista que desea entrar exclusivamente en la produccion de bioetanol y
aungue se cuenta con poca experiencia en México tanto sobre el cultivo como en

Su procesamiento, ofrece ventajas como:

e Una productividad con rendimiento relativamente alto de etanol por
hectarea, superior al obtenido a través de otros cereales y cultivos
alternativos como la mandioca y puede llegar a ser superior a la de la
cafna.

e Capacidad para crecer en tierras mas secas y en climas mas
calientes, lo que lo hace atractivo para el aprovechamiento de tierras
ociosas, subutilizadas o empleadas en cultivos menos rentables.

e Alta resistencia a sequias 0 a excedentes de humedad.

e Puede ser procesado en ingenios azucareros.

e Al igual que la cafia, a partir de su bagazo se pueden cubrir los
requerimientos de calor y energia eléctrica de su procesamiento.

e Su bagazo también puede ser empleado como alimento para
ganado, ya que tiene un valor nutricional méas alto que el del bagazo
de cafia de azucar, o bien, puede usarse como sustrato
lignocelulésico para la produccion de bioetanol (SAGARPA, 2011;
ARPEL & IICA, 2009).

La produccion de etanol con sorgo dulce, posee alto potencial de generacion de
co-productos como el bagazo, que ademas de ser utilizado para proveer energia
para las destilerias, el mismo podria utilizarse para producir etanol celuldsico
cuando sea viable a escala comercial (ARPEL & IICA, 2009). Aunado a esto, como
ya se menciond, algunas caracteristicas tanto fisicas como quimicas de la
biomasa pueden favorecer el proceso. En este caso, dentro de la composicion del
bagazo de sorgo dulce (Tabla 3), puede considerarse el bajo contenido de lignina
de algunas especies de sorgos, lo cual los hace mas aptos para la produccion de

etanol pues su digestibilidad es mas sencilla (Corredor, 2009). Por otro lado, el
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sorgo dulce es el Unico cultivo que puede producir conjuntamente tallos utilizables
para producir etanol y granos para alimentacion humana y/o animal que no estan

implicados en el proceso de produccion del biocombustible (ARPEL & IICA, 2009).

De acuerdo con los datos del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), en México se tienen hasta 18 mil hectareas con
condiciones para cultivos agricolas que, en su caso, podrian aprovecharse para
convertirse en biocombustibles. Para el caso del sorgo dulce, no se tienen
registros de superficies sembradas de manera comercial, sin embargo, el potencial
productivo es de hasta 2.2 millones de hectareas. Se cultiva principalmente en el
centro y sur de Sinaloa y Coahuila con buenos rendimientos bajo riego, al igual
que en las regiones del Bajio. De temporal se cultiva también en Sinaloa,
Chihuahua, Guerrero, Michoacan y Jalisco, y considerando hasta cinco cortes en
un afio, puede tener un rendimiento de 60 ton/ha en el temporal y 100 ton/ha en el
riego (SENER, 2006; SENER, 2011b; SAGARPA, 2009).

Aproximadamente se obtienen 80 Kg de bagazo (materia seca) por tonelada de
cultivo de sorgo dulce (Ver tabla 2; SENER, 2006) y la utilizacibn de estos
residuos en el proceso, aun es un reto. Segun Sipos (2010), la utilizacién del
bagazo para la produccion de etanol incrementaria el rendimiento de etanol de
una plantacion de sorgo dulce hasta en un 30-40 %, lo cual resultaria en cerca de
3.5-4 toneladas de etanol por hectarea o 4400-5000 L/ha, con la conversion del

jugo y el bagazo a etanol.

Tabla 3. Composicion del bagazo de sorgo dulce (Sipos, 2009).

Componente Composicion del bagazo (%)
Celulosa 30-35
Hemicelulosa 25-30
Lignina 15-20
Cenizas (otros) 3-5
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En la figura 8, se muestra una representacion esquematica del proceso de
obtencién de etanol a partir de la cafia de sorgo dulce, considerando tanto el jugo
como el bagazo de ésta, ademas se utiliza la fraccion liquida del pretratamiento
para la fermentacion de pentosas, la cual es ventajosa para la produccién de
etanol (Sipos, 2009).

Fermentacion

Jugo de Sorgo dulce
> Etanol

Molienda/Trituracion

Caiia de .
Sorgo Pretratamiento Hidrolisis ”
dulce ——»p5¥] Bagazo Enzimatica Fermentacion
descascarillada B o R+ 1
y troceada : /: ] -
s Ff.';:g:? Residuo sélido
gazo I
pretratado
Etanol
Fraccion
liquida

Fermentacion
de pentosas

Figura 8. Diagrama esquematico de la utilizacién de sorgo dulce para la

produccion de etanol (Sipos, 2009).

Por tratarse de un producto de muy baja demanda en el mercado alimenticio, su
utilizacion para la produccion de etanol no tendria impacto significativo en los

precios de los alimentos y en la seguridad alimenticia (ARPEL & IICA, 2009).
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1.6. PRETRATAMIENTO DEL MATERIAL LIGNOCELULOSICO

La composicion y la estructura de la biomasa tienen fuerte influencia en la
naturaleza y en los rendimientos de los procesos de hidrdlisis y fermentacion.
Gran parte de la investigacion debera estar concentrada con exclusividad en la
modificacion de la estructura vegetal para aumentar los rendimientos del proceso
de hidrolisis, ya que la hidrdlisis solo es eficiente, de hecho, tras alguna

separacion de las fracciones de la biomasa (BNDES y CGEE, 2008).

Las caracteristicas naturales de la biomasa lignocelulésica pueden modificarse
atacando la matriz de celulosa-hemicelulosa-lignina mediante la aplicacion de un
pretratamiento (Tabil, 2011). Un pretratamiento ideal deberia ser efectivo, es decir,
permitir la obtencién de altos rendimientos de azlcares fermentables en corto
tiempo y con baja concentracién del agente de sacarificacion; sencillo, evitando
una gran cantidad de etapas del proceso; barato, requiriendo bajo capital en
equipo, energia y reactivos quimicos y también deberia poder aplicarse sin
problemas en altas cantidades de biomasa. Ademas, es deseable que requiera un
consumo minimo de agua y que no genere inhibidores para las siguientes etapas
del proceso (hidrdlisis y fermentacion). La mayoria de los pretratamientos actuales

no cumplen con una o mas de las caracteristicas anteriores (Banerjee, 2011).

El objetivo fundamental de un pretratamiento esta encaminado a reducir el estado
cristalino de la celulosa, disociar el complejo celulosa-lignina, remover lignina y
hemicelulosa (Figura 9), aumentar el area superficial del material, incrementar la
porosidad del material y disminuir la presencia de aquellas sustancias que
dificulten la hidrélisis (Sun y Cheng, 2002; Lozanoff, 2007).
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Figura 9. Cambio estructural de la biomasa lignoceluldsica después del
pretratamiento (McCutchen, 2006).

Para ésta etapa hay diversos tipos de procesos, con diferentes rendimientos y
efectos distintos sobre la biomasa y consecuente impacto en la hidrélisis y
fermentacién. Por su naturaleza, pueden dividirse en fisicos, fisicoquimicos,

guimicos y biologicos (Sun y Cheng, 2002; Lozanoff, 2007).

1.6.1. Pretratamientos Fisicos (Mecanico)

En general, la primera etapa del proceso de transformacién de la biomasa
lignoceluldsica en bioetanol consiste en el pretratamiento mecanico de la materia
prima mediante una combinacion de astillado y molienda (molino de bolas,
martillos, cuchillas, rodillos). Este proceso busca la limpieza y la “ruptura” del
material, con el objetivo de causar la destruccién de su estructura celular y hacerlo
mas accesible a los tratamientos quimicos o biolégicos posteriores (BNDES vy

CGEE, 2008). Este pretratamiento reduce el estado cristalino de la celulosa, el
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tamafio de particula y aumenta la superficie de contacto (Tabil, 2011), facilitando

la hidrolisis posterior (Lozanoff, 2007).

El pretratamiento mecanico puede tener un alto consumo energético dependiendo

tanto del tamafio final de particula, como del tipo de material a pretratar (Lozanoff,

2007). La etapa siguiente, consiste en la remocion de lignina y en la hidrdlisis de la

hemicelulosa.

1.6.2. Pretratamientos Fisicoquimicos

Explosiéon de vapor: Es uno de los pretratamientos méas aplicados debido a
su bajo consumo de productos quimicos. La biomasa triturada se trata con
vapor saturado de 160-260°C por 1-10 min, seguido de una répida
descompresion. Debido a esto, el agua dentro del sustrato se vaporiza y se
expande rapidamente, desintegrando la biomasa, principalmente en las
regiones mas débiles (celulosa amorfa) y reduciendo el tamafo de
particula. Durante este pretratamiento también se destruyen parcialmente
los enlaces lignina-carbohidratos, la hemicelulosa se hidroliza y se
solubiliza en la fase acuosa, la celulosa es ligeramente despolimerizada y la
lignina se funde y despolimeriza (Tabil, 2011; Lozanoff, 2007; BNDES vy
CGEE, 2008).

La adicion de H,SO, o CO; en la explosion de vapor, puede aumentar la
eficiencia de la hidrélisis enziméatica, disminuir la produccion de compuestos
inhibidores y promover una remocion mas completa de la hemicelulosa
(BNDES y CGEE, 2008).

Explosion de fibra de Amonio (AFEX): Es un proceso similar a la explosion
por vapor en el que el material es impregnado con amoniaco liquido a alta
temperatura (~90°C) y presion por un cierto periodo de tiempo (~30 min),
seguido de una rapida descompresion. La cantidad de amoniaco liquido es

una variable significante, cominmente se utiliza 1 kg de amoniaco por kg
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de biomasa pretratada. Este pretratamiento puede mejorar
significativamente la sacarificacion del material. La rapida expansién de los
gases de amoniaco dentro del reactor presurizado, causa la hinchazén de
la biomasa, rompiendo los enlaces lignina-carbohidrato, hidrolizando la
hemicelulosa, los enlaces glucurénicos y provocando una parcial
decristalizacion de la estructura de celulosa, dejandola muy accesible para
el ataque enzimatico.

La diferencia con respecto a otros pretratamientos como el acido, es que el
AFEX no remueve la hemicelulosa, la lignina y otras sustancias. De hecho,
la composicion del material sometido a pretratamiento AFEX es
esencialmente la misma que la del material original y no es muy efectivo en
biomasas con un alto contenido de lignina. Sin embargo, el complejo
lignina-carbohidrato es destruido con efectividad, ademas de que durante
este pretratamiento no se forman inhibidores de la fermentacion y no es
necesario un tamafo de particula pequefio para aumentar su eficiencia
(BNDES y CGEE, 2008; Lozanoff, 2007; Sun y Cheng, 2002; Brodeur,
2011).

e Explosién de CO,: Similar a la explosion de vapor o al proceso AFEX, es
muy utilizado para pretratar el material lignoceluldsico. Este pretratamiento
se lleva a cabo con altas presiones y temperaturas de hasta 200°C con una
duracion de varios minutos. Se ha planteado la hipétesis de que durante el
proceso se forma acido carbdnico el cual incrementa la tasa de hidrdlisis,
especialmente de la hemicelulosa (BNDES y CGEE, 2008; Sun y Cheng,
2002; Hendriks y Zeeman, 2009). Aunque los rendimientos obtenidos son
relativamente bajos comparados con la explosién de vapor y el AFEX,
estudios realizados con bagazo de cafa (Zheng, 1998), demostraron que
éste proceso es mas barato que el AFEX y no origina los compuestos
inhibitorios que se originan durante la explosién de vapor (Lozanoff, 2007;
Oliva, 2003).
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El CO, también puede ser aplicado como dioxido de carbono supercritico
con temperaturas criticas de 31-35°C y presiones criticas de 73-74 Bar y es
considerado con excelente potencial para el pretratamiento de la biomasa
(Hendriks y Zeeman, 2009; Brodeur, 2011).

1.6.3. Pretratamientos Quimicos
Acido diluido: Este método se utiliza generalmente como un pretratamiento
que precede a la hidrdlisis enzimatica mas que como un método para la
hidrolisis de la biomasa lignocelulésica a azicares (Taherzadeh, 2007).
La estructura rigida del material lignoceluldsico, es destruida mediante el
uso de acidos sulfarico, clorhidrico o nitrico, diluidos (BNDES y CGEE,
2008; Brodeur, 2011), usualmente por debajo del 4 % v/v (0.1-4 % v/v), por
0-60 min. El uso de altas temperaturas (~120-160°C) es favorable para
alcanzar tasas aceptables de conversion de celulosa, ya que se pueden
alcanzar velocidades de reaccién altas que mejoran significativamente la
hidrolisis del polisacéarido (Tabil, 2011; Sun y Cheng, 2002; Duarte, 2009).
Durante este pretratamiento, la lignina solubilizada podria condensarse y
precipitar rapidamente debido a la acidez del medio, esto podria disminuir la
digestibilidad de los hidrolizados. La solubilizacion de la hemicelulosa y la
precipitacion de la lignina solubilizada, es mas pronunciada durante
pretratamientos con &cidos mas concentrados a comparacién con los
acidos diluidos, por ello, el uso de &cidos diluidos es considerado un
método mas promisorio para el pretratamiento.
El pretratamiento con acido diluido logra altos rendimientos de conversion
del xilano a xilosa, lo cual favorece la economia del proceso global ya que
los componentes de la hemicelulosa representan hasta un tercio del total de
los carbohidratos del material lignoceluldsico. Los glucomananos por el
contrario, son relativamente estables al medio acido (Sun y Cheng, 2002;

Hendriks y Zeeman, 2009). Uno de los inconvenientes de éste
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pretratamiento es la produccion de inhibidores de la fermentacion,
originados por reacciones de oxidacion que se llevan a cabo en medio
acido, formandose productos como el furfural, el HMF y otros productos
volatiles que reducen la eficacia del pretratamiento y los procesos

posteriores (Brodeur, 2011; Hendriks y Zeeman, 2009).

e Alcalino: Bases como hidroxidos de sodio, potasio o calcio, se han utilizado
para el tratamiento previo de materiales lignocelulésicos (BNDES y CGEE,
2008; Tabil, 2011). La eficacia de estos agentes depende del contenido de
lignina del material. El hidroxido de sodio ha sido mas estudiado que otros
agentes alcalinos. Las condiciones del pretratamiento alcalino son
usualmente menos severas que las de otros pretratamientos, se puede
llevar a cabo en condiciones ambientales pero se necesitarian tiempos de
tratamiento mucho mas largos que si se lleva a cabo a temperaturas altas.
El proceso consiste en el remojo de la biomasa en soluciones alcalinas (1-
1.5 % p/v) para después someterla a temperaturas de 20°C, por un periodo
de ca. 140 h. El proceso puede variar en sus condiciones ya que el uso de
una temperatura mas alta (~170°C) requeriria de un tiempo mas corto de
pretratamiento (1 h). Es necesario un paso neutralizante para remover la
lignina y los inhibidores formados (sales, acidos fendlicos, y aldehidos)
antes de la hidrdlisis enzimatica (Brodeur, 2011; Sun y Cheng, 2002).
Cuando la biomasa es tratada con una solucién alcalina diluida, el area
superficial interna del material se incrementa por hinchazén, lo cual provoca
la separacién de los vinculos estructurales entre lignina y carbohidratos, la
alteracion de la estructura de lignina y la disminucion de la cristalinidad y
del grado de polimerizacion de la celulosa. Se cree que el mecanismo de la
hidrolisis alcalina estd basado en la saponificacion de los enlaces éster
intermoleculares que unen los xilanos de la hemicelulosa y otros

componentes, como la lignina.
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El pretratamiento con Oxido de calcio (cal) es menos costoso y ha
demostrado ser eficaz. Ademas, la cantidad que se necesita para pretratar
cierta cantidad de biomasa es menor que la que se necesita de hidroxido de
sodio, lo cual reduce el costo del proceso (Tabil, 2011; Sun y Cheng, 2002;
Brodeur, 2011). Varios estudios han combinado el pretratamiento alcalino
con otros pretratamientos como oxidacion humeda, explosion de vapor o
AFEX (Brodeur, 2011).

e Organosolv: Para éste pretratamiento, se usa una mezcla de disolventes
organicos o acuosos (metanol, etanol, acetona y etilenglicol, por ejemplo)
con un catalizador acido (H,SO,4, HCI), por un periodo de 40-60 min, para
romper los enlaces internos de la lignina y de la hemicelulosa (BNDES y
CGEE, 2008). También pueden emplearse acidos organicos como el acido
oxalico, acetilsalicilico y salicilico como catalizadores (Oliva, 2003).
Usualmente se obtienen altos rendimientos de xilosa cuando se afiaden
catalizadores acidos pero, a altas temperaturas (~185°C), la adicién del
catalizador es innecesaria. La reaccion se lleva a cabo en un reactor a una
temperatura de 150-210°C por 40 min aprox. La remocion de los
disolventes después del pretratamiento, es de suma importancia, ya que
pueden actuar como inhibidores tanto de la hidrélisis enzimatica como de la
fermentacién (Sun y Cheng, 2002; Park, 2010).

e Basico/Oxidante: Este pretratamiento es reconocido por ser un poderoso
agente oxidante bastante selectivo hacia la estructura de lignina (Cheng,
2008). Se realiza con un compuesto oxidante como peroxido de hidrégeno
(H20,) o acido peracético (CH3CO3H), se aplica en combinacion de una
solucion alcalina (NaOH) utilizando un pH 11.5-12.5 para mejorar la eficacia
y promover la descomposicion del H,O,. Como consecuencia de ello, se
forman radicales mas reactivos como (OH") y aniones superéxido (O), los

cuales son responsables de la degradacion de lignina, ademas el medio
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alcalino facilita la solubilizacion de la hemicelulosa. Normalmente, se realiza
a temperaturas suaves, de 21-50°C y presion atmosférica (Tabil, 2011;
Banerjee, 2011; Kerley, 1988; Mussatto, 2010). Puede ser aplicado a altas
cantidades de biomasa, aproximadamente 40 % de sdlidos y bajas
concentraciones de H,O, (menos de 1 % v/v; Banerjee, 2011; Hendriks y
Zeeman, 2009).

Durante este pretratamiento aumenta la capacidad de absorcion de agua
del material y disminuye hasta un 50 % la concentracion de lignina de la
pared celular, como resultado, se reduce la cristalinidad de la celulosa
aumentando asi la susceptibilidad al ataque quimico y enzimatico (Kerley,
1988; Sun y Cheng, 2002).

e Ozondlisis: El pretratamiento con ozono se utiliza para degradar la lignina y
hemicelulosa de diversos materiales lignocelulésicos ya que su accion esta
esencialmente limitada a la remocion de estos dos componentes. El ozono
es un poderoso agente oxidante, soluble en agua y facilmente disponible.
Entre las ventajas del proceso estan que se lleva a cabo a temperatura y
presion ambientales y remueve la lignina sin producir ningan tipo de
residuos toxicos que inhiban la fermentacion. Con éste pretratamiento, la
hemicelulosa es ligeramente afectada pero no se observa practicamente
ningin cambio en la estructura de la celulosa. El ozono tiene alta
reactividad con compuestos que contienen dobles enlaces conjugados en
su estructura, por ello, el compuesto mas factible a ser oxidado durante la
ozondlisis es la lignina, debido a su alto contenido de enlaces C=C. El
ozono ataca la lignina liberando compuestos de menor peso molecular,
principalmente acidos organicos como el férmico y el acético los cuales
pueden traer como resultado una caida del pH desde ~7 hasta 2. Por esta

razon, el proceso puede llevarse a cabo en un medio tamponado de pH=7.
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La principal limitacion de la ozondlisis, es la utilizacibn de grandes
cantidades de ozono lo que provoca que sea un proceso caro (Sun vy
Cheng, 2002; Vidal y Molinier, 1988; Tabil, 2011; Garcia-Cubero, 2009).

e Agua caliente liquida: El tratamiento con agua caliente liquida consiste en
someter la biomasa a la accion del agua caliente a una temperatura de
~220°C durante un tiempo determinado, aproximadamente de 30 min. El
reactor en el que se lleva a cabo dicho pretratamiento debe estar
presurizado (presiones superiores al punto de saturacion) para mantener el
agua en estado liquido. El objetivo del pretratamiento es principalmente
solubilizar la hemicelulosa para dejar mas accesible la celulosa y evitar la
formacién de inhibidores de la fermentacién. Durante este pretratamiento se
recuperan la mayoria de pentosanos y se obtiene un hidrolizado libre de
compuestos inhibitorios de la fermentacion (Lozanoff, 2007; Oliva, 2003;
Hendriks y Zeeman, 2009; BNDES y CGEE, 2008). Este pretratamiento
tiene la gran ventaja de que los productos solubilizados de hemicelulosa y
la lignina, estdn presentes en bajas concentraciones en comparacion con
otros pretratamientos, esto reduce el riesgo de formacién de compuestos
inhibitorios (Hendriks y Zeeman, 2009).

e Oxidacién himeda: Este pretratamiento utiliza oxigeno como un oxidante
de compuestos disueltos en agua. Ocurren dos reacciones durante el
proceso, la primera es una reaccion de hidrélisis a baja temperatura y la
segunda es una reaccion de oxidacién a altas temperaturas. El proceso
consiste en afladir agua a la biomasa molida en una proporcién de 1L/6g de
biomasa, usualmente se aflade Na,CO; a la mezcla, para evitar la
formacion de co-productos; después se bombea aire hasta alcanzar una
presién de 12 bar. El proceso se realiza a una temperatura de 195°C por
10-20 min.
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La oxidacion humeda es un pretratamiento efectivo en la remocién de
lignina y la solubilizacion de hemicelulosa. Incluso, algunos materiales
lignoceluldsicos dificiles de pretratar han mostrado una conversion de
celulosa del 50 %, comparado con el 25 % obtenido con el pretratamiento
acido. Durante la oxidacion humeda la lignina es descompuesta hasta
dioxido de carbono, agua y &cidos carboxilicos, lo que permite removerla
del 50 % al 70 % dependiendo del tipo de biomasa pretratada y de las
condiciones utilizadas. No obstante, una de las desventajas del proceso es
que la cantidad de productos indeseados formados, es mayor que en otros
pretratamientos por oxidacion, como la explosion por vapor. Este
pretratamiento también puede combinarse con otros (alcalino, explosion de
vapor, etc.) para incrementar el rendimiento de azucares después de la

hidrolisis enzimética (Brodeur, 2011).

1.6.4. Pretratamientos Bioldgicos

El pretratamiento biologico utilizando hongos para solubilizar la lignina es un
proceso que no requiere de alta energia (BNDES y CGEE, 2008; Tabil, 2011). Son
seguros y ambientalmente amigables; sin embargo, la velocidad de reaccion de

hidrolisis es muy lenta y requiere de mejoras para ser comercialmente aplicable.

Entre los microorganismos utilizados para el pretratamiento bioldgico pueden
emplearse hongos xil6fagos que son los que producen la pudricion de la madera,
las categorias que se utilizan son hongos de pudricién blanca, café o blanda.
Estos hongos degradan la celulosa, hemicelulosa y lignina selectivamente,
sustrayendo ésta ultima de entre las células (Tabil, 2011; Luley, 2006; Gilbertson &
Ryvarden, 1986; Popoff, 2008).

Los hongos de podredumbre blanca parecen ser los mas eficaces (Tabil, 2011),
tienen un sistema de enzimas celulasa y lignasa (lacasa, peroxidasa) que les

permite degradar los componentes de las paredes celulares, remueven la lignina
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antes o al mismo tiempo que remueven la celulosa. Los hongos de podredumbre
café, marrén o castafia, remueven selectivamente la hemicelulosa y también
atacan la estructura de celulosa (Gilbertson & Ryvarden, 1986; Popoff, 2008;
Luley, 2006). Por otro lado, los hongos de podredumbre blanda degradan
preferentemente la celulosa de las paredes celulares formando cavidades
microscoépicas (Luley, 2006). El pretratamiento biolégico generalmente se utiliza en

combinacion con otros procesos (BNDES y CGEE, 2008).

1.7. HIDROLISIS DEL MATERIAL LIGNOCELULOSICO

Los polisacaridos del material lignoceluldsico necesitan ser convertidos a azucares
simples antes de la fermentacion mediante el proceso llamado hidrolisis o
sacarificacion (Taherzadeh, 2007). Para la hidrélisis de los polisacaridos en
azucares fermentables, se utilizan tecnologias complejas y multifasicas, en base al
uso de vias &cidas y/o enziméticas para la separacion de azucares y la remocion
de la lignina (BNDES y CGEE, 2008).

En la etapa de hidrolisis propiamente dicha, la celulosa se convierte en glucosa,
catalizada por acido o enzimas (celulasa, entre otras), segun la siguiente

expresion:

n CgH1005 + N HoO — n CgH1206

La hidrdlisis acida ocurre en dos etapas, para aprovechar las diferencias entre las
hemicelulosas y la celulosa. La primera implica esencialmente, la hidrdlisis de la
hemicelulosa, utilizando altas concentraciones de &cido (30-70 % v/v) a bajas

temperaturas (~40°C) y en la segunda etapa, se aplican temperaturas mas altas
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(188-234°C) y acido diluido (~0.5 % v/v), buscando optimizar la hidrolisis de la
fraccion celuldsica (BNDES y CGEE, 2008; Taherzadeh, 2007).

En el proceso enzimatico, la hidrdlisis se cataliza por enzimas llamadas de modo
genérico celulasas. En realidad, se trata de un complejo enzimatico compuesto por
tres actividades enzimaticas que actlan sinérgicamente para degradar la celulosa
(Figura 10): Endoglucanasas, que atacan al azar las cadenas de celulosa en el
interior del polimero, hidrolizando enlaces -1,4 para producir polisacéridos de
menor longitud con nuevos extremos no reductores, actla sobre celulosa amorfa
pero no sobre cristalina ni sobre celobiosa. Las Exoglucanasas por su parte y
entre las que se encuentra la celobiohidrolasa, atacan a las terminales no
reductoras de estas cadenas mas cortas y retiran celobiosa, tiene actividad sobre
celulosa cristalina y amorfa pero no actta sobre celobiosa. La glucohidrolasa es
otra exoglucanasa que se encuentra en menor proporcion y actia sobre los
extremos no reductores liberando unidades de glucosa, tiene actividad sobre
celulosa amorfa. Por ultimo, las B-glucosidasas, que hidrolizan la celobiosa y otros
oligosacaridos pequefios a glucosa, es absolutamente necesaria para evitar la
inhibicion de las endo y exoglucanasas debido a la celobiosa, si ésta se acumulara
en el medio de reaccién. Las plantas superiores, algunos invertebrados y
principalmente microorganismos (hongos y bacterias), son productores de este
tipo de enzimas. Las celulasas de origen fangico, principalmente de los géneros
Trichoderma, Phanerochaete y Fusarium han sido las mas estudiadas por la
capacidad de estos microorganismos de producirlas en grandes cantidades y de
forma extracelular, facilitando su separacion en los medios de cultivo (BNDES y
CGEE, 2008; Lozanoff, 2007; Thompson, 1989).
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Figura 10. Esquema de la hidrélisis enzimatica de la celulosa (Mussatto, 2010).

Una de las primeras etapas de la hidrolisis enzimatica de la celulosa, es la
adsorcion de la celulasa sobre el sustrato, dicha adsorcion, depende de diversos
factores como la concentracién de enzima, la superficie disponible de sustrato asi
como su naturaleza, las propiedades fisicas de las enzimas presentes y las
condiciones a las cuales se lleva a cabo el proceso de hidrdlisis. Diversas
investigaciones (Thompson, 1989; Kim, 1988; Marsden, 1986; Bisaria, 1978) han
mostrado que se obtiene la maxima adsorcion cuando el medio tiene un pH de

4.80 y una temperatura de 50°C, utilizando sustratos lignocelulosicos.

Al igual que en los procesos acidos, se necesita un pretratamiento para exponer la
celulosa al atague de las enzimas. Como el proceso enzimatico se desarrolla en

condiciones de pH 4.80 y temperatura entre 45 y 50°C, el costo de procesamiento

40



CAPITULO |I. ANTECEDENTES

de los insumos es relativamente bajo (Sun y Cheng, 2002; BNDES y CGEE, 2008)
y ademas de permitir mayores rendimientos, puede posibilitar la fermentacién
simultdnea a la sacarificacion y presentar bajo costo de mantenimiento pues no
provoca problemas de corrosién. Debido a su gran potencial de evolucion y
reduccion de costos, muchos especialistas ven en la hidrolisis enzimética la clave
para la produccioén de bioetanol a un costo competitivo a largo plazo (BNDES y
CGEE, 2008).

Diversas caracteristicas de los sustratos lignocelulésicos pueden limitar la
velocidad y el grado de hidrolisis de la celulosa. En el caso de la hidrélisis
enzimatica, la eficacia de las interacciones enzima-sustrato esté influenciada por
diversas propiedades fisicoquimicas del sustrato como la cristalinidad y el grado
de polimerizacién de la celulosa, el contenido de lignina y la distribucién de ésta,
asi como el tamafio de poro, la superficie disponible y el grado de hinchazén del
material. También influyen factores relacionados con la enzima, como qué tan
estrecha es la union de la enzima con el sustrato y la pérdida gradual de la
actividad enzimatica durante el curso de la reaccion. Todos estos factores influyen

en la velocidad y el alcance de la reaccion de hidrélisis de la celulosa (Qin, 2010).

Durante la hidrdlisis de la biomasa lignocelulésica se obtiene glucosa proveniente
de la celulosa y diversas pentosas y hexosas provenientes de la hemicelulosa.
Pero durante el proceso &cido pueden formarse varios subproductos indeseables
debido a reacciones de oxidacion que sufren los azlcares en medio &cido (Figura
11). Estos subproductos no sélo reducen el rendimiento de azucares fermentables
sino que actian como inhibidores de la fermentacién, afectando también el
rendimiento de etanol. Si el hidrolizado formado es altamente toxico, es necesaria
una etapa de detoxificacion antes de la fermentacion (Taherzadeh, 2007). Dicha
etapa de detoxificacion puede llevarse a cabo mediante métodos biolégicos, que
consisten en utilizar microorganismos capaces de metabolizar algunos de los
compuestos toxicos presentes en los hidrolizados, como es el caso de

Trichoderma reesei, que no se ve afectado por derivados como el 4cido acético o
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furfural. También se pueden usar métodos quimicos y fisicos, como tratamientos
con hidroxidos, evaporacién, carbon activado, carbon vegetal, hasta resinas de
intercambio i6nico, entre otros; para precipitar, volatilizar, absorber, y/o separar

selectivamente los derivados sin afectar el rendimiento de azucares (Oliva, 2003).

Acido férmico ; . 2 Hemicelulosa
Acido acético ¢——— (10-40%) Celul0§a » Glucosa — HMF
P (30- 60%)
Xilosa entosas
Furfural s ‘
Arabinosa ;
Galactosa Hexosas Acido formico

HMF Manosa Acido levunilico
l Glucosa
‘Acido formico
Acido levunilico
Lignina

Cenizas Varios compuestos
(10-30%)

(0-2%) » inorganicos

Compuestos &~

fendlicos \ Extractos » Compuestos

(1-5%) fenolicos y resinas

Figura 11. Composicion del material lignocelulésico y los productos potenciales de
su hidrolisis (Taherzadeh, 2007).

1.8. FERMENTACION

Independientemente del método de hidrdlisis, la fermentacion de los azlcares del
hidrolizado a bioetanol sigue, basicamente, los mismos principios observados para
el caso de la produccion en base al almidon o a los azlcares (BNDES y CGEE,
2008).

Aunque un gran numero de levaduras, bacterias y hongos filamentosos pueden
producir etanol como producto principal de la fermentacién, ninguno de estos
microorganismos cumple todos los requisitos al 100 % para la produccion de

etanol a partir de hidrolizados de material lignocelulosico (Taherzadeh, 2007).
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Saccharomyces cerevisiae es la levadura mas usada comercialmente para la
produccién de etanol. La fermentacion de los hidrolizados lignocelulésicos es mas
dificil que la de los jugos provenientes de cafia de azucar o granos, ya que en el
caso de la hidrolisis del material lignocelulésico, gran parte del hidrolizado se
compone por azlcares de cinco carbonos (xilosa) los cuales no pueden ser
fermentados por clases silvestres de S. cerevisiae. Hasta el momento, la mayoria
de los procesos descartan esta fraccion de los azucares o realizan la fermentacion
en dos etapas, comprometiendo bastante su viabilidad economica (BNDES vy
CGEE, 2008; Taherzadeh, 2007). Para el futuro, la tendencia es que estas dos
etapas se puedan llevar a cabo de manera simultdnea, lo cual requeriria de
microorganismos capaces de fermentar ambos tipos de azucares con alto
rendimiento (BNDES y CGEE, 2008).

Levaduras de las especies Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Kluveromyces
y Pachysolen; hongos de las especies Fusarium, Mucor, Rhyzopus, Monilia, y
Paecilomyces; y bacterias de las especies Clostridium, Bacillus, Bacteroides,
Thermoanaerobacter y Erwinia han sido identificados como microorganismos que
producen etanol a partir de xilosa. Otra opcién ha sido los intentos de modificar
genéticamente a S. cerevisiae y otros microorganismos para que produzcan etanol
a partir tanto de glucosa como de xilosa (Taherzadeh, 2007; Karimi, 2005; Millati,
2005).

Otro de los factores que hay que considerar en el proceso de fermentacion son los
inhibidores presentes en el hidrolizado (&cidos, furanos, compuestos fendlicos,
etc.), los cuales deben ser removidos en caso de alta concentracién, o requieren la
utilizacion de estirpes robustas de microorganismos resistentes (BNDES y CGEE,
2008).

En general, los acidos carboxilicos no disociados pueden difundirse a traves de la
membrana celular en donde se disocian y disminuyen el pH interno de la célula. El
furfural, por su parte, se ha identificado como un inhibidor de la actividad in vitro de

varias enzimas importantes en el catabolismo de carbono primario, tales como
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hexoquinasa, aldolasa, fosfofructoquinasa, trifosfato deshidrogenasa y alcohol
deshidrogenasa. De estas enzimas, las dos ultimas parecen ser las méas sensibles,
sin embargo, la inhibicion de ciertas enzimas no glucoliticas, como la piruvato
deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa, es mas grave. No obstante, las
levaduras transforman el furfural en compuestos menos inhibidores como alcohol

furfurilico y &cido furdico.

El HMF no es tan toxico para S. cerevisiae como el furfural, pero su efecto
inhibitorio es mucho mas duradero debido a que las levaduras no lo convierten en
compuestos menos inhibitorios tan rapido como convierten el furfural. Algunos
compuestos fendlicos y aromaticos también presentan efectos inhibitorios, por
ejemplo el hidroximetoxibenzaldehido, el cual es altamente inhibitorio dependiendo
de la posicidon de sus sustituyentes. De los compuestos fendlicos, aquellos que
estdn menos sustituidos, son probablemente las sustancias mas inhibitorias en los
hidrolizados (Larsson, 2000; Taherzadeh, 2007). Lo que podria reducir
substancialmente los problemas de inhibicibn, seria que el proceso de

sacarificacion y fermentacion fueran simultaneos (BNDES y CGEE, 2008).

44



CapiTuLO Il. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de los factores temperatura, tiempo de reaccion y relacion
enzima/biomasa en la hidrélisis enzimatica del bagazo de sorgo dulce, evaluando
dicho proceso mediante un disefio factorial completo 2. Evaluar el efecto de
diferentes pretratamientos del bagazo de sorgo dulce en su subsecuente

sacarificacion enzimatica.
2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la cantidad de azlcares obtenidos a partir del bagazo de sorgo dulce
sin pretratamiento. Identificarlos y determinar su concentracion en los hidrolizados
mediante HPLC.

Establecer las condiciones de 5 diferentes pretratamientos (Basico-Oxidante,
Acido diluido, Béasico con NaOH, Basico con CaO y Ozonolisis) y evaluar su
eficacia, mediante la determinacion de lignina soluble, en base a su repercusion

en la obtencidon de azUcares fermentables.

Analizar el efecto de los pretratamientos utilizados sobre la estructura
lignocelulésica del bagazo de sorgo dulce mediante Espectrofotometria de
Infrarrojo y Difraccion de rayos X.

Establecer el pretratamiento mas adecuado para la materia prima utilizada y que
junto con las mejores condiciones de hidrélisis enzimatica, resulten en la mayor

cantidad de azUcares fermentables.
2.3. HIPOTESIS

El pretratamiento fisicoquimico del material lignoceluldsico permitira aumentar la
accesibilidad a las fibras de celulosa y hemicelulosa mediante la solubilizacién de
lignina, facilitando asi la hidrolisis y permitiendo un aumento de la sacarificacion

con respecto al bagazo de sorgo sin pretratamiento.
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3.1. DIAGRAMA GENERAL
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3.2. REAcCTIVOS Y EQuUIPO
Equipo y materiales

e Papel Filtro WHATMAN No.1

e Mortero de porcelana

e Termobalanza marca OHAUS modelo MB45

e Horno de Conveccion marca FELISA modelo FE02292A

e Balanza Analitica marca DENVER INSTRUMENTS modelo P1-114

e Balanza Granataria marca SCIENTECH modelo SG 5000

e Evaporador (bafio de temperatura con agitacion) marca BUCHI
modelo Syncore P-101

e Parrilla de Calentamiento marca CORNING modelo PC-620

e Jeringas de Vidrio para Filtracion marca MICRO-MATE

e Filtros de nylon para Jeringas marcas TECROM y OSMONICS
modelos PTFE 25MM y Cameo 17F, de 0.22 y 0.45u

e Autoclave marca YAMATO modelo SE510

e Microcentrifuga marca LAB-NET modelo 2233-M2 Hermle

e Centrifugadora marca EPPENDORF modelo 5810-R

e Ultracongelador marca REVCO TECHNOLOGIES modelo ULT1340-
5-A35

e Cromatografo de liquidos de alta eficiencia (HPLC) marca
HEWLETT-PACKARD modelo 1100 con Detector Evaporativo de
Dispersion de Luz marca AGILENT TECHNOLOGIES modelo 1260
ELDS

e Columna de HPLC Pinnacle™ Il Amino Columns marca RESTEK.
Tamarfio de particula 5um, esférica. Tamafio del poro 110A. Rango
de pH: 2.5 a 7.5. Limite de Temperatura: 80°C.

e Espectrofotometro Uv-Vis marca THERMO SPECTRONIC modelo
HELIOS
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Reactivos

Espectrofotometro Infrarrojo marca NICOLET modelo NEXUS 40 FT-
IR

Agitador marca FISHER VORTEX modelo G560

Micropipetas Automaticas marca EPPENDORF de 10, 100 y 1000uL
Potencidometro marca OAKTON modelo SR-232

Ozonificador marca PEAK modelo CM-1 O3 SYSTEM

Flujometro de Gas Universal marca AGILENT TECHNOLOGIES
modelo ADM 1000 (max. 1000mL/min)

Difractometro de Rayos X marca BRUKER AXS modelo D8 Discover
Termometro de mercurio marca TAYLOR

Columna de vidrio marca Spectra/Chrom ®

Burbujeadores de vidrio marca KIMAX

Coctel Enzimético E7

Buffer de Citratos pH 4.80

Glucosa, Manosa, Xilosa, Celobiosa, Maltosa, Fructosa, Sacarosa,
SIGMA-ALDRICH

Acido sulfarico al 96%, reactivo ACS

Oxalato de sodio, reactivo analitico, TECSIQUIM

Tiosulfato de sodio pentahidratado, reactivo ACS, ALDRICH
Almidon soluble, RIEDEL

Permanganato de potasio cristal, J.T Baker

Hidréxido de sodio perlas, J.T. Baker

Yoduro de potasio, Ferm-nt

Alanina, ALDRICH

Reactivo DNS

Peréxido de hidrogeno, Ferm-nt

Cal (CaO)

Buffer de Fosfatos pH 7.10
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e Carbonato de sodio, ALDRICH
e Bromuro de potasio, ALDRICH

e Acetonitrilo de alta pureza para HPLC, Ferm-nt

3.3. METODOLOGIA DESCRIPTIVA

3.3.1. OBTENCION DEL BAGAZO DE SORGO DULCE

Se utilizé Sorgo dulce proporcionado por el INIFAP, del campo experimental
ubicado en la carretera Celaya-San Miguel de Allende, Km. 6.5, Celaya,

Guanajuato, México.

En un tratamiento previo a la realizacién del presente trabajo experimental, se
separd el bagazo de la cascara (Figura 12) y se corté en pedazos pequefios.
Posteriormente, se determiné el contenido de humedad con ayuda de una
termobalanza. Se obtuvo un promedio de 78.03 % de humedad. El bagazo de
sorgo se secO en un horno de secado a 40°C durante 48 horas y se sometio a una

molienda.

Cascara

Bagazo de sorgo dulce

Figura 12. Cafa de sorgo dulce.
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Se peso 100 g de este material y se lavaron con 250 mL de agua destilada con la
finalidad de extraer los carbohidratos solubles presentes. La dispersion se
centrifugd por 10 min a 12000 rpm y 20°C, finalmente se filtr6 al vacio para

separar totalmente el solido del jugo.

El solido (bagazo) obtenido se sec6 nuevamente en el horno de secado a 40°C
durante 48 horas. Pasado este periodo, se sometidé a una nueva molienda y se le
determiné la humedad, que en promedio fue de 0.264 %. Posteriormente se
realizo la caracterizacion del material lignocelulésico (Guzman, 2012). Esta harina
de bagazo de sorgo dulce fue la que se utilizé en ensayos subsecuentes para el

desarrollo del trabajo experimental.

3.3.2. HIDROLISIS ENZIMATICA

La hidrdlisis enzimatica se llevd a cabo utilizando una preparacion enziméatica
comercial a la cual denominaremos coctel enzimatico E7, con una actividad de
185 FPU/mL (4.33 FPU/mg proteina). El coctel enzimatico utilizado presenta
varias actividades enzimaticas, como exoglucanasa, endoglucanasa, hemicelulasa

y beta- glucosidasa, de acuerdo al fabricante.

El proceso de sacarificacion de la biomasa lignocelulésica se evalud en la harina

del bagazo de sorgo dulce obtenida.

3.3.3. DISENO DE EXPERIMENTOS PARA LA OPTIMIZACION DE LA

HIDROLISIS ENZIMATICA

Con ayuda del software STATISTICA v.10, se elabor6 un disefio factorial completo
2 para realizar la optimizacién de la hidrélisis enzimatica de la harina del bagazo
de sorgo. En este disefio, cada factor se estudia a dos niveles y los tratamientos

contemplan las combinaciones de cada nivel de un factor con los niveles de los
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otros factores (Ferré, 2004). El disefio de experimentos de este trabajo, consta de
un solo bloque con 2 niveles y 3 factores (2% = 8 tratamientos), mas 3 puntos
centrales que sirven para evaluar el error experimental. Asi, se tienen 11
tratamientos experimentales que permitieron establecer la proporcion de enzima
(MLenzima/Qbagazo; X1), €l tiempo de reaccion (min; X2), y el contenido de solidos (%
p/v; X3) adecuado para la hidrélisis enzimatica del bagazo de sorgo a 50°C. Las
variables respuesta del disefio son la generacion de celobiosa, glucosa y xilosa (%
p/p). Asi, se determinaron las condiciones mas favorables en las cuales el coctel
enzimatico E7 produce la mayor cantidad de azlcares fermentables a partir del
bagazo de sorgo dulce sin pretratamiento.

3.3.3.1. Dominio experimental de la hidrélisis enzimética
de bagazo de sorgo dulce sin pretratamiento.

Entre las variables independientes que se consideraron para el disefio de
experimentos estan la temperatura y tiempo de reaccién, la proporcion de enzima
y el porcentaje de sélidos (harina de bagazo) en el sistema de reaccion. Debido a
que se decidié utilizar un disefio factorial completo 23 para simplificar la
determinacién experimental, se eligieron como variables independientes las

siguientes:

Tiempo de reaccion (min), X2

Porcentaje de harina de bagazo (% p/v), X3

En cuanto a la temperatura de reaccién, trabajos anteriores nos mostraron que el

coctel enzimatico E7 presenta una mayor actividad enzimatica hasta 50°C
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(Hernandez, 2010; Tapia, 2010), pero se desconocia el comportamiento por arriba
de dicha temperatura. Por lo tanto, se realiz6 una evaluacion de la actividad de E7
en base al rendimiento de azucares fermentables en un intervalo de temperatura
fijado entre 40 y 60°C, para determinar si el aumento o disminucién de esta

variable afectaba de una manera importante el desarrollo de la hidrolisis.

Para la evaluacion de la actividad del coctel enzimético E7, se llevd a cabo la
hidrélisis enzimatica con base en el método de Measurement of Cellulase
Activities, el cual describe el procedimiento reconocido por la IUPAC para medir la
actividad de celulasa en términos de “unidades de papel filtro” (FPU) por mililitro
de enzima (Adney y Baker, 1996). Dicho procedimiento se modific6 de manera
conveniente para esta determinacién a las diferentes temperaturas de evaluacion.
Se cortd y peso una tira de papel filtro de 5 x 1 cm (ca. 44 mg), se coloc6 en un
vial de vidrio y se agregaron 1.4 mL de buffer de citratos de pH 4.80 mas 0.1 mL
de E7. Se incubd en un bafio a la temperatura de evaluacion (40, 50 o 60°C), a
180 rpm por 1 hora. Pasado este tiempo, se inactivo la enzima colocando el vial en
un bafio de agua a ebullicion por 5 min. Se enfrié y se filtr6 con ayuda de filtros
para jeringas de 0.45 p de tamafio de poro. Posteriormente se cuantificaron los
azucares reductores en la muestra por el método de DNS (pag. 55). El
procedimiento anterior se realizd por duplicado para cada temperatura evaluada,
se elaboraron blancos de papel filtro y del coctel enzimatico que fueron sometidos

al mismo tratamiento que la muestra.

La temperatura de hidrdlisis en el disefio experimental se fij6 en 50°C para el resto
del trabajo experimental. Las variables de respuesta o dependientes, se
establecieron como las concentraciones de glucosa, xilosa y celobiosa, obtenidas

después de la hidrdlisis y se cuantificaron mediante HPLC (pag. 56).

Los intervalos de valores para las variables independientes se muestran en la

siguiente tabla:
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Tabla 4. Valores reales para las variables codificadas.

Variable Variable
Variable independiente o Natural o
Codificada
Real
: : -1 0.3
Proporcion de Enzima (X1; mL E7/g 0 06
bagazo) g
1 0.9
-1 40
Tiempo (X2; min) 0 80
1 120
-1 5
Harina de bagazo de sorgo (X3; %p/v) 0 10
1 15

El dominio experimental combinado para los tres factores elegidos se muestra en
la figura 13. Cada circulo indica un posible experimento con los valores concretos
de cada factor, sin embargo, para conocer el efecto de un factor es suficiente con
hacerlo variar entre dos valores, los mas adecuados son los extremos del dominio

experimental (Ferré, 2004).
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Figura 13. Dominio experimental para tres factores continuos en variables
naturales. Los experimentos de los vértices son los utilizados en el disefio factorial

completo 2°.
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El plan de experimentacion se realiz6 de manera aleatoria y en la siguiente tabla
se muestran las condiciones de cada tratamiento de acuerdo a la combinacion de

la matriz experimental.

Tabla 5. Tratamientos del Disefio de Experimentos realizados a una temperatura

constante de 50°C y un volumen final fijo de 2 mL.

. . Harina de
Tratamiento nEEE?ESéS;O) Tlen;nﬁg)(xz, bagazo (X3;
%p/v)
9 (C) 0.6 80 10
10 (C) 0.6 80 10
7 0.9 120 5
3 0.3 120 5
11 (C) 0.6 80 10
1 0.3 40 5
2 0.3 40 15
5 0.9 40 5
4 0.3 120 15
8 0.9 120 15
6 0.9 40 15

Cada hidrdlisis se realizdé pesando y colocando en un vial la cantidad necesaria de
harina de bagazo para cumplir con el % de sélidos requerido en la muestra. Se
agrego el volumen necesario de E7 para la reaccion y buffer de citratos de pH 4.80
hasta completar un volumen final de 2 mL. La mezcla se incubd en un bafio con
agitacién a 50°C y 180 rpm por 40, 80 o 120 min segun el tratamiento realizado. Al
término de la incubacion, el vial se coloc6 en un bafio de agua a ebullicion por 5
min para inactivar la enzima. La mezcla se lavo con 6 mL de agua destilada, se
centrifugd a 20°C y 12000 rpm por 10 min y se separo el solido para colocarlo en
horno de secado, el liquido se filtré con jeringa y filtros de nylon de 0.45 u de poro.
El analisis se realiz6 mediante HPLC para identificacion y cuantificacion de

azucares.
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3.3.3.2. Método 3,5-Dinitrosalicilico (DNS).

El método del DNS, se basa en la reduccion del acido 3, 5-dinitrosalicilico (de
color amarillo) por el grupo aldehido que estd presente en la glucosa, fructosa,
maltosa u otros azlcares reductores. Esta reaccién da un producto colorido en
solucion alcalina, el acido 3-amino-5-nitrosalicilico (de color rojo ladrillo), cuya
presencia puede detectarse colorimétricamente a una longitud de onda de 540nm
(Chaplin, 1986; Iturbe, 2007).

HO .0 CHO COCH
it HO .0 I
OH 4 HO OH , HO——
0 0 OH —3 | | ——oH
b N’ oH Oy NH, —oH
o 0 CH,OH 3 CH.OH
Acido 3, 5-dinitrosalicilico D-Glucosa Acido 3-amino-5-nitre  Acido D-glucénico
(amarillo) salicilico (rojo)

Figura 14. Reaccion del Método de DNS.

La muestra obtenida de la hidrélisis enzimatica se debe diluir adecuadamente para
que la lectura de absorbancia esté dentro de la curva de calibracion que se utilice.
Una vez hecha la dilucién, se tomé 1 mL para llevar a cabo la reaccion y se colocé
en un tubo de ensayo, se le agregé 1 mL de reactivo DNS. El tubo de ensayo se
coloco en un bafio de agua a ebulliciobn por 5 min, se enfrié y diluyé con 8 mL de
agua destilada, se mezclé en un agitador (vortex) y finalmente se leyo la
absorbancia en un espectrofotometro Uv-Vis a 540 nm, frente a un blanco de

reactivos.

La concentracién de azlcares reductores en la muestra, se calculé por medio de

la curva de calibracion de glucosa utilizada (Figura 45, Anexo A). Posteriormente,

55



CApPiTULO Ill. METODOLOGIA Y DISENO DE EXPERIMENTOS

se realiz6 una correccién anhidra de las concentraciones ya que durante la
hidrdlisis, la conversion de los polisacaridos a monémeros, resulta en la adicion de
una molécula de agua a cada monodmero. La correccion anhidra es utilizada para
convertir matematicamente, los monomeros de vuelta a polisacaridos

estructurales.

Para calcular la concentracion de los polimeros de azlucares a partir de la
concentracion de los correspondientes azlcares monoméricos, se usa la
correccién anhidra de 0.88 para las pentosas (C-5) como xilosa y arabinosa, y
0.90 para las hexosas (C-6) como glucosa, galactosa y manosa (Sluiter, 2011;
Sluiter, 2008).

3.3.3.3. Identificacion y cuantificacion de azlcares
mediante HPLC.

El HPLC es la técnica analitica de separacion mas ampliamente utilizada. Las
razones son la sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas
exactas, es ideal para la separacion de especies no volatiles o termolabiles y por
su gran aplicabilidad a sustancias que son de interés en la industria. Algunos
ejemplos son: aminoacidos, proteinas, &cidos nucleicos, hidrocarburos,
carbohidratos, farmacos, terpenoides, plaguicidas, antibidticos, esteroides,
especies organometdalicas y gran variedad de sustancias inorganicas (Gomis,
2008).

La cromatografia de liquidos es importante porque la mayoria de los compuestos
no son suficientemente volatiles para que se les pueda aplicar la cromatografia de
gases. La cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) utiliza una presién
elevada para forzar al disolvente (fase movil) a que pase por una columna que
contiene particulas muy finas (fase estacionaria), consiguiendo asi separaciones
de gran resolucion. El equipo de HPLC (Figura 59, Anexo B) consta basicamente

de un sistema de suministro de disolvente, una valvula de inyeccién de muestra,
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una columna de alta presién, un detector y un ordenador para controlar el equipo y
visualizar los resultados (Harris, 2007).

Se realiz6 una cromatografia en fase normal, utilizando una columna con una fase
estacionaria polar aminada. La fase movil empleada fue una mezcla de acetonitrilo
y agua. Se llevo a cabo una elucion en gradiente (Tabla 6), con el fin de tener una
elucion lo suficientemente rapida de todos los componentes y una correcta
separacion de los compuestos. Este tipo de elucion consiste en el cambio continuo
de la composicién del eluyente en sentido de aumento de fuerza eluyente. En una
separacion de fase normal, los componentes menos polares aparecen primero,
debido a que relativamente son los mas afines a la fase movil. La fuerza eluyente
aumenta a medida que el disolvente se hace mas polar, es decir, disminuye el

tiempo de retencién de los compuestos (Harris, 2007; Gomis, 2008).

Durante la prueba, el analito se pasa a través de la columna con la fase
estacionaria bombeando la fase movil liquida con alta presién. La muestra se
introduce en pequefios volimenes a la corriente de la fase mévil y alli se retarda
por medio de interacciones quimicas con la fase estacionaria mientras atraviesa la
columna. Este retardo se conoce como tiempo de retencion, Unico para cada
analito y el cual depende de la naturaleza del analito, de la fase estacionaria y de
la composicién de la fase mévil (Gobmez y Serrano, 2006). La identificacion y
determinacion de los analitos se realiz6 mediante un detector de dispersion de luz
(ELSD). El efluente de la columna se pasa a un nebulizador donde se convierte en
una fina niebla mediante un flujo de nitrdgeno. Las finas gotitas se llevan a través
de un tubo de conduccion a temperatura controlada donde tiene lugar la
evaporacion de la fase mavil, lo que origina unas finas particulas de analito. La
nube de particulas de analito pasa a través de un haz de laser. Mediante un
fotodiodo de silicio se detecta la radiacion dispersada perpendicularmente al flujo
(Gomis, 2008). Usar HPLC con ELSD elimina la necesidad de usar bases fuertes o

alto pH, convirtiéndose en un método no destructivo (Gémez y Serrano, 2006).
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En este caso, se utilizé6 el método del estandar interno (El), el cual también es
conocido como calibracion relativa o indirecta. Para ello, se adiciona una
concentracion conocida del EI a una concentracion conocida de muestra y esta
mezcla se inyecta al cromatografo. Del cromatograma se obtienen las areas del
analito y del estdndar y luego con la ecuacion de la curva de calibracion se puede
obtener la concentracion del analito en la muestra (Alvarez, 2008). Se realizaron
curvas de calibraciéon de los azucares de interés para su cuantificacion y se
inyectd una mezcla de diferentes azlcares (xilosa, fructosa, manosa, glucosa,
sacarosa, celobiosa y maltosa) para la identificacion de los tiempos de retencién
(Figura 43, Anexo A). Una vez determinados los tiempos de retencion, se
inyectaron las muestras para identificar el area de cada azucar y cuantificar los
mismos. Se realiz6 el analisis por HPLC utilizando alanina como estandar interno
en una concentracién de 300 pg/mL y con un tiempo de retencion entre 14 y 16
min (Figura 44, Anexo A). Las muestras se sometieron a andlisis por HPLC bajo
las siguientes condiciones mostradas en la tabla 6. Se obtuvo el cromatograma
correspondiente para cada muestra. Se calcularon las concentraciones de cada
azucar en las muestras con ayuda de las curvas de calibracion con estandar
interno para glucosa, xilosa y celobiosa (Figuras 47-49, Anexo A), y se realizo la

correspondiente correccion anhidra.

Tabla 6. Condiciones del Método de HPLC utilizado en el experimento.

Parametro Condicion
Temperatura del detector 80°C
Ganancia 7
Filtro 4
Presién 3.5 Bar
Temperatura de la columna 30°C
Flujo 1 mL/min
Tiempo de corrida 20 min
Volumen de inyeccion 10 pL
Fase movil Agua 18%, Acetonitrilo 82%
Rampa 60 min, relacion de acetonitrilo final 65%
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3.3.4. PRETRATAMIENTO DEL MATERIAL LIGNOCELULOSICO Y SU

HIDROLISIS ENZIMATICA

Se eligieron cinco diferentes pretratamientos de la biomasa lignocelulésica:
Basico-Oxidante, Acido diluido, Basico con NaOH, Basico con CaO y Ozondlisis.
Cada pretratamiento se llevd a cabo por duplicado y se evalué su eficiencia
mediante la cuantificacion de lignina soluble y la cantidad de azuUcares
fermentables obtenidos después de la hidrdlisis enzimatica. Las condiciones de
tiempo y porcentaje de sdlidos encontradas en la literatura para algunos
pretratamientos, se modificaron con el fin de estandarizarlos entre si y poder

comparar los resultados de una manera mas practica.

3.3.4.1. Béasico-Oxidante.

El pretratamiento alcalino con peréxido de hidrégeno (alcalino-oxidativo) ha sido
reconocido como un poderoso agente oxidante y es bastante selectivo hacia la
estructura de la lignina (Cheng, 2008), aumenta la capacidad de retencion de agua
y disminuye la concentracion de lignina de la pared celular. Estos cambios
estructurales y de composicién dan como resultado la disminucion de cristalinidad
de la celulosa y la eliminacion de mondmeros fendlicos de la matriz de la pared
celular, incrementando la accesibilidad a las fibras de celulosa y haciéndolas mas

susceptibles a la degradacion enzimética (Kerley, 1988).

Para este pretratamiento se consideraron las condiciones determinadas en un

trabajo anterior por Guzman, 2012 (Tabla 7).
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Tabla 7. Condiciones del pretratamiento Basico-Oxidante (Guzman, 2012).

Pardmetro Condicion
Temperatura 35°C
Tiempo 26 horas
% Solidos (%p/v) 15 %
Concentracion de H,O, (%v/v) 9 %
pH (ajustado con NaOH 2.5M) 11.5

En un tubo de vidrio con taparosca, se colocaron 0.05 g de bagazo de sorgo dulce
y se agreg6 0.333 mL de la solucién de H,0O; al 9 %, esto para tener un 15 % de
sélidos en el medio de reaccion. Posteriormente se ajusté el pH a 11.5 con NaOH
2.5 M. La reaccion se realizé a 35°C y 180 rpm durante 26 horas, pasado este
tiempo, la materia se transvasé a tubos Eppendorff lavando con 2 mL de buffer de
citratos de pH 4.80. La muestra se centrifugd en una microcentrifuga a 20°C y
12000 rpm por 10 min, el liquido obtenido se filtré con jeringa y un filtro de nylon
de 0.45 u. Posteriormente se realizo la lectura de lignina soluble en la fase liquida
obtenida (pag. 72). El sélido se lavo 4 veces mas con buffer de citratos pH 4.80.

Las muestras se almacenaron en congelacion para su posterior uso.

El solido pretratado, se descongeld para llevar a cabo la hidrélisis enzimatica de
acuerdo a las condiciones determinadas en el disefio de experimentos. Se
afiadieron 0.955 mL de buffer de citratos pH 4.80 y 0.045 mL de coctel enzimético
E7. La mezcla se incub6 en un bafio con agitacion a 50°C y 180 rpm por 2 horas.
Pasado este tiempo, el tubo se colocé en un bafio de agua a ebullicion por 5 min
para inactivar la enzima y el solido se lavo con 3 mL de agua destilada. La mezcla
se centrifugd a 12000 rpm y 20°C por 10 min para separar el sélido y llevarlo a
horno de secado, el liquido se filtr6 y someti6 a analisis por HPLC para

identificacion y cuantificacion de azucares.
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3.3.4.2. Pretratamiento acido diluido.

Este pretratamiento implica el uso de acidos diluidos para romper la estructura
rigida del material lignoceluldsico. El &cido mas utilizado es &cido sulfurico diluido,
el cual ha sido empleado comercialmente para pretratar una amplia variedad de
tipos de biomasa: mijo, rastrojo de maiz, abeto (madera blanda), entre otros
(Brodeur, 2011). El pretratamiento éacido diluido se llevd a cabo bajo las

condiciones mostradas en la tabla 8.

Tabla 8. Condiciones del pretratamiento Acido diluido.

Parametro Condicion
Temperatura 121°C
Tiempo 1 hora
% Solidos (%p/v) 10 %
Concentracion de H,SO, (%v/v) 4.2 %

En un matraz Erlenmeyer de 50 mL con taparosca, se colocaron 2.0 g de bagazo
de sorgo dulce y se agregaron 20 mL de una solucion de H,SO,4 al 4.2 % para
tener un 10 % de solidos. Esta muestra se incub6 en autoclave a 121°C por 1
hora. Posteriormente, la materia se transvasoé a tubos para centrifuga lavando con
10 mL de buffer de citratos pH 4.80. La muestra se centrifugd a 12000 rpm y 20°C
por 10 min, el liquido se separo y filtr6 con jeringa para realizar la lectura de lignina
soluble en &cido. El sélido se lavo 4 veces con el mismo buffer. Las muestras se

almacenaron en congelacion para su siguiente uso.

Para la realizacion de la hidrolisis enzimatica, se determino el contenido de
humedad (% H) del solido en una termobalanza (% H = 90.76 + 0.12). Con éste
valor se calcul6 la cantidad de sélidos humedos sometidos a hidrélisis para que
constituyeran en total 0.05 g de harina de bagazo de sorgo en peso seco. Las
condiciones de hidrolisis a las que se sometio, fueron las determinadas en el

disefio de experimentos. El solido humedo se peso y colocdé en un vial con
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taparosca, se agreg6 0.045 mL de coctel enzimatico E7 y la cantidad necesaria de
buffer de acuerdo a la humedad del sélido para tener 5 % de sélidos en la reaccién
(ca. 0.458-0.467 mL). La muestra se incub6 en bafio con agitacion a 50°C y 180
rom por 2 horas. Pasado este tiempo, el vial se colocé en un bafio con agua a
ebulliciébn por 5 min para inactivar la enzima y posteriormente el sélido se lavé con
3 mL de agua destilada. La mezcla se centrifugd a 20°C y 12000 rpm por 10 min,
el solido se separd y se llevo a horno de secado mientras que el liquido se filtro

con jeringa y filtros de nylon de 0.45 p para someter a analisis por HPLC.

3.3.4.3. Baéasico con Hidréoxido de Sodio.

El uso de alcali en el pretratamiento provoca la degradacion de enlaces éster y
glicosidicos, resultando en una alteracion estructural de la lignina, hinchazén y
decristalizacion parcial de la celulosa y solvatacion parcial de la hemicelulosa. El
hidréxido de sodio ha sido ampliamente estudiado y se ha demostrado que altera
la estructura de la lignina de la biomasa, aumentando la accesibilidad de las
enzimas a la celulosa y hemicelulosa (Brodeur, 2011). Las condiciones de éste

pretratamiento se encuentran en la tabla 9.

Tabla 9. Condiciones del pretratamiento Basico con NaOH.

Pardmetro Condicion
Temperatura 121°C
Tiempo 1 hora
% Solidos (%p/v) 10 %
Concentracion de NaOH (%p/v) 1%

En un matraz Erlenmeyer de 50 mL con taparosca, se colocaron 2.0 g de bagazo
de sorgo dulce y se agregaron 20 mL de una solucion de NaOH al 1 % para tener
un 10 % de sélidos. Esta muestra se incubd en autoclave a 121°C por 1 hora.

Posteriormente la materia se transvaso a tubos para centrifuga lavando con 10 mL
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de buffer de citratos pH 4.80. La muestra se centrifugd a 20°C y 12000 rpm por 10
min y se separo el liquido para filtrarlo y realizar la lectura de lignina soluble. El
solido se lavd 4 veces mas con buffer. Las muestras se almacenaron en

congelacion para su siguiente uso.

Al sdlido descongelado, se le determiné el contenido de humedad en
termobalanza, para realizar la hidrdlisis (% H = 90.30 = 0.83). Con la humedad
obtenida, se calcul6 la cantidad de sdélidos humedos sometidos a hidrdlisis para
gue constituyeran en total 0.05 g de harina de bagazo de sorgo en peso seco. Las
condiciones de hidrolisis a las que se sometio, fueron las determinadas en el
disefio de experimentos. El soélido humedo se pes6 y colocdé en un vial con
taparosca, se agregé 0.045 mL de coctel enzimético E7 y la cantidad necesaria de
buffer de acuerdo a la humedad del sélido para tener 5 % de sélidos en la reaccion
(ca. 0.457-0.518 mL). La muestra se incub6 en un bafio con agitacion a 50°C y
180 rpm por 2 horas. Posteriormente, el vial se colocdé en un bafio con agua a
ebulliciébn por 5 min para inactivar la enzima y el sélido se lavé con 3 mL de agua
destilada. La mezcla se centrifugé a 20°C y 12000 rpm por 10 min, el solido se
separd y se llevé a horno de secado, el liquido se filtré con jeringa para después

someter a analisis por HPLC.

3.3.4.4. Basico con Oxido de Calcio (Cal).

El pretratamiento basico con 6xido de calcio comunmente conocido como cal, se
basé en el proceso de nixtamalizacion del maiz. La nixtamalizacion es el proceso
mas antiguo de la industria alimentaria en México, el término nixtamal viene del
nahuatl “nextil” cenizas de cal y ‘“tamalli” masa de maiz. Es un proceso
prehispanico, extraordinario desde el punto de vista tecnoldgico, que consiste en
la lixiviacion del grano de maiz mediante un tratamiento térmico alcalino. Este
tratamiento consiste en la coccion del grano de maiz en agua con 1 a 3 % de CaO,
a 95-100°C durante 60-180 min, seguido de un reposo de 12 horas. En la industria

se utilizan estas condiciones en procesos continuos que optimizan el uso de
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energia y reducen la variabilidad de los parametros del proceso. Es comdn que se
modifiquen estas condiciones con el fin de obtener productos especificos. En la
nixtamalizacion, el pH alcalino y el calor, asi como el prolongado tiempo de reposo
en la solucion, logran la remocion del pericarpio porque debilitan las paredes
celulares por la solubilizacion parcial de hemicelulosas, hinchan la estructura, hay
destruccion parcial de los granulos de almidén e incipiente gelatinizacion, se
modifica la estructura de las proteinas y se desarrolla el sabor caracteristico a los

productos nixtamalizados (Velazquez y Conca, 2010).

En la realizacion de este trabajo, se eligid evaluar un pretratamiento alcalino
basado en el proceso de nixtamalizacion mencionado anteriormente. En los
pretratamientos basicos de la biomasa lignocelulésica, ademés de utilizar NaOH
como especie alcalina, en algunas ocasiones se emplea Ca(OH),. La
nixtamalizacion se lleva a cabo en un ambiente basico por la adiciéon de CaO y ya
gue en el caso del maiz se utiliza, entre otras cosas, para separar el pericarpio del
grano, se espera que en el bagazo de sorgo tenga un efecto de debilitacion e
hinchazén de las fibras del material lignoceluldsico, permitiendo un mejor acceso a
las fibras de celulosa. La eleccion de la especie alcalina en este caso es de suma
importancia, ya que el CaO tiene propiedades mas deseables para éste propdsito
puesto que es mucho mas barato en el mercado de productos quimicos y ademas
es capaz de proporcionar mas alcalinidad que el hidroxido (Ca(OH),), por unidad
de peso. Por otro lado, la energia calorifica que produce el 6xido de calcio cuando
forma el hidroxido en solucion acuosa, es favorable para la aceleracion de la
reaccion durante el pretratamiento (Ximing, 2011). El pretratamiento se llevo a
cabo bajo las condiciones mostradas en la tabla 10.

Tabla 10. Condiciones del pretratamiento Basico con CaO (Cal).

Parametro Condicion
Temperatura 75-80°C
Tiempo 1 hora
% Solidos (%p/v) 10 %
Concentracion de CaO (%p/v) 1%
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En un tubo de vidrio con taparosca, se colocaron 0.05 g de bagazo de sorgo dulce
y se agregd 0.5 mL de una solucién de cal al 1 % para tener un 10 % de solidos.
La muestra se incub6 en un bafio de agua caliente, controlando la temperatura de
éste entre 75 y 80°C durante 1 hora. Después del tratamiento, la materia se
transvaso a tubos Eppendorff lavando con 2 mL de buffer de citratos pH 4.80. La
muestra se centrifugé en una microcentrifuga a 20°C y 12000 rpm por 10 min y se
separd el liquido obtenido, se filtré con jeringa vy filtros de nylon de 0.45 u para
realizar la lectura de lignina soluble. El sélido se continu6 lavando con buffer de
citratos pH 4.80, 4 veces mas. Las muestras se almacenaron en congelacion para

Su posterior uso.

El sélido pretratado se descongel6 para realizar la hidrélisis enzimética de acuerdo
a las condiciones determinadas en el disefio de experimentos. Se afiadieron 0.955
mL de buffer de citratos pH 4.80 y 0.045 mL de coctel enzimatico E7, se incubo en
un bafio con agitacion a 50°C y 180 rpm por 2 horas. Pasado este tiempo, el tubo
se coloco en un bafio con agua a ebullicion por 5 min para inactivar la enzimay el
solido se lavé con 3 mL de agua destilada. La mezcla se centrifugé a 12000 rpm y
20°C por 10 min para separar el sélido y llevarlo a horno de secado, el liquido se

filtr6 y someti6é a analisis por HPLC.

3.3.45. Ozondlisis.

El uso de la ozondlisis como pretratamiento del material lignocelulésico permite
esencialmente la degradacion del polimero de lignina pero también la ligera
solubilizacion de la hemicelulosa de la biomasa. El ozono es altamente reactivo
hacia compuestos con dobles enlaces conjugados y grupos funcionales con
densidades electrénicas altas. Por lo tanto, la porcion del material lignoceluldsico
con mas probabilidad a ser oxidada en la ozonificacion, es la lignina, debido a su
alto contenido de enlaces C=C (Garcia-Cubero, 2009). La ozonificacion del

material lignoceluldsico se realizo en las condiciones de la tabla 11.
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Tabla 11. Condiciones del pretratamiento de Ozonificacion.

Pardmetro Condicién
Temperatura Ambiente (20-25°C)
Tiempo 1 hora
% Sélidos (%p/p) 47 %
Concentracion de Oz (%ov/v) 0.051 %
Flujo de aire 180-240 mL/min

Se mont6é un sistema de ozondlisis para realizar el tratamiento del bagazo de
sorgo dulce (Figura 15; Figura 60, Anexo B). Se empacd una columna de vidrio
con 1.0 g de bagazo de sorgo al cual se le afladié 1.11 mL de agua destilada para
tener 47 % p/p de solidos y posteriormente se mezcld con perlas de vidrio para
evitar que el bagazo se apelmazara dentro de la columna e impidiera el paso del
aire (Figura 16). El aire ozonificado fue humectado para evitar que a su paso
deshidratara la muestra, ademas se utiliz6 una trampa de yoduro de potasio 0.05M
en buffer de fosfatos pH 7.10, para determinar y consumir el O3z remanente
durante el pretratamiento. Antes de comenzar con la prueba, se midi6 el flujo de
aire ozonificado con ayuda de un flujdmetro (flujo de entrada inicial). Una vez
estabilizado el flujo, el aire ozonificado se conecté al sistema y se ozonifico la
muestra durante 1 hora. En el transcurso de la prueba, se midi6 el flujo de aire de
salida del sistema, para verificar la constancia del mismo. Al finalizar la prueba, de

nuevo se midio el flujo de aire ozonificado (flujo de entrada final).
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Figura 15. Sistema de Ozondlisis.
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Figura 16. Columna empacada con la muestra en el sistema de Ozonalisis.
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Al final del tratamiento, se le agregaron 2 mL de almiddn soluble al 1 % (solucion
indicadora) a la solucion de Kl utilizada para burbujear el aire con O3 remanente.
Esto se realiz6 con el fin de valorar el yodo liberado con tiosulfato de sodio 0.001M
(ver siguiente seccidn). Sin embargo, no fue necesaria la valoracion ya que el
almidon indicé que no hubo yodo liberado, es decir, todo el ozono reaccion6 con el

bagazo.

Posteriormente, la muestra se transvaso a tubos para centrifuga lavando con 6 mL
de buffer de citratos pH 4.80. La muestra se centrifugd a 12000 rpm y 20°C por 10
min y se separo el liquido para filtrarlo con jeringa y filtros de nylon de 0.45 u. Se
realizé la lectura de lignina soluble en la fase acuosa. El sélido se lavo 4 veces
mas con buffer. Las muestras se almacenaron en congelacién para su siguiente

uso.

Para realizar la hidrolisis enzimatica, se midi6 el contenido de humedad del sélido
pretratado. La humedad obtenida (% H = 89.34 £+ 1.62) se utilizé para calcular la
cantidad de solidos humedos sometidos a hidrdlisis para que constituyeran en total
0.05 g de harina de bagazo de sorgo en peso seco. Las condiciones de hidrdlisis a
las que se sometio, fueron las determinadas en el disefio de experimentos. El
sélido humedo se pesé y colocd en un vial con taparosca, se agreg6 0.045 mL de
coctel enzimético E7 y la cantidad necesaria de buffer de acuerdo a la humedad
del sélido para tener 5 % de solidos en la reaccion (ca. 0.480-0.579 mL). La
muestra se incubd en un bafio con agitacion a 50°C y 180 rpm por 2 horas.
Posteriormente, el vial se colocd en un bafio con agua a ebullicion por 5 min para
inactivar la enzima y el solido se lavé con 3 mL de agua destilada. La mezcla se
centrifugd a 20°C y 12000 rpm por 10 min, el sélido se separd y se llevé a horno
de secado, el liquido se filtr6 con jeringa para después someter a analisis por
HPLC.
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3.3.4.5.1. Determinaciéon de la concentracion de

ozono.

Para realizar el pretratamiento de ozondlisis fue necesario determinar la
concentracion de ozono en el aire empleado. La cuantificacion de O3 en el aire se
realizd6 en base al método C del protocolo D4575-09 Test Methods for Rubber
Deterioration-Reference and Alternative Method(s) for Determining Ozone Level in
Laboratory Test Chambers (ASTM International, 2011), con algunas
modificaciones a conveniencia del experimento. Esta determinacion se realizé por
medio de yodometria, reaccién en la cual un analito oxidante, en este caso el O3,
se afiade a un exceso de yoduro (I %) para producir yodo (I°), que luego se valora

con disolucion estandar de tiosulfato (Harris, 2007).

Se mont6 un sistema similar al del pretratamiento de ozondlisis de la muestra
(Figura 17). Se prepararon los reactivos necesarios para la prueba: Una solucién
buffer de fosfatos de pH 7.10, pesando 0.3402 g de KH,PO, y 0.5324 g de
NaHPO, y disolviéndolos en 250 mL de agua destilada, el pH se midié con un
potenciémetro. Posteriormente, se prepard una solucién de yoduro de potasio
0.12M disolviendo 1.0 g de KI en 50 mL del buffer de fosfatos pH 7.10. Para
valorar el yodo liberado durante la reaccién, se utilizé una solucién de tiosulfato de
sodio 0.01M, la cual se preparé pesando 0.6204 g de tiosulfato de sodio
pentahidratado (Na,S,03-5H,0) y disolviéndolos en 250 mL de agua destilada
recién hervida y libre de CO, para evitar que éste provocara la dismutacién del
tiosulfato a bisulfito y azufre coloidal. Ademas, la descomposicién del tiosulfato
también puede ser causada por efecto de bacterias, por lo que se agregd un poco
de carbonato de sodio (100 mg/L) para tener un pH ligeramente alcalino y evitar
esta descomposicion (Dosal, 2007). Posteriormente, esta solucion se valoré con
permanganato de potasio (KMnO,4) 0.02M y después se diluyd hasta una
concentracion de 0.001M. También se prepar6 una solucion de almidén soluble al
1 % para utilizarla como indicador en la titulacién del yodo liberado. En una
disolucidn que no tenga otra especie coloreada, es posible ver el color de una

disolucién de 15 (complejo que se forma en las soluciones de I, en presencia de
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un exceso de | ) en una concentracién ~5 pM. Con almidén, el limite de deteccion

se puede rebajar en un factor de 10 (Harris, 2007).
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Figura 17. Sistema para cuantificacion de Os.

El flujo de aire se midié con un flujometro y una vez estabilizado (240-320
mL/min), se conect6 al ozonificador para comenzar con la determinaciéon. El aire
ozonificado, se hizo pasar durante 2 min a traveés de la solucion de yoduro de
potasio por medio de un burbujeador en donde se llevé a cabo la siguiente

reaccion redox:

O3+ 2] + HHO —— O2 + 2 + 20H

Se coloc6 un burbujeador extra para consumir el ozono remanente, en caso de

gue el aire proveniente del primer burbujeador aiun no estuviera libre de ozono. Lo
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anterior ocurriria en caso de que la concentracion de yoduro en la primer solucién
fuera menor que la concentracién de O3 en el aire burbujeado, por lo que se
consumirfa todo el | y el resto del O3 pasaria al siguiente burbujeador. Esto no
sucedio, el O3 reacciond en su totalidad en la primera solucion, oxidando el yoduro
a yodo, lo cual se hizo evidente con la formacién de una coloracion amarillo-café
en la primera solucion mientras que la segunda no presentd ningtn cambio (Figura
18). En efecto, el yoduro (I *) estaba en exceso en la primer solucién y el O; era el
reactivo limitante de la reaccion, tal y como se esperaba. Posteriormente, la
solucién de reaccion se tituld con tiosulfato de sodio 0.001M para consumir el yodo
liberado por accion del Oz en el aire, de acuerdo a la siguiente expresion:

l2 + 25,032 ———— 2| + Si06>

La solucion de almidon se agregd cuando la solucion que se titulaba tomaba un
color amarillo paja (Dosal, 2007). En la yodometria hay presente I3~ durante toda la
valoracion hasta el punto de equivalencia, el almidén no debe afiadirse en estas
reacciones, sino inmediatamente antes del punto de equivalencia, que se detecta
visualmente por decoloracién del I3". De lo contrario, algo de yodo tiende a seguir
unido a las particulas de almidon, después de alcanzarse el punto de equivalencia
(Harris, 2007). Se afiadieron 2 mL de ésta solucién como indicador. Finalmente, se
calculd la concentracion de Oz en el aire, empleando el volumen de tiosulfato
gastado en la titulacion, el flujo de aire burbujeado (240-320 mL/min) y un volumen
molar de Os; de 24 dm®*mol (Mungall, 2008), se obtuvo una concentracién
promedio de ozono de 0.051% (v/v).
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Figura 18. Burbujeadores del sistema de cuantificacion de Os.
a) Burbujeador 1: Coloracién amarilla por el |, liberado durante la reaccion.
b) Burbujeador 2: Solucién incolora por la ausencia de Oz y por lo tanto de |,

3.3.4.6. Ligninasoluble.

Se han mencionado anteriormente algunos pretratamientos generalmente
empleados para la eliminacion de la lignina de la biomasa. Estos métodos son
eficaces para la solubilizacion de la lignina y ademas, en la mayoria de ellos, la
hemicelulosa también se hidroliza. La lignina es sumamente resistente a la
degradacion quimica y enzimética (Mussatto, 2010). La lignina que se solubiliza
durante el pretratamiento del material lignocelulésico (lignina soluble) es lignina de
bajo peso molecular (Sluiter, 2011) y su determinacién se utiliza para evaluar el
efecto de los pretratamientos. La determinacién de lignina soluble para los
pretratamientos estudiados se realiz6 en base al método Determination of
Structural Carbohydrates and Lignin in Biomass (Sluiter, 2008).

En un intervalo no mayor a 6 horas después de realizado el pretratamiento, del
primer lavado obtenido, se tom6 un volumen adecuado y se diluy6é lo necesario

para gue la lectura de absorbancia de lignina soluble estuviera en el rango de 0.7-
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1.0 unidades de absorbancia. La lectura de absorbancia se realiz6 a una longitud
de onda de 240 nm frente a un blanco de buffer de citratos pH 4.80. El porcentaje

de lignina soluble se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion:

UVabs * Volumen firado * Dilucion
%LS = =+ ODW x 100
muestra

donde:

UVabs: absorbancia de la muestra a 240 nm, longitud de onda recomendada para

el bagazo de cafia de azUlcar,

Volumen firado: Volumen del licor o primer lavado del pretratamiento en litros,

Volumen muestra (mL) + Volumen diluyente (mlL)

Dilucion: Volumen muestra (mlL) ’

€. constante de absortividad de la biomasa a una longitud de onda especifica, a
240 nm € = 25 L/g*cm,

ODW nuestra: Peso seco de la muestra pretratada.

3.3.4.7. Caracterizacion mediante espectrofotometria de

Infrarrojo.

La Espectrofotometria de Infrarrojo (IR) es una de las técnicas espectroscopicas
mas comunmente utilizadas en la quimica organica e inorganica. Simplemente, se
trata de la medicion de diferentes frecuencias de IR absorbidas por una muestra
posicionada en el camino de un haz de radiacion infrarroja. El objetivo principal de

este analisis es determinar los grupos funcionales en la muestra pues los
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diferentes grupos funcionales absorben a frecuencias caracteristicas de radiacion
IR (Sherman, 1997). Las muestras analizadas pueden ser solidas, liquidas o
gaseosas Y la cantidad requerida de ellas es minima. En el caso de las muestras
sélidas se necesitan de 50 a 200 mg aproximadamente, pero si se cuenta con una
matriz transparente como el KBr, 10 pg son suficientes para determinaciones
cualitativas (Sherman, 1997). La técnica que principalmente se usa para la
obtencion de espectros de IR de soélidos en polvo o con superficies rugosas como
el carbén, papel y tela, es la de reflexion o reflectancia difusa. Esta técnica se
utiliza esencialmente con propositos cualitativos y ha sido empleada en la
espectroscopia Uv-Vis desde hace muchos afios, no asi en la espectroscopia IR.
En este caso, no se dispone con facilidad de medios de dispersion eficientes,
siendo el KBr pulverizado el material mas comunmente utilizado. La ventaja mas
significativa de la técnica de reflexion difusa es que permite registrar espectros IR
de muestras sélidas practicamente sin tener que realizar manipulacion alguna de

la muestra, simplemente se pulverizan y mezclan la muestra y el KBr.

Se realizd un andlisis de espectrofotometria de Infrarrojo para las muestras sélidas
resultantes de cada pretratamiento utilizando un espectrofotometro FT-IR y la
técnica de reflectancia difusa. Cada muestra se secd en horno a 40-50°C por 1
hora, antes de la determinacion. Como elemento dispersivo se utiliz6 KBr seco y
para la preparacion de las muestras se utiliz6 una pequefia cantidad del sélido de
cada pretratamiento y se dispers6 en KBr, se homogeneizé moliendo finamente el
polvo en un mortero, la muestra se coloc6 en una celda del espectrofotometro y se
realizé la lectura de absorbancia. Todas las muestras se analizaron frente a un
blanco de KBr. Finalmente, se obtuvo el espectro de IR y se analizaron los grupos

funcionales presentes en el bagazo pretratado.
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3.3.4.8. Difraccion de Rayos X.

La fibra celulosica es un agregado policristalino, formado por regiones cristalinas y
amorfas que podrian estar relacionadas con el comportamiento de las fibras ante
diferentes reactivos y por ende con las propiedades finales del material. Se puede
determinar la cristalinidad de éstas fibras mediante diferentes técnicas, con el fin
de relacionar esta caracteristica con las propiedades de la biomasa (Roncero,
2001).

Existe un gran nimero de métodos que han sido utilizados para la determinacion
de la cristalinidad y la accesibilidad de las celulosas, sin embargo son pocos los
adecuados para la medida de la cristalinidad debido a la interferencia de las
hemicelulosas y de la lignina. Entre los métodos mas confiables esta la Difraccion
de Rayos X (XRD), la Espectroscopia Infrarroja y la Resonancia Magnética
Nuclear (NMR). Estos tres métodos son sensibles a diferentes aspectos de orden
y desorden, pero no debe sorprender el hecho de que den lugar a valores
diferentes de celulosa ordenada y no ordenada para la misma muestra, ya que

tienen sensibilidades distintas (Evans, 1995; Roncero, 2001).

Se han propuesto dos conformaciones moleculares ordenadas y estables para las
estructuras de la celulosa, lo que justifica la existencia de dos formas cristalinas,
celulosa | y celulosa II. La forma predominante en la naturaleza (celulosa de
madera) es la celulosa I. En este caso, se ha considerado el método de difraccion
de rayos X (XRD) para la determinaciéon del grado de cristalinidad de las fibras
celulésicas del bagazo de sorgo dulce, antes y después del pretratamiento. En la
figura 19, se muestra un difractograma tipico de una pasta de madera obtenido
con la técnica XRD. Los maximos que se observan son producidos por reflexiones

especificas de las regiones cristalinas.
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Figura 19. Difractograma XRD de una muestra de pasta de madera.

Para determinar el porcentaje de cristalinidad de la muestra, han sido propuestos
diferentes métodos y aproximaciones, una de ellas, consiste en tomar del
difractograma la intensidad de un maximo y de un minimo apropiados para dar un

indice de cristalinidad (IC) definido por Segal et. al. (1959) como:

1 amorfa

Ic = [1002 - lamorfa

]*100=[1— ]*100

loo2 loo2

donde,

loo2: €s la intensidad del pico cristalino en el maximo a 206 entre 22° y 23°

para celulosa I,
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lamorfa: €S la intensidad en el minimo a 206 entre 18° y 19° para celulosa |
(Roncero, 2001; Barba, 2002; Johnson, 2010; Segal, 1959; Thompson,
1989).

Para determinar el indice de cristalinidad (IC) de las muestras de los
pretratamientos, se llevé a cabo la medicion de los patrones de difraccion de rayos
X en un Difractometro D-8 para la identificacion de fases cristalinas y amorfas.
Esta prueba se realiz6 en el Laboratorio de Catalisis Combinatoria del IMP, se
utilizaron las condiciones mostradas en la tabla 12. Previo al analisis de XRD,
cada muestra se secé en horno entre 40-50°C por 1 hora, posteriormente se
molieron finamente con el fin de homogeneizarlas y cada una se colocé en un
portamuestras del difractdmetro. Se obtuvieron los difractogramas y se calculo el

IC de acuerdo a lo mencionado anteriormente.

Tabla 12. Condiciones del andlisis de Difraccién de Rayos X.

Parametro Condicion
Barrido 20 = 5-18
Tiempo de barrido 300 seg (5 min)
Intervalo de medicién 0.05 seg
Potencia 40Kv, 40Ma
Muestra Solido en portamuestra
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4.1. DISENO DE EXPERIMENTOS: HIDROLISIS ENZIMATICA

En estudios realizados anteriormente por el equipo de trabajo, la hidrdlisis
enzimatica se llevo a cabo durante 1 hora e incluso se utilizaron mayores
concentraciones de enzima que las consideradas en este estudio (Guzman, 2012;
Herndndez, 2010), y aunque en todos los casos se obtuvieron buenos
rendimientos de azucares fermentables, el disefio de experimentos permite
determinar las condiciones adecuadas para llevar a cabo la hidrélisis enzimatica
con mayor eficiencia, ademas de que indica qué factores de los estudiados, son
los que tienen un impacto significativo en la obtencioén de azucares fermentables a

partir del bagazo de sorgo dulce.

4.1.1. Dominio experimental e idoneidad del modelo matemético
de la hidrélisis enzimatica de bagazo de sorgo sin

pretratamiento.

Para la evaluacion de la actividad del coctel enzimatico E7, primero se considerd
evaluar tres diferentes temperaturas para realizar la hidrdlisis enzimatica, 40, 50 y
60°C. Esto debido a que resultados del equipo de trabajo mostraban un
incremento de la actividad enzimatica de 20 a 50°C (Hernandez, 2010; Tapia,
2010), pero se desconocia el efecto por arriba de esa temperatura. Se
cuantificaron azucares reductores por el método de DNS en base a una curva de
calibracion de glucosa (Figura 45, Anexo A). En la figura 20 se muestran los
resultados de esta evaluacion a la cual se le aplicé un andlisis de varianza
(ANOVA a = 0.05, Tabla 19, Anexo A) y de la cual se concluye que no existe
diferencia significativa en la actividad que presenta el coctel E7 a estas tres
temperaturas. Por esta razén, se decidi6 mantener constante la temperatura de

reaccion en 50°C.
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Figura 20. Actividad enzimatica del coctel enzimatico E7.
Sustrato: Papel filtro WHATMAN No.1
Tiempo de reaccién: 60 min.

Conociendo el efecto de la temperatura sobre la actividad, se procedio a definir el
dominio experimental conformado por tres variables independientes o factores: la
proporcion de enzima (MLenzima/Obagazo; X1), €l tiempo de reaccion (min; X2), y el
contenido de sélidos 6 harina de bagazo (% p/v; X3), en el sistema de reaccién
(Figura 21). Ahora, el modelo utilizado es un factorial completo 2° en donde
tenemos tres factores, 2 niveles para cada factor y tres puntos centrales para

estimar el error experimental; lo que resulté en 11 tratamientos experimentales.
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Predicted Means for Variable: [Glucosa] (%p/p)
2*%(3-0) design; MS Residual=.0008877
Model includes: Main effects, 2-way inter., 3-way inter.

X2 X3

(NS o)
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Figura 21. Representacion grafica del dominio experimental de la hidrolisis

enzimatica del bagazo de sorgo sin pretratamiento.

Para la evaluacién de la adecuacion del modelo matematico, se generaron los
graficos de probabilidad normal contra residuales, valores predichos contra valores
observados y valores predichos contra residuales (Figuras 50-58, Anexo A). Los
graficos de probabilidad normal de residuales, muestran tendencias a una linea
recta, lo cual indica que la distribucion del error es normal, acumulandose mas
puntos en el centro que en los extremos (De Dios, 2007). Los valores predichos
son muy cercanos a los valores observados, muestran la misma tendencia al
formar una linea recta, casi sobrepuestos. En cuanto a los graficos de residuales
contra valores predichos, no existe un patrén definido en los puntos de los valores
predichos y se encuentran distribuidos cerca de cero, por lo que se puede concluir
que las varianzas son iguales para todos los tratamientos (De Dios, 2007). A partir

de ello, podemos afirmar que el modelo experimental es idoneo con una confianza
del 95%.
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Las variables de respuesta (Tabla 13) fueron determinadas mediante HPLC y para

cuantificar la glucosa se realiz6 una correccion restando la cantidad de glucosa

que tiene el bagazo de sorgo inicialmente (antes de la hidrélisis) que es de 10.53%

(p/p), a la cantidad de glucosa obtenida después de la hidrdlisis enziméatica.

Posteriormente, se realiz6 la correccién anhidra (Ver seccion 3.3.3.2. Método 3,5-

Dinitrosalicilico (DNS), correccion anhidra, pag. 55), de acuerdo a la siguiente

expresion:

([Glucosa después de la hidroélisis] — [Glucosa antes de la hidroélisis]) = (0.90)

Para el resto de los azlcares, la concentracion se determiné utilizando el factor de

correccién correspondiente, ya que no se detectd su presencia inicial en el bagazo

de sorgo.

Tabla 13. Variables de respuesta encontradas para cada tratamiento de la

hidrdélisis enziméatica a 50°C.

[Enzima]

Harina de

Tratamiento | mL E/g Tiempo Bagazo Glucosa | Celobiosa | Xilosa
bagazo (min) (%p/v) (%p/p) (%p/p) (%p/p)

9(C) 0.6 80 10 2.069 1.106 0.637
10 (C) 0.6 80 10 2.016 1.180 0.679
7 0.9 120 5 2.564 1.086 0.361

3 0.3 120 5 0.891 1.822 0.442
11 (C) 0.6 80 10 2.018 1.127 0.668
1 0.3 40 5 0.038 2.243 0.450

2 0.3 40 15 0.399 2.150 0.441

5 0.9 40 5 0.077 2.179 0.515

4 0.3 120 15 0.795 1.927 0.389

8 0.9 120 15 1.450 1.324 0.520

6 0.9 40 15 0.734 1.933 0.375
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4.1.2. Efecto de la proporcion de enzima, cantidad de harina de
bagazo y tiempo de reaccién en la hidrdlisis enzimatica

del bagazo de sorgo dulce.

Los datos obtenidos de las respuestas, se sometieron a analisis mediante el
software Statistica v.10, para evaluar el efecto de los factores sobre la produccion

de azucares fermentables.

Los resultados de los ocho tratamientos mas las tres repeticiones del punto central
permiten obtener la ecuacion del modelo matematico, i.e. el valor medio (Bo), tres
efectos principales (B1, B2, B3), tres efectos de interaccion de dos factores (Bi2, Bos,

B13), un efecto de interaccion de tres factores (B123) y el error experimental (g).

La forma general para calcular los efectos de una matriz de experimentos es
ajustar un modelo de regresion multivariante por el método de minimos cuadrados

(Ferré, 2004). Para un disefio 2°, se puede ajustar, entre otros, el modelo:

Y = Lo+ B1 X1+ B2Xz + B3 Xz + P12 X1Xo + P13 X1Xz + Baz XoX3 + P12z X1XoXz + €

donde X3, X2, X3 son los valores codificados que han tomado los factores en los
experimentos (-1 y +1) (Ver Figura 21). El utilizar variables reales dificultaria la
comparacion de los efectos entre si, porque cada coeficiente tendria una unidad
apropiada a la escala fisica de su variable real. Con variables codificadas, todos
los coeficientes tienen las mismas unidades y se pueden comparar entre si. Los
coeficientes del modelo (Tabla 14) indican el cambio de respuesta cuando el factor
cambia en una unidad codificada, desde el centro del dominio experimental hasta

uno de los extremos (Ferré, 2004).
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Tabla 14. Coeficientes del modelo experimental de la hidrélisis enzimatica de

bagazo de sorgo sin pretratamiento.

X1 = [Enzima] (MLenzima/Obagazo); X2 = Tiempo (min); X; = Harina de bagazo (%p/v).

Coeficiente Glucosa Celobiosa Xilosa
(%p/p) (%p/p) (%p/p)
Bo 0.87+0.01 1.83+0.01 0.44+0.008
B: 0.34+0.01 -0.20+0.01 0.0061+0.008
B2 0.56+0.01 -0.29+0.01 -0.009+0.008
Bz -0.024+0.01 0.0004+0.01 -0.0054+0.008
B1o 0.24+0.01 -0.13+0.01 0.0063+0.008
Bis -0.09+0.01 -0.0025+0.01 0.01+0.008
B2s -0.28+0.01 0.085+0.01 0.032+0.008
B123 -0.16+0.01 0.036+0.01 0.043+0.008
R 0.9998 0.9987 0.9932

Con un analisis de varianza (a = 0.05,) podemos determinar qué factores tienen un
efecto significativo sobre la produccion de azlcares. Para el caso de la glucosa
(Tabla 20, Anexo A), todos los efectos son significativos a excepcion del efecto
principal del contenido de sélidos (B3). El coeficiente B es el efecto medio general,
y los efectos B1, B2, ¥ Bz son el efecto de cada factor sobre cada respuesta (Ferré,
2004). El factor que provoca un mayor cambio de rendimiento de glucosa es el
tiempo (B2), ya que es el efecto principal con el coeficiente de mayor valor,
B.=0.56+0.01, e indica que la concentracién de glucosa aumenta en esa cantidad
cuando variamos el tiempo de reaccion de 40 a 120 min. Variar la proporcién de
enzima de 0.3 a 0.9 MLenzima/Obagazo también aumenta la cantidad de glucosa
obtenida ($,=0.34+0.01), pero el efecto es menor que el del aumento en el tiempo
de reaccién. Por ultimo, el contenido de harina de bagazo en el sistema de
reaccion es el factor que tiene menor influencia y de hecho, de acuerdo al analisis
de varianza, no es significativo para ninguna de las variables de respuesta. El
signo negativo del parametro del efecto (Bs = -0.024) indica que la concentracion

de glucosa disminuye al aumentar el contenido de sélidos de 5 a 15%(p/v).

También pueden interpretarse los efectos a partir de la figura 22, donde se

muestran las concentraciones de glucosa obtenidas al realizar los experimentos

83



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

aleatoriamente. Observando solo los efectos principales, las mejores condiciones
gue incrementan el contenido de glucosa son: un mayor contenido de harina de
bagazo ([Glucosa] = 0.038 a 0.399% p/p); un mayor tiempo de reaccion ([Glucosa]
= 0.038 a 0.891% p/p) y la mayor cantidad de enzima ([Glucosa] = 0.038 a 0.077%

p/p). Sin embargo, ésta interpretacion se debera complementar considerando las
interacciones de los factores.

Predicted Means for Variable: [Glucosa] (%p/p)
27%(3-0) design; MS Residual=.0008877
Model includes: Main effects, 2-way inter., 3-way inter.
(95.% confidence intervals are shown in parentheses)

0.795

0.399
7 45 INTERVALOS
) DE CONFIANZA
2
[
= 0.038 (-0.09, 0.17)
27 0.399 (0.27, 0.53)
=& 0.891 (0.76, 1.02)
S 0.795 (0.67, 0.92)
2 0.077 (-0.05, 0.21)
o 0.734 (0.61, 0.86)
23, 2.564 (2.44, 2.69)
e
=2

<&

Figura 22. Concentraciones de glucosa obtenidas en los tratamientos del disefio

experimental.

Los efectos P12, P13, ¥ B2z miden el efecto de la interaccion de la combinacion de
factores en la respuesta (Ferré, 2004). Para el efecto B.3, variar el tiempo de

reaccion de 40 a 120 min (Figuras 23, 24 y 25), siempre aumenta la concentracion
de glucosa.
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Fitted Surface; Variable: [Glucosa] (%p/p)
2*%(3-0) design; MS Residual=.0008877
DV: [Glucosa] (%p/p)

. <03
5, N “o I <06
%‘90' ' e ey 504
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Figura 23. Efecto del contenido de harina de bagazo (% p/v) y de enzima

(mL/ggagazo) SObre la generacion de glucosa (Tiempo = 40 min).

Fitted Surface; Variable: [Glucosa] (%p/p)
27%(3-0) design; MS Residual=.0008877
DV: [Glucosa] (%p/p)

<14

<12

B <1

[ ]<0.8

S0 -<0.6
B <04

Tiempo (min) = 80

Figura 24. Efecto del contenido de harina de bagazo (% p/v) y de enzima

(mL/gBagazo) SObre la generacion de glucosa (Tiempo = 80 min).
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Fitted Surface; Variable: [Glucosa] (%p/p)
27%(3-0) design; MS Residual=.0008877
DV: [Glucosa] (%pip)

2
<25
<2
_ B <15
%% B <
= SRS Tiempo (min) = 120

Figura 25. Efecto del contenido de harina de bagazo (% p/v) y de enzima

(ML/ggagazo) SObre la generacion de glucosa (Tiempo =120 min).

Sin embargo, la generacién enzimética de glucosa aumenta mucho mas con 5 %
p/v de harina de bagazo (Figura 26), que con 15 % p/v (Figura 28), para cualquier
concentracion de enzima utilizada (También ver figura 22). Se observa que la
concentracion de glucosa aumenta de 0.038 hasta 2.564 % p/p cuando se tienen
5 % de sélidos, mientras que el aumento se da desde 0.399 hasta 1.45 % p/p con
el 15 % de solidos; es decir, hay un menor aumento en la generacion de glucosa
con el aumento de la carga de soélidos en la hidrélisis enzimética. En efecto, el
aumento del contenido de solidos disminuye el contacto entre la fase liquida en
donde se encuentran las enzimas y la fase sélida conformada por el bagazo de
sorgo, reduciendo asi la hidrélisis del material lignocelulésico, lo cual tiene un
efecto negativo sobre la generacion de glucosa para cada combinacién de factores
(B13, B2s, P123)- El aumento de la agitacion o bien de un sistema de agitacion que
permita un mejor contacto entre fases, permitiria un aumento de la generacion de
glucosa.
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Fitted Surface; Variable: [Glucosa] (%p/p)
2*%(3-0) design; MS Residual=.0008877
DV: [Glucosa] (%p/p)
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S L B <2
s C1<15
A “o [:] (2 |
>, < Hl<05
> ’ o - = o <
=Y D s ,\?}\‘:&\,&QQ;D - 0
<«
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Figura 26. Efecto del tiempo de reaccion (min) y de la proporcion de enzima

ML/Jeagazo) SODre la generacion ae giucosa arina ae pagazo = 0 P/V).
(ML/Ggagazo) SObre | ion de gl (Harina de b 5 % piv)

Fitted Surface; Variable: [Glucosa] (%p/p)
27*(3-0) design; MS Residual=-0008877
DV: [Glucosa] (%p/p)

<2
Bl <15
B <1
Bl <05

Harina de Bagazo (%p/v) = 10

Figura 27. Efecto del tiempo de reaccién (min) y de la proporciéon de enzima

(mL/ggagazo) SObre la generacion de glucosa (Harina de bagazo = 10 % p/v).
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Fitted Surface; Variable: [Glucosa] (%p/p)
27*(3-0) design; MS Residual=.0008877
DV: [Glucosa] (%p/p)
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Figura 28. Efecto del tiempo de reaccion (min) y de la proporcion de enzima

(mL/ggagazo) SObre la generacion de glucosa (Harina de bagazo = 15 % p/v).

El analisis de los efectos principales muestra que se obtiene una menor cantidad
de glucosa con un contenido de soélidos del 5 que con 15 % p/v a los 40 min de
reaccion (Figura 23). Pero a los 120 min (Figura 25), las mayores concentraciones
de glucosa se producen con un contenido de sélidos de 5 % p/v, incluso el maximo
rendimiento se obtiene con esta cantidad de harina de bagazo. De esta manera,

podemos ver que el efecto de la interaccién X3 es significativo.

Para el caso de la variacion de la concentracion de harina de bagazo y del tiempo
a una proporcién de enzima constante (Figuras 29, 30 y 31), la concentracién de
glucosa aumenta con el tiempo de reaccion y la cantidad de enzima. Asi, la
generacion de glucosa es mas alta con 0.9 (Figura 31) que con 0.3 MLenzima/Obagazo
(Figura 29) a los 120 min. En este caso, con la mayor cantidad de enzima la
concentracion de glucosa aumenta de 0.077 hasta 2.564 % p/p, mientras que con
la menor cantidad de enzima aumenta de 0.038 hasta 0.891 % p/p. Por lo tanto, la
interaccién del tiempo de reaccion y la cantidad de enzima (B2 = 0.24+0.01) es

significativa e indica que la concentracién de glucosa aumenta conforme aumenta
el tiempo y la proporcién de enzima.
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Fitted Surface; Variable: [Glucosa] (%p/p)
27%(3-0) design; MS Residual=-0008877
DV: [Glucosa] (%p/p)
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Figura 29. Efecto del tiempo de reaccion (min) y del contenido de harina de

bagazo (% p/v) sobre la generacion de glucosa (Proporcion de Enzima = 0.3

m I—Enzima/gBagazo)-

Fitted Surface; Variable: [Glucosa] (%p/p)
27*(3-0) design; MS Residual=.0008877
DV: [Glucosa] (%p/p)
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[Enzima] mL Enzima/g Bagazo = 0.6

Figura 30. Efecto del tiempo de reaccion (min) y del contenido de harina de

bagazo (% p/v) sobre la generacion de glucosa (Proporciéon de Enzima = 0.6

MLEnzima/9Bagazo)-
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Fitted Surface; Variable: [Glucosa] (%p/p)
2**(3-0) design; MS Residual=.0008877
DV: [Glucosa] (%p/p)
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[Enzima] mL Enzima/g Bagazo = 0.9

Figura 31. Efecto del tiempo de reaccion (min) y del contenido de harina de

bagazo (% p/v) sobre la generacion de glucosa (Proporciéon de Enzima = 0.9

mLEnzima/gBagazo)-

En cuanto al efecto de la interaccion (13, nuevamente la concentracion de glucosa
va en aumento con el incremento de la cantidad de enzima (Ver figuras 29, 30 y
31), pero el aumento es mayor si el contenido de sélidos se mantiene en 5 % plv;
pues si el contenido de solidos aumenta, el efecto es negativo. Esto puede verse
claramente en la figura 31, en donde se aprecia que para 5 % p/v de sélidos (X3 =
-1), la concentracién de glucosa aumenta aproximadamente hasta 2.5 % p/p, y
para 15 % p/v hasta alrededor de 1.4 % p/p (También ver figuras 26-28). El
coeficiente de esta interaccion (B13 = -0.09+0.01) representa este comportamiento
al indicar que el aumento de estas dos variables en conjunto, disminuye la

concentracion de glucosa pero en forma menos significativa que los efectos de
interaccion de los otros dos factores.
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Finalmente, el valor de B1»3 indica en qué grado el efecto de un factor depende del
valor combinado de los otros dos factores (Ferré, 2004). En este caso Bi23 = -
0.16%0.01 es relativamente pequefio comparado con los efectos principales de los
factores y ademas tiene signo negativo. Al compararlo con los efectos de las
interacciones, podemos observar que si consideramos el aumento de la cantidad
de enzima (B,) ademas del tiempo y el contenido de sélidos (B23), el efecto en la
disminucién del contenido de glucosa es menor, ya que el efecto pasa de ser (.3 =
-0.28+0.01 a ser Biz3 = -0.16+0.01, lo cual quiere decir que el aumento de las 3
variables no disminuye la cantidad de glucosa tanto como si aumentamos el
tiempo y el contenido de sélidos manteniendo la concentracion de enzima
constante. De manera similar para los otros efectos, si consideramos la cantidad
de harina y enzima solamente (B13), el efecto negativo sobre la respuesta no es
tan grande ya que Bi3 = -0.09+0.01. Sin embargo, la interaccion del tiempo
provoca un efecto negativo mayor sobre la respuesta (Bizz = -0.16£0.01). No
obstante, el factor que mas parece afectar al interaccionar con los otros dos
factores es el aumento del contenido de sélidos, pues sin considerarlo el efecto
era 12 = 0.24+£0.01 y la triple interaccion indica coémo influye en la disminucion de

la concentracion de glucosa.

De esta misma manera, se han analizado los efectos para las demas variables de
respuesta (celobiosa y xilosa). En el caso de la concentracion de celobiosa, ésta
va en disminucién conforme aumenta el tiempo y la concentracion de enzima y se
obtiene una menor cantidad de celobiosa cuando se trabaja con un contenido de
sélidos de 5 % p/v (Figuras 32, 33 y 34). Dicho comportamiento es esperado,
puesto que durante la hidrélisis se va consumiendo la celobiosa. Para ésta
variable, la cantidad de enzima (), el tiempo (B2), la interaccién de estos dos
factores (B12) y la interaccion del tiempo con la cantidad de harina de bagazo ([323),
tienen efectos significativos en la concentracion de celobiosa obtenida (Tabla 21,
Anexo A), siendo los dos efectos principales (B1 y B2) los que mas influencia tienen

en la disminucion de la concentracion (B; = -0.20+0.01 y B, = -0.29+0.01).
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La concentracion de celobiosa proporciona una forma de evaluar la hidrolisis
enzimatica ya que, si hay un remanente de celobiosa entonces hay una hidrolisis
incompleta (Sluiter, 2008), lo cual indica que entre menor sea la concentracion de

celobiosa, mejor fue la hidrélisis enzimatica, esto aunado al mejor rendimiento en
la obtencién de glucosa.

Fitted Surface; Variable: [Celobiosa] (%p/p)
2**(3-0) design; MS Residual=0014633
DV: [Celobiosa] (%p/p)

D
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Figura 32. Efecto del tiempo de reaccion (min) y de la proporcion de enzima

(mL/ggagazo) SObre la generacion de celobiosa (Harina de bagazo =5 % p/v).
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Fitted Surface; Variable: [Celobiosa] (%p/p)
27%(3-0) design; MS Residual=.0014633
DV: [Celobiosa] (%p/p)
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Figura 33. Efecto del tiempo de reaccion (min) y de la proporcion de enzima
(mL/gBagazo) SObre la generacion de celobiosa (Harina de bagazo = 10 % p/v).
Fitted Surface; Variable: [Celobiosa] (%p/p)

2*%(3-0) design; MS Residual=.0014633
DV: [Celobiosa] (%p/p)
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Figura 34. Efecto del tiempo de reaccion (min) y de la proporcion de enzima

(mL/ggagazo) SObre la generacion de celobiosa (Harina de bagazo = 15 % p/v).
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Para el caso de la xilosa (Figuras 35, 36 y 37), la generacion no fluctia de manera
importante. Se obtuvo xilosa en un intervalo de concentracion de entre 0.361 y
0.520 % p/p lo cual hace dificil visualizar su comportamiento. De acuerdo al
analisis de las superficies de respuesta, la concentracion de xilosa aumenta
conforme aumenta la concentracién de enzima. Asi, para una concentracién de
0.3 MLenzima/Obagazo (Figura 35), la cantidad de xilosa aumenta mientras disminuyen
el tiempo y la cantidad de harina de bagazo. Sin embargo, conforme va
aumentando la concentracion de la enzima (Figuras 36 y 37), la cantidad de xilosa
también aumenta cuando el tiempo y la cantidad de harina de bagazo aumentan,
creando dos maximos en los extremos de la superficie de respuesta. El Unico
efecto que altera la concentraciéon de xilosa de una forma significativa, es la

interaccion de los tres factores (B123 = 0.043+0.008; Tabla 22, Anexo A).

Fitted Surface; Variable: [Xilosa] (%p/p)
27%(3-0) design; MS Residual=.0004614
DV: [Xilosa] (%p/p)
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Figura 35. Efecto del tiempo de reaccion (min) y del contenido de harina de
bagazo (% p/v) sobre la generacion de xilosa (Proporcion de Enzima = 0.3

mLEnzima/gBagazo)-

94



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Fitted Surface; Variable: [Xilosa] (%p/p)
2*%(3-0) design; MS Residual=.0004614
DV: [Xilosa] (%p/p)
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[Enzima] mL Enzima/g Bagazo = 0.6

Figura 36. Efecto del tiempo de reaccion (min) y del contenido de harina de
bagazo (% p/v) sobre la generacion de xilosa (Proporcion de Enzima = 0.6

m I—Enzima/gBagazo)-

Fitted Surface; Variable: [Xilosa] (%p/p)
2*%(3-0) design; MS Residual=.0004614
DV: [Xilosa] (%p/p)
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[Enzima] mL Enzima/g Bagazo = 0.9

Figura 37. Efecto del tiempo de reaccion (min) y del contenido de harina de
bagazo (% p/v) sobre la generacion de xilosa (Proporcion de Enzima = 0.9

MLEnzima/9Bagazo)-
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El hecho de que la concentracion de xilosa esté en un intervalo tan pequefio,
puede deberse a que el disefio experimental se llevé a cabo con bagazo de sorgo
sin pretratamiento, lo cual dificulta el acceso a las fibras tanto de celulosa como de

hemicelulosa.

De acuerdo a los resultados del disefio experimental, las condiciones bajo las
cuales se obtiene un mayor rendimiento de azucares fermentables a etanol son:
una proporcion enzima/bagazo de 0.9 MLenzima/Qbagazo, UN contenido de solidos de
5 % p/v y un tiempo de hidrdlisis de 120 min. Dichas condiciones son las del
tratamiento 7 (Tabla 13) y coinciden con la mayor cantidad de glucosa obtenida
que fue de 2.564 % p/p y la menor cantidad de celobiosa 1.086 % p/p. Se espera
que estas cantidades aumenten y disminuyan respectivamente después de
someter el material lignocelulésico a pretratamiento. En el caso de xilosa, ya que
las concentraciones no variaron de manera importante, se espera que con el

pretratamiento previo a la hidrélisis, la cantidad de xilosa obtenida aumente.

4.2. PRETRATAMIENTOS

Para favorecer un aumento de la produccion de azucares fermentables durante la
hidrélisis enzimatica, la biomasa lignocelulésica se sometié a pretratamiento con el
fin de incrementar el acceso de las enzimas a la celulosa y hemicelulosa. Se
evaluaron 5 pretratamientos para elegir el mas adecuado y que permitiera obtener
una mayor cantidad de azlcares (Béasico-Oxidante, Acido diluido, Basico con

NaOH, Basico con CaO y Ozondlisis).
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4.2.1. Lignina soluble.

Para determinar la cantidad de lignina soluble resultante del pretratamiento, se
consider6 una constante de absortividad (¢) de 25 L/g*cm y una longitud de onda
de 240 nm (Sluiter, 2008). Lo anterior debido a que el perfil de absorbancia del

bagazo de sorgo es similar al del bagazo de cafia (Guzman, 2012).

Tabla 15. Contenido de lignina soluble determinada para cada pretratamiento.

Pretratamiento %Lignina Soluble
Ozondlisis 0.5856+0.006
Basico con CaO 1.0489+0.014
Basico-Oxidante 1.9903+0.028
Acido diluido 2.7017+0.114
Basico con NaOH 4,1406+0.246

El contenido de lignina soluble (Tabla 15) que se determiné después de cada
pretratamiento, fue mayor para el basico con NaOH (% LS = 4.1406+0.246) lo cual
indica que fue el pretratamiento que mejor disolvié a la lignina. El pretratamiento
alcalino en general, provoca la hinchazon de las fibras aumentando la superficie
interna de éstas, disminuye su cristalinidad y hace mas factible la separacion del
enlace lignina-carbohidrato (Oliva, 2003). Es importante sefialar que éste
pretratamiento también disuelve y degrada parte de la hemicelulosa presente,
ademas de que actua sobre las moléculas de lignina y hemicelulosa saponificando
los enlaces éster intermoleculares de sus estructuras (Sun y Cheng, 2002). Como
consecuencia de ello, la lignina se disuelve y se separa en el licor obtenido del
pretratamiento, el cual es rico en compuestos fendlicos (Mussatto, 2010).

El siguiente pretratamiento con mayor contenido de lignina es el pretratamiento
acido diluido (% LS = 2.7017+0.114). Aunque es un pretratamiento relativamente
fuerte, la lignina se disuelve en menor medida que en el pretratamiento basico con
NaOH, su estructura es degradada, aumentando la susceptibilidad de la celulosa
al ataque de las enzimas. A diferencia de otros pretratamientos, con el &cido
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diluido, la mayoria de la hemicelulosa es hidrolizada de forma efectiva a azlcares
(xilosa), lo cual ayuda a que los rendimientos de glucosa aumenten después de la
hidrolisis enzimatica, debido a la eliminacion de casi el 100% de la hemicelulosa
(Wyman, 2005).

Con el pretratamiento basico-oxidante, se obtuvo un contenido de lignina
intermedio (% LS = 1.9903+0.028). Este pretratamiento utiliza una solucion
alcalina para promover la rapida descomposicion del peroxido de hidrogeno (H205)
y como consecuencia se producen mas radicales (OH’) y aniones superdxido
(O2), los cuales son responsables de la degradacion de la lignina. De forma
similar al pretratamiento alcalino con NaOH, durante la solubilizacion de la lignina
por el H,O,, parte de la hemicelulosa se elimina de la estructura del material
(Musatto, 2010), ademas un aumento del pH hasta 12.5 resulta en la degradacion
de mas del 50 % de la hemicelulosa (Kerley, 1988).

El pretratamiento basico con CaO, fue el segundo con un menor rendimiento en la
solubilizacion de lignina (% LS = 1.0489+0.014). Al ser un pretratamiento alcalino,
se esperaria que solubilizara la lignina en grado similar al pretratamiento basico
con NaOH, ya que se utilizé la misma concentracion de cal que de hidroxido de
sodio (1 %) y el mismo tiempo de tratamiento (1 h), sin embargo, no resulté ser
asi, se obtuvo una menor cantidad de lignina con este pretratamiento. Esto
también se debe a las diferentes propiedades del &lcali, por ejemplo, el CaO no
sélo incrementa la alcalinidad con respecto al uso de Ca(OH),, sino que favorece
la digestibilidad de la biomasa y contribuye a su conservacion durante el
pretratamiento. Ademas, la energia liberada por la formacion del Ca(OH);
proveniente de la solubilizacion del CaO, es favorable para la aceleracion de la
reaccion (Ximing, 2011). Sin embargo, estos efectos pueden estar ligados a la
temperatura y tiempo de reaccion, que si bien el tiempo de ambos pretratamientos
basicos (NaOH y CaO) fue el mismo, la temperatura fue mucho mas alta en el
pretratamiento con NaOH (NaOH a 121°C y CaO a 75-80°C), lo cual pudo

favorecer aun mas la solubilizacion de la lignina.
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Otra diferencia del pretratamiento basico con CaO con respecto al de NaOH, es
que el costo para tratar una determinada cantidad de biomasa, es menor si se
utiliza cal que si se utiliza hidroxido de sodio (Brodeur, 2011). Los resultados de
los pretratamientos alcalinos también dependen del contenido de lignina del
material, el cual afecta su porosidad (Abril y Abril, 2009) y por lo tanto la
susceptibilidad de éste al pretratamiento.

En cuanto a la ozondlisis, ya se ha mencionado con anterioridad que durante el
pretratamiento de la biomasa lignocelulésica pueden originarse una serie de
compuestos que actian como inhibidores potenciales de la fermentacion
(derivados de furfural, acidos organicos, etc.), debido a las altas temperaturas y
condiciones &cidas en las que se desarrollan algunos pretratamientos. La
naturaleza y concentracion de estos compuestos depende del tipo de materia
prima, del pretratamiento utilizado y sus condiciones, asi como de la utilizacion o
no de catalizadores acidos (Oliva, 2003). Una de las ventajas mas importantes del
pretratamiento con ozono es que ademas de que se realiza a temperatura y
presion ambientales, no produce inhibidores de la fermentacion (Abril y Abril,
2009). No obstante, este pretratamiento fue el que menos rendimiento tuvo en la
obtencion de lignina soluble (% LS = 0.5856+0.006).

El ozono es un potente agente oxidante, es eficaz esencialmente en la
degradacion de lignina (Sun y Cheng, 2002). Se ha reportado que
aproximadamente un 60 % de la lignina es removida en paja de trigo (Binder,
1980) con este pretratamiento, por esta razon, la tasa de hidrdlisis enziméatica se
ve aumentada en un factor de 5 (Vidal y Molinier, 1988). La hemicelulosa por su
parte, es ligeramente atacada mientras que la celulosa apenas se ve afectada. Por
otro lado, una de las desventajas del proceso es que requiere una gran cantidad

de ozono, lo cual aumenta mucho los costos (Sun y Cheng, 2002).

A pesar de que la ozonolisis se considera un método eficaz, en este trabajo
mostré un menor rendimiento que los demas pretratamientos, lo cual se atribuye

principalmente a las condiciones a las que se llevd a cabo, sobre todo a la
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concentracion de ozono con la que se tratd la muestra y el tiempo de tratamiento.
Garcia-Cubero et. al. (2009), estudi6 este pretratamiento y determiné que la
cantidad de lignina soluble aumenta notablemente después de las 2.5 h de
tratamiento con un flujo de aire de 60 L/h con 2.7 % p/p de ozono. A comparacion
de las condiciones utilizadas durante este trabajo, tanto la concentracion de ozono
(0.051 % v/v) como el tiempo de reaccion (1 h) son mucho menores, por lo que la
cantidad de lignina soluble es muy baja. Probablemente un aumento en el tiempo

del pretratamiento favoreceria en gran medida los resultados.

De acuerdo a los resultados, el pretratamiento basico con NaOH seria el mejor en
cuanto a la solubilizacién de la lignina. Ademas, algunas investigaciones (Xu,
2010) han mostrado que este pretratamiento tiene una de las mayores ventajas
sobre otras tecnologias incluyendo pretratamientos como el 4cido, la explosion de
vapor, explosion de fibora de amoniaco (AFEX) y organosolv, ya que el
pretratamiento con NaOH puede realizarse con eficacia incluso en temperaturas
bajas (Ximing, 2011).

Por otro lado, hay que considerar que la utilizacion de temperaturas mas suaves
implicaria el uso de mas reactivo y tiempos de reaccion, lo cual podria poner en
peligro la rentabilidad del proceso (Ximing, 2011). Una alternativa para evitar este
efecto es la posibilidad de utilizar en conjunto NaOH y CaO como agentes
alcalinos, de tal manera que hubiera un impacto positivo en el costo del
pretratamiento; ya que, como se mencion6 anteriormente, la cal es mucho mas
barata que el hidroxido y ademas contribuye con efectos favorecedores durante el
pretratamiento como la aceleraciébn de la reaccion y la conservacion de la
biomasa. Ademas, la alta pérdida de sélidos que normalmente se produce durante
el pretratamiento con NaOH, puede evitarse debido a la presencia de iones de
calcio. Estos iones positivos (Ca®*) proporcionan proteccién a la biomasa contra su
solubilizacion por el ataque con NaOH, formando vinculos entre los componentes

de la biomasa cargados negativamente (Ximing, 2011).
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4.2.2. Efecto del pretratamiento sobre la estructura quimica de
los polisacéridos. Caracterizacion mediante

espectrofotometria de Infrarrojo.

En la actualidad, existen pocos estudios sobre los cambios en la estructura fisica,
quimica y morfolégica de la biomasa antes y después de su pretratamiento
(Corredor, 2009). Los productos de degradacion que se generan durante los
pretratamientos, pueden dividirse en tres grupos: derivados del furano, &cidos
alifaticos de bajo peso molecular y derivados fendlicos (Oliva, 2003).

Como consecuencia, por ejemplo, de las altas temperaturas y empleo de
catalizadores acidos, se pueden originar derivados del furano como el furfural y el
hidroximetilfurfural (HMF), pero a su vez, estos compuestos se pueden degradar a
otros productos como &cidos férmico, levunilico y acético, o bien, pueden

polimerizarse (Oliva, 2003).

En general, fueron pocos los cambios significativos que se observaron en las
muestras con respecto a la muestra original de bagazo de sorgo, la cual no se
sometié a ningun pretratamiento (Figura 38). En el espectro, se puede observar
qgue la muestra sin pretratamiento, tiene una fuerte sefial asociada con la
absorcion del estiramiento O-H, alrededor de 3300 cm™ y dos sefiales
prominentes alrededor de 2900 cm™ debido al estiramiento C-H (Faix, 1992). En la
region entre 900 y 1800 cm™ hay muchas bandas de absorcién asociadas a
modos de vibracion en hidratos de carbono y lignina (Faix, 1992; Pandey, 1999;
Sun, 2005). Una sefial entre 1732-1735 cm™ es peculiar para la hemicelulosa ya
que esté relacionada con grupos alquil éster saturados (Faix, 1992; Sene, 1994) y
grupos carbonilo de &cidos urénicos de la hemicelulosa (Adel, 2010). Entre menos
perceptible se hace esta sefial después del pretratamiento, significa que la

hemicelulosa se ha removido por el pretratamiento aplicado (Corredor, 2009).
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Figura 39. Espectro del bagazo de sorgo sometido a pretratamiento con 0zono

(Ozondlisis).
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Figura 40. Espectro del bagazo de sorgo sometido a pretratamiento acido diluido.

2 Sep 2011
Title **Basico NaOH Aug 31 2011 ‘ Origin IMP Owner Nicolet
File Name D:\DOCUMENTS\TANIA-2011\TANIA IR\B4SICO NAOH 31-08-11(2).JDX Date Stamp 111/08/31 14:20:58
Date 31 Aug 2011 14:49:44 ‘ Technique Infrared Spectral Region IR X Axis ‘Wavenumber (cm-1) ‘
Y Axis Arbitrary ‘ Spectrum Range 399.1991 - 3999.7057 Points Count 1868 Data Spacing 1.9285
N~
0 2
(o] ©
~ © »
< ’ 0 60
™ DN < Q@
2] & s ™ 10
o \ o O W0
o RS2
Q ©S X W8
oo 3 5XY — X
l\mOHNNm I ll‘.
— o < Do Q = oo © “,‘1
™ poomiA Y HwHS G |
A © ©l o ] — D
N ) Y 7
o i \
™5 ™~
| 9«
o
3 39
~ /
o
<
7
T T T T T T T T T T T T
4000 3000 2000 1000

Wavenumber (cm-1)

Figura 41. Espectro del bagazo de sorgo sometido a pretratamiento basico con
NaOH.
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Durante el pretratamiento, parte de la lignina se degrada originando una gran
variedad de compuestos fendlicos. Entre ellos, se encuentran acidos, aldehidos y
alcoholes aromaticos (Oliva, 2003). Sin embargo, la presencia de éstos
compuestos fendlicos, no solo esta relacionada con la degradacion de lignina, sino
también con la formacion de melanoidinas por la reaccion de Maillard de azucares
con proteinas, caramelizaciobn por sobrecalentamiento de los azucares y la
formacion de furfural y HMF, que ademas dan un color café oscuro (Taherzadeh,

2007) tanto al licor del pretratamiento como al sdlido pretratado.

La solubilizacién de algunos grupos fendlicos esta acompafiada por cambios en la
region de los 1245 cm™ y asociada con cambios en la regién de los 1732-1735
cm™. Los cambios alrededor de los 1245 cm™ estan relacionados con la
deformacion C-O-H y el estiramiento C-O de fenoles, ademas del estiramiento
asimétrico C-C-O de ésteres (Sene, 1994). La banda entre 1242-1247 cm™ es
comun en las muestras de sorgo sin pretratamiento y su cambio sigue el mismo
comportamiento que la sefial en 1732-1735 cm™. Las sefiales en estas longitudes
de onda se van desvaneciendo después del pretratamiento, confirmando la
solubilizacion de grupos fendlicos y ésteres de la pared celular (Corredor, 2009).
La solubilizacion de estos grupos indica la remocion de lignina de las muestras,
éste comportamiento se puede analizar de manera muy representativa
observando algunos de los espectros del bagazo de sorgo pretratado. Por
ejemplo, en el espectro del bagazo sometido a ozondlisis (Figura 39), podemos
ver que las dos sefiales anteriormente mencionadas, aln estan presentes al igual
gue en la muestra sin pretratamiento (Figura 38). En cambio, estas sefales (1242-
1247 cm™ y 1732-1735 cm™) se han desvanecido en gran medida en el espectro
del bagazo de sorgo del pretratamiento acido diluido (Figura 40) y del basico con
NaOH (Figura 41). Esto coincide con los resultados obtenidos para lignina soluble
(Seccion 4.2.1) y el rendimiento de azucares fermentables (Seccion 4.2.4) en
donde el pretratamiento con ozono es el menos eficiente, seguido del basico con
CaO, bésico-oxidante, acido diluido y basico con NaOH, que remueven la lignina

en forma creciente en ese orden.
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Por otro lado, la presencia de sefiales alrededor de los 1700 cm™ después del
pretratamiento, son caracteristicas del estiramiento C=0 de fenil ésteres de la
lignina remanente en las muestras (Faix, 1992; Sun, 2005). Esta sefial es mas
notoria en el caso de la muestra sometida al pretratamiento acido diluido (Figura
40) ya que el grupo fenil éster es completamente estable en medio &cido (Lira,
2007), en cambio, para el pretratamiento basico con NaOH (Figura 41), la banda
estad completamente desvanecida debido a que su rompimiento por accion de un
alcali es mucho mas rapido. Ademas, este grupo es muy susceptible al ataque del
ion perodxido a pH bésicos (Lira, 2007) por lo que es facilmente degradado durante

el pretratamiento bésico-oxidante.

Las bandas en 1604 cm™ que aparecen en todas las muestras y alrededor de
1638 cm™, son sefiales de compuestos fendlicos. La banda cerca de 1638 cm™
esta asociada a un anillo aromatico, mientras que la banda en 1604 cm™ esta
relacionada con el doble enlace a-B de grupos propanoicos laterales de la
estructura de la lignina (Sene, 1994). Nuevamente, la persistencia de éstas
bandas después del pretratamiento, indican la presencia de lignina remanente en

las muestras soélidas.

En la zona alrededor de 1640 cm™, la intensidad de algunos los picos puede
deberse al contenido de agua en las muestras (Kobayashi, 1999), que si bien
fueron secadas en horno a 40-50°C, pudieron retenerla debido al pretratamiento al

que fueron sometidas.

Las sefiales relacionadas con la celulosa pueden verse en las zonas alrededor de
1426-1430 cm™ para el plano de deformacién asimétrico C-H (Pandey, 1999), de
897 a 900 cm™ aparecen las vibraciones de celulosa amorfa y estiramiento del
anillo de glucosa (Pandey, 1999; Stewart, 1995; Michell, 1990); entre 1098 y 1109
cm™ hay sefiales de vibracion C-O de celulosa cristalina y estiramiento de los

anillos de glucosa de la celulosa (Pandey, 1999; Stewart, 1995).

Es interesante observar el comportamiento de las sefiales de celulosa cristalina

(1098-1109 cm™) y amorfa (897-900 cm™). En la muestra sin pretratamiento, las
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sefiales de celulosa cristalina son mas intensas que las sefiales de celulosa
amorfa y conforme los pretratamientos son més severos las sefiales en la zona
897-900 cm™ se van haciendo més evidentes. Las sefiales de celulosa cristalina
son mas intensas en la muestra sin pretratar y en la pretratada con ozono,
mientras que para el pretratamiento basico con NaOH esta sefial es mucho més
pequefia, lo cual denota que el pretratamiento ha contribuido a reducir la
cristalinidad de la celulosa en la muestra. La aparicion de picos cristalinos y/o
amorfos también indican que la celulosa ha sido expuesta por el pretratamiento
aplicado (Corredor, 2009).

Las sefiales entre 1370-1375 cm™ se deben a la deformacién simétrica C-H de la
celulosa (Pandey, 1999; Stewart, 1995) en muestras no pretratadas (Corredor,
2009). Después del pretratamiento, las sefiales de éstas zonas disminuyen de
intensidad conforme el pretratamiento es mas fuerte, sin embargo, la diferencia
entre las muestras pretratadas y la original no es muy notable. La disminucion de
estas sefiales después del pretratamiento sugiere que parte de la celulosa se
degrada durante el pretratamiento (Corredor, 2009) pero en muy poca cantidad.

Las diferencias del efecto de los pretratamientos sobre la estructura del material
lignoceluldsico, se hacen mas evidentes al comparar la muestra original, y los
pretratamientos considerados hasta ahora como el menos y el mas eficiente
(Ozondlisis y béasico con NaOH). El analisis por espectroscopia de infrarrojo
sugiere que el pretratamiento basico con NaOH remueve lignina en mayor
cantidad y deja zonas de la celulosa accesibles por lo que es mas susceptible el
ataque enzimético, lo cual favorece el aumento del rendimiento de la hidrdlisis

enzimaética.
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4.2.3. Efecto del pretratamiento sobre la cristalinidad de la

celulosa. Difraccién de Rayos X.

La cristalinidad, morfologia y superficie accesible del material lignocelulésico, son
los principales factores fisicos y estructurales que afectan la hidrolisis enzimatica y
el pretratamiento (Liu, 2005; Laureano-Perez, 2005). Por ello, junto con la
espectroscopia infrarroja, la difraccion de Rayos X se utiliza para determinar
cambios en la estructura y composicién quimica del bagazo de sorgo antes y
después del pretratamiento (Corredor, 2009).

Los principales componentes quimicos de la biomasa lignocelulésica son la
celulosa, que esta formada por regiones cristalinas separadas por regiones menos
cristalinas o amorfas; la hemicelulosa y la lignina, que son estructuras amorfas.
Las zonas que presentan elevada cristalinidad son dificiles de penetrar por
disolventes y reactivos, por el contrario, las zonas relativamente mas
desordenadas o amorfas, son mas accesibles y mas susceptibles a todas las

reacciones quimicas y favorecen el hinchamiento de las fibras (Roncero, 2001).

No parece existir una clara diferenciacion entre zonas cristalinas y no cristalinas y
en principio, puede pensarse en una transicion gradual de una regién a otra
(region paracristalina, Mitra y Mukherjee, 1980). Esta transicion puede darse por el
efecto del pretratamiento al que es sometido el material lignocelulésico,

permitiendo relacionar la cristalinidad con el efecto positivo del pretratamiento.

En la figura 42, se observan los patrones de difraccion obtenidos para la muestra
sometida a varios pretratamientos y sin pretratamiento. Las sefiales maximas que
se observan son producidas por reflexiones especificas de las regiones cristalinas

de la celulosa (Roncero, 2001).
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Sin pretratamiento
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Figura 42. Patrones de Difraccion de Rayos X del bagazo de sorgo sin

pretratamiento y sometido a distintos pretratamientos.

La relacién entre la intensidad de difraccién de las zonas cristalina y amorfa, es
aproximadamente igual a la relacion de las masas de la parte amorfa y cristalina
del polimero (Kasai, 2005). La disminucion de la cristalinidad del material se ha
asociado con una reduccién de la cristalinidad de la celulosa en unos casos y en

otros con el alto contenido de material amorfo (Liu, 2005).

En la muestra sin pretratamiento, se puede observar un patron de difraccion en el
que predomina la parte amorfa sobre la cristalina, probablemente debido a un alto
contenido de celulosa amorfa y materiales amorfos como la hemicelulosa
(Corredor, 2009) y la lignina. En cambio, después del pretratamiento, el pico
principal relativo al plano 002 (region cristalina; Corredor, 2009) se observa mas
claro en todas las muestras, a excepcion de la sometida al pretratamiento acido

diluido. Esto muestra que la relacion de celulosa cristalina increment6 debido a la
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eliminacion de lignina y hemicelulosa de las muestras (Corredor, 2009) y/o a la
eliminacion de celulosa menos ordenada (Evans, 1995; Roncero, 2001).

En el patron de difraccion del pretratamiento basico con NaOH, la sefal
correspondiente a la zona cristalina es mas evidente, mientras que para el
pretratamiento de ozondlisis la sefial es mas deébil. Lo anterior también confirma
qué pretratamiento es mas eficaz para exponer la celulosa al ataque enzimatico
(Corredor, 2009). Ahora bien, tal conclusibn no es definitiva para todos los
pretratamientos, ya que en el caso del pretratamiento &cido diluido, el hecho por el
cual la zona amorfa predomina, se atribuye a otra razon. La baja intensidad de los
picos cristalinos sugiere que el pretratamiento fue efectivo para transformar la
celulosa cristalina en amorfa (Corredor, 2009; Mitra y Mukherjee, 1980) o bien,
que la severidad del pretratamiento no so6lo remueve lignina e hidroliza
hemicelulosa, sino que también ataca y remueve parte de la celulosa cristalina del
material. Durante el pretratamiento acido diluido, las microfibrillas de celulosa son
parcialmente hidrolizadas, preferentemente en las regiones amorfas (Thompson,
1989) pero también en las zonas cristalinas (Evans, 1995; Roncero, 2001), a esto

se debe la disminucién de la sefal.

En el caso de la muestra sometida al pretratamiento basico-oxidante, tenemos un
patrén de difraccion que muestra la exposicion de la region cristalina del material a
comparacién de la muestra sin pretratamiento. Ademas, la sefial de la region
cristalina es intermedia entre los pretratamientos basico con NaOH y ozondlisis, lo
cual sugiere que dicho pretratamiento podria tener una mayor capacidad que la
ozondlisis para remover los componentes amorfos de la muestra, pero menor

capacidad que el basico con NaOH.

En la muestra del pretratamiento basico con CaO, se obtuvo un patron de
difraccion distinto al de los demas pretratamientos. Como se observa en la Figura
42, se obtiene una sefal de una zona cristalina en 20 = 10-15°, la cual no
corresponde a ninguna forma cristalina esperada de la celulosa en este

tratamiento (Johnson, 2010). Pero es importante resaltar que el pretratamiento
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alcalino puede causar la solubilizacion, redistribucion, y condensacion de lignina,
asi como la modificacion del estado cristalino de la celulosa. Este efecto, ademas
de que puede disminuir o contrarrestar los efectos positivos de la eliminacion de
lignina, puede impedir en cierta medida, la hinchazon de las fibras de celulosa
(Gregg y Saddler, 1996; Hendriks y Zeeman, 2009). Ademas, la hemicelulosa,
aunque es facilmente hidrolizable y nunca forma agregados, puede cocristalizar
con la celulosa (Roncero, 2001). Por lo anterior, se cree que dicho pretratamiento

origind alguna forma cristalina que presenta ese patréon de difraccion.

Para confirmar las diferencias entre los pretratamientos, hechas en base a los
comportamientos de los patrones de difraccion, estos se pueden analizar mediante

los indices de cristalinidad (IC) determinados (Tabla 16) (Ver seccién 3.3.4.8).

Tabla 16. indice de Cristalinidad del bagazo de sorgo sin pretratamiento y

sometido a distintos pretratamientos.

Bagazo de sorgo indice de Cristalinidad (% IC)
Sin pretratamiento 17.5
Ozonblisis 33.1
Basico con CaO 28.7
Basico-Oxidante 48.8
Acido diluido 24.7
Béasico con NaOH 45.3

El aumento del indice de cristalinidad significa que la fraccién cristalina es mayor
qgue la fraccion amorfa en la muestra. De acuerdo a los resultados obtenidos,
podemos observar que para todos los pretratamientos el % IC es mayor que en la
muestra original o sin pretratamiento, lo cual confirma que este aumento en la

cristalinidad se debe a la eliminaciéon de la fraccion amorfa de la muestra.

Si observamos los valores de % IC obtenidos, podemos notar que se tienen los
valores mas altos para los pretratamientos basico con NaOH y béasico-oxidante

(45.3 y 48.8 %), lo que significa que con ambos pretratamientos se removié en
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mayor medida el material amorfo. Ademas, contrario a lo que se pensaba, el
pretratamiento basico-oxidante, no parece tener una menor capacidad que el
basico con NaOH para remover los componentes amorfos, ya que incluso tiene el

indice de cristalinidad mas alto.

La muestra sometida a ozondlisis tiene un % IC intermedio (33.1 %). Al observar
su patron de difraccion (Figura 42), podemos ver que su regidon amorfa es mas
pronunciada y la cristalina es relativamente débil a comparacion de los dos

pretratamientos antes mencionados.

Las muestras de los pretratamientos basico con CaO y &cido diluido son las de %
IC de menor valor (28.7 y 24.7 % respectivamente). En el caso del pretratamiento
basico con CaO, como ya se menciond, se obtuvo un patrén de difraccion donde
es dificil apreciar qué tanto predomina la zona amorfa sobre la cristalina y
viceversa, pero el valor del indice de cristalinidad indica que la parte amorfa
predomina mas que en los demas pretratamientos. Lo anterior indica que durante
éste pretratamiento, no se removieron los componentes amorfos (hemicelulosa y
lignina) en la misma medida que en el basico-oxidante y el basico con NaOH, y
tampoco se dejo tan expuesta la celulosa. Para el caso de la muestra sometida al
pretratamiento acido diluido, se tiene el menor valor de % IC de las muestras
pretratadas, se podria pensar que es porque la celulosa no quedd lo
suficientemente expuesta y la region amorfa predomina sobre la cristalina, pero al
observar el patrén de difraccion, podemos ver que la zona cristalina es casi
imperceptible, o que significa que la parte cristalina de la celulosa se degrad6 o
transformé en celulosa amorfa, ésta es la razén de que el indice de cristalinidad

disminuya y no que los componentes amorfos no hayan sido removidos.

Se ha sugerido gue la parte amorfa de la celulosa es mas accesible y se degrada
mas facilmente que las regiones cristalinas, las cuales son menos accesibles (Fan,
1980; Baker, 1973; loelovich, 2011). Pero como puede verse en este estudio, no
hay una clara relacion entre el analisis de difraccion de rayos X y los resultados

hasta ahora obtenidos para lignina soluble, la cantidad de azucares fermentables
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obtenida y el andlisis por espectroscopia de infrarrojo; ya que el pretratamiento
con el que se obtiene un mayor rendimiento en la hidrélisis enzimatica (basico con
NaOH; Ver seccion 4.2.4) es uno de los que tienen mayor indice de cristalinidad
(45.3 %), mientras que el pretratamiento con el que se obtiene un menor
rendimiento en la hidrdlisis tiene un % IC intermedio. Este comportamiento se ha
estudiado para distintos sustratos lignocelulésicos, y se ha encontrado que la
hidrolisis no es tan dependiente del IC (Thompson, 1989) como de otros factores,
tal es el caso de la superficie de contacto, que se considera como un factor mas

importante, al menos en las primeras etapas de la hidrolisis (Lee y Fan, 1983).

Algunas investigaciones (Marsden, 1983; Puri, 1984), han informado que los
materiales lignoceluldsicos pretratados y que resultan con mayor cristalinidad,
pueden tener tasas y alcances de hidrélisis mas altos que materiales no
pretratados con menor cristalinidad. Ademas, la naturaleza cristalina de la celulosa
no debe ser un impedimento a la hidrélisis enzimatica, como han demostrado las
preparaciones enzimaticas de varios hongos, las cuales hidrolizan celulosa
cristalina sin problemas. La hidrélisis de la celulosa se lleva a cabo por tres tipos
de enzimas, exo- y endo-B-1,4 glucanasas y B-1,4 glucosidasas, las cuales,
cuando actian en conjunto, pueden degradar completamente la celulosa cristalina,
en cambio, pierden ésta capacidad si actlan por separado (Wood, 1981; Puri,
1984).

Por ello, se piensa que el aumento en la cristalinidad se debe a la eliminacién de
material amorfo y que el valor del IC probablemente no es tan importante como se
pensaba (Thompson, 1989), al menos para poder predecir qué pretratamiento
favorecera el aumento del rendimiento en la produccion de azucares fermentables.
Sin embargo, el analisis mediante difraccion de rayos X permite evaluar el efecto
del pretratamiento sobre la estructura del material lignocelulésico, permitiendo

aportar gran informacién de lo que esta sucediendo durante el pretratamiento.
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4.2.4. Hidrdlisis enzimética del bagazo de sorgo sujeto a

pretratamiento. Cuantificacion de azlUcares mediante

HPLC.

Después del pretratamiento se llevd a cabo la hidrolisis enzimatica del material

lignoceluldsico bajo las condiciones determinadas en el disefio de experimentos:

Tiempo: 2 h; Proporcion de enzima: 0.9 MLgnzima £7/08agazo; Harina de bagazo: 5 %

p/v.

Los azucares se cuantificaron por HPLC acoplado a un detector de dispersion de

luz evaporativa, y haciendo la correspondiente correccion anhidra.

Tabla 17. Concentracion de azlcares determinados por HPLC después de la
hidrélisis enzimética con el coctel enzimético E7 del bagazo de sorgo pretratado y

sin pretratamiento y contenido de lignina soluble.

Bagazo [Xilosa] [Glucosa] [Celobiosa] %Lignina
sometido a: %p/p %p/p %p/p Soluble
Sin
oretratamiento | 0-361£0.18 2.564+0.12 1.086+0.16 -
Ozondlisis 2.419+0.187 7.262+1.47 1.511+0.288 | 0.5856+0.006
Bas('faoo‘:o” 5.083+0.007 7.293+1.63 0.939+0.016 | 1.0489+0.014
Basico- 5.132+0.012 9.366+1.25 0.751+0.061 1.9903+0.028
Oxidante
Acido diluido 0 10.231+0.082 | 4.405+0.456 | 2.7017+0.114
BaSN'ggﬁon 17.128+0.040 | 18.125+0.205 | 5.514+0.033 | 4.1406+0.246

Como se puede observar en la tabla 17, la concentracion de glucosa y xilosa va en
aumento correspondiendo con la cantidad de lignina soluble obtenida para cada
pretratamiento, lo cual confirma el hecho de que entre mas lignina fue removida,
las fibras de celulosa y hemicelulosa quedaron mas susceptibles a la hidrdlisis

enzimatica. Uno de los factores que afectan la hidrélisis de la biomasa
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lignocelulésica, es la asociacion de las cadenas de celulosa con otros polimeros y
estructuras protectoras que estan presentes en la pared celular como la lignina,

pectinas, hemicelulosa, proteinas, elementos minerales, etc. (Taherzadeh, 2007).

El rendimiento es notablemente mayor con el pretratamiento bésico con NaOH
para ambas concentraciones de azucares (xilosa 10.231+0.082 % p/p y glucosa
18.125+0.205 % p/p). Esto nos sugiere que dicho pretratamiento es el mas

adecuado para mejorar la eficiencia de la hidrélisis enzimatica.

Después del basico con NaOH, el pretratamiento con el que se obtiene un mayor
rendimiento, es el acido diluido. Este pretratamiento, ademas de que consigue
solubilizar la lignina en menor medida que el pretratamiento basico con NaOH,
presenta una desventaja frente a otros tipos de pretratamientos: la degradacion de
los azlcares durante la hidrélisis y la formacion de productos indeseables. Estos
derivados, no solamente disminuyen el rendimiento de los azlcares sino que
inhiben severamente la produccion de etanol durante el proceso de fermentacion
(Taherzadeh, 2007). Algunos de estos potenciales inhibidores son el furfural,
hidroximetilfurfural (HMF), acido levunilico, acético, formico, urdnico, vainillinico,
vainillina, fenol, formaldehido, etc. (Larsson, 2000; Taherzadeh, 2007). Por otro
lado, como puede observarse en la tabla 17, no se pudo cuantificar la
concentracion de xilosa, esto se debe a que la mayor parte de la hemicelulosa
puede ser hidrolizada durante este pretratamiento a temperaturas menores a los
200°C (Taherzadeh, 2007) y la xilosa se pierde en el lavado que se realiza
posterior al pretratamiento, de tal manera que después de la hidrdlisis ya no hay

xilosa que cuantificar.

Para el resto de los pretratamientos, el rendimiento en las concentraciones de
xilosa y glucosa, disminuye en gran medida a comparacibn de los dos
pretratamientos anteriormente mencionados, por lo cual se consideran menos
eficientes. Sin embargo, cabe mencionar que a pesar de su bajo rendimiento,

todos los pretratamientos fueron capaces de aumentar las concentraciones de
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glucosa y xilosa obtenidas en la hidrélisis enzimatica del bagazo de sorgo sin
pretratamiento, que fueron 2.564 y 0.520 % p/p, respectivamente.

Por otro lado, la hidrdlisis de celulosa produce celobiosa en una primera etapa y
posteriormente glucosa (Seyhan, 2000); por esta razon, se esperaba que entre
mas fuerte fuera el pretratamiento y mas lignina removiera, mas eficiente fuera la
hidrolisis y por lo tanto disminuyera la concentracion de celobiosa. Observando las
concentraciones de celobiosa en la tabla 17, para los pretratamientos de
ozondlisis, basico con CaO y bdésico-oxidante, la concentracion sigue una
tendencia de mayor a menor como se esperaba. Pero para los pretratamientos
acido diluido y basico con NaOH, la concentracion vuelve a aumentar y es incluso
mayor que en la ozondlisis, en la cual se esperaba la mayor concentracion de
celobiosa. En este caso, se puede considerar una hidrdlisis incompleta puesto que
el remanente de celobiosa es mayor que en los demas pretratamientos y este
comportamiento puede atribuirse a que ambos, acido diluido y basico con NaOH,
son los pretratamientos mas fuertes, los que mas lignina removieron y en los que
se obtuvo el mayor rendimiento de glucosa. Esto indica que las fibras de celulosa
estuvieron mas susceptibles al atague enzimético, produciendo la mayor
concentracion de celobiosa en una primera etapa de la hidrélisis y finalmente
produciendo mas glucosa, sin embargo, durante el proceso enzimético no toda la
celobiosa fue hidrolizada a glucosa, quedando una mayor concentracién que en

los demas pretratamientos.

Finalmente y de acuerdo a los resultados obtenidos, se puede considerar al
pretratamiento basico con NaOH como el mas adecuado para obtener la mayor

cantidad de azucares fermentables a partir de bagazo de sorgo dulce.
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1.- Con la realizacién de un disefio factorial completo 23, fue posible evaluar la
hidrolisis enzimatica del bagazo de sorgo sin pretratamiento. Se determinaron las
condiciones 6ptimas de proporcién de enzima, tiempo de reaccion y contenido de
harina de bagazo, para llevar a cabo la hidrélisis enzimatica del bagazo de sorgo a

50°C, obteniendo el mejor rendimiento de azlUcares fermentables.

2.- De acuerdo al disefio experimental, durante la hidrolisis enzimatica del bagazo
de sorgo sin pretratar, los dos factores que tienen un efecto significativo en la
obtencién de glucosa y celobiosa, son la proporcion de enzima y el tiempo de
reaccion, ya que al aumentar estas dos variables, la concentracion de dichos
azucares aumenta y disminuye, respectivamente. El contenido de soélidos, no tuvo
un impacto significativo en el rendimiento de azlcares; sin embargo, el aumento
de ésta variable disminuye la concentracion de glucosa obtenida, por lo que es

mas conveniente mantener el 5 % p/v de harina de bagazo.

3.- Ningun factor por si solo mostré un efecto significativo sobre la generacién de

xilosa en la hidrélisis enzimatica.

4.- Las condiciones establecidas como las mas adecuadas para la hidrdlisis
enzimatica del bagazo de sorgo sin pretratar, a una temperatura fijja de 50°C,
utilizando el coctel enzimatico E7, son: 0.9 MLenzima/Qbagazo, 5 % p/v de harina de
bagazo y 2 h de reaccién enziméatica.

5.- Someter el bagazo de sorgo dulce a un pretratamiento, incrementa de manera

potencial el rendimiento de azlcares fermentables.

6.- De los cinco pretratamientos evaluados, el pretratamiento que removié en
mayor medida la lignina, fue el basico con NaOH. El menos eficaz fue la ozondlisis
pero se cree que una modificacién en el tiempo de reaccién y concentracién de

O3, favoreceria el efecto positivo del pretratamiento.

7.- La caracterizacion por medio de espectrofotometria de infrarrojo, sefala al
pretratamiento basico con NaOH como el que mas lignina logra remover. Los

cambios en la estructura del material lignocelulésico se hacen mas notables
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conforme el pretratamiento es mas severo y las sefales de absorbancia
evidencian la presencia de grupos fendlicos provenientes de la lignina

solubilizada, asi como de los residuos de hemicelulosa removida.

8.- Es dificil afirmar si el aumento en la digestibilidad enzimatica se debe
exclusivamente a la reduccion de cristalinidad, como han sugerido algunos
autores, o puede ser causado por otros cambios fisicos. En este trabajo, se ha
concluido que la digestibilidad de la biomasa en general, es producto de varios
factores en conjunto, como el tamafio de particula, el aumento en la superficie de
contacto, la remocion de lignina y hemicelulosa, la exposicion de las fibras de
celulosa, etc., en lugar de la reduccion de cristalinidad. De hecho, los resultados
obtenidos en el analisis de difraccion de rayos X, indican que el aumento de
cristalinidad por un lado, se da por la remocion de material amorfo y por otro lado,
por la transicion de celulosa cristalina a amorfa, pero el efecto depende del
pretratamiento que se utilice, en la medida en que el pretratamiento remueva
hemicelulosa y lignina y deje expuesta la celulosa para el ataque enzimético y por
lo tanto, la reduccién de cristalinidad es independiente para cada uno de ellos, por
lo que es dificil relacionar ésta caracteristica con el rendimiento de azuUcares
fermentables. En cambio, éste analisis permiti6 evaluar el efecto que tiene el
pretratamiento sobre el material lignocelulésico y esclarecer a qué se debe el

aumento o disminucion de cristalinidad en cada uno de ellos.

9.- La cantidad de azucares fermentables aumenta considerablemente a medida
gue se remueve el material amorfo (hemicelulosa y lignina) de la biomasa, siendo
el pretratamiento basico con NaOH, el que proporciona el mejor rendimiento tanto

de xilosa como de glucosa.

10.- La alta concentraciéon de celobiosa obtenida durante el pretratamiento basico
con NaOH, confirma que la celulosa se degrada en mayor medida con éste

pretratamiento, sin embargo, también indica una hidrolisis incompleta.
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11.- Se sugiere estudiar la hidrolisis enzimética con el coctel E7 en un intervalo de
tiempo que comprenda mas alla de las 2 horas, para evaluar su actividad sobre el

remanente de celobiosa y evitar una hidrolisis incompleta.

12.- Se recomienda una evaluacién mas profunda de los pretratamientos con los
gue se obtuvo un menor rendimiento en la obtencién de azucares fermentables,
pero gue, sin embargo, presentan grandes ventajas como lo es el bajo costo en el
caso del bésico con CaO y que no provoquen la formacion de derivados que
inhiban la fermentacién, como en el caso de la ozondlisis. Una optimizacién del
proceso del pretratamiento, podria representar una alternativa rentable y con

potencial para la produccion de azlcares fermentables a etanol.

13.- Durante el presente estudio, sélo se evaluaron tanto el pretratamiento como la
hidrélisis enzimética del bagazo de sorgo dulce, para optimizar la obtencién de
azucares fermentables, pero es importante enfocar un estudio hacia la
fermentacion de estos azlcares y evaluar la obtencién de bioetanol en futuras

investigaciones.

118



ANEXO A

e Identificacion de aztcares por HPLC.
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Figura 43. Cromatograma de una mezcla de azlcares para su identificacion por
HPLC.
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Figura 44. Cromatograma del estandar interno (Alanina).
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Tabla 18. Tiempo de retencion de los diferentes azucares y del estandar interno.

Estandar Tiempo de retencién (min)
Alanina (EI) 14.033
Xilosa 4.600
Fructosa 6.180
Manosa 6.653
Glucosa 7.084
Sacarosa 10.458
Celobiosa 12.024
Maltosa 12.175

e Curvas de calibracion de azlcares para el método DNS y HPLC

con estandar interno.

Curva patrén de DNS con glucosa Y =0-7209x +0.0302
1.000 R?=0.9845
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Figura 45. Curva patron de DNS.
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Figura 46. Curva patron de alanina (Estandar Interno).
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Curva patron de Glucosa con El v =2.007/x-0.8935
7.000 R =0.9908
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Figura 47. Curva patron de glucosa con El para HPLC.

Curva patron de Celobiosa con El ¥ =2.0342x-0.3538
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Figura 48. Curva patron de celobiosa con El para HPLC.
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Figura 49. Curva patron de xilosa con El para HPLC.
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e Andlisis de varianza de la evaluacion de la actividad enzimaética.

Tabla 19. ANOVA de la evaluacion de la actividad enzimatica.

Fuente de Suma de Grados de | Cuadrado F
L ; . calculada p
Variacion Cuadrados Libertad Medio (Fc)
Entre 114.3805 2 57.1903 | 4.3308 0.1305
Tratamientos
Error 39.6166 3 13.2055
Total 153.9971 5

F valor critico = 9.5521
a=0.05

Para concluir si se acepta o se rechaza la hipotesis, se utiliza el valor de F

obtenido del analisis de varianza (Fc) y el valor de F de tablas (valor critico) para

los grados de libertad entre tratamientos y del error (F valor criticop, 3y = 9.5521). O

bien, se utiliza el valor de p y un a = 0.05. Si Fc > F valor critico 6 a > p, se

rechaza la hipétesis nula, es decir, se puede aceptar que existe una diferencia

significativa entre los tratamientos.

De acuerdo a lo anterior:

F calculada < F valor critico; 4.3308 < 9.5521,

0 bien

a<p; 0.05<0.1305

Por lo tanto, se acepta la hipotesis nula y no existe diferencia significativa entre las

temperaturas de evaluacion de la actividad enzimatica.
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Figura 50. Grafico de probabilidad normal de residuales de glucosa.

Graficos del Disefio de Experimentos.
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Figura 51. Grafico de valores predichos contra valores observados de glucosa.
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Raw Residuals

Figura 52.

Expected Normal Value

Figura 53. Gréfico de probabilidad normal de residuales de celobiosa.
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Predicted Values

Observed vs. Predicted Values
2*%(3-0) design; MS Residual=_0014633
DV: [Celobiosa] (%p/p)
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Figura 54. Grafico de valores predichos contra valores observados de celobiosa.
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Figura 55. Gréfico de valores predichos contra residuales de celobiosa.
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Normal Prob. Plot; Raw Residuals
2*%(3-0) design; MS Residual=_0004614
DV: [Xilosa] (%p/p)
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Figura 56. Grafico de probabilidad normal de residuales de xilosa.
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Predicted vs. Residual Values
2*%(3-0) design; MS Residual=.0004614
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Figura 58. Grafico de valores predichos contra residuales de xilosa.

e Andlisis de varianza de las respuestas del disefio de

experimentos.

Tabla 20. ANOVA de la generacién de glucosa como variable de respuesta en el

disefio de experimentos.

Grados F
- Sumade Cuadrado
Factor / Interaccion cuadrados _ de medio calculada p
Libertad (Fc)
Concentracion de enzima
(ML Enzimalg Bagazo) * 0.9131 1 0.9131 1028.61 | 0.0010
Tiempo (min) * 2.4778 1 2.4778 2791.29 0.0003
Harina de bagazo (% p/v) 0.0046 1 0.0046 5.15 0.1513
lby2* 0.4777 1 0.4777 538.20 0.0018
1by3* 0.0653 1 0.0653 73.53 0.0133
2by3* 0.6201 1 0.6201 698.56 0.0014
12’3 * 0.2156 1 0.2156 242.91 0.0041
Error 0.0018 2 0.0009
Total 7.7413 10

F valor critico = 18.5128; a = 0.05

*De acuerdo a los valores de Fc y p, estos factores y/o interacciones tienen efecto
significativo en el aumento o disminucién de la generacion de glucosa durante la hidrélisis
enzimatica.
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Tabla 21. ANOVA de la generacién de celobiosa como variable de respuesta en el

disefio de experimentos.

Grados F
., Sumade Cuadrado
Factor / Interaccion cuadrados ' de medio calculada p
Libertad (Fc)
Concentracién de enzima
(ML Enzimalg Bagazo) * 0.3282 1 0.3282 224.27 0.0044
Tiempo (min) * 0.6883 1 0.6883 470.37 0.0021
Harina de bagazo (% p/v) 0.000001 1 0.000001 0.0008 0.9797
lby2* 0.1400 1 0.1400 95.65 0.0103
1by3 0.00005 1 0.00005 0.0337 0.8713
2by3* 0.0578 1 0.0578 39.50 0.0244
12’3 0.0102 1 0.0102 7.01 0.1179
Error 0.0029 2 0.0015
Total 2.2819 10

F valor critico = 18.5128; a = 0.05
*De acuerdo a los valores de Fc y p, estos factores y/o interacciones tienen efecto
significativo en el aumento o disminucion de la generacion de celobiosa durante la

hidrélisis enzimatica.

Tabla 22. ANOVA de la generacién de xilosa como variable de respuesta en el

disefio de experimentos.

Grados F
., Sumade Cuadrado
Factor / Interaccion cuadrados ' de medio calculada p
Libertad (Fc)
CORESIEEEN CE AR | 6 eaaem 1 0.0003 | 0.6455 | 0.5060
(mL Enzima/g Bagazo)
Tiempo (min) 0.0006 1 0.0006 1.34 0.3662
Harina de bagazo (% p/v) 0.0002 1 0.0002 0.5015 0.5523
1by?2 0.0003 1 0.0003 0.6893 0.4937
1by3 0.0008 1 0.0008 1.77 0.3143
2 by 3 0.0082 1 0.0082 17.69 0.0521
12’3 * 0.0146 1 0.0146 31.67 0.0301
Error 0.0009 2 0.0005
Total 0.1362 10

F valor critico = 18.5128; a = 0.05

*De acuerdo a los valores de Fc y p, estos factores y/o interacciones tienen efecto
significativo en el aumento o disminucion de la generaciéon de xilosa durante la hidrolisis
enzimatica.
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ANEXO B

e Equipo utilizado.

Figura 59. Equipo de HPLC.

Figura 60. Sistema de ozondlisis.

= == . |

Figura 61. Espectrofotometro Uv-Vis.
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Figura 63. Difractometro de Rayos X.
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