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Resumen

La obtencién de bioetanol a partir de materiales lignocelulésicos muestra ventajas
econdmicas y medio ambientales sobre el obtenido principalmente de maiz y cafia
de azucar. Ademas la creciente preocupacion por el incremento de emisiones de
CO, vy la preocupacion por la seguridad energética conllevan a la busqueda de
nuevas alternativas energéticas no basadas en petréleo, por lo que los materiales
lignocelulésicos son una alternativa interesante. Sin embargo, las barreras fisicas
y quimicas causadas por la asociacion de sus principales componentes dificultan
la hidrdlisis de la celulosa y hemicelulosa a azlcares susceptibles de fermentacion

a etanol.

Por lo cual es necesario emplear una etapa adicional de pretratamiento para
facilitar la accesibilidad enzimética mejorando la digestibilidad de la celulosa; en la
actualidad existen diversos pretratamientos y cada uno de estos tiene un efecto
especifico sobre la fraccidn lignina y/o hemicelulosa. Por lo que los
pretratamientos y sus condiciones se deben elegir de acuerdo con las
caracteristicas de la biomasa.

En el presente trabajo, en la primera etapa se determinaron las condiciones
Optimas (concentracion de &acido, temperatura y tiempo de reaccion) del
pretratamiento acido diluido del Pasto Privilegio Malla 40 a través de un disefio
experimental. En la segunda etapa se evalud el efecto del pretratamiento &cido
diluido y su combinacién con tres diferentes pretratamientos basicos (basico con
NaOH, basico con CaO y béasico oxidante) sobre la hidrélisis enzimética del
material lignoceluldsico; el efecto de estos pretratamientos se evalué mediante la
medicion de tres parametros: azucares reductores (AR), azucares totales (AT) y

lignina soluble en &cido (LSA).

La hidrolisis enzimatica se llevd a cabo empleando dos complejos enzimaticos
comerciales, llamados E-6 y E-7, y las condiciones empleadas se establecieron a

partir de trabajos previos (Guzman Barrera, 2012) y (Vazquez Bolafios, 2012).



Antecedentes

Biocombustibles

En la actualidad, la demanda creciente de energia, el agotamiento inevitable de

los combustibles fésiles y la creciente preocupacion por el calentamiento global

han estimulado la busqueda y la exploracion intensa de fuentes alternativas de

energia, como las energias renovables (P. Redding, et al., 2011).

Se llama energia renovable a la que administrada en forma adecuada, puede

explotarse ilimitadamente, ya que su cantidad disponible no disminuye a medida

en que ésta se aprovecha. Su utilizacion radica principalmente como:

Solucién a los problemas de cambio climético
Diversificacion del mercado energético
Oportunidad de posicionarse estratégicamente en el mercado de una nueva

industria energética

Las principales ventajas que tiene su empleo son:

Debido a su caracter sustentable son capaces de preservar las fuentes de
energia no renovables

Garantizan la seguridad y diversidad del suministro energético

Proveen servicios de energia virtualmente sin impacto ambiental,
contribuyendo a la proteccion del ecosistema de las generaciones
presentes y futuras

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 que el empleo de esta representa nuevas fuentes de empleo, mayores

exportaciones, la reactivacion de muchas industrias tradicionales, y el

fortalecimiento del aparato cientifico-técnico de los paises, y a la vinculacién de la



industria con los centros de investigacion y desarrollo tecnoldgico (SENER,

Planeacion Energética, 2012).

Entre las principales energias renovables se encuentran los Bioenergéticos, y en
nuestro caso de estudio particular los Biocombustibles. De acuerdo con la
clasificacion descrita por la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura), los biocombustibles pueden clasificarse de acuerdo

a la fuente de biomasa de la que provienen:

Derivados de la Madera: son aquellos bioenergéticos provenientes directa o
indirectamente de arboles, arbustos y matorrales (biomasa lefiosa). Entre estos no

se toma en cuenta la produccién tradicional de lefia y carbdn natural.

Agro-combustibles: son aquellos bioenergéticos provenientes de cultivos

energéticos, subproductos agricolas y agroindustriales, los cuales se dividen en:

e Agricolas: provienen de la produccion, recoleccion y demas actividades
desarrolladas en las zonas agricolas.

¢ Animales: provienen de la ganaderia, por ejemplo los excrementos sélidos
de los animales.

e Agroindustriales: provienen de la biomasa producida en las industrias de
alimentacion y de elaboracion de fibras, como por ejemplo el bagazo de
cafia de azlcar, cascara y descascarado del arroz, corteza, fibra y médula

de coco, residuos de prensado de granos, entre otros.

Cultivos energéticos: son aquellos productos agricolas que son sembrados con el
propdsito exclusivo de obtener biomasa con caracteristicas especiales para ser

aprovechados energéticamente; son clasificados en:

e Cultivos tradicionales: son aquellos que no son rentables en su aplicacion
alimenticia o industrial, por lo que se destinan a la produccion de energia.

Algunos ejemplos son la remolacha, la cafia de azlcar y el maiz.



e Cultivos poco frecuentes: son aquellos que pueden implantarse en terrenos
de baja o nula rentabilidad, es decir, aquellos que por sus condiciones
dificilmente pueden ser destinados para cultivar alimentos; tienen la ventaja
de no competir con la produccion de alimentos.

e Cultivos acuaticos: son aquellos presentes en extensiones de agua donde
los rayos solares tienen la funcion de alimentar las plantas acuaticas, como
las algas Macrocystis, Nerocystis que se dan en aguas saladas y jacinto de
agua que se da en agua dulce, y que son susceptibles de cultivarse con la

finalidad de producir energia.

Derivados de subproductos de origen urbano: son aquellos que provienen de
residuos de origen municipal que suelen incinerarse directamente para producir
calor y/o energia, y los derivados principalmente de la fermentacion anaerdbica
(biogds) de residuos sélidos y liquidos de origen municipal (SENER,
Bioenergéticos, 2012).

Ademas de las clasificaciones anteriores, los biocombustibles pueden clasificarse

por generacion, es decir, por tipo de biomasa disponible.
e Biocombustibles de primera generacion.

Son los biocombustibles que provienen de cultivos alimenticios y que se procesan
por medios convencionales, como el bioetanol que se obtiene de la cafia de
azucar, la remolacha y maiz, o el biodiesel que proviene de las semillas de
cartamo o girasol. Su principal desventaja radica en la utilizacion de tierras
destinadas a cultivos alimenticios, lo que conlleva a una competencia directa con

la produccién de alimentos.

En México, existe la oportunidad de producir biocombustibles de primera
generacion aprovechando tierras de baja productividad, sin perjudicar la
produccion de alimentos (SENER, Bioenergéticos, 2012).



e Biocombustibles de segunda generacion.

Son los biocombustibles que se elaboran a partir de materias primas que tienen un
alto contenido de celulosa, como los desechos de los cultivos alimenticios (por
ejemplo los tallos de trigo o de maiz) e incluso el aserrin o plantas con un alto
contenido de material lignocelulésico. Aunque el empleo de este tipo de biomasa
aln se encuentra en la etapa experimental y todavia no son econémicamente
rentables, pero la velocidad a la que se desarrollan sus tecnologias es muy alta,
por lo que existe la posibilidad de que en un mediano plazo den resultados

satisfactorios que permitan su implementacion (SENER, Bioenergéticos, 2012).
e Biocombustibles de tercera generacion.

Son aquellos que provienen de cultivos especificos no alimentarios y que tienen
ventajas potenciales muy concretas, como por ejemplo las algas, las cuales tienen
un potencial energético que puede llegar a ser 30 veces mayor que el de los
cultivos energéticos en tierra, capturan una gran cantidad energia solar y se
reproducen rapidamente. Existen algas que de manera natural producen bioetanol;
sin embargo, la tecnologia y los procesos de produccion para desarrollar este tipo
de bioenergéticos aun se encuentran en etapa experimental, por lo que el uso de
esta tecnologia para produccion en masa de biocombustibles no es

econdémicamente viable (SENER, Bioenergéticos, 2012).

En la actualidad los paises buscan fortalecer su seguridad energética, a través de
la diversificacion de las fuentes de energia y la accesibilidad de los sistemas de
energia; ademas de contraer algunos otros beneficios como la creacion de nuevas
fuentes de trabajo y el aumento de ingresos en zonas rurales por la produccién de
insumos para bioenergéticos y su comercializacion; promoviendo un desarrollo
sustentable mediante la busqueda de sistemas de energia amigables con el medio

ambiente.

En este sentido, la produccion de biocombustibles ha despertado el interés
mundial, debido a los impactos econdmico, social, ambiental, institucional y

politico, que su desarrollo y empleo contrae.
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En primer lugar, los altos precios del petréleo hacen que los paises que no son
autosuficientes en el suministro de combustibles fosiles inviertan parte de sus
divisas en la importacion de hidrocarburos. En el orden social, la necesidad de
diversificar las fuentes de energia y de investigar los recursos locales ha
repercutido en una mayor generacion de empleo, pues ha sido necesario contratar
nueva mano de obra para explorar esta posibilidad. En el aspecto ambiental, los
biocombustibles parecen ser menos contaminantes y tienen menor impacto sobre

el cambio climatico que los combustibles fosiles (SAGARPA, 2010).
Bioetanol

El bioetanol en los dltimos afios ha tenido un mayor desarrollo a nivel mundial, no
solo para reducir la dependencia internacional del abasto del petréleo como una
prevencion para preservar las reservas existentes, sino también como una manera
de mitigar problemas ambientales como el calentamiento global. El bioetanol es
producido principalmente a partir de maiz y cafia de azlcar, y cuya produccion
encabezan Estados Unidos y Brasil. En 2008 se produjeron 65 mil millones de
litros de bioetanol, el 52% de éste se produjo a base de maiz en Estados Unidos y
un 37% a base de cafia de azucar en Brasil. Se espera que la demanda de etanol
en el mundo continde creciendo y supere los 101 mil millones de litros para 2015,

equivalentes a 80 millones de toneladas (Figura 1).
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Figura 1. Proyeccion de la produccién mundial de etanol y biodiesel, en millones
de toneladas (SAGARPA, 2010).

En los Estados Unidos, el bioetanol es un combustible alternativo, prometedor y ya
es ampliamente utilizado en el sector del transporte como aditivo oxigenante y
como reemplazo parcial de gasolina para reducir el uso de petroleo y las
emisiones atmosféricas. Por otro lado, el bioetanol brasilefio producido a partir de
cafia de azucar ha sido utilizado desde hace treinta afios en ese pais, como
sustituto de gasolina, como medida para reducir las importaciones de petréleo
(SENER, 2010).

En nuestro pais, a partir de 2007 se han puesto en marcha acciones para el
fomento y aprovechamiento de los biocombustibles, como el Programa Sectorial
de Energia 2007-2012 que considera principalmente fomentar el aprovechamiento
de las fuentes renovables de energia y biocombustibles, técnica, econdmica,
ambiental y socialmente viables. Ademas que a través de estas fuentes
renovables de energia se reduzca la utilizacion de combustibles fésiles
provocando una disminucion proporcional de la contaminacion y un desarrollo

sustentable.
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Otras acciones puestas en marcha son la promulgaciéon de la Ley de Promocién y
Desarrollo de los Bioenergéticos, que tiene el objetivo de promover el desarrollo
de los bioenergéticos con el fin de coadyuvar a la diversificacion energética y el
desarrollo sustentable, como condiciones que permitan garantizar el apoyo al

campo mexicano (SENER, Bioenergéticos, 2012).

Con este tipo de programas, se busca en una primera etapa sustituir el Metil
Terbutil Eter (MTBE), empleado como oxigenante de gasolinas, por bioetanol y
posteriormente en una segunda etapa generar la biomasa requerida para emplear
s6lo etanol. Con respecto a la primera etapa, el bioetanol ya es empleado como
oxigenante en las gasolinas utilizadas por el transporte de las zonas

metropolitanas de Monterrey, Guadalajara y la Ciudad de México.

Como se mencion6 anteriormente, el bioetanol de primera generacion, se produce
por la fermentacion de los azlUcares de algunos productos como la cafia de
azucar, la remolacha y en algunos paises como Estados Unidos también se
obtiene a partir de granos, como el maiz. Pero debido a la competencia de
algunas de estas materias con la produccién alimentaria, la disponibilidad de suelo
y agua, algunos problemas ambientales como la contaminacion por nutrientes y la
erosion del suelo, ademas de otros factores econémicos y politicos, se limita su
utilizacibn como materias primas renovables. Debido a esto, se ha recurrido a la
obtencion de bioetanol de segunda generacion, es decir, a partir de materias

primas lignoceluldsicas (biomasa).

La biomasa lignocelulésica, como los residuos de cultivos agricolas, forestales,
municipales, etc., proporciona una materia prima de bajo costo para la produccion
de biocombustibles. Por lo que su conversién en combustibles ofrece una ventaja
tanto econémica como ambiental ante los combustibles fésiles tradicionales y los

biocombustibles de primera generacion.

Los residuos de cultivos agricolas como la paja de arroz, paja de trigo, bagazo de
cafia, tapas de la cafa de azucar, tallo de algodon, bambu suave, residuos de

procesamiento de bambu se consideran ejemplos principales de biomasa
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lignoceluldsica disponibles para la produccion de bioetanol a nivel mundial
(Raveendran, et al., 2011).

Los materiales lignocelulésicos se encuentran compuestos principalmente por

celulosa, hemicelulosa y lignina (Figura 2).

Biomasa Lignoceluldsica

A

Hemicelulosa  )¢%0% Lignina

J \ CHO

CHO HO——H H———OH H———OH

CH,COOH | o
Ac. Acético HO— H HO—, H Compuestos
Fendlicos

HO——H H———OH HO———H H————OH

H OH H———OH H———OH H———OH

CH,OH
CH,OH CH,OH CH,0H
Xilosa Manosa Galactosa Glucosa

Figura 2. Composicion general de la biomasa lignoceluldsica.

La celulosa es el componente principal de las paredes de las células vegetales, en
donde se encuentran la hemicelulosa y la lignina asociadas a ella. La celulosa es
un homopolimero completamente lineal (Figura 3) formada por unidades de D-
glucosa, que se encuentran unidas mediante enlaces B 1-4, los cuales le dan una
estructura cristalina. Las cadenas individuales de glucanos de la celulosa estan

formadas por aproximadamente 2,000 y 25,000 residuos de glucosa.

Extremo no reductor .fr n:eluhmsa \‘ Extremo reductor
OH

AN ﬁf‘“{u %? m’\,ﬁ;ﬂi;;f‘“

Figura 3. Representacion de la estructura principal de la celulosa.
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La hemicelulosa es un heteropolimero compuesto principalmente por xilosa y
arabinosa, y en menor proporcion por glucosa, manosa, galactosa y algunos

acidos glucorénicos.

Mientras que la lignina es una macromolécula compuesta por diferentes unidades
de compuestos fendlicos y aromaticos, los cuales tienen como funcién
proporcionar rigidez a la pared celular del material. La lignina es hidrofébica y

altamente resistente a la degradacién quimica y bioldgica.

Por lo cual, el bioetanol producido de material lignocelulésico es una interesante
alternativa, ya que las materias primas lignocelulésicas no compiten con cultivos
alimenticios, ademas que son menos costosos que las materias primas agricolas
convencionales. Por otro lado la materia lignocelulésica es la biomasa renovable
mas abundante, con una produccién anual estimada en 1x10'° millones de

toneladas mundiales.

La produccion de bioetanol a partir de materiales lignocelulésicos comprende las
siguientes etapas: hidrdlisis de la celulosa y hemicelulosa, fermentacion de
azucares, separacion de residuos de lignina y recuperacion y purificacion del

bioetanol para cumplir con las especificaciones como combustible.

Para poder procesar adecuadamente los materiales lignoceluldsicos (Figura 4) es
necesario someterlos a pretratamientos para poder favorecer la hidrélisis de la
celulosa con el fin de generar azlUcares fermentables. Los materiales
lignocelulésicos son altamente resistentes a la hidrdlisis, ya que el conjunto de
celulosa, hemicelulosa y lignina, estan unidos entre si por enlaces covalentes,

diversos puentes intermoleculares y fuerzas de van der Waals (Kumar, 2010).
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Figura 4. Esquema de la estructura general de los materiales lignocelulésicos.
El objetivo de someter a pretratamiento a los materiales lignocelulésicos es reducir
la cristalinidad de la celulosa, aumentar el area superficial del material y promover

la generacion de regiones amorfas en la celulosa, de este modo se facilita la
hidrélisis del material por agentes quimicos o enzimas hidroliticas (Figura 5).

Hemicelulosa

Ligning ———

: (’"lﬂll /

Pretratamiento ) a’\ l’ ! \:’
—_— ﬁ;_{%‘/
, oo
AN

Region Amorfa >

Regidn Cristalina >

Celulosa

Figura 5. Representacion esquematica del efecto de los pretratamientos.
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Ya que existe una gran variedad de materiales lignoceluldsicos con caracteristicas
fisicoquimicas diferentes, es necesario adoptar pretratamientos adecuados con
base en las propiedades de cada material lignocelul6sico. Actualmente existen
diversos pretratamientos para llegar a este fin, los cuales se pueden dividir en

cuatro grupos:

» Fisicos
» Fisicoquimicos
> Bioldgicos

» Quimicos
Pretratamientos Fisicos

Los pretratamientos fisicos se pueden dividir en dos categorias principales:

v' Mecénicos: consisten en la reduccion del tamafo de particula del material
lignoceluldésico con el fin de aumentar el area superficial del material,
disminuir el grado de polimerizacion de los compuestos y la cristalinidad de

la celulosa.

v' Térmicos: consiste en la exposicion de los materiales lignoceluldsicos a
altas temperaturas, provocando que la hemicelulosa y lignina comiencen a
solubilizarse dejando a la celulosa expuesta para ser hidrolizada

posteriormente.
Pretratamientos Fisicoquimicos

Son conocidos también como explosibn con vapor, ya que consisten
principalmente en someter a los materiales lignocelulésicos con vapores (0 gases)
a altas presiones y temperaturas, seguido de una reduccion subita de la presion
que provoca la explosion de la estructura fibrosa del material lignoceluldsico y con
esto el aumento del area superficial accesible y en algunos procesos la reduccién
del contenido de lignina, descristalizacion de celulosa y prehidrélisis de

hemicelulosa; entre los mas importantes se encuentran los pretratamientos AFEX
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(Ammonia fiber explosion), Autohidrdlisis (emplean sélo vapor de agua) y

Explosion con COs.
Pretratamientos Bioldgicos

Los pretratamientos bioldégicos emplean cultivos de microorganismos y sus
sistemas de enzimas sobre el material lignocelulésico, con el fin de romper la
estructura de la lignina. Hongos de pudricion blanca, que pertenecen a los
Basidiomicetos, son los organismos mas eficaces y estudiados para el
pretratamiento de los materiales lignocelul6sicos. Los radicales libres en las
fracciones aromaticas generados por las enzimas oxidativas de los hongos, junto
con catalizadores, resultan en la degradacion de compuestos aromaticos (Xu, et
al., 2011).

Pretratamientos Quimicos

Los pretratamientos quimicos consisten en la utilizacién de agentes quimicos con
el fin de provocar alteraciones en la estructura lignocelulésica. Entre los

pretratamientos MAas comunes se encuentran:

v Alcalino
v' Acido

v' Ozondlisis
v" Organosolv

Pretratamiento Alcalino

El efecto que tienen algunas bases sobre la materia lignocelulésica depende del
contenido de lignina; estos pretratamientos incrementan la disponibilidad de la
celulosa debido a una efectiva solubilizacién de lignina y en menor proporciéon
solubilizacion de celulosa y hemicelulosa, comparado a otros pretratamientos

como el acido o hidrotérmicos.

Los pretratamientos alcalinos pueden ser llevados a cabo a temperatura ambiente

y rangos de tiempo entre segundos y dias, debido a que causan menor

18



degradacion de azUcares que los pretratamientos acidos; por otro lado, han
demostrado ser pretratamientos mas efectivos sobre residuos agricolas; (Alvira, et
al., 2010).

Los pretratamientos alcalinos emplean principalmente bases como:

Hidréxido de Sodio, causa hinchazén, incremento de la superficie interna de la
celulosa y disminuciéon del grado de polimerizacion y cristalinidad de la celulosa,

provocando ademas la ruptura estructural de la lignina.

Hidréxido de Calcio o Cal: remueve sustancias amorfas como la lignina
aumentando la accesibilidad de la celulosa y la efectividad de las enzimas debido
a la reduccion de los sitios de adsorcién no productivos. Ademas la cal remueve
los grupos acetil de la hemicelulosa reduciendo el impedimento estérico de las
enzimas y mejorando la digestibilidad de la celulosa (Alvira, et al., 2010).

Basico Oxidante: este pretratamiento consiste en adicionar un agente oxidante (O,
0 H,0,) a un pretratamiento alcalino con el objetivo de mejorar la remocién de
lignina. En el caso del perdxido de hidrogeno (H0,), se ha utilizado exitosamente
por muchos aflos como blanqueador de pulpas de madera de alto contenido de
lignina. El poder blanqueador del H,O, se debe a la formacion del anién
hidroperoxido (HOO"), formado en un medio alcalino de acuerdo a la siguiente
reaccion de equilibrio: H,O, + HO™ <« HOO™ + H,0; el cual es un nucledfilo fuerte
que ataca preferentemente los grupos etilénicos y carbonilo presentes en la lignina
y por otro lado la generacién de radicales activos como radicales hidroxilo (HO®) y
radicales anién superdxido (O2™°*) que participan en la deslignificacion (Run Cang
Sun, et al., 2000).

Pretratamiento Acido Diluido.

En este pretratamiento se pone en contacto el material lignocelulésico con acido
sulflrico en concentraciones bajas y altas temperaturas, provocando la alteracion
de los enlaces covalentes, puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals que

mantienen unidos a los componentes lignoceluldsicos, que, en consecuencia,
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provoca la hidrolisis de la hemicelulosa (Figura 6) y la reduccion de la cristalinidad
y prehidrolisis de la celulosa (Figura 7) (P. Redding, et al., 2011). Es asi que se
obtienen altas recuperaciones de hemicelulosa en forma de monémeros (pentosas
y hexosas) en la fraccion liquida (licor prehidrolizado) y una fraccion soélida con
concentraciones altas de celulosa. También durante el pretratamiento se puede

solubilizar la lignina que se condensay se precipita.

OH
H
H O H H O H
. H H ,
Hemicelulosa ——— ou " + oH H + Oftros azucares
HO OH HO OH
H OH H OH

Xilosa Glucosa

Figura 6. Hidrdlisis de la fraccién hemicelulésica.

OH
H OH
Celulosa ——— u
20 Kon H
HO OH
H OH
Celobiosa Glucosa

Figura 7. Hidrélisis de la fraccién celulésica.

Aunque debido a las altas temperaturas y condiciones acidas del medio, los
azucares de la hidrolisis se degradan (oxidan) produciendo dos compuestos: el
Furfural (Figura 8), proveniente de la degradacion de las pentosas (xilosa y
arabinosa); y el 5-hidroximetilfurfural (HMF) (Figura 9) proveniente de la
degradacion de las hexosas (glucosa, manosa y galactosa), que son compuestos

inhibidores para los procesos subsecuentes.
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OH

Pentosa Furfural

Figura 8. Obtencion de Furfural a partir de la deshidratacion de pentosas.

OH

HO ’ — \
o]

H <
o -H:0 oA
H OH H OH OH

OH H OH HO

OH OH

D-Glucosa D-Fructosa Fructofuranosa Hidroximetilfurfural

(HMF)

Figura 9. Obtencion de HMF a partir de la deshidratacion de hexosas.

En general, los pretratamientos mecénicos y térmicos se pueden combinar con los

quimicos para aumentar la disponibilidad de la celulosa para su hidrélisis.

Para la obtencion de los azucares susceptibles a fermentacién, con el fin de
obtener bioetanol, es necesario que los polisacaridos de los materiales
lignocelulésicos sean convertidos a azlcares simples mediante una hidrolisis

guimica o enzimatica.

La hidrolisis quimica se lleva a cabo empleando un catalizador acido para
aumentar el rendimiento de los azucares simples, provenientes de la hidrélisis de
la hemicelulosa y celulosa del material lignoceluldsico. La hidrdlisis se lleva a cabo
en dos etapas. La primera etapa busca principalmente hidrolizar la hemicelulosa,
para esto se emplean generalmente condiciones muy acidas (concentraciones de

acido de 30 a 70% v/v) y bajas temperaturas (de 30 a 40 °C). Mientras la segunda
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etapa busca hidrolizar la celulosa generalmente a concentraciones bajas de acido

y altas temperaturas (de 180 a 230°C).

Por otra parte, la hidrélisis enzimética de los polisacéaridos se lleva a cabo
empleando enzimas hidroliticas (celulasas) como catalizadores. En comparacién
con la hidrdlisis acida, la hidrélisis enzimatica requiere menos costos de operacion,
ya que normalmente se llevan a condiciones suaves (aproximadamente 50°C y pH
4.8). La celulosa es hidrolizada por las celulasas que pueden ser producidas por
diversos microorganismos incluyendo bacterias y hongos. Las celulasas fungales,
especialmente de Trichoderma reesei, son las enzimas celuliticas mas
prometedoras para la liberacion de azucares reductores en la produccion de etanol

a escala comercial, (Xu, et al., 2011).

Las celulasas son una mezcla de tres enzimas diferentes, endoglucanasa (1,4-3-
D-glucano glucanohidrolasa), exoglucanasa (1,4-B-D-glucano celobiohidrolasa), y
celobiasa (B-glucosidasa), que actian de forma sinérgica para hidrolizar celulosa.

Las endoglucanasas atacan al azar los enlaces glucosidicos 3-(1-4) de la celulosa
para formar una cadena de oligosacaridos de menor longitud con extremos no
reductores (Figura 10); las exoglucanasas liberan celobiosa de los extremos libres
de las cadenas (Figura 11), y las B-glucosidasas degradan celobiosa en glucosa
(Figura 12).

Las celulasas generalmente actlan sobre las regiones amorfas de la celulosa y
muy pocas celulosas aisladas han mostrado la capacidad de hidrolizar celulosa
cristalina. Por otro lado se sabe que las endoglucanasas y exoglucanasas se
inhiben con la presencia de celobiosa mientras que las B-glucosidasas se inhiben
por la presencia de glucosa, lo cual afecta negativamente la actividad de estas

enzimas (Xu, et al., 2011).
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OH H OH H OH H OH

H
OH

Figura 10. Ruptura de la celulosa para la formacién de oligosacéaridos de menor

longitud por la accion de endoglucanasas.

H

Figura 11. Obtencion de celobiosa de los extremos libres de las cadenas de

OH H OH

H
OH

celulosa por la accién de exoglucanasas.

OH

Glucosa

Celobiosa

Figura 12. Obtencién de glucosa a partir de la degradacion de celobiosa por la

accién de B-glucosidasas.

Se han realizado muchos estudios para encontrar la dosificacion Optima de
celulasas, pero los estudios muestran que esta dosificacion y la relaciéon entre
endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidasas depende de las propiedades del

sustrato y del pretratamiento utilizado (Xu, et al., 2011).

En el caso de la hidrélisis de la hemicelulosa también existen una gran variedad
de hemicelulasas provenientes de varios tipos de microorganismos, como
bacterias, hongos y levaduras. La hidrolisis de xilano, que es la hemicelulosa en
mayor proporcion en la mayoria de los materiales lignocelulésicos, existen tres

enzimas importantes que son la endo-B-(1-4)-xilanasa, que se encarga de catalizar
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la hidrélisis de los enlaces (3-(1-4) entre los residuos de D-xilosa provenientes de
los heteroxilanos y los xilo-oligosacaridos; exo-xilanasas que liberan xilobiosas y

B-xilosidasas que hidrolizan los xilo-oligosacaridos a xilosa (Xu, et al., 2011).

Debido a la abundancia y disponibilidad de materiales lignocelulésicos,
principalmente residuos agroindustriales; estos tienden a ser una tecnologia
sostenible para la produccion de bioetanol. Aunque estos materiales requieren una
etapa de pretratamiento adicional que incrementa los costos para la obtencion de
bioetanol. Actualmente, el pretratamiento, la hidrdélisis enzimatica y la fermentacion
son las areas clave que estan siendo investigadas para hacer a las materias
primas lignoceluldsicas competitivas para la produccion de bioetanol (P. Redding,
et al., 2011).

En el presente trabajo se empleara como material lignocelulésico el Pasto
Privilegio Malla 40, proveniente del Municipio de Cardel, Estado de Veracruz.
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Objetivo general

Evaluacion del Pasto Privilegio como materia prima lignocelulésica para la
obtencién de azucares susceptibles de fermentacién para la produccién de

bioetanol.

Objetivos particulares

Evaluacion y determinacion de las condiciones 6ptimas del pretratamiento acido

diluido (concentracion de acido sulfurico, temperatura y tiempo de reaccion).

Evaluacion de los pretratamientos alcalinos (basico con sosa, basico con cal y
basico oxidante) y su combinacién con el pretratamiento acido como posibles
pretratamientos para aumentar la disponibilidad de la celulosa del Pasto Privilegio
para su posterior hidrélisis enzimatica, a través de la cuantificaciéon de los

azucares reductores.

Hipotesis

La etapa de pretratamiento al pasto privilegio, aumentara la disponibilidad de la
celulosa para su posterior hidrélisis, aumentando la produccion de azlcares
susceptibles a fermentacion, debido a la solubilizacion de lignina e hidrolisis y

prehidrolisis de la hemicelulosa y celulosa respectivamente.
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Metodologia experimental

Caracterizacion Material Lignoceluldsico

Se evalué el potencial del Pasto Privilegio (Figura 13) como material
lignocelulésico para la obtencion de azlcares susceptibles a fermentacion para la
produccion de bioetanol carburante; el Pasto Privilegio (Panicum maximum)
proveniente del Municipio de Cardel, Estado de Veracruz fue proporcionado por el

Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

Las principales caracteristicas del Pasto Privilegio se pueden observar en la Tabla
1y Tabla 2.

Tabla 1. Caracterizacion del Pasto Privilegio

Componente Composicién (%) | Desviacion Estandar
AzUcares Totales 75.88 +4.17
AzUcares Reductores 60.12 +3.58
Grado de Polimerizacion 1.26 -
Lignina Soluble 6.85 +0.04
Lignina Insoluble 15.64 +0.62
Lignina Total 22.49 -
Cenizas 10.51 +0.76
Humedad 2.95 +0.01

Tabla 2. Perfil de azlcares obtenidos en la hidrdlisis total del Pasto Privilegio

Azlcar Fraccion (%)
Glucosa 26.65
Xilosa 8.29
Celobiosa 0.00
Relacién hexosa/pentosa 3.21
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Figura 13. Pasto Privilegio Malla 40.

En la Figura 14 se presenta un resumen de la metodologia experimental propuesta
para el pretratamiento del Pasto Privilegio Malla 40, en esta se ha propuesto un
pretratamiento acido diluido, ademas, de un tren de pretratamientos que consiste
en un pretratamiento basico (con NaOH, Cal o Basico Oxidante) seguido del
pretratamiento 4cido diluido. Después de cada pretratamiento (basico y &acido) se
obtuvo la biomasa y licor pretratado los cuales fueron separados por filtracion al
vacio; posteriormente se determiné el contenido de azUcares reductores (AR),
azucares totales (AT) y lignina soluble en acido (LSA) en el licor pretratado. La
biomasa proveniente del pretratamiento acido fue sometida a una hidrélisis
enzimatica; al licor hidrolizado de igual forma se le determind el contenido de
azucares reductores (AR), azucares totales (AT) y se identificacion y cuantificaron

los azucares susceptibles a ser fermentados.

Con el fin de evaluar el efecto de los pretratamientos se llevé a cabo la hidrélisis

del material lignoceluldsico sin pretratar.
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Material Lignocelulésico:
Pasto Privilegio

Y \ 4

Sin Pretratamiento Pretratamiento

l \ 4 v

Basico con NaOH| | Basico con Cal | | Basico Oxidante

| Licor Sélido
Pretratado (1) Pretratado (1)
Determinacion
de: <«
AR, ATy LSA \ 4
Licor P ‘s RE
T Pretratado (2) | ¢ Acido Diluido «
\ 4
Hidrolisis | Sélido
Enzimdtica | Pretratado (2)
I
Determinacion de: + +
AR, AT e | Licor Sélido
Identificacion de | | |Hidrolizado Hidrolizado
Azucares por HPLC

Figura 14. Esquema general de la Metodologia Experimental propuesta para el

Pretratamiento del Pasto Privilegio.
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Planteamiento del Disefio Experimental para el Pretratamiento Acido Diluido

del Pasto Privilegio

Con base en la revision bibliogréfica, ( (Raveendran, et al., 2011), (P. Redding, et
al., 2011), (Xu, et al., 2011) y (Ziyu, et al., 2011)), se encontré que las principales
variables (factores) que afectan el desempefio del pretratamiento acido diluido son
la temperatura, la concentracion del acido empleado y el tiempo de reaccion; por
lo cual se ha planteado un Disefio Experimental Factorial 2° con tres Compositos
Centrales Aleatorio, con el fin de optimizar las condiciones del pretratamiento

acido diluido.

El objetivo del empleo de un disefio experimental es variar simultaneamente varios
factores (variables independientes) pero evitando que estos cambien siempre en
la misma direccion, asi al no haber factores correlacionados se evita la realizacion
de experimentos redundantes, ademas que el planteamiento de estos nos
permiten explorar todas las combinaciones posibles entre los factores, con el fin
de determinar la influencia de estos y sus combinaciones sobre las variables de
respuesta seleccionadas con un minimo numero de experimentos (menores
costos y tiempo) y disminuyendo la incertidumbre (aleatoriedad de los

experimentos).

El Disefio Experimental Factorial 2% nos permite elegir tres factores (temperatura,
concentracion y tiempo) y dos niveles (maximo y minimo) para cada factor, con el
fin de determinar la variaciéon del efecto de cada factor cuando cambian los niveles
de los otros factores, permitiéndonos optimizar las variables de respuesta o
dependientes. Ademas la combinacién de este disefio experimental con un disefio
compuesto (compositos centrales) nos permite explorar puntos fuera del rango
experimental (puntos axiales) y la adicion de tres puntos centrales mejora la

reproducibilidad de los experimentos y por lo tanto su precision (Figura 15).
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Figura 15. Representaciéon esquematica del Disefio Experimental Factorial 2° con

tres Compositos Centrales Aleatorio.

Como se menciond anteriormente los tres factores considerados para el
pretratamiento &cido diluido fueron temperatura (X;), concentracion de &cido
sulfarico (X;) y tiempo de reaccion (Xs).

Los valores centrales respectivamente para cada factor fueron: 120 °C,
concentracion de acido sulfarico al 1.2% p/p y 60 min, de acuerdo a la bibliografia
consultada, Raveendran, et al., 2011; P. Redding, et al., 2011; Xu, et al., 2011 y
Ziyu, et al., 2011.

Cada factor se varié en dos niveles, minimo y maximo, con un intervalo de +20 °C,
+0.3% p/p y +30 minutos, respectivamente. Los niveles se codificaron con la
notacion -1 para el minimo y +1 para el maximo. En la Tabla 3, se muestran los
valores seleccionados de los factores, asi como su valor minimo y méximo. El
disefio experimental consto de 19 corridas (Tabla 4) y las variables de respuesta
seleccionadas para evaluar la efectividad de los pretratamientos fueron azucares

reductores (AR), azucares totales (AT) y lignina soluble en acido (LSA).
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Tabla 3: Valores para los factores del Pretratamiento Acido Diluido.

Factor Central [+1] [-1]
Temperatura (°C) 120 140 100
C Hzs0;4 (p/p%o) 1.2 15 0.9

t (min) 60 90 30

Tabla 4: Disefio Experimental para el Pretratamiento Acido Diluido.

Experimento | Temperatura (°C) | C H,S0, (p/p%) |t (Min)
6 140.0 0.9 90.0
2 100.0 0.9 90.0
15 (C¥) 120.0 1.2 60.0
14 120.0 1.2 110.5
1 100.0 0.9 30.0
10 153.6 1.2 60.0
7 140.0 15 30.0
13 120.0 1.2 9.5
9 86.4 1.2 60.0
3 100.0 15 30.0
8 140.0 15 90.0
19 (C¥) 120.0 1.2 60.0
18 (C¥) 120.0 1.2 60.0
4 100.0 15 90.0
11 120.0 0.7 60.0
17 (C¥) 120.0 1.2 60.0
5 140.0 0.9 30.0
12 120.0 1.7 60.0
16 (C*) 120.0 1.2 60.0
C*= Punto central
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Pretratamiento Acido Diluido

Como se menciond anteriormente se empled como material lignocelulésico Pasto
Privilegio Malla 40. Con base en el disefio de experimento del pretratamiento acido
diluido se prepararon disoluciones de acido sulfdrico a concentraciones de 1.7,
1.5,1.2,0.9,0.7 y 0.5 % p/p, a partir de acido sulfarico concentrado (96.10%); las

disoluciones fueron preparadas antes de ser requeridas.

Los pretratamientos fueron llevados a cabo en un Reactor Batch, “A3260HC2EB,
Parr” con capacidad de 100 mL, el cual fue operado desde el Sistema de Control,
“Power Controller 4875, Parr” (Figura 16).

Figura 16. Reactor Batch, “A3260HCZ2EB, Parr” y Sistema de Control, “Power
Controller 4875, Parr”.

Para el reactor se utilizé una relacién biomasa - disolucion de acido de 1:10 (1g de
biomasa en 10 mL de disolucion de &cido diluido) y el pH de la mezcla se midi6é
con tiras pH Merck® (pH 0-14). Posteriormente, en el sistema de control se
programaron las condiciones de operacién; temperatura y tiempo de reaccion,
ademas de requerir un tiempo de calentamiento para alcanzar la temperatura
deseada, un tiempo de enfriamiento para poder llevar a cabo la descarga segura
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del reactor a temperatura ambiente y la velocidad de agitacion durante la

operacion.

El tiempo de calentamiento fue estimado a partir de que el sistema de
calentamiento aumenta la temperatura interna de 3 a 5 °C por minuto, mientras
que el tiempo de enfriamiento y la velocidad de agitacion para todas las corridas
experimentales se establecieron en 30 min aproximadamente y 250 rpm,

respectivamente.

El calentamiento del reactor se llevd a cabo por un calentador eléctrico y el
enfriamiento por un serpentin, usando agua (aproximadamente a 4°C) como
liguido de enfriamiento. La temperatura interna del reactor fue medida por un
termopar dentro del reactor, la sefial es enviada al sistema de control para

mantener la temperatura deseada (set-point).

Una vez terminado el ciclo de operacion del reactor, nuevamente se medié el pH
de la mezcla; la biomasa y el licor pretratados se separaron por filtracion al vacio.
La biomasa se almacend en tubos falcon y se congeld para conservarla hasta su
disposicion. Por otro lado el volumen del licor recuperado se cuantificé y de este
se tomaron aproximadamente 1 mL para llevar a cabo la determinaciéon de
azucares reductores, azUcares totales y lignina soluble en acido. El licor restante

se almaceno en tubos falcén y se congeld hasta su disposicion.

En el caso de la biomasa proveniente de algun pretratamiento basico, esta se lavo
dos veces con 2.5 mL de agua destilada para eliminar los sélidos solubles, la
biomasa se separ6 del licor por filtracion al vacio y se lavé con aproximadamente
5 mL de buffer de citratos (pH 5) con el fin de neutralizar el exceso de base.
Nuevamente la biomasa fue separada del licor, se homogeniz6 y se determiné su
humedad por pérdida de peso, en una Termobalanza (OHAUS® modelo MB45).
Posteriormente la biomasa fue sometida al pretratamiento acido diluido a las

condiciones de temperatura, concentracion de acido y tiempo 6ptimos elegidos.
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Pretratamiento Basico con NaOH

Con base en trabajos anteriores (Guzman Barrera, 2012 y Vazquez Bolafios,
2012) se establecieron las condiciones del Pretratamiento Basico con NaOH
(Tabla 5).

Tabla 5. Condiciones del Pretratamiento Basico con NaOH del Pasto Privilegio.

Parametro Valor
Temperatura (°C) 120
Concentracion yaon (% p/v) 1
Tiempo de reaccién (min) 60
% Sélidos (p/v) 10

Al igual que el pretratamiento acido diluido, el pretratamiento basico con NaOH se
llevé a cabo en el Reactor Batch "A3260HC2EB, Parr”, siguiendo el mismo

procedimiento para la operacion del reactor.

El reactor fue cargado con 1 gramo de biomasa (base seca) y 10 mL de disolucion
de hidroxido de sodio al 1% p/v. El pH de la mezcla fue medido. Posteriormente,
en el sistema de control se programaron las condiciones de temperatura y tiempo
de reaccidn que se muestran en la Tabla 5. Para este pretratamiento se establecié
un tiempo de calentamiento y enfriamiento de 40 min y velocidad de agitacion de
250 rpm.

Terminado el ciclo de operacion del reactor, el pH de la mezcla fue medido.
Posteriormente la biomasa y el licor pretratados fueron separados por filtracion al
vacio, la biomasa pretratada se lavé dos veces con 1.5 mL de agua destilada y
nuevamente separada del liquido. El liquido recuperado es mezclado con el licor
pretratado y el volumen total se cuantific6. De este ultimo licor se tomaron
aproximadamente 3 mL para determinar el contenido de azlcares reductores,
azucares totales y lignina soluble en acido. El resto del licor se almaceno en tubos
falcon y se congeldé para conservarlo hasta su disposicién. Mientras tanto la
biomasa se almacendé en tubos falcén para su posterior disposicibn en el

pretratamiento acido diluido.

34



Pretratamiento Basico con Cal

Las condiciones propuestas para el Pretratamiento Basico con Cal (Vazquez

Bolafos, 2012) se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones del Pretratamiento Basico con Cal del Pasto Privilegio.

Parametro Valor
Temperatura (°C) 120
Concentracion cq (% p/v) 1
Tiempo de reaccién (min) 60
% Solidos (p/v) 10

El pretratamiento basico con cal, al igual que los pretratamientos anteriores, se
llevd a cabo en el Reactor Bach, siguiendo una metodologia similar al
pretratamiento basico con hidroxido de sodio, empleando en su lugar una

suspension de 6xido de calcio comercial (cal) al 1% p/v.
Pretratamiento Basico Oxidante

Las condiciones propuestas para el Pretratamiento Basico Oxidante (Vazquez
Bolafos, 2012) se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones del Pretratamiento Basico Oxidante del Pasto Privilegio.

Parametro Valor
Temperatura (°C) 35
Concentracion o2 (% V/IV) 9
pH ajustado con NaOH 2.5 M 115
Tiempo de reaccién (h) 26
% Sélidos (p/v) 15

Para este pretratamiento se utilizO como agente oxidante peroxido de hidrégeno
(H20,), el cual fue preparado previamente a ser utilizado a partir de H,O, al 30%
v/v. Como agente basico se empled hidroxido de sodio 2.5 M, con el cual se ajustd
el pH del H,O, de 251 a 11.45, con el fin aumentar su poder oxidante.

Posteriormente en un tubo de ensaye de 30 mL se colocé 1 gramo de biomasa
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(base seca) y se le adicionaron 15 mL de la solucién de H,O; al 9% vl/v, la mezcla
se homogenizo, tratando de que la biomasa estuviese siempre en contacto con el
peroxido. La reaccion se llevo a cabo a 35°C y 250 rpm en una incubadora por 26
horas. Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, la biomasa y el licor pretratados
fueron separados por filtracion al vacio, la biomasa pretratada fue lavada dos
veces con 1.5 mL de agua destilada y nuevamente separada del liquido. El liquido
recuperado se mezclé con el licor pretratado y el volumen total se cuantificd. De
este ultimo licor se tomaron aproximadamente 3 mL para determinar el contenido
de azucares reductores, azlcares totales y lignina soluble en &cido. El resto del
licor se almacend en tubos falcon y se congelé para conservarlo hasta su
disposicion. Mientras tanto la biomasa se lavd con aproximadamente 5 mL de
buffer de citratos (pH 5) con el fin de neutralizar el exceso de base. Nuevamente la
biomasa se separ6 del licor, se homogenizé y se determind su humedad por
pérdida de peso; por ultimo ésta se almacend en tubos falcon y se congel6 para

conservarla hasta su disposicion.
Hidrolisis Enzimatica

Se llevo a cabo la hidrdlisis enzimatica del material lignocelulésico, tanto para el
material sin pretratar y pretratado, con el objetivo de evaluar el efecto de los

pretratamientos acido diluido y basico mas acido diluido.

Ademas para la hidrélisis enzimatica de los materiales se utilizaron dos complejos
enzimaticos comerciales diferentes, denominados E-6 y E-7, con las siguientes
caracteristicas (Tabla 8)

Tabla 8. Caracterizacién de los complejos enzimaticos

Complejo Enzimatico E-6 E-7
AR (mg/mL enzima) 11.83 31.07
AT (mg/mL enzima) 157.08 133.82
Actividad Enzimética (FPU/mL) 142.30 463.00
Actividad de Endocelulasas (Ul/mL) 2.81 13.70
Actividad de Exocelulasas (Ul/mL) 0.09 0.16
Actividad de B-glucosidasas (UI/mL) 0.90 0.90
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Cada hidrolisis se realiz6 pesando 100 mg de biomasa base seca (por lo cual fue
necesario determinar la humedad de la biomasa sin pretratar y pretratados, en la
Tabla 9 se muestra la humedad promedio de los materiales), y se calculd el
volumen de enzima y buffer de citratos (pH 4.80) necesarios para tener un
volumen total de 1 mL, con base en trabajos anteriores (Vazquez Bolafos, 2012 y
Guzman Barrera, 2012) se establecié una relacion de 0.9 mL de enzima por g
biomasa seca y una relacion del 10% p/v biomasa seca-volumen total (enzima-

buffer), a continuacién se muestra un calculo:

mL de enzima

Venzima (mL) = (0-9 ) ' (mbiomasa seca (g))

g biomasa seca

Voo ( L)—(09deeenZima) (0.1 g bi ) = 0.09 mL de enzi
enzima m - ' g biomasa seca . g romasa seca) = L. m e enzima

Vbuffer (mL) = Vtotal(mL) — Venzima (mlL)

Vousrer(mL) = 1mL — 0.09 mL = 0.91 mL Buffer de Citratos

Tabla 9. Determinacion de la Humedad Pasto Privilegio Malla 40

Pretratamiento % Humedad Promedio | Fraccion de Biomasa Seca
Sin Pretratar 6.62 0.93
Basico NaOH 76.39 0.24
Basico NaOH + Acido Dil. 67.13 0.33
Bésico CaO 76.39 0.24
Bésico CaO + Acido Dil. 63.9 0.36
Bésico Oxidante 74.81 0.25
Basico Oxidante + Acido Dil. 57.4 0.43

Una vez pesada la biomasa se agreg6 la cantidad necesaria de enzima y buffer de
citratos (para mantener el pH 6ptimo de la enzima) en viales con tapa rosca de
20mL y se incubo a 50°C, 180 rpm durante un tiempo de reaccion de 60 minutos
(Vazquez Bolafios, 2012). Al término de la reaccidn, los viales se sumergieron en
un bafio de agua a ebullicion por 5 minutos con el objetivo de desnaturalizar la

enzima y desactivarla.

37



La biomasa y el licor hidrolizados se centrifugaron dos veces a 10,000 rpm durante
10 minutos para separar la fase liquida del sdélido. El licor hidrolizado se almacend
en tubos eppendorf y una parte de las muestras se dispuso para llevar a cabo la
determinacidon de azUcares reductores, azucares totales e identificacion y

cuantificacion de azlcares.
Determinacion de Lignina Soluble en Acido

La determinacion de lignina en el licor debe llevarse a cabo en un tiempo menor
de 6 horas después de la hidrdlisis, debido a la repolimerizacion de esta. Con el fin
de tener resultados comparativos entre las corridas experimentales, la
determinacién de lignina soluble en &cido se llevé a cabo en un tiempo de 30 a 40

minutos después de finalizar el ciclo de operacion del reactor.

La lignina soluble en acido contenida en el licor se determiné con base en la
técnica “Determination of Structural Carbohydrates and Lignin in Biomas” del

“Laboratory Analytical Procedure (LAP)”.

La técnica consiste en realizar un barrido espectral desde una longitud de onda de
190 a 500 nm, usando como blanco agua destilada o acido sulfarico al 4%. Con
base en valores recomendados de longitud de onda para diversos materiales
lignocelulésicos, se ha establecido que a una longitud de onda de 240nm la
absorbancia de la muestra debe estar dentro del rango de 0.7 a 1.0, para que el
ensayo sea valido; si lo anterior no ocurre, se deben realizar diluciones de las

muestras.

Por ultimo, la cantidad de lignina soluble en &cido en porcentaje, se calcul6 de la

siguiente manera:

UV,ps - Volumen de Filtrado - Dilucién

%LSA =
% £+ Peso de la Biomasa sin humedad - ancho de la celda
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Dénde:

e UVys: valor de la absorbancia de la muestra.

e Volumen del filtrado: [mL]

e ¢ = absortividad (biomasa) a la longitud de onda especifica (Tabla 10)
e Peso de la biomasa seca: [mg]

¢ Ancho de la celda [cm] (Tabla 10)

e Dilucidn: factor de diluciéon de la muestra.

Tabla 10. Parametros para la determinacion de Lignina Soluble en Acido.

€ (absortividad a 240 nm) 25
Ancho de la celda [cm] 0.40

Determinacién de AzUcares Reductores

Se determinaron azlcares reductores a los licores, usando el método colorimétrico
DNS (Acido 3,5-dinitrosalicilico), donde el grupo aldehido de los azlcares
reductores reaccionan con el grupo 3-nitro del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
para producir el acido 3-amino-5-nitrosalicilico. Este udltimo reacciona con el
reactivo DNS para producir ozazona (que es un compuesto colorido, de tonalidad
amarilla) y el &cido correspondiente al carbohidrato que actué como agente

reductor (Figura 17).

o} OH OH
o OH /O \
\ H OH
H OH OH
OH
HO H 80°C Ho H
+ H OH
+ H OH
- O
O Z° ” oH O~y NH; " "
I 1 o
O OH
Acido 3,5 dinitrosalicilico D-Glucosa Acido Acido N
3-amino-5-nitrosalicilico D-glucénico

Figura 17. Reaccion de hidrdlisis y condensacion de glucosa para la cuantificacion

de azUcares reductores.
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Para esto fue necesario elaborar una curva patron de azucares reductores a
diferentes concentraciones (Figura 34 del anexo B), se usé glucosa como azUlcar
reductor. Para la construccion de la curva patron se preparé una solucion de
glucosa 1000 pg/mL (1 mg/mL). Se peso6 0.01 g de glucosa y se disolvié en 10 mL
de agua destilada. De esta solucidén se tomaron voliumenes de 100, 200, 300, etc.
hasta 1000 yL y se depositaron en tubos de ensaye con rosca. A los tubos de
ensaye con volumenes de 100 a 900 uL de la solucién de glucosa se les agregé
agua destilada para completar un volumen total de 1000 uL. Ademas se preparo

un tubo con 1 mL agua destilada como blanco.

A los 11 tubos se les agregd 1 mL del reactivo DNS. Los tubos se sumergieron en
un bafio de agua a ebullicion durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo los tubos
fueron sacados del bafio, se dejaron enfriar, se les agregd 8 mL de agua destilada
y fueron agitados para homogenizar los tubos en el Vortex. Se ley6 la absorbancia

a una longitud de onda de 540 nm.

Con estos datos se llevd a cabo la construccién de la grafica de absorbancia
contra concentracion de glucosa, se realizé una regresion lineal para generar una

ecuacion de la absorbancia en funcion de la concentracion de glucosa.

Para determinar el contenido de azucares reductores de los licores pretratados e
hidrolizados se tom6 1 mL de la muestra y se siguié el mismo procedimiento
descrito anteriormente. El método DNS para determinar azlcares reductores solo
es valido para un rango de concentracién de azucares de 100 a 1000 ug/mL, por

lo que es necesario llevar a cabo diluciones de las muestras.
Determinacion de Azucares Totales

También se determiné el contenido de azlcares totales en el licor prehidrolizado,
usando el método colorimétrico Fenol-Sulfarico, ya que a condiciones acidas y
altas temperaturas los carbohidratos (azucares) son sensibles, es decir, se
hidrolizan y deshidratan dando lugar a la formacién de furfural y HMF (5-

hidroximetilfurfural), que al reaccionar con el fenol forman compuestos coloridos
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que pueden ser leidos en una longitud de onda especifica, como por ejemplo, en
el caso de las pentosas, el color de la reaccion debe ser leido a una longitud de
onda de 480 nm, mientras para las hexosas a 490 nm (Figura 18).

AN _OH
OH ‘
= T>S0.H
/ \ H,SO,
+ 2 —> R C
R CcHO A X
[e]
(o] \
\O
Derivado de Furfural Fenol Compuesto colorido

Figura 18. Determinacion de AzUcares Totales por el Método Fenol-Sulfurico.

Para esto fue necesario elaborar una curva patrén de glucosa a diferentes
concentraciones (Figura 35 del anexo B). Para la construccion de la curva patrén
se prepard una solucién de glucosa 100 pg/mL. Se pes6 0.01 g de glucosa y se
disolvio y afor6 en 10 mL; de esta solucion se tom6 1 mL y se aforé nuevamente a
10 mL. De la solucién anterior se tomaron volimenes de 100, 200, 300, etc. hasta
1000 pL y se depositaron en tubos de ensaye con rosca. A los tubos de ensaye
con volumenes de 100 a 900 uL de la solucion de glucosa se les agregd agua
destilada para completar un volumen total de 1000 pL (1 mL). Ademéas se preparé

un tubo con 1 mL agua destilada como blanco.

A los 11 tubos se les agreg6 1 mL de solucién de fenol al 5% p/v, se mezclaron y
posteriormente se les adicion6 cuidadosamente 5 mL de acido sulfarico
concentrado, los tubos se homogenizaron con Vortex y se dejan enfriar a

temperatura ambiente. Se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm.

Con estos datos se llevd a cabo la construccion de la grafica de absorbancia
contra concentracion de glucosa (curva patrén), se realizé una regresion lineal
para generar una ecuacion de la absorbancia en funcién de la concentracién de

glucosa.
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Para determinar el contenido de azlcares totales de los licores pretratados e
hidrolizados se tom6 1 mL de la muestra y se siguié el mismo procedimiento
descrito anteriormente. EI método Fenol-Sulfdrico para determinar azlcares
totales sélo es valido para un rango de concentracion de azucares de 10 a 100

Mg/mL, por lo que es necesario llevar a cabo diluciones de las muestras.
Identificacién de Azucares por HPLC

En la actualidad, uno de los mejores métodos con los que se cuenta para
conseguir una separacion de componentes relacionados en una mezcla compleja
es la cromatografia; en sus origenes esta era solo una técnica de separacion, pero
la cromatografia se ha convertido en un método analitico que ademas de separar,
nos permite identificar y cuantificar los compuestos presentes en muestras liquidas

0 gaseosas.

En esta técnica, los analitos son separados con base en sus distintas velocidades
de desplazamiento, los analitos son disueltos en la fase movil y se hacen pasar a
través de una fase estacionaria que se mantiene fija en una columna; las fases se
eligen de tal modo que los componentes de la muestran se distribuyan de modo
distinto entre las fases, por lo que los analitos que son fuertemente retenidos en la
fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase mavil, mientras que

los que se retienen débilmente avanzan con mayor rapidez.

Entre las técnicas cromatograficas en la que la fase mévil es un liquido, la
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC por sus siglas en inglés) es la
mas empleada, la cual surgié por la necesidad de aumentar la eficiencia de la

separacion y asi incrementar su resolucion.

El cromatografo de liquidos consta de una serie de elementos indispensables que
son: sistema de suministro de la fase movil (depdsito de disolventes y bomba de
alta presion), sistema de inyeccion, columna cromatografica y detector. La
identificacion y determinacion de los componentes de la fase movil se realizo

mediante un detector de dispersion de luz (ELSD) acoplado con un detector de
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absorbancia UV-Vis de diodos en serie (DAD) a una longitud de onda de 280 nm,
con el fin de comprobar que las sefiales detectadas con el ELSD pertenecieran a
los azlcares de interés (glucosa, xilosa, sacarosa y celobiosa), y no a otras
fracciones como las proteinas provenientes de los complejos enzimaticos. En la

Tabla 11 se muestran las condiciones empleadas para el método HPLC.

Tabla 11. Condiciones del Método HPLC utilizado.

Parametro Condicién
Temperatura del detector 80°C
Ganancia 7
Filtro 4
Presion 3.5 bar
Temperatura de la columna 30°C
Flujo 1 mL/min
Tiempo de corrida 35 min
VVolumen de inyeccion 10 uL
Fase mavil Agua 18%, Acetonitrilo 82%
Rampa 60 min, relacion de acetonitrilo final 65%
Columna Tamafio de particula Sum, tamafio
de poro 110A, rango de pH: 2.5a 7.5

Para la identificacién y cuantificacién de los componentes, se utilizé el método de
estandar interno que consiste basicamente en afiadir una cantidad conocida de un
compuesto patron a la muestra a analizar, con el fin de compensar posibles

errores derivados de la manipulacion de la muestra.

Para realizar la calibracibn se prepararon disoluciones de concentraciones
crecientes de los compuestos a analizar (glucosa, manosa, xilosa y celobiosa) a
las que se les afiadio una cantidad idéntica del compuesto estandar (alanina) en

una relacion volumen de muestra-volumen de estandar 9:1.

Tras obtener los correspondientes cromatogramas, se llevd a cabo la integracion
de las areas de los componentes a analizar y el estandar interno, con el fin de
elaborar los gréficos que representen la concentracién del compuesto a analizar

en funcién de la relacién de areas analito/estandar interno (Figura 37-Figura 40 del
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anexo C), ademas de determinar los tiempos de retencion de cada componente y

estandar a estas condiciones (Tabla 12).

Tabla 12. Tiempos de retencion de los analitos y estandar a analizar

Analito Tiempo de retencién (min)
Xilosa 4ab
Manosa 6a’
Glucosa 7a9
Celobiosa 19a21
Alanina (Estandar) 26 a 30

Los licores hidrolizados y complejos enziméticos se sometieron a analisis por
HPLC bajo las condiciones anteriores con el fin de identificar y cuantificar la

concentracion de los azucares estudiados (Figura 41-Figura 50 del anexo D).
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Resultados y Discusién

Determinacion de las condiciones 6ptimas del pretratamiento acido diluido

del Pasto Privilegio

El objetivo del disefio experimental fue determinar las condiciones para optimizar
la obtencion principalmente de azucares reductores en la etapa de pretratamiento.

El dominio experimental estd dado por la combinacion de los factores (variables
independientes): temperatura, concentracion de &cido y tiempo, los cuales fueron
distribuidos entre si de manera aleatoria con el fin de disminuir la incertidumbre
entre estos. Las variables de respuesta seleccionadas fueron: azucares reductores

(AR), azUcares totales (AT) y lignina soluble en &cido (LSA).

Se empled un disefio de composito central 23, generado con ayuda del programa
“Statistica 10.1”. Se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA) con el fin de
determinar los factores que presentan significancia sobre las respuestas, es decir,
qué variables independientes afectan el comportamiento de las variables de
respuesta ya sea individualmente o en combinaciobn de manera positiva o

negativa.

Para el andlisis de las superficie de respuesta, se empled un modelo cuadratico
(Ecuacién 1) considerando los efectos principales de las variables independientes,
ademas de los efectos de interaccidén de dos vias, que incluye interacciones entre
temperatura-concentracion (T-C), temperatura-tiempo (T-t), y concentracion-
tiempo (C-t) (P. Redding, et al., 2011).

Y =Bo+ X BiXi + Xy B X+ X1 Xicina BijXiXj e, Ec.1

En donde Y es el valor de la variable de respuesta (%LSA, AR 0 AT); X1, X2 ¥ X3
son las variables independientes codificadas: temperatura, concentracion de acido
y tiempo de reaccion, respectivamente. B es el coeficiente interseccion; y Bi, Bii ¥

Bij son los coeficientes lineal, cuadratico y de interaccion entre las variables
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independientes, respectivamente. En la Tabla 13 se muestran los coeficientes de

regresion.

Tabla 13. Coeficientes de regresion del modelo cuadratico para cada variable de

respuesta.
. %AR . %AT .,
G Desviacion . Desviacion . Desviacion
€ los sA|  Estandar P Estandar AR | P Estandar AT
de Regresion (mg AR/mg (mg AR/mg
%LSA (¥) ; (€3] ¢ (€3]
biomasa) biomasa)
Bo 7.45 0.53 14.12 1.17 18.73 1.16
B1 1.99 0.32 3.24 0.71 3.87 0.70
B11 0.40 0.32 -1.85 0.71 -2.55 0.70
B2 0.25 0.32 1.25 0.71 0.86 0.70
B2z -0.29 0.32 0.45 0.71 -0.94 0.70
Bs 0.41 0.32 0.85 0.71 0.76 0.70
B3 -0.23 0.32 -0.12 0.71 -0.60 0.70
P12 -0.25 0.42 -1.39 0.93 -1.48 0.91
B3 0.00 0.42 -0.26 0.93 -0.48 0.91
B2s -0.26 0.42 -0.51 0.93 -0.30 0.91

Para determinar las condiciones del pretratamiento que maximizan el valor de las
variables de respuesta, se realiz6 un analisis individual para cada variable de
respuesta empleando la metodologia de Superficies de Respuesta, dando mayor
importancia a la variable de respuesta azlcares reductores, debido a que el efecto
principal de este pretratamiento es la hidrdlisis de la fraccion de hemicelulosa en
forma de mondmeros, pentosas (xilosa y arabinosa principalmente) y hexosas
(manosa y glucosa principalmente) en la fraccion liquida. En la Tabla 14 se

muestran los resultados obtenidos para cada corrida experimental.
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Tabla 14. Resultados del Pretratamiento Acido Diluido del Pasto Privilegio

%AR prom. Desv. %AT prom. Desv.
Experimento (mg AR/mg Estandar (mg AT/mg Estandar GP %LSA
biomasa) AR biomasa) AT

6 20.35 0.10 22.67 0.49 1.11 10.04
2 7.73 0.18 10.41 0.18 1.35 5.55
15 (C*) 16.75 0.22 21.87 1.22 131 9.52
14 14.12 0.06 17.85 1.52 1.26 7.52
1 6.52 0.19 8.91 0.46 1.37 5.30

10 10.48 0.02 15.85 0.14 151 13.11
7 18.16 0.19 18.58 2.53 1.02 9.17
13 10.66 0.03 14.70 0.64 1.38 6.02
9 453 0.15 5.64 0.51 1.25 3.97
3 10.09 0.32 10.30 0.14 1.02 5.68
8 16.30 0.39 16.94 2.10 1.04 8.38
19 (C*) 14.80 0.17 18.35 0.15 1.24 6.96
18 (C*) 13.28 0.09 18.46 0.39 1.39 6.96
4 12.79 0.45 13.28 0.22 1.04 6.99
11 10.73 0.14 10.86 0.12 1.01 6.06
17 (C*) 13.46 0.05 17.88 0.09 1.33 6.88
5 16.64 0.25 20.39 0.96 1.23 7.71
12 17.28 0.08 19.77 3.39 1.14 7.10
16 (C*) 12.80 0.14 17.36 1.37 1.36 6.92

GP = Grado de Polimerizacion, AT/AR

C*= Punto central

Lignina Soluble en Acido

La lignina, después de la celulosa, es el polimero mas abundante en las plantas
(aproximadamente del 15 al 30%), la cual se caracteriza por ser un material
polifendlico, amorfo y con una estructura tridimensional derivada de la union de
varios &cidos y alcoholes fenilpropilicos (cumarilico, coniferilico y sinapilico), la
cual proporciona rigidez a la pared celular y resistencia quimica, como por ejemplo
a la degradacion enzimatica por parte de microorganismos. Por otra parte, la
lignina tiene una baja solubilidad en &cidos mientras que en alcalis fuertes como él

hidroxido de sodio es altamente soluble; por lo que se eligi6 como una variable de

a7




respuesta para tratar de observar el efecto que el pretratamiento acido diluido

tiene sobre ésta.

Para validar la cuantificacion de la lignina por el Método Lignina Soluble en Acido,
se compar6 el perfil del espectro de absorbancia del Pasto Privilegio con el
estandar de bagazo de cafia y rastrojo de maiz, teniendo un espectro similar al del
bagazo de cafa, con lo cual se puede determinar el contenido de lignina soluble
en acido por este método a una longitud de onda de 240 nm (Vazquez Bolafios,
2012).

En el caso de esta variable de respuesta, se determind por andlisis de varianza
que la temperatura es la Unica variable que muestra una influencia significativa, ya
que p < 0.05 (Tabla 22 de anexo A). Esto es evidente al comparar el efecto de la
disminucién y aumento de la temperatura en los experimentos, sin tomar en
cuenta lo que pasa con las otras dos variables independientes, el porcentaje de
lignina soluble en &cido disminuye y aumenta, respectivamente. En la Figura 19,
se muestran las superficies de respuesta predichas por el modelo para lignina
soluble en acido en funcién de la temperatura y concentracion, para diferentes
tiempos (-1, 0 y +1), donde podemos visualizar que independientemente de la
concentracion y el tiempo, la lignina soluble en &cido aumenta al aumentar la

temperatura.
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Figura 19. Superficies de respuesta para el porcentaje de lignina soluble en acido
(%LSA) removida por el pretratamiento en funcion de la temperatura (T) y
concentracion de acido sulfarico (C) para los tiempos en variables codificadas de
a)-1, b) 0y c)+1.
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Ademas, se puede observar que el tiempo no es una variable que afecte de
manera importante el rendimiento de %LSA, por lo que no se recomienda trabajar
a tiempos largos (tiempos mayores a +1), mientras que en el caso de la
concentracion de acido, el modelo nos predice que el aumento de esta variable (a
concentraciones mayores a +1) no aumenta de manera significativa la remocion
de lignina, por lo que se recomienda trabajar en un rango de -1 a 0. Con base en
estos criterios se proponen las condiciones para remocién de lignina citadas en la
Tabla 15.

Tabla 15. Condiciones de pretratamiento propuestas para la remocién de lignina.

Temperatura (T) | Concentracion (C) | Tiempo (t) | T (°C) |C (p/p%) | t (min) |% LSA Calculado
0.00 0 0 120.0 1.2 60.0 7.45
1.00 -1 0 140.0 0.9 90.0 9.55
1.00 0 0 140.0 1.2 90.0 9.83
1.68 0 0 153.6 1.2 110.4 11.91

Analizando las condiciones propuestas, podemos afirmar que el aumento de la
temperatura de 120 a 140°C y 120 a 154°C no representa un cambio significativo
en el aumento de la remocién de lignina; ese mismo comportamiento muestra el
aumento de la concentracion de acido. Con el analisis anterior se proponen como
condiciones de pretratamiento para esta variable una temperatura de 120°C,
concentracion de acido sulfurico de 1.2% p/p y un tiempo de reaccién de 60

minutos.

Azlcares Reductores (AR)

Para cuantificar el efecto del pretratamiento &cido diluido sobre la hidrdlisis del
pasto, se empled el Método DNS para estimar la concentracion de azucares
reductores en los licores pretratados, considerando que los azucares presentes en

el licor tienen el mismo poder reductor que la glucosa.

Llevando a cabo un analisis semejante del efecto del pretratamiento sobre la

lignina soluble en &cido, se determin6 que la temperatura es la Gnica variable que
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muestra una influencia significativa sobre la obtencidn de azlcares reductores
(Tabla 16), aunque la temperatura tiene un comportamiento diferente sobre la
obtencién de azucares reductores; se observa que al ir aumentando la
temperatura se llega un punto maximo para la obtencion de AR y a partir de este
punto el rendimiento de AR comienza a disminuir. Esta disminucion podria
deberse a que las condiciones altas de temperatura y &cidas del medio provocan
la oxidacion de los azucares a dos compuestos no deseados para la etapa
siguiente de hidrdlisis, el furfural proveniente principalmente de la degradacion de
las pentosas y el 5-hidroximetilfurfural (HMF) proveniente de la degradacion de las

hexosas.

En la Figura 20, se muestran las superficies de respuesta predichas por el modelo
para la obtencién de AR en funcién de la temperatura y concentracion, para
diferentes tiempos (-1, 0 y +1), donde podemos visualizar nuevamente que el
tiempo practicamente no influye en la obtencibn de AR, por lo que no se

recomienda trabajar a tiempos largos de reaccion.

En el caso de la concentracion de &cido, el modelo nos predice que a
temperaturas bajas (de -1.68 a -1), la concentracion influye en la obtencién de AR,
pero al aumentar la temperatura este efecto es eliminado, con estos criterios se
recomienda trabajar a condiciones de temperatura entre 0 y 1; concentraciones de

acido entre -1y 1; y tiempos cortos, de -1 a 0.
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Figura 20. Superficies de respuesta para la obtencion de azlcares reductores (AR)
en funcion de la temperatura (T) y concentracion de acido sulfarico (C) para los
tiempos en variables codificadas de a) -1, b) Oy c) +1.
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Con base en las recomendaciones anteriores se proponen las condiciones

mostradas en la Tabla 16 para la obtencion de azucares reductores (AR).

Tabla 16. Condiciones de pretratamiento propuestas para la obtencién de AR.

Temperatura | Concentracion| Tiempo T C t %AR (mg/mg biomasa)
(T) (©) () (°C) (p/p%) (min) Calculado
0.00 0 0 120.0 1.2 60.0 14.12
1.00 -1 0 140.0 0.9 90.0 16.10
1.00 1 0 140.0 15 90.0 15.82
1.68 0 0 153.6 1.2 1104 14.35

Analizando las condiciones propuestas, podemos afirmar que el aumento de la
temperatura de 120 a 140°C y 120 a 154°C no representa un cambio significativo
en el aumento de la obtencion de AR a patrtir de las condiciones de pretratamiento
centrales; y un comportamiento similar muestra el aumento de la concentracion de
acido, con lo que se tomé la decision de trabajar a una concentracion cercana al

punto central.

Con el analisis anterior se proponen como condiciones de pretratamiento para
esta variable una temperatura de 120°C, concentracion de acido sulfurico de 1.2%

p/p y un tiempo de reaccién de 60 minutos.

AzUcares Totales (AT)

Para la determinacion de los azlcares totales se emple6 el Método Fenol-Acido
Sulfarico. Se sabe que los azucares con grupos funcionales aldehidos y ceto libres
se deshidratan formando derivados de furfural y HMF al reaccionar con acido
sulfdrico concentrado, posteriormente los derivados de furfural y HMF reaccionan
con fenol formando complejos coloridos que pueden ser detectados a una longitud
de onda de 490 nm. De igual forma, en esta técnica se considera que la presencia
de color en la mezcla de reaccién se debe solo a la formacion de complejos

derivados de HMF provenientes de la oxidacion de glucosa.
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En el caso de esta variable de respuesta, se determind nuevamente que la
temperatura es la Unica variable que tiene un efecto significativo (Tabla 24 del
anexo) sobre la obtencién de AT.

Con base en la Figura 21, donde se muestran las superficies de respuesta
predichas por el modelo en funcion de la temperatura y concentracion, para
diferentes tiempos (-1, 0 y +1), se observa una clara tendencia alrededor de las
condiciones centrales donde se obtiene el maximo rendimiento de AT. Por lo que
se recomienda trabajar a temperaturas entre 0 y 1, concentraciones de &cido de

alrededor del valor central y tiempos cortos, entre -1y 0.

Con base en las recomendaciones anteriores se proponen las siguientes

condiciones para la obtencion de azucares totales (AT):

Tabla 17. Condiciones de pretratamiento propuestas para la obtencién de AT.

Temperatura (T) | Concentracién (C) | Tiempo (t)| T (°C) |C (p/p%)| t(min) |AT Calculado
0.00 0 0 120.0 1.2 60.0 18.73
1.00 -1 0 140.0 0.9 90.0 19.73
1.00 0 0 140.0 1.2 90.0 20.05
1.68 0 0 153.6 1.2 110.4 18.02

Analizando las condiciones propuestas, podemos afirmar que el aumento de la
temperatura de 120 a 140°C y 120 a 154°C no representa un cambio significativo
en el aumento de la obtencion de AT a partir de las condiciones de pretratamiento
centrales; y un comportamiento similar muestra el aumento de la concentracion de
acido, con lo que se toma la decision de trabajar a una concentracion cercana al
punto central. Con el analisis anterior se proponen como condiciones de
pretratamiento para esta variable una temperatura de 120 °C, concentracién de
acido sulftrico de 1.2% p/p y un tiempo de reaccién de 60 minutos.
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Figura 21. Superficies de respuesta para la obtencion de azlcares totales (AT) en
funcidn de la temperatura (T) y concentracion de acido sulfarico (C) para los

tiempos en variables codificadas de a)-1, b) 0y ¢)+1.
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Con base en el analisis individual de las variables de respuesta, se encontré6 que
las condiciones O6ptimas de pretratamiento son una temperatura de 120 °C,
concentracion de acido de 1.2% p/p y tiempo de reaccion de 60 minutos.

Efecto de los Pretratamientos

Pretratamientos Basicos

La segunda parte experimental consistidé en elegir un pretratamiento adecuado
para maximizar la obtencién de azlcares susceptibles de ser fermentados para la
produccion de etanol. Se propusieron tres pretratamientos basicos, ya que se sabe
gue en general estos pretratamientos tienen efecto sobre la fraccién lignina de los
materiales lignoceluldsicos, también se evalud el efecto que estos pretratamientos

basicos ejercen sobre el pretratamiento acido diluido.

De igual forma se evaluo el efecto de los pretratamientos basicos, se cuantificaron
los contenidos de AR, AT y %LSA en el licor pretratado, los resultados obtenidos

se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18. Azlcares Reductores, Azlcares Totales y Lignina Soluble en Acido
presentes en el licor de los pretratamientos basicos.

%AR Desv. %AT Desv.
Pretratamiento (mg AR/mg Estandar | (mg AT/mg | Estandar % LSA
biomasa) AR (1) biomasa) AT ()
Béasico con NaOH 0.95 0.02 14.82 0.64 21.18
Bésico con CaO 0.48 0.01 5.90 0.33 11.39
Basico Oxidante 1.21 0.01 6.15 0.04 5.01

En general, los resultados muestran que los pretratamientos béasicos no
promueven la formacion de azucares reductores (Figura 22), pero si la obtencion
de azucares totales (Figura 23) y LSA (Figura 24), lo cual se debe a que estos
pretratamientos s6lo modifican la estructura, tanto fisica como quimicamente, de la

lignina y en menor grado las estructuras de hemicelulosa y celulosa.
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En el caso del pretratamiento con NaOH, se observa que es muy efectivo sobre la
fraccion lignina, debido a que practicamente solubiliza el contenido total de lignina
en un 94.2%, fisicamente se puede observar en la coloracion rojiza que presenta
el licor pretratado y en la consistencia pastosa de la biomasa pretratada que se
obtuvo. Ademas, debido a la solubilizacién de la lignina, ésta permitié la liberacion
y solubilizacién de una parte de la fraccion hemicelulésica, que se puede observar
en un contenido significativo de AT en el licor pretratado (14.8%) y que podria
afectar en el contenido de AR en la etapa siguiente de pretratamiento acido
diluido, debido a la disminucion de los azucares hidrolizados provenientes de la

fraccion de hemicelulosa.

Por otro lado, el pretratamiento basico con CaO también podria considerarse un
pretratamiento efectivo sobre la fraccion lignina ya que elimina el 50.6% del
contenido total, mientras tanto el contenido de AT en licor pretratado nos muestra
gue existe una estrecha relacion entre esta y el contenido de lignina, a mayor
cantidad de lignina solubilizada obtendremos mayor cantidad de AT en licor. Este
pretratamiento podria ofrecer altos rendimientos de AR en las etapas siguientes
(pretratamiento acido diluido e hidrélisis enzimatica) debido a la eliminacion de una
cantidad significativa de lignina y el aumento del area superficial de las fracciones

de hemicelulosa y celulosa para la hidrolisis de la biomasa.

Por ultimo, el pretratamiento basico oxidante no es un pretratamiento tan efectivo
sobre la fraccion de lignina como los pretratamientos anteriores, ya que soélo
solubiliza el 22.3% del contenido total, pero a pesar de esto se tiene un contenido
de AT comparable con el basico con CaO. Segun la literatura este pretratamiento
es muy efectivo para la solubilizacion de lignina (mayor al 50% del contenido total)
debido a la produccién de radicales como HO y O% que se encargan de la
degradacion de la lignina. Aunque para este material lignocelulésico no lo fue, esto
podria deberse a la pérdida de contacto entre la biomasa y el peréxido durante la
reaccion debido a la formacion de burbujas en la mezcla de reaccion por la

descomposicion del perdxido de hidrogeno.
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Figura 22. Azucares Reductores obtenidos en los diferentes pretratamientos

basicos del pasto
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Figura 23. Azucares Totales obtenidos en los diferentes pretratamientos basicos

del pasto
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Figura 24. Lignina Soluble en Acido obtenida en los diferentes pretratamientos
basicos del pasto
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Pretratamiento Acido Diluido

Ahora, a cada biomasa que sufri6 un pretratamiento basico fue sometida
posteriormente al pretratamiento acido diluido, con el fin de determinar el efecto
que estos causan sobre los rendimientos de AR y AT principalmente, los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Balance de azucares Reductores, Azlcares Totales y Lignina Soluble en
Acido obtenidos en la combinacion de pretratamiento basicos y acido diluido.

%AR Desv. %AT Desv.
Pretratamiento (mg AR/ |Estandar| (mg AT/ |Estandar| % LSA
mg biomasa) AR mg biomasa) AT
Acido Diluido 13.69 0.78 17.98 0.44 7.05
Basico con NaOH + Acido Dil. 13.01 1.22 16.12 0.23 1.86
Basico con CaO + Acido Dil. 26.14 0.14 26.05 0.40 3.46
Basico Oxidante + Acido Dil. 16.12 0.41 22.04 0.39 7.38

En general, podemos afirmar que los pretratamientos basicos mejoran los
rendimientos de AR (Figura 25) y AT (Figura 26) obtenidos después de la
aplicacion del pretratamiento &cido diluido, esto se debe al aumento en la
disponibilidad de las fibras de hemicelulosa y celulosa, generado por la

solubilizacion de la lignina durante los pretratamientos basicos.

Entonces, durante el pretratamiento acido diluido, la disminucién del contenido de
lignina de la biomasa (Figura 27) mejora la hidrdlisis 4cida de la hemicelulosa y en
menor fraccion de celulosa, aumentando los rendimientos de AR y AT. Aunque en
el caso del pretratamiento acido proveniente del pretratamiento basico con NaOH
parece no haber una diferencia con respecto al pretratamiento acido diluido solo.
Como se observo, la aplicacion de este pretratamiento basico solubiliza una
cantidad considerable de AT, por lo cual disminuye los rendimientos de AR del
pretratamiento acido. Por otro lado, tenemos que después del pretratamiento
acido, en comparacién con los otros pretratamientos se solubiliz6 la menor

cantidad de lignina, lo cual se debe a la gran efectividad del pretratamiento basico
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anterior; la combinacion de estos pretratamientos (basico con NaOH y &acido

diluido) elimina el contenido total de lignina del Pasto Privilegio.

En el caso del pretratamiento acido proveniente del pretratamiento bésico con
CaO, muestra la mayor obtencion de AR y AT de todos los pretratamientos;
mejorando en un 100% el rendimiento de AR y en casi el 50% el rendimiento de
AT obtenidos después de la aplicacion del pretratamiento acido diluido solo. Otro
punto muy importante que se obtiene con la combinacion de estos pretratamientos
es un Grado de Polimerizaciéon, GP = 1, lo cual nos indica que la hidrolisis &cida
de los polisacaridos ha sido muy efectiva, es decir, los polisacaridos (hemicelulosa
y/o celulosa) han sido hidrolizados hasta mondémeros simples, como por ejemplo
glucosa y xilosa, principalmente. Con respecto a la fraccion lignina después de la
aplicacion del pretratamiento basico mas acido, ha disminuido la solubilizacién de
lignina en un 51% a lo obtenido solo con la aplicacién del pretratamiento acido,

esto se debe a la recalcitrancia de la lignina restante al ataque del &cido sulfurico.

Por ultimo, el pretratamiento acido proveniente del pretratamiento basico oxidante
mejora solo un poco la obtencién de AR y AT (18% y 23% respectivamente) en
comparacién a lo obtenido solo con el pretratamiento acido, esta pequefia mejora
esta asociada a una mayor solubilizacion de lignina acumulada (12.39%).
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Figura 25. Azucares Reductores obtenidos en la combinacion de pretratamiento

basicos y acido diluido del pasto.
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Figura 26. Azucares Totales obtenidos en la combinacion de pretratamiento

basicos y acido diluido del pasto.
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Figura 27. Lignina Soluble en Acido obtenida en la combinacién de

pretratamientos basicos y acido diluido del pasto.

Realizando un balance de AR, AT (Figura 28) y %LSA (Figura 29) obtenidos
durante la aplicacion de los pretratamientos béasicos y &cido diluido, como
habiamos visto anteriormente, en general todos los pretratamientos basicos
mejoran los rendimientos de AR y AT. Podemos afirmar que el mejor
pretratamiento que aumenta la obtencién de azUcares susceptibles a ser
fermentados (AR) es el pretratamiento basico con CaO seguido del pretratamiento
acido diluido, ademas de ser el pretratamiento que ofrece un GP cercano a uno
(1.20), lo cual nos habla de la efectividad del pretratamiento acido para hidrolizar
casi completamente el polisacarido de hemicelulosa y una fraccion del polisacarido
de celulosa.

Por otro lado, el pretratamiento basico con NaOH seguido del pretratamiento acido
diluido ofrece rendimientos similares de AT obtenidos con los pretratamientos
basico y acido mencionados anteriormente, pero con un rendimiento pobre de AR
debido a la solubilizacion de una fraccion importante de polisacéridos durante el
pretratamiento basico. Una alternativa para aumentar el rendimiento de AR seria
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la aplicaciébn de una etapa adicional de hidrélisis acida de los polisacaridos
presentes en el licor del pretratamiento basico con NaOH, aunque esta alternativa
podria no ser factible a una escala mayor de operacion. De igual forma, el
pretratamiento basico oxidante seguido del pretratamiento acido diluido presenta
resultados similares, rendimientos altos de AT pero no asi de AR, ademas de
presentar el menor porcentaje de lignina solubilizada, por lo cual podriamos
afirmar que este pretratamiento no es conveniente para tratar de aumentar la

obtencion de azucares fermentables provenientes del Pasto Privilegio.

H Acido Diluido M Basico con NaOH + Acido Dil.

1 Basico con CaO + Acido Dil. B Basico Oxidante + Acido Dil.
35.00 -~
30.00 -
25.00 -
20.00 -
15.00 -

10.00 ~

5.00 -

AR, AT (mg/100 mg de biomasa seca)

0.00 T T
AR AT

Figura 28. Balance de Azucares Reductores y Totales obtenidos después de la

aplicacién de los pretratamientos basicos y acido en el pasto Privilegio.
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Figura 29. Lignina Soluble en Acido total eliminada después de la aplicacion de los

pretratamientos basicos y acido del pasto Privilegio.

Hidrolisis enzimatica

La tercera parte experimental consistio en llevar a cabo la hidrélisis enzimética de
las biomasas provenientes del tren de pretratamientos basico-acido, del
pretratamiento acido diluido y del material sin pretratar, utilizando dos complejos
enzimaticos comerciales, E-6 y E-7. Para determinar la eficiencia de la hidrélisis
enzimatica se cuantificé el contenido de AR y AT, ademas de identificar y
cuantificar los azlcares obtenidos por HPLC, los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 20.
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Tabla 20. Resultados de la
sin pretratar y pretratado.

sacarificacion enzimatica del material lignocelulésico

Desv. Desv.
0, 0,
Pretratamiento CE BAR _(mg/ Estandar NAT _(mg/ Estandar
100mg biomasa) 100mg biomasa)
AR AT
Sin Pretratar E6 5.66 0.18 5.72 0.50
E7 6.70 0.49 8.51 0.30
; E6 4.92 0.01 5.04 0.01
Acido Dilui
cido Diluido E7 5.28 0.23 7.02 3.09
p E6 12.21 0.35 12.82 1.23
Basi NaOH + Acido Dil
asico con NaOH + Acido DIl = 8.64 0.14 12.18 147
. I i E6 8.98 0.72 15.05 3.78
+
Béasico con CaO + Acido Dil E7 1131 018 16.39 0.93
; E6 7.62 0.78 30.66 4.05
Bésico Oxidante + Acido Dil
asico Lxigante T ACIdo DIt g 6.98 0.95 27.70 2.92

CE: Complejo Enzimatico

La hidrélisis enzimatica en la actualidad es la etapa limitante para la obtencién de
azucares susceptibles a ser fermentados para la produccién de bioetanol
lignoceluldsico. Esto se debe a la baja especificidad de las enzimas disponibles
sobre la biomasa lignoceluldsica, lo cual puede solucionarse de alguna forma con
el empleo de altas dosis de enzima, lo que conlleva incrementos significativos de
costos de produccion. Como se mostro anteriormente, los pretratamientos son una
solucion eficiente para mejorar esta etapa. En el presente caso de estudio, los
resultados muestran que en general los pretratamientos mejoran la produccion de
ARy AT (Figura 30 y Figura 31).

En el caso del pretratamiento acido diluido, este no ejerce un efecto positivo en la
obtencion de AR y AT durante la hidrdlisis enzimatica, esto podria deberse a la
desactivacion de las enzimas por la presencia de compuestos téxicos, derivados
de la descomposicion de los azlcares y/o compuestos fendlicos provenientes de

la solubilizacion de la lignina.

Por otro lado, la combinacion de pretratamientos basico-acido ofrece mayores

rendimientos de AR y AT sin importar el complejo enzimético empleado, ademas
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los resultados muestran que la eficiencia de las enzimas para la produccién de AR

depende de los pretratamientos empleados.

Aunque el pretratamiento con NaOH mas &cido fue muy efectivo en la eliminacion
de lignina, presenta la menor obtencion de AT, esto puede deberse a la
inefectividad de éste para disminuir las zonas cristalinas de la celulosa lo cual
impide la accesibilidad de las enzimas hacia el sustrato. Asimismo, el complejo
E-6 ofrece mayores rendimientos de AR que el complejo E-7, lo cual se debe a la

mayor actividad de B-glucosidasas para la produccion de glucosa.

Siguiendo con el pretratamiento con CaO mas acido, éste presenta mayores
rendimientos de AT que el anterior, pero menores rendimientos de AR y un grado
de polimerizacibn mucho mayor a uno, lo cual nos habla de una hidrélisis
incompleta. Por ultimo, el pretratamiento basico oxidante mas acido, presenta los
rendimientos mas altos de AT pero no de AR. La mayor produccion de AT
obtenidos después de la hidrélisis enzimatica se debe principalmente a la actividad
de las enzimas endocelulasas que generan cadenas de polisacaridos de menor
longitud de celulosa. Mientras los bajos rendimientos de AR se deben a la baja
actividad enzimatica principalmente de exocelulasas para la obtencion de
celobiosa que da origen a la obtencién de glucosa por actividad de B-glucosidasas.
Una solucién para aumentar los rendimientos de AR seria el aumento del tiempo
de reaccidbn que compensaria la baja actividad de las exocelulasas y B-

glucosidasas.
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Figura 30. Azucares Reductores obtenidos en la etapa de hidrdlisis enzimatica del

material lignoceluldsico pretratado.
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Figura 31. Azucares Totales obtenidos en la etapa de hidrolisis enzimatica del

material lignocelulésico pretratado.
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Ademas de la cuantificacion de AR y AT, se llevd a cabo la cuantificacion e
identificacion de los azucares por HPLC obtenidos después de la etapa de
hidrélisis enzimatica, los monosacéridos encontrados fueron glucosa, manosa y
xilosa mientras como disacaridos se encontraron celobiosa y maltosa. Los

resultados se muestran a continuacion:

Tabla 21. Azucares identificados por HPLC en la etapa de hidrdlisis.

Pretratamiento CE % Azucares (mg/100mg biomasa seca)
Xilosa | Manosa | Glucosa | Maltosa | Celobiosa
S Pretatar E6| - 0.76 1.03 051 1.02
E7| - 248 0.69 - 4.92
- E6| 031 | 296 0.34 - 1.35
Aol E7| 035 | 532 - 1.04 111
) E6| 233 | 268 0.61 - 6.30
Basi NaOH + Acido Dil.
asico con Na OBl FE 7T 058 | 253 1.03 - 6.57
) E-6| 1.20 ) 6.45 - -
Basi CaO + Acido Dil.
asicoconLab+ ACldO LI e 2T 001 | 1.84 6.18 3.21 2.61
) E6| 147 | 3.74 633 | 13.34 7.88
B4si i + Acido Dil.
asico Oxidante + Acido Dil. - == =55 9.72 6.30 4.87

La efectividad de la hidrdlisis enzimética recae en la produccion de monosacaridos
principalmente de glucosa, aunque la presencia de hemicelulosa nos proporciona
otros monosacaridos como xilosa y manosa. Por otro lado, la presencia de
concentraciones altas de disacaridos como maltosa y celobiosa nos habla de una
hidrolisis incompleta, lo cual puede observarse principalmente en los
pretratamientos con NaOH mas acido y basico oxidante mas acido, con
concentraciones de celobiosa mayores de 4 mg/100mg biomasa seca. La hidrélisis
incompleta como anteriormente habiamos discutido podria deberse a la baja

actividad de las enzimas B-glucosidasas para degradar celobiosa en glucosa.

En la biomasa proveniente de los pretratamientos acido diluido y basico con
NaOH mas acido, la presencia de xilosa y manosa nos sugiere que la hidrolisis se
dio principalmente sobre la estructura de hemicelulosa lo cual justifica la baja
obtencion de AT y por lo tanto de AR, debido a la baja especificidad de las

enzimas sobre la hemicelulosa, la cual no es su sustrato natural.
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La biomasa pretratada con CaO mas acido, nos proporciona los rendimientos mas
altos de glucosa, 84 y 42% del total de azlcares obtenidos con los complejos E-6
y E-7, respectivamente. Ademas, el empleo del complejo E-6 proporciona una
hidrolisis completa, ya que no se detectaron concentraciones de los disacaridos

estudiados.

Para terminar, se realiz6 un balance total de AR y AT (Figura 32 y Figura 33)
obtenidos durante las etapas de pretratamiento e hidrélisis enzimatica. Se
encontré que los pretratamientos mejoran la obtencién de AR y AT durante la
etapa de hidrdlisis enzimatica, pero la mayor obtencidon de éstos se da durante las
etapas de pretratamiento, en particular, el pretratamiento basico con CaO mas
acido diluido nos ofrece altos rendimientos de AR y AT con mas del 59% y 61%

del contenido total de azlcares, respectivamente.

H Sin Pretratar m Acido Diluido
m Basico con NaOH + Acido Dil B Bésico con CaO + Acido Dil
B Bésico Oxidante + Acido Dil m Contenido neto de AR
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Figura 32. Comparacién de los Azlcares Reductores netos obtenidos con los
diferentes pretratamientos e hidrélisis enzimatica para los dos complejos

enzimaticos empleados (E6 y E7) del pasto Privilegio.
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B Sin Pretratar B Acido Diluido
m Basico con NaOH + Acido Dil W Basico con CaO + Acido Dil
B Bésico Oxidante + Acido Dil m Contenido neto de AT
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Figura 33. Comparacién de los Azucares Totales netos obtenidos con los

diferentes pretratamientos e hidrélisis enzimética para los dos complejos
enzimaticos empleados (E6 y E7) del pasto Privilegio.
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Conclusiones

El analisis de ANOVA nos permiti6 identificar cuales de las variables
independientes propuestas para el pretratamiento &cido diluido ejercen alguna
influencia sobre las variables de respuesta elegidas, encontrando que la
temperatura es la Unica variable que ejerce cambios significativos sobre estas;
aunque se debe resaltar que para cada variable de respuesta la temperatura
exhibe comportamientos diferentes sobre estas; para el caso de remocion de
lignina el aumento de temperatura favorece la solubilizacién de esta, mientras para
el caso de AR y AT a temperaturas bajas y altas no favorecen la obtencion de
estos. Por otro lado el andlisis de varianza, demuestra que no existen
combinaciones entre las variables independientes (temperatura, concentracion y
tiempo) que ejerzan efectos significativos sobre cada una de las variables de

respuesta.

Se establecieron como condiciones Optimas de pretratamiento los valores
centrales para temperatura, concentracion de &cido sulftrico y tiempo de reaccién
(120°C, 1.2%p/v &cido sulftrico y 60 min respectivamente) principalmente para

favorecer la obtencién de azucares reductores.

Para los pretratamientos basicos realizados resultaron efectivos en la remocion de
lignina; lo cual mejoro los rendimientos de AR y AT después del pretratamiento

acido diluido debido a la disponibilidad de las fibras de hemicelulosa y celulosa.

El tren de pretratamiento basico con CaO mas acido diluido presentd los mejores
rendimientos de AR y AT, mejorando en un 100% el rendimiento de AR y en casi
el 50% el rendimiento de AT obtenidos solo con la aplicacién del pretratamiento

acido diluido.

En general los pretratamientos mejoran los rendimientos de AR y AT después de

la etapa de hidrdlisis comparados con el rendimiento de la biomasa sin pretratar
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El andlisis de azucares por HPLC mostré que el pretratamiento con CaO mas
acido se lleva a cabo una hidrolisis casi completa al no detectarse concentraciones

de los disacaridos estudiados.

Realizando un balance de los AR y AT netos obtenidos con el tren de
pretratamiento basico con CaO mas acido diluido y la etapa de hidrolisis
enzimatica se puede considerar al Pasto Privilegio como una fuente de biomasa
lignocelulésica renovable para la produccién de azlcares susceptibles a ser

fermentados para la obtencion de bioetanol.
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Anexo A

Andlisis de Varianza del Disefio Experimental

Tabla 22. Analisis de Varianza (ANOVA) para la variable de respuesta lignina
soluble en &cido.

Factor Suma de Gr_ados de Cuadrgdo E calculada p
Cuadrados | Libertad Medio
T (°C) 53.98 1 53.98 38.1600 0.0002
T2 (°C) 2.18 1 2.18 1.5424 0.2456
C (%p/p) 0.84 1 0.84 0.5933 0.4609
C? (%plp) 1.16 1 1.16 0.8232 0.3879
t (min) 2.31 1 2.31 1.6312 0.2335
t? (min) 0.70 1 0.70 0.4948 0.4996
TxC 0.51 1 0.51 0.3620 0.5622
Txt 0.00 1 0.00 0.0001 0.9934
Cxt 0.53 1 0.53 0.3728 0.5566
Error 12.73 9 141
Total SS 75.62 18
R 0.9119
R? 0.8316

Tabla 23. Analisis de Varianza (ANOVA) para la variable de respuesta AR.

oo | gumete, | Gt | ot [ acumn|
T (°C) 143.80 1 143.80 20.9971 0.0013
T2 (°C) 46.84 1 46.84 6.8392 0.0280
C (%p/p) 21.44 1 21.44 3.1310 0.1106
C? (%p/p) 2.72 1 2.72 0.3976 0.5440
t (min) 9.82 1 9.82 1.4344 0.2616
t? (min) 0.21 1 0.21 0.0304 0.8655
TxC 15.54 1 15.54 2.2697 0.1662
Txt 0.53 1 0.53 0.0768 0.7879
Cxt 2.07 1 2.07 0.3021 0.5960
Error 61.64 9 6.85
Total SS 308.94 18
R 0.8947
R? 0.8005
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Tabla 24. Analisis de Varianza (ANOVA) para la variable de respuesta AT.

Factor Csul;rggggs Gl_rﬁ)de?faze Cuadrado Medio | F calculada P
T (°C) 204.43 1 204.43 30.5573 0.0004
T? (°C) 89.02 1 89.02 13.3058 0.0053
C (%p/p) 10.00 1 10.00 1.4953 0.2524
C? (%p/p) 11.99 1 11.99 1.7917 0.2135
t (min) 7.93 1 7.93 1.1858 0.3045
t? (min) 4.86 1 4.86 0.7272 0.4159
TxC 17.44 1 17.44 2.6075 0.1408
Txt 1.85 1 1.85 0.2759 0.6121
Cxt 0.74 1 0.74 0.1106 0.7471
Error 60.21 9 6.69
Total SS 396.35 18
R 0.9209
R? 0.8481
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Anexo B

Curvas de Calibracion para la determinacion de ARy AT
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Figura 34. Curva patron DNS para la determinacion de AR
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Figura 35. Curva patron Fenol-Sulfarico para la determinacion de AT

78



w
(9]
)

3.0 -
2.5 -
L —M 11
£ 2.0 1 —_—M3
2
§ 1.5 - M4
2 —M 8
1.0 - —M1
0.5 -
0.0 T T T 1
150 250 350 450 550

Longitud de Onda (nm)

Figura 36. Perfil de Lignina Soluble en Acido de algunos pretratamientos acido
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Anexo C

Curvas de Calibracion para la cuantificacién de los azlUcares estudiados por

HPLC
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Figura 37. Curva patron de Glucosa para la determinacion de su concentracion por
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Figura 38. Curva patron de Manosa para la determinacion de su concentracion por

HPLC
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Anexo D

Cromatogramas de HPLC para identificacién y cuantificacién de los azlUcares

estudiados
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Figura 41. Cromatograma del Pasto Privilegio Sin Pretratar empleando el complejo
enzimatico E-6
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Figura 42. Cromatograma del Pasto Privilegio Sin Pretratar empleando el complejo
enzimatico E-7
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Figura 43. Cromatograma del Pasto Privilegio Pretratado con Acido Diluido
empleando el complejo enziméatico E-6
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Figura 44. Cromatograma del Pasto Privilegio Pretratado con Acido Diluido
empleando el complejo enzimatico E-7
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Figura 45. Cromatograma del Pasto Privilegio Pretratado con NaOH mas Acido
Diluido empleando el complejo enziméatico E-6
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EL81 A, Voltage (D'CHEM32\1\DATAVILIANAVIEENERQ2013EMG 2012.01.18 09.23.0%i1101130000002.0)
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Figura 46. Cromatograma del Pasto Privilegio Pretratado con NaOH mas Acido
Diluido empleando el complejo enzimatico E-7
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Figura 47. Cromatograma del Pasto Privilegio Pretratado con CaO mas Acido
Diluido empleando el complejo enzimético E-6
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Figura 48. Cromatograma del Pasto Privilegio Pretratado con CaO mas Acido
Diluido empleando el complejo enzimatico E-7
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Figura 49. Cromatograma del Pasto Privilegio Pretratado con NaOH-H,0, méas

Acido Diluido empleando el complejo enzimético E-6
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Figura 50. Cromatograma del Pasto Privilegio Pretratado con NaOH-H,0, méas

Acido Diluido empleando el complejo enzimético E-7
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