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RESUMEN

El presente estudio consistidé en caracterizar diferentes muestras de bagazo de agave de
segunda generacion que resultaron de una nueva forma de pretratamiento alcalino-termo-
fisico por medio de un extrusor a distintas condiciones de tratamiento: variaciones en la
concentracion de sosa, temperatura, doble tiempo de residencia e implementacion de un
filtro. Para la caracterizacién de los extrudados se utilizaron técnicas de cromatografia
liguida de alto desempefio, sorcidn dinamica de vapor, difraccion de rayos X y
espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier, con los que se determiné el
indice de cristalinidad, cambios en los grupos funcionales, la determinacién y concentracién
de compuestos inhibidores, el volumen de poro, el area superficial y el potencial de

sacarificacion.

De lo resultados de caracterizacion, se busco determinar la composicién y la estructura que
promueven un incremento en el potencial de sacarificacidn, de los que se identificaron
principalmente tres: el incremento en el area superficial, la amplificacién del volumen de
poroy la eliminaciéon de compuestos inhibidores. Asi mismo, las condiciones de tratamiento
gue intensificaron el rendimiento enzimatico son: concentraciones de sosa de entre tresy
cinco por ciento, con temperaturas de entre ciento treinta y ciento cincuenta grados
centigrados, efectuar un doble tiempo de residencia e implementar la filtracidon. Por otro
lado, a través del analisis de componentes principales de los difractogramas y los espectros
de las diferentes muestras se logré identificar y clasificar facilmente aquellas muestras que

contienen el potencial para conseguir los mejores rendimientos hidroliticos.

En conclusién, esta investigacion se realizd con el objetivo de entender los efectos que
producen diferentes tratamientos en el extrusor al bagazo de agave. Pero mas alla de
comprender y mejorar el proceso de extrusion para la produccién de bioetanol, la
motivacion principal es tratar de implementar y optimizar nuevas metodologias que

desarrollen combustibles renovables, baratas y amigables al medio ambiente.



1. INTRODUCCION

Es importante que aprendamos a abrir los ojos y sensibilizarnos sobre los problemas de la
actualidad, no solo para conocerlos, sino para saber sus causas, ademdas de cultivar la
prevencion y la busqueda de una solucion a estos problemas. Por lo tanto, es esencial
informarse del continuo crecimiento demografico, la escasez energética y la contaminacion
ambiental que se vive hoy en el mundo y en México, para asi averiguar estrategias en

conjunto y emprender acciones a los retos que nos desafian.

1.1 PANORAMA MUNDIAL DEMOGRAFICO, ENERGETICO Y AMBIENTAL

Actualmente, la situacion demografica mundial se encuentra con una poblaciéon de 7.4
billones, con un proceso acelerado de urbanizacién en el que se aflade una ciudad del
tamafio de Shanghai cada cuatro meses a la poblacién urbana mundial y un pronéstico de

mas 9 billones para el afio 2040.

La situacién energética mundial mantiene a Estados Unidos, pais con la mayor economia
del mundo, sacudiendo el orden establecido en los mercados, a través de ser este un
importante exportador de petréleo y gas, provocando que Medio Oriente se esté
convirtiendo rapidamente en su principal consumidor. Por otra parte China, con la segunda
economia mas grande del mundo, ha comenzado a influir las tendencias, impulsando
tecnologias de energia alternativa, en las que inclusive Shell, una de las petroleras mas
importantes del mundo, anuncidé una inversién de 100,000 millones de ddlares para la

produccién de energia limpia (Health Effects Institute, 2017).

Las fuentes de energia renovable han ido aumentando y en el 2005 estas lograron
suministrar el 13.4% de los 13,647 Mtoe de energia primaria total en el mundo (Figura 1).
La contribucién de las principales fuentes de energia limpia lo encabezan los
biocombustibles mas desperdicios con 70.6% y que incluye a los biocombustibles liquidos

con un porcentaje del 4.3%, seguido de la hidroelectricidad con 18.3%, en tercer lugar se



encuentra la edlica con 4.0%, continuando con la geotérmica con 4.1% y finalmente la solar

mas mareomotriz con 3.0% (Figura 1).

Solar  Geotérimica Biocombustibles

y 4.1% liquidos
mareomotriz

3.0%

hhhhh

Basura
Edlica municipal
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Solar, eolica, geoter, etc.

Contribuciones de las principales fuentes de Contribuciones de las principales fuentes de L7%
energf'a Eriman'a en el suministro total del mundo. 2015 energia renovable en el suministro total del mundo. 2015

Figura 1: Suministro mundial de energia primaria (derecha) y de energias renovables (izquierda).
(International Energy Agency, 2017)

La demanda energética mundial aumenta un poco mas lento que en el pasado (Figura 2),
sin embargo se estima que para el 2040, esta demanda se incremente un 30%, equivalente
a la de agregar otra China e India a la demanda energética actual. Las fuentes de energias
renovables y de gas natural tendran un papel importante en el abastecimiento energético

en el futuro, ya que se pronostica que seran estas fuentes las que tendran la mayor tasa de

crecimiento (International Energy Agency, 2017).
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Figura 2: Historia y pronostico de la demanda de energia mundial por fuente (1990-2040).
(International Energy Agency, 2017)




La situacidon ambiental en el afio 2015 estaba con mas del 90% de la poblacién mundial
viviendo en areas con aire insalubre. La contaminacidon del aire es una mezcla compleja de
gases y particulas cuyas fuentes y composiciones varian en el espacio y el tiempo. Los
indicadores mas ampliamente monitoreados en todo el mundo son: PM.s (particulas
suspendidas en el aire con un diametro aerodinamico menor o igual a 2.5 micrometros), el

diéxido de carbono y el ozono.

En un analisis en el afio 2015 del indicador PM; 5 se diagnosticaron concentraciones globales
de 44.2 pg/m?3 con un aumento del 11.2% desde 1990y se le adjudicé como el quinto factor
de riesgo de muerte apoderandose de la vida de 4.2 millones de personas. Las
concentraciones mas altas de PM3 s, relacionadas con las fuentes de combustion, fueron en

el sur de Asia, China, Africa central y occidental (Figura 3) (Health Effects Institute, 2017).
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Figura 3: Concentraciones promedio anuales de PM:.s ponderadas por poblacion en 2015.
(Health Effects Institute, 2017)

El didxido de carbono (CO3), segundo indicador de contaminacién ambiental, es un gas de
efecto invernadero que se libera por actividades humanas como la deforestacion, la quema
de combustibles fésiles y procesos naturales como la respiracién o las erupciones
volcanicas. Las concentraciones de CO;, en la atmésfera y el aire, han alcanzado niveles
records con 400 ppm en el 2013 y se estima un incremento de mas de 2 ppm al afio, con
probabilidades de alcanzar 500 ppm en los préoximos 45 afios. Este gas, no dafia

directamente la salud humana, pero debido a que fomenta el calentamiento global,



promueve efectos potencialmente peligrosos que incluyen miles de muertes por olas de
calor, eventos climdticos extremos y propagacion de enfermedades transmitidas por
garrapatas y mosquitos (Loria, 2018). En la Figura 4 se observa una clara relacion entre el
incremento de las concentraciones atmosféricas de CO2 con en las anomalias térmicas de

la temperatura media global.
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Figura 4: Correlacion del incremento de la temperatura media global y los niveles de CO2, 1880 a 2016.

El tercer indicador de contaminaciéon ambiental es el ozono, un gas incoloro muy reactivo,
qgue se forma a través de precursores como los 6xidos de nitrégeno especialmente en las
latitudes medias con temperaturas calidas y economias en desarrollo (Figura 5). De 1990 a
2015, las concentraciones de ozono aumentaron un 7% a nivel mundial y fueron
responsables de unas 254,000 muertes en el afio 2015. Algunos de los paises con mayores

incrementos de este gas son China, India y Brasil (Health Effects Institute, 2017).
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Figura 5: Concentraciones de ozono ponderadas por poblacion promedio estacional en 2015.
(Health Effects Institute, 2017)



El cambio climatico, continla siendo el principal desafio en la situacién ambiental. Por esta
razén, los politicos deben tener un conocimiento mas profundo de los principales sectores
(Figura 6) y los principales componentes que contribuyen al efecto invernadero como son
el vapor de agua, el biéxido de carbono, el metano, el 6xido nitroso, el ozono, entre otrosy

de ahi que se tomen medidas para evitar un peligro inminente.

Figura 6: Principales sectores que expulsan emisiones de gases de efecto invernadero globales, 2010.
(United States Environmental Protection Agency, 2017)



1.2 PANORAMA NACIONAL DEMOGRAFICO, ENERGETICO Y AMBIENTAL

México cuenta con una superficie de aproximadamente dos millones de kildmetros
cuadrados, una poblacién de 124.7 millones de habitantes y un crecimiento promedio anual
de 2.5%. Se estima que para el afio 2050 la poblacién mexicana crezca a 155.4 millones de
personas, segun reportes de INEGI y la CONAPO en un censo del 2017. Este pais se ubica en
el puesto quince de las mayores economias del mundo y la segunda de América Latina (Fondo
Monetario Internacional et al., 2015). Durante el afio 2016 la produccién de energia primaria
disminuyd 6.6% respecto al afio 2015 con 7,714.23 petajoules y es el petrdleo, el energético

primario con la mayor produccién en el territorio nacional (Figura 7).
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Figura 7: Estructura de la produccion de energia primaria en México, 2016.
(SENER, 2017)

En los ultimos diez afios la produccién de petréleo crudo ha enfrentado una tasa de
crecimiento negativo de -3.8%. A inicios del 2018, las reservas probadas de hidrocarburos
de México bajaron un 7.4% con respecto al afio anterior para ubicarse en 8,483 millones de
barriles de petréleo crudo equivalente. Al ritmo actual de extraccién nuestras reservas
probadas equivalen a 12 ainos de produccién y nuestras reservas totales equivalen a 30 afios
de produccién (PEMEX, 2017). Por otro lado, las principales fuentes de energia renovable que
existen en México son la edlica y la solar (Figura 8). Sin embargo, a pesar del discurso
“verde” que recorre el mundo, México seguird siendo un pais cuya produccidn de energia

recae mayoritariamente en los hidrocarburos, principalmente de petréleo y gas natural.
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Figura 8: Porcentaje de fuentes renovables que incrementaron y disminuyeron en México, 2016.
(SENER, 2017)

La situacién ambiental en México segun el Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climatico
(INECC) que evalué la concentracion de particulas finas PM3 s en 2010, encontré que la mala
calidad de aire provoco pérdidas econémicas por 45 mil millones de pesos y 2,170 de
muertes prematuras. A nivel nacional en el aio 2008, se emitieron alrededor de 59 millones
de toneladas de contaminantes. Del total de contaminantes, el 21% fue de fuentes
naturales y el 79% fue de fuentes antropogénicas, de esta ultima sus principales
compuestos toxicos fueron el mondxido de carbono (CO), los compuestos organicos
volatiles (COV), los dxidos de nitrogeno (NOx) y el bidxido de azufre (SO2) y su proporcion

se observa en la Figura 9 (SEMARNART, 2015).
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Figura 9: Emision nacional de contaminantes de origen antropogénico por contaminante, 2008.
(SEMARNART, 2015)



El transporte es la principal fuente de gases de efecto invernadero, el autotransporte
constituye 90% del consumo total de energia, ademas de ser la primera fuente de
contaminantes que danan la salud y la calidad de vida. Para 2012, México contaba con una
flota de 26 millones de vehiculos privados, incrementandose un 6.4% al afio, esto quiere
decir que para 2030 habrd alrededor de 70 millones de coches privados (ExpokNews, 2013). La

Figura 10 muestra los diferentes sectores que contribuyen a la contaminacién en México.
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Figura 10: Sectores que contribuyen a la contaminacidon en México, 2015.
(SEMARNART, 2015)

Uno de efectos mas graves relacionado con la contaminacidn es el aumento de la
temperatura. En el 2015 se obtuvo 1.1 °C por arriba del periodo 1981-2010 en la
temperatura media, convirtiéndose junto con el 2014 como los afios mas calidos desde
1971. (SEMARNART, 2015). No sdlo el incremento de temperatura es alarmante, el aumento
del nivel del mar y los climas extremos como ciclones, sequias, lluvias torrenciales, ondas
de calor, entre otros se han acentuado. Es por esto, que los politicos mexicanos deben de
tener como prioridad en su agenda el cambio climatico y nuevas estrategias que reviertan

esta situacion antes de que sea demasiado tarde.

Una estrategia para revertir el cambio climatico es a través de los desechos agroindustriales,
gue incluyen residuos organicos urbanos, desechos de industrias alimenticias, restos

agricolas o forestales, entre otros y que son una de las principales fuentes de contaminacion



de suelo y agua que provoca la proliferacién de fauna nociva (Yusuf, 2017). En México, en
particular nos interesan los desechos tequileros, principalmente el bagazo de agave (Figura
11), ya que en el 2018 se produjo 290 millones de litros de tequila que generaron
aproximadamente 493 mil toneladas de bagazo con 2,900 millones de litros de vinazas, pero
sobretodo porque tienen un alto potencial en la industria energética como fuente

alternativa y renovable para la produccion de combustible carburante (Casa Sauza, 2017).

El bagazo de agave (Figura 11), fibra que si bien es biodegradable, puede pasar hasta un
afo para que de manera natural se descomponga, tiene la posibilidad de transformarse en
un combustible renovable o biocombustible. Asi mismo, este nuevo producto con valor
agregado favoreceria; la situacion ambiental, al reducir la contaminacién y frenar el uso de
productos fdsiles; la situacién energética, al contribuir con el suministro de energia primaria
y la situacién demografica, al satisfacer parte de la demanda energética con el continuo

crecimiento poblacional.

Figura 11: Residuo de bagazo de agave.
(Ciencia y desarrollo, 2014)



2. MARCO TEORICO

2.1 DEFINICION DE BIOMASA

La biomasa es un grupo de productos energéticos de tipo renovable incluyendo residuos y
desechos organicos que se origina a través de la fotosintesis de los vegetales y que son

susceptibles a ser aprovechados energéticamente (Garrido, 2012).

2.2 DEFINICION DE BIOCOMBUSTIBLE

Los biocombustibles son recursos energéticos procesados por el ser humano a partir de la
biomasa, estos existen en varios estados de agregacidon como: liquidos, sélidos o gaseosos
y su finalidad dltima es liberar la energia contenida en sus componentes quimicos mediante

una reaccion de combustiéon. (Maciel, 2009)

2.3 CLASIFICACION DE BIOCOMBUSTIBLES

Existe un sistema que clasifica los biocombustibles para conocer el tipo de insumo vy la
tecnologia que se emplea para su produccion. Esta clasificacion cuenta hasta la fecha con

cuatro generaciones y que a continuacién se describen (Figura 12).

Primera generacion: Los insumos son de procedencia agricola, con alto contenido de
almidon, azucares y aceites, algunos ejemplos son la cafia de azucar, maiz, diversos aceites

como el aceite de girasol o de coco, entre otros.

» Ventajas: Su facilidad de procesamiento, utilizando tecnologia convencional como
fermentacion, trans-esterificacion y digestion anaerobia para la produccion de
alcoholes, biodiesel y biogas respectivamente. Ademas, las emisiones de gases de

efecto invernadero en su producciéon son bajas o nulas.
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» Desventaja: El desvio de los recursos alimenticios o cultivos hacia la produccion de

energéticos, lo que resulta en el aumento de precios como la tortilla o el azucar.

Segunda generacion: Los insumos son residuos agricolas o forestales, compuestos por
celulosa como la paja de trigo, bagazo de cafia de azucar, hojas, ramas secas, desperdicios
municipales, entre otros y se fabrica alcoholes, gas de sintesis, biodiesel, 2.5-dimetilfurano,

entre otros.

» Ventajas: Principalmente la inexistente desviacion de alimentos provenientes de la
agricultura hacia el sector energético. No requiere de terrenos ni fertilizantes para su
produccién. Disminuyen la contaminacion de suelos debido al uso de desechos. Gran

cantidad de materia prima disponible.

» Desventajas: Procesos de produccién mas complejos y costosos. Transporte del insumo
a la planta de fabricacion del biocombustible. Poca ganancia en la disminucion de las
emisiones de gases de efecto invernadero durante el procesamiento de los insumos. Se
considera la existencia de otras tecnologias mas “prometedoras” que elimine el motor

de combustidn.

Tercera generacion: Los insumos son vegetales no alimenticios de crecimiento rapido y alta
densidad energética denominados como cultivos energéticos. Algunos de estos insumos

son los pastos perennes, plantas de crecimiento rapido, algas verdes y verde-azules.

» Ventajas: Absorcién de CO; para la produccién de los insumos con un balance positivo

en la emision de gases de efecto invernadero. No hay conflicto entre alimento-energia.

» Desventajas: La recoleccion de algas es costosa y complicada. No hay regulacion.
Insuficiente biomasa para su comercializacidn. Se requieren grandes fuentes de carbono

y nitrégeno.
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Cuarta generacion: Se producen a partir de biomasa de micro algas genéticamente
modificadas, con alta eficiencia fotosintética y adaptabilidad ambiental, que conlleva a

aumentos significativos en el contenido de lipidos o carbohidratos.

» Ventajas: No hay conflicto entre alimento-energia. Facil conversién debido al aumento
de la hidrdlisis y/o la eficiencia de la fermentacidén. Se puede utilizar tierras no
cultivables, aguas residuales, salinas y no potables. Fijaciéon de CO; y tratamiento de

aguas. Los nutrientes pueden ser reciclados en el proceso.

> Desventajas: Insuficiente biomasa para la comercializacién. Riesgos ambientales y
ecoldgicos por la filtracion de estos organismos. Se requieren grandes fuentes de
carbono y nitrégeno. La energia solar solo esta disponible durante el dia. La recoleccién

de micro algas es costosa y complicada (Bawadi, et al., 2019).

" e i
,!V, Mt

1.% generacién 2.2 generacion
Plantas con alto contenido en Residuos agricolas o forestales
almidon, azicares y aceites. compuestos por celulosa.

3.2 generacion 4.2 generacion
Vegetales o algas no alimenticias de Bacterias genéticamente
crecimiento rapido y alta densidad energética. modificadas.

Figura 12: Generaciones de biocombustibles.



2.4 BIOMASA LIGNOCELULOSICA DE SEGUNDA GENERACION

La biomasa lignoceluldsica es un material sintetizado por células vegetales, que esta
compuesta principalmente de una mezcla de polisacdridos estructurales (celulosa y
hemicelulosa), un polimero polifendlico aromatico (lignina) y en menor porcién de pectinas,
compuestos inorganicos, proteinas, ceras y lipidos. La composiciéon especifica de la
lighocelulosa depende de la especie y las condiciones de crecimiento de la planta. Esta
biomasa es la mas abundante en el mundo con 200,000 millones de toneladas y puede
provenir de diversas fuentes: residuos de industrias alimentarias, agricolas, forestales,

municipales, entre otras (Brandt, et al., 2013).

2.4-1. Celulosa

La celulosa es el componente de mayor proporcidn en la lignocelulosa con un porcentaje
entre 35% y 50% en peso, es insoluble en agua, propiedad necesaria para que funcione
como el soporte estructural en las paredes celulares de las plantas. La celulosa esta
constituida por unidades D-anhidroglucopirinosa unidas por enlaces glucosidicos 3-(1->4)
gue dan lugar a una conformacion de cadena lineal con enlaces de hidrégeno en forma

cruzada que unen estas cadenas en forma de ldminas (Figura 13).

Puentes de hidrégeno
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Figura 13: Cadenas de laminas planas de celulosa.
(Portal académico CCH, 2017)
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Tomando a la celobiosa como unidad basica (Figura 14), la celulosa se puede considerar

como un polimero isotactico (unidades repetitivas constantes) de celobiosa y llega a

contener mds de 10,000 unidades de glucosa (Brandt, et al., 2013). El anillo de piranosa, los

enlaces glucosidicos y los grupos (-CH,OH) y (-OH), estdn en posicidon ecuatorial con

respecto al plano medio del anillo y los &tomos de hidrégeno en posicidn axial (Huerta, 2011).

HOCHI

Unidad de Celobiosa

HOCH,

Figura 14: Estructura quimica de la unidad de celobiosa.

2.4-2. Hemicelulosa

(Huerta, 2011)

La hemicelulosa constituye alrededor del 25% en peso de la lignocelulosa y consiste en un

grupo de heteropolisacdridos como: pentosas (D-xilosa y L-arabinosa), hexosas (D-glucosa,

D-manosa, D-galactosa) y 4cidos azucarados (acido D-glucurdnico, acido 4-O-metil-D-

glucurdnico, acido D-galactourdnico (Figura 15).
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Figura 15: Hexosas y pentosas tipicamente encontradas en la hemicelulosa.

(Brandt, et al., 2013)
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La hemicelulosa (Figura 16) contiene una cadena principal de pentosas y hexosas, por
ejemplo, xilano o glucomanano y es ramificada con grupos acetilos, metilos, acidos
cindmicos, glucurdnicos, galacturdnicos, etc. Este polisacarido sirve de cohesidn entre la
lignina y las fibras de celulosa, se cree que estan involucradas en la elongacién, en la
estabilidad estructural y modificacién de la pared vegetal. La adhesion entre la celulosa y la

hemicelulosa se dan por puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals (Gonzélez, 2011).
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Figura 16: Estructura de la hemicelulosa.
(Gonzélez, 2011)

2.4-3. Lignina

La lignina es un hetereopolimero aromatico, insoluble en agua y poco reactivo, que
proporciona impermeabilidad, refuerzo estructural, resistencia al ataque biolégico vy fisico
del medio ambiente. Se biosintetiza a partir tres mondmeros fenil-propano: alcoholes

coniferilico, alcohol sinapilico y alcohol p-comarilico (Figura 17). Una vez incorporadas en el
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polimero de la lignina, las subunidades se identifican por su estructura de anillo aromatico
y se denominan subunidades de guayacilo, siringilo y p-hidroxifenilo, respectivamente

(Brandt, et al., 2013).

El principal constituyente de la lignina en la madera blanda es casi exclusivamente de
subunidades guayacilo (G), mientras que en la madera dura y herbaceos son mezclas de
subunidades hidroxifenilo (H), guayacilo (G) y siringilo (S). Se ha demostrado que las
subunidades (S) son mas susceptibles a la degradacién hidrotérmica que las subunidades
(G). El enlace éter B-O-4 es el mas comun en este hetereopolimero aromatico, seguido de
los enlaces C-O y C-C que estan presentes pero en menor abundancia. La composicion y
configuracion de la lignina es uno de los principales obstdculos en la eficiencia del proceso
de deconstruccion de la biomasa, ya que impide el acceso de las hidrolasas ademas de

inhibir su accién (Pan, 2008).
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Figura 17: Las tres unidades base fenil propano y sus subunidades que conforman la lignina.
(Brandt, et al., 2013)

La mayoria de las células vegetales, que determinan la forma en que sintetizan sus paredes,

desaparecen al alcanzar la madurez, lo que resulta y permite que la estructura permanezca
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por mucho mds tiempo en un material poroso y liviano. Debido a la gran diversidad vegetal
en la biomasa, la organizacidn lignocelulésica varia en composicion, espesor y porosidad, es
por esto, que el método de deconstruccién también cambia entre las especies vegetales y
hasta entre la misma especie (Figura 18). De la estructura lignoceluldsica, la hemicelulosa
es térmicamente mads sensible, ya que partes de ella se empiezan a solubilizar en

condiciones neutras desde los 150°C.

LIGNINA
MEMICELTLOSA

Figura 18: Arreglo espacial de la celulosa, hemicelulosa y lignina de la biomasa lignoceluldsica.
(Brandt, et al., 2013)
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2.5 AGAVE

Agave es un género con unas 200 a 300 especies, que crece en climas semidridos por lo que
cuenta con una quinta parte de la superficie terrestre global para ser cultivada,
principalmente en el norte de Africa, Australia, el sur de Estados Unidos y México, siendo
este Ultimo pais el que cuenta con mayor diversidad de especies. El cultivo de este género
es bastante atractivo debido su elevada asimilacién de CO,, minimo consumo de agua y

nutrientes, gracias al metabolismo acido de las crasuldceas (CAM por sus siglas en inglés).

La especie Agave tequilana Weber variante azul se utiliza principalmente para la produccién
de tequila y solo puede usarse en las regiones que poseen la denominacién de origen
(Jalisco, Michoacan, Tamaulipas, Nayarit y Guanajuato). Esta especie se reconoce por sus
hojas estrechas y rigidas de color azul, de casi dos metros de altura y una espina terminal.
Se cultiva a una temperatura promedio de 22°C, con un mayor crecimiento durante octubre
a marzo alcanzando su madurez hasta los diez afios. No crece en regiones con temperaturas

menores de -7°C, pero pueden tolerar hasta 55 °C.

El proceso de elaboracion de tequila, después de al menos cinco afios de cosecha, es utilizar
la pifia (tallo) para obtener mediante un proceso de coccidn un jarabe rico en fructosa, que
se fermenta para producir el tequila (Figura 19). Posteriormente, se obtiene un material sin
aplicacién importante, el bagazo, que se considera un residuo valioso con potencial para la

produccién de biocombustible de segunda generacidn (Davis, et al., 2011).

Figura 19: Agave tequilana Weber.
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2.6 BIOETANOL COMO BIOCOMBUSTIBLE Y SU PROCESO DE PRODUCCION

El bioetanol es el resultado de una serie de procedimientos quimicos, fisicos y bioldgicos
que transforman la biomasa en moléculas de alcohol, cuya combustién es usada como
combustible solo, mezclado con gasolina o como aditivo oxigenante. El proceso de
produccién de bioetanol consta de varias etapas (Figura 20), que se pueden modificar
dependiendo de las caracteristicas del material lignocelulésico y del tipo de tratamiento

que se selecciond. Sin embargo, el proceso estandar consta de cuatro principales pasos:
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LIGNIN
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Figura 20: Esquema simplificado de las cuatro etapas del proceso de produccion de bioetanol.
(Technopow, 2018)

» Pretratamiento: Su principal funcidon es incrementar la accesibilidad a la celulosa
inmersa en la estructura compacta del material lignoceluldsico, mediante procesos de
destruccién mecdnica, fisica o quimica. Esta etapa separa los principales biopolimeros o
elimina la lignina que impiden la entrada de acidos, bases o enzimas y asi eleva los
rendimientos hidroliticos. Por otro lado, este paso si se realiza de manera efectiva
permite diminuir el costo total del proceso, por lo que es el principal reto en el
desarrollo de nuevas tecnologias para optimizar la conversién de la biomasa en azlcares

fermentables y con ello minimizar los tiempos en la produccion del bioetanol.
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» Hidrdlisis: Es el proceso que efectua la liberacion de azlcares simples, catalizada ya sea

por acidos o enzimas especificas, que atacan a los enlaces de la celulosa y la

hemicelulosa.

La hidrdlisis acida ha sido la tecnologia mds usada para la obtencién de azlcares
fermentables. Consiste en transformar las cadenas de polisacdridos mediante una
reaccidn secuencial en sus monémeros elementales. Se emplean catalizadores como el
acido sulfurico o clorhidrico. Los principales inconvenientes de este proceso son: el
rendimiento relativamente bajo y la alta formacién de subproductos. El mecanismo

consta de tres pasos:

1. Seforma un acido conjugado mediante la adicion de un protén al atomo de oxigeno
que conecta dos unidades de azucar.

2. Elenlace glucosidico C-O se rompe y se forma un ion ciclico de carbonio, propagando
la reaccidn. Este es el paso determinante.

3. Mediante una adicién rapida de agua, este ion es transferido formando glucosa en

el ultimo paso de la reaccién.

La otra forma de llevar a cabo la hidrélisis para generar azucares reductores, involucra
un coctel de enzimas con celulasas y xilanasas que degradan la celulosa y el xilano
respectivamente. La accién hidrolitica catalizada por enzimas tiene muchas ventajas
como: condiciones moderadas (pH de 5.0-5.5 y temperaturas de 45°C-50°C), altos
rendimientos, costos de mantenimiento bajos comparados con la hidrdlisis alcalina o

acida y no tiene problemas de corrosion.

El mecanismo de accién para la hidrélisis enzimatica de la celulosa incluye la accion

sinérgica de por lo menos tres tipos de celulasas (Figura 21)
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1. Endoglucanasas: atacan regiones internas de baja cristalinidad de celulosa para
transformar estas regiones en cadenas libres de celulosa.

2. Exoglucanasas o celobiohidrolasas: atacan los extremos libres de las cadenas libres
de la celulosa generando unidades de celobiosa.

3. B-glucosidasas: transforman las unidades de celobiosa en moléculas de glucosa.

( Endo-fi-glucanasas
CH or ¢ OH OH OH
OH
Ko o HO ° 0 HO ° HO
OH OH OH ™0 HO OH
OH OH

Celobiohidrolasas

f-glucosidasas

o l OH
HO o ?
HO. OH
J HO
OH
OH

Figura 21: Hidrdlisis enzimdtica de la celulosa.
(Gonzalez, 2011)

El mecanismo de accion para la hidrélisis enzimatica de la hemicelulosa requiere
multiples enzimas debido a su complejidad por su alta heterogeneidad y se clasifican en
dos principales grupos las que actian sobre la degradacién del esqueleto de xilano y las

que se encargan de remover las cadenas laterales (Figura 22)

Las principales enzimas que participan en la degradacidén y que realizan cortes en la

parte interna del polimero de xilano son:

1. Endoxilanasa: ataca enlaces B-1,4 internos de la columna de xilano
2. Exoxilanas: ataca enlaces B-1,4 liberando xilobiosa

3. PB-xilosidasa: libera xilosa de xilobiosa y xilooligosacaridos

La remocién de las cadenas laterales del xilano, es realizada por a-L-
arabinofuranosidasas, o-D-glucuronidasas, acetil xilan esterasas, acido ferulico

esterasas y acido p-cumarico esterasas, entre otras (Tovar-Herrera, 2013).
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Figura 22: Enlaces susceptibles de hidrdlisis enzimdtica en la hemicelulosa.
(Wyman, et al., 2005)

Fermentacién: Es un proceso catabdlico de oxidacidn anaerébica por medio de la ayuda
de algin microorganismo, mismo que transforma la glucosa en etanol y CO: obteniendo
con esto energia para llevar a cabo su metabolismo. Los microrganismos que pueden
realizar esta transformacién son generalmente bacterias y levaduras, industrialmente

el mas utilizado es la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Destilacion: Esta etapa consiste en la recuperacién del bioetanol, generalmente hay
subproductos como lignina residual, polisacdridos sin reaccionar, enzimas,
microorganismos y otros productos que pueden ser removidos en los fondos por medio
de la destilacidon. Estos materiales pueden ser convertidos en productos con valor
agregado o simplemente pueden ser utilizados como materia energética que mantenga

el proceso de forma que sea un sistema autosustentable.
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2.6-1 Pretratamientos de material lignoceluldsico

Diferentes tipos de pretratamientos han sido desarrollados para la transformacion del
material lignoceluldsicos (Tabla 1), que genera una disminucién del tiempo de hidrélisis y
un incremento en el rendimiento. El objetivo de estos diferentes pre-tratamientos es
reducir la cristalinidad de la celulosa, incrementar el acceso al remover la lignina o la
hemicelulosa, aumentar el drea superficial, aumentar la porosidad, eliminar productos
inhibitorios, entre otros. La eficiencia depende del método que se utilice y el tipo de

biomasa que se trate.

La seleccidén de uno o varios tratamientos va en funcion de:

Costo del proceso.

Susceptibilidad a la hidrélisis enzimatica.

Efecto en la hemicelulosa y celulosa.

Presencia de productos derivados que inhiban la actividad enzimatica y la fermentacion.
Cantidad de consumo quimico.

Generacion de productos téxicos.

V V. .V ¥V V V V

Tiempo del proceso.

Tabla 1: Resumen de diferentes tipos de pretratamientos para materiales lignoceluldsicos.
(Mamo, et al., 2013)

Pretratamiento Método Principio Ventajas Desventajas

Fragmentacion del . Poco efecto sobre la
. Aumento del drea g
material y hidrolisis. Alto

- superficial y ,
- reduccién de . consumo de energia.
mecdnica reduccién del grado

Molienda

tamafio de . . Generacién de
, de polimerizacidn I
particula inhibidores
o Irradiacién de - .
Irradiacién , Eficiente en Costosa y no factible
energia generando . L
Gamma presencia de lignina para gran escala
ruptura de enlaces
Disuelve la
. L Uso de agua a altas hemicelulosa y la Generacioén de
Hidrotérmico . . I
temperaturas lignina facilitando inhibidores
la hidrdlisis
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Termo-fisico

Explosion de
vapor

Explosidn de
amoniaco
(AFEX)

Explosion de
CO2

Acido

Alcalino

Ozonolisis

Organosolv

Pirdlisis
Bioldgico

Micro-
bioldgico

Expone la biomasa
a temperaturas y
presién altas de
vapor, seguido de
una caida repentina
de presion
Expone la biomasa
a temperaturay
presion moderada
de amoniaco
liquido, seguido de
una caida repentina
de presion
Expone la biomasa
a temperaturay
presién moderada
de CO», seguido de
una caida repentina
de presion

Adicion de algun
tipo de acido como
H2S04 0 HNO3

Adicidn de algun
tipo de base

Adicion controlada
de ozono a presion
y temperatura
ambiente

Uso de solventes
organicos como
metanol junto con
algun catalizador
como Ha2S04 a
moderadas
temperaturas

Somete a la
materia a altas
temperaturas

Microorganismos
usualmente hongos
que degradan la
lignina 'y
hemicelulosa

Degradacion de la
hemicelulosa y
transformacion de
la lignina.
Econdémico

Aumento de area
superficial.
Remueve lignina 'y
hemicelulosa y no
produce
inhibidores

Incrementa area
superficial, es
medianamente
econdémico y no
forma productos
inhibitorios
Hidroliza la
hemicelulosa y
otros azUcares,
altera la estructura
de la lignina
Remueve la lignina
y otros grupos
mediante la
saponificacion,
produce una
hinchazén de la
materia
Degradacion de
lignina. Permanece
casi intacta la
celulosay
hemicelulosa

Reduce el
contenido de
ligninay no
produce residuos
toxicos

Energia auto
sostenida. Produce
productos liquidos

Y £ase0sos

Bajos
requerimientos de
energia. Costos
bajos

Destruccion de
fracciones de xilano.
Incompleta ruptura

de lignina. Generacién
de inhibidores

No es eficiente en
biomasas con alto
contenido de lignina.
Generacioén de
inhibidores

No modifica la
hemicelulosa ni la
lignina

Formacion de
aldehidos. Corrosidn
de equipo. Altos
costos

Aumenta el tiempo de
residencia. Formacion
de sales. Costo
elevadoy su
efectividad depende
del contenido de
lignina

Grandes
requerimientos de
ozono. Altos costos

El solvente requiere
de ser recuperado.
Altos costos

Degradacién de
azucares potenciales

Tiempos de hidrdlisis
largos
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2.6-2 Caracteristicas generales de los subproductos inhibitorios generados en el material

lisnoceluldsico por la acciéon de un pretratamiento

Como se observa en la tabla anterior (Tabla 1), el pretratamiento por lo general viene
acompafado de la generacidn de subproductos y la mayoria de estas son sustancias que
provocan inhibiciones enzimaticas, microbianas o ambas. Segun estudios realizados, existen

mas de 100 compuestos con posible accién inhibitoria en la biomasa hidrolizada (Figura 23).

OLIGOSACCHARIDES
AND DISACCHARIDES
Cellulose et \
HEXOSE
Ash SUGARS
Extractives Glucose
PHENYLIC Mannose
COMPOUNDS Galactose
Rhamnose
Non-phenolic  Phenolic
aromatic compounds,
compounds,  for example:
for example: ; n:p ™\ PENTOSE Xylose
cl O;:’le: I’dy BENZO- SUGARS FURANS
benzoic acid, aldehyde, QUINONES S inen '

cinnamicacid  ferulicacid,
 4&hydroxy-
benzoic acid Hydrolysis of esterified phenols
<

—— 2-Furoic acid
Furfural

URONIC  4-O-Methyl-
ACIDS  glucuronic acid

Galacturonic

acid s
Glucuronic Formic

: Acetic ., Levulinic
acid v acid acid S
ALIPHATIC ALIPHATIC
ALDEHYDES CARBOXYLICACIDS

Figura 23: Principales deribados que resultan de algun pretratamiento lignoceluldsico.
(Jonsson & Martin, 2016)

Se sabe que la cantidad y el tipo de inhibidores dependen de la materia prima y el método
de pretratamiento utilizado e incluyen desde compuestos fendlicos, aromaticos, terpenos,
acidos alifaticos, aldehidos de furano, iones inorgdnicos, hasta alcoholes y azlcares que
ocasionan inhibicién por producto. Su clasificacion esta basado en el tipo de funcionalidad
del compuesto ya que la inhibicidon esta mas relacionada con el grupo funcional de la cadena

lateral como: aldehidos, cetonas, hidroxilos, acidos y metoxilos. Ademas, estos inhibidores
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tienen efecto sinérgico o aditivo, ya que su toxicidad aumenta significativamente en
mezclas que como sustancias individuales, aunque su concentracién individual sea muy alta,

como por ejemplo, la inhibicidn sinérgica del furfural con acido acético para S. cerevisiae

(Klinke, et al., 2004).

Se ha demostrado inhibicion enzimatica por la adicién en un 20% (w/w) de lignina, que
resulta en una caida de la funcién catalitica desde un 10% hasta un 23%, dependiendo de la
fuente de esta. Se cree que la adsorcion irreversible de endoglucanasas, exoglucanasas y B-
glucosidasas en la lignina es impulsada por interacciones hidrofébicas y posibles
interacciones electrostaticas, siendo la enzima B-glucosidasas la que muestra mayor nivel
de adsorcién y pérdida de su actividad. Asi mismo, fenoles con grupos hidroxilos y
metoxilos, siendo el primero con mayor impacto negativo, inhiben las celulasas tras unirse
en sus sitios cataliticos a través del mecanismo metiluro de quinona, impidiendo la unién

entre la celulosa y las enzimas (Pan, 2008).

En experimentos de interacciones de celulasas y lignina, el mdximo de adsorcién
generalmente se alcanza en unas pocas horas a temperatura ambiente y se observa una
severa inactivacion a 45°C, sin embargo a temperaturas de 4°C las enzimas conservan bien
su actividad (Rahikainen, et al., 2011). Estas propiedades y otras han provocado la creacién de
posibles mecanismos para prevenir la adsorcién de las enzimas en la superficie de lignina,
ya que una forma de reducir costos del proceso seria mediante el reciclaje de estos

catalizadores y a continuacién se menciona algunos de estos mecanismos:

» Cambios de temperatura en el proceso de hidrdlisis enzimatica.

» Utilizaciéon de aditivos de recubrimiento que bloquee la superficie de lignina con
surfactantes como poli etilenglicol o proteinas exdgenas.

» Bloqueo quimico de los grupos libres hidroxilo de la lignina mediante la
hidroxipropilacion.

» Celulasas resistentes a la desnaturalizacion o disefios de enzimas con uniones débiles a

la lignina.
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Como se habia dicho, no solo los subproductos del pretratamiento afectan la hidrdlisis,
también existe inhibicion en la fermentacidn de las levaduras por; aldehidos y cetonas, que
dafian la membrana celular; fenoles, que aumentan la fluidez de la membrana afectando su
permeabilidad; compuestos de bajo peso molecular, capaces de penetrar en las membranas
e influir en la expresion del ADN-ARN y sales inorgdnicas, que pueden afectar el equilibrio

osmotico. (Brandt, et al., 2013)

El grado de toxicidad en la fermentacion se presenta de mayor a menor grado: terpenos>
aldehidos y cetonas > fenoles > acido organicos> sales (Klinke, et al., 2004). Sin embargo,

existen métodos para desintoxicar los hidrolizados como:

Modificar la lignina al hidrolizar sus enlaces éter.
Eliminacién de la pulpa por el proceso Kraft.

Tratamientos con sulfito o cal.

YV V V V

Decantacion y filtracion de compuestos aromadticos, que son propensos a sufrir

reacciones de condensacion a temperatura ambiente.

No obstante, para realizar estos procedimientos es necesario un gran volumen de agua y su
recirculacion daria como resultado concentraciones mas altas de inhibidores, por lo que
seria necesario también un paso adicional de separado en el proceso (Klinke, et al., 2004). Un
método de mas largo alcance seria con ayuda de la ingenieria genética, al crear

microorganismos transformados e hiperresistentes a compuestos inhibitorios.
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2.7 EXTRUSION

Un nuevo proceso de pretratamiento fue evaluado e implementado por un equipo de
investigacion (Vandenbossche, et al., 2014), el cual acopla un tratamiento alcalino-termo-fisico
en una unidad, mediante un extrusor de doble tornillo (Figura 24). Esta reciente tecnologia
con multiples ventajas ha probado conseguir mucha mejor efectividad en el incremento del

rendimiento en la hidrélisis y la fermentacion del material lignocelulésico.

El mecanismo que emplea este extrusor, es un tratamiento alcalino, seguido por una etapa
de neutralizacién, mientras la materia es impulsada y triturada por los tornillos co-rotativos,
que al estar divido por mddulos se puede manipular la temperatura. También, esta
tecnologia permite la extraccién de compuestos inhibitorios generados por el mismo
tratamiento, mediante un filtro. Incluso, tiene la capacidad de inyeccién de enzimas,
acoplando con ello el tratamiento bio-catalitico, llamado "bioextrusién" (vandenbossche, et al.,

2014). Las grandes ventajas de este nuevo proceso son:

» Proceso continuo que disminuye los tiempos del tratamiento.

» Disminucién del consumo energético, debido al incremento del esfuerzo cortante,
transferencia de calor, mezcla efectiva y operacién a temperaturas bajas.

» Minimiza el consumo de agua al trabajar en una relacién baja liquido/sélido.

» Es adaptable a diferentes biomasas.

» Mayor incremento en la accesibilidad del material lignocelulésico, que provoca mejores

rendimientos en la hidrdlisis y la fermentacion.

Figura 24: Extrusor de doble tornillo.
(BABET-REALS5, 2016)
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3. JUSTIFICACION

Gracias al surgimiento de los combustibles fdsiles, el mundo ha evolucionado de manera
exponencial en materia industrial, tecnolégica y desarrollo econémico, pero al mismo
tiempo ha desencadenado una serie de consecuencias en México y el en mundo desde
incremento de tensiones entre paises como Estados Unidos, Medio Oriente, Venezuela y
Rusia, sobrepoblacién, agotamiento de recursos no renovables, hasta descensos de
personas por el incremento de la contaminacién y el calentamiento global, como se explicd

mas detalladamente en la introduccidn.

No obstante, existen maneras de sustituir el combustible tradicional por recursos naturales,

a través de los llamados BIOCOMBUSTIBLES y entre sus varias razones estan:

» Labiomasa es la fuente de energia renovable mas grande, sostenible, amigable al medio
ambiente y con capacidad de convertirse en combustibles sélidos, liquidos y gaseosos.

» Politicos en la Unidn Europea, China y otras grandes areas econdmicas han establecido
regulaciones para promover el uso de biocombustibles respetuosos con el clima.

» El potencial de los residuos de Agave de la industria tequilera en México, que genera
mas de una megatonelada por afio, como insumo para la generacidn de bioetanol.

» Fomentar en México la independencia energética y el empleo de miles de personas

» Aparece el proyecto BABET-REALS5 que desarrolla alternativas para la produccion de

etanol de segunda generacién que incluye 11 socios europeos y 4 latinoamericanos.

Con base en lo anterior, esta investigacidon tendra como tarea aportar diferentes estrategias
de caracterizacién y mejorar el entendimiento de las modificaciones que sufre el bagazo de
agave tras experimentar un tratamiento en el extrusor. Con esto se anhela incentivar a
receptores, investigadores o incluso politicos a interesarse por este nuevo proceso de
produccién de biocombustible, que es amigable al medio ambiente y asi establecer una

accién de cambio para estimular su uso tras la crisis ambiental y energética en la actualidad.
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4, OBJETIVOS

» Realizar la caracterizacion y el andlisis de las modificaciones que sufrié el bagazo de
agave tras el pretratamiento alcalino-termo-fisico por medio del extrusor de doble
tornillo a diferentes condiciones de temperatura, concentracién de hidréxido de sodio,

tiempos de residencia y empleo de la filtracion en el proceso.

» Cuantificar y describir los cambios fisico-quimicos que presentan trece muestras
extrudadas de bagazo de agave con diferentes condiciones de tratamiento, a través de
la comparacién de los resultados que arrojan las siguientes técnicas analiticas
implementadas: espectroscopia de infrarrojo, difraccion de rayos x, cromatografia

liquida de alta resolucién y sorcion dinamica de vapor.

» Implementar y alentar el uso de nuevos métodos de andlisis de resultados que
pronostiquen en menor tiempo los rendimientos de la hidroélisis enzimatica por medio

de las técnicas analiticas empleadas en la caracterizacion.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Después del proceso de coccidn de la pifia y la extraccion de sus azucares, el residuo de
bagazo de agave fue recolectado en la destileria Tequila Patrén. Este bagazo fue secado
sobre un drea amplia en condiciones ambientales para luego ser molido, resultando en dos
tipos de materia; una fraccion fibrosa y otra de particulas finas amorfas. Las dos fracciones
fueron separadas utilizando una malla y asi la fraccidn fibrosa se utilizé como muestra

control para este estudio (Hernandez-Meléndez, et al., 2016).

Para el pretratamiento alcalino-termo-fisico se utilizé un extrusor de doble tornillo de
diferentes segmentos, que giran co-rotativamente. El arreglo del extrusor consiste de 10
maodulos (Figura 25); el primero, correspondié al de alimentacion; el segundo y el quinto,
contiene cada uno un inyector asociado a una bomba, que introducian una solucién de
NaOH para el tratamiento alcalino y de H,SO4 para la neutralizacion respectivamente; el
sexto, es en donde se incluye la secciéon del filtro cuando se desea efectuar un proceso de
filtracién y el dltimo mddulo, contiene la salida donde se colecta la muestra extrudada para
su posterior andlisis. Los modulos no mencionados funcionaron como continuacion del

tratamiento térmico, mecanico y alcalino.

( ALIMENTACION Neutralizacion, entrada de HaSOy

Salida

Modulo 1 Madulo 2| Modulo 3| Modulo 4| Maodulo 5 i 6101 0% Modulo 7 Modulo 8§ Modulo 9 Madulo 10

Motor

i —p Filtracion Extrudado
. Pretratamiento alcalino, entrada de NaOH )

Figura 25: Representacion esquemdtica de la configuracion del extrusor de doble tornillo.

Los mddulos se regulan térmicamente por induccién térmica y se enfrian mediante la
circulacidon de agua. El perfil de temperaturas comienza a ascender desde el médulo 2 y

alcanza la maxima temperatura en el médulo 4, en la que es especifica para cada muestra
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y se muestra en la (Tabla 2), para luego descender en los subsiguientes mddulos. La seccién
del filtro consiste en dos secciones hemisféricas con agujeros conicos y un caparazén con

una boquilla que permitia la salida y la coleccién del filtrado.

Se estudio el impacto que ocasiond el pretratamiento en el bagazo de agave al ejecutar
cuatro procedimientos de tratamiento independientes, las cuales generan mayor

transformacion a la materia:

» Diferentes porcentajes de concentracion de hidréxido de sodio
» Variaciones en el perfil de temperaturas
» Efectuar un doble tiempo de residencia

» Implementar el proceso de filtracion

Se desarrollaron 13 experimentos diferentes (Tabla 2) aplicando y mezclando estos cuatro
procedimientos, donde (R) significa que se realiza un doble tiempo de residencia y (F)
significa que se aplico el proceso de filtracién. Los extrudados, que son resultado de estos
13 experimentos y la muestra sin tratamiento, establecida esta ultima como muestra

control para este estudio, son llevados a posterior analisis.

Tabla 2: Pruebas en el extrusor a diferentes condiciones de pre-tratamiento.

Temperatura

maxima (°C)
Moédulo 4

Grupos de NaOH (%)
tratamiento  Madulo 2

Doble tiempo Filtracion
de residencia Madulo 6

Muestra/Condiciones

UNO
DOS
TRES
CUATRO
CINCO
SEIS
SIETE
OCHO
NUEVE
DIEZ
ONCE
DOCE
TRECE
SIN TRATAMIENTO
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Las 13 muestras se agrupan en A, By C (Tabla 2), como forma de organizacién para acotar
y facilitar el analisis del efecto que tiene un especifico procedimiento en los extrudados,
pero también porque se observaron propiedades semejantes entre las diferentes muestras

del mismo grupo cuando se caracterizaron.

» Grupo A: Andlisis del efecto que tienen las muestras con un doble tiempo de residencia
» Grupo B: Anadlisis del efecto que tienen las muestras con cambios de temperatura o
concentracién de sosa

» Grupo C: Analisis del efecto que tienen las muestras con un proceso de filtracion

Después de cada experimento se dejaron secar las trece muestras en la estufa a 70°C por
24 horas, luego se molieron con ayuda de un triturador y se tamizaron con el objetivo de

que tuvieran el mismo tamafio de particula (Figura 26).

Figura 26: Extrudado (1), extrudado seco (2) y triturador (3) del bagazo de agve.
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6. METODOLOGIAS EMPLEADAS PARA LA CARACTERIZACION

6.1 HIDROLISIS ENZIMATICA

Después de secarse y triturarse las muestras, se realizd la hidrélisis por triplicado con el
céctel enzimético Cellic CTec2 de Novozyme, a una concentracion de 15 FPU/gr(materia seca),
con una consistencia del 20% en un buffer de citratos a 0.05 M, un pH de 4.8 y a una
temperatura de 50°C durante 48 horas con una agitacién orbital de 200 rpm. Estas
condiciones se utilizaron porque demostraron conseguir la mayor liberacién de azlcares y

un alto rendimiento hidrolitico (Montiel, 2016).

El rendimiento se definid como la razdn de glucosa o xilosa liberadas en la hidrélisis entre
el contenido total promedio de glucosa o xilosa que se encuentra en el de bagazo de Agave.
Los azucares liberados por la hidrélisis se miden mediante la técnica de HPLC (detallada mas
adelante) y el contenido total de estos azucares son determinados por la cantidad de

celulosa y hemicelulosa contenidas en el bagazo.

El método de analisis proximal de Van Soest-Wine determina el contenido de biopolimeros.
Este procedimiento analitico estd basado en la capacidad de diferentes detergentes de
disolver y separar componentes especificos del material, para asi conocer por medio de la
diferencia de pesos el porcentaje de celulosa, hemicelulosa y lignina en la materia. El
porcentaje promedio de celulosa y hemicelulosa totales en las muestras fueron aportadas

por el trabajo del laboratorio y son:

» Enelgrupo Ay B contienen en promedio 37% de celulosa y 17% de hemicelulosa.

» En el grupo C contienen en promedio 50% de celulosa y 14% de hemicelulosa.
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6.2 ESPECTROSCOPIA DE DIFRACCION DE RX

Después de secarse y triturarse, las muestras extrudadas se tamizaron en una malla para
dejar un polvo muy fino y posteriormente cada muestra fue enviada a la Unidad de Servicios
de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAIl) para que se realizara la técnica de

difraccién de rayos X.

Para obtener los difractogramas de RX se utilizé el difractdmetro Bruker AXS, que consiste
de tubos de rayo X ceramicos, con radiacién CuK,, a una longitud de ondade A = 1.54 Ay
un filtro de niquel. Las condiciones de los experimentos se realizaron en un intervalo angular
20, que recorrié desde los 5° hasta los 50° con una velocidad de barrido en modo continuo
a 0.001°/min. El proceso de ajuste que se realizé en los diferentes difractogramas fueron

las correcciones de linea de base con el programa de Origin 2017.

6.3 ESPECTROSCOPIA DE TRANSMISION DE INFRARROJO CON TRANSFORMADA
DE FOURIER

Después secarse y triturarse, las muestras extrudadas se tamizaron en una malla para dejar
un polvo fino y posteriormente cada muestra se envid a la Unidad de Servicios de Apoyo a
la Investigacion y a la Industria (USAII) en la UNAM para que se realizara la técnica de

espectroscopia infrarroja por transformada por Fourier.

Para realizar los espectros de FTIR se utilizé el espectrofotémetro FTIR Spectrum RXI de
Perkin-Elmer, en donde se colocé una pequeiia porcién del polvo en la celada infrarroja del
equipo, después la muestra se comprimié empleando una prensa y ser sometié a una fuente
de luz infrarroja, en un rango de 4000 cm™ a 400 cm™ a una resolucién de 0.8 cm™. La
intensidad de la luz transmitida a través de la muestra es medida en cada sefal, lo que
permite que la cantidad de luz absorbida por la muestra sea calculada por la diferencia entre

la intensidad de la luz antes y después de pasar por la celda. El procesamiento de los
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espectros y la deteccidén de las diferentes sefiales se ejecutaron utilizando el programa

Origin 2017.

6.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA

6.4-1 Condiciones de la técnica HPLC para la determinacion de azucares

Las muestras hidrolizadas se centrifugaron y el sobrenadante se filtré con una membrana
de 0.45 um. Se utilizé la columna Unison UK-Amino 250 mm por 3 ym y un detector de
dispersién de luz PL-ELS 1000, Polymer laboratorios, USA. El gradiente de la fase movil
acetonitrilo:agua fue 80:20, con un volumen de inyeccién de 2 L a un flujo de 0.2 mL/min
durante 25 min, a una temperatura de 37°C y presién de 80 bar. Para la cuantificacion de

los azUcares se generaron curvas de calibracién utilizando estandares de glucosa y xilosa.

6.4-2 Condiciones de la técnica HPLC para la determinacién de compuestos inhibitorios

Para la determinacién de compuestos inhibitorios realizada por triplicado, se eligieron 13
compuestos (Figura 27) con diversidad en sus grupos funcionales, con un alto poder
inhibitorio para S. cerevisiae y las enzimas hidroliticas de la celulosa segun los articulos (Pan,
2008), (Klinke, et al., 2004), (Mitchell, et al., 2014). Para determinar la presencia y la cuantificacién
de estos compuestos en las muestras, se generaron curvas de calibracion utilizando los
siguientes 13 estandares (Figura 27) provistos por Sigma Aldrich a diferentes

concentraciones.
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Las muestras hidrolizadas se centrifugaron y el sobrenadante se filtré con una membrana
de 0.45um. Se utilizé la columna Chromolith RP-18e 100-4.6 mm y un detector de arreglo
de diodos DAD Agilent 1260a, con una longitud de onda de 280 nm para todos los
compuestos excepto para el acido sindpico, que se analizé a 290 nm. Los gradientes de la
fase movil se muestran en la Tabla 3, el volumen de inyeccidn fue del0 pL, la temperatura

de la columna es 25°C a una presion 200 bar y flujo de 1 mL/min.

Tabla 3: Composicion de los diferentes gradiente de la fase movil en la columna de HPLC.
Tiempo (min) 0 5 7.5 10 15 20 30 35 50

(%) Fase movil: H20-CHsCOOH
(99.8:0.2 v/v, pH 3.0)

(%)Fase mévil: MeOH 2 2 4 5 5 7 7 17 50

98 98 96 95 95 93 93 83 50

Es muy importante sefalar que la determinacién de los compuestos inhibidores en las
muestras TRES, CINCO, SEIS, SIETE, OCHO, NUEVE y SIN TRATAMIENTO, se realizé sobre el
sobrenadante del hidrolizado, es decir después de efectuar la hidrdlisis enzimatica, a las
mismas condiciones en que se realizd la determinaciéon de azlcares, sin embargo, las
muestras UNO, DOS y CUATRO, no se llevaron a cabo por falta de material. Por otro lado, la
determinacion de los compuestos inhibidores en las muestras DIEZ, ONCE, DOCE y TRECE,

se realizaron sobre el liquido extraido, resultado de la filtracién en el médulo 6 del extrusor.

6.5. SORCION DINAMICA DE VAPOR

Después de secarse y triturarse, las muestras extrudadas se tamizaron en una malla. Los
experimentos se realizaron en un analizador de adsorcidn de vapor gravimétrico

automatizado DVS Advantage (Surface Measurement Systems Ltd., Londres, Reino Unido).

Para obtener las isotermas caracteristicas de los extrudados, cada muestra de entre 5 mgy
20 mg se colocaron en el porta muestra que esta conectada a una microbalanza. La muestra
se expone a un flujo de nitrégeno con una con una temperatura de 103°C y una humedad

relativa del 0%, para eliminar el agua presente y establecer una masa de referencia seca.
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Establecido el peso seco, enseguida se expone la muestra a diferentes etapas, mediante
flujos de gas con distintos porcentajes de humedad relativa, que va de forma ascendente y
descendiente con temperatura constante en 25°C: 0%, 2.5%, 5.0%, 7.5%, 10%, 15%, 20%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%. En cada etapa se registra el
cambio en masa total que obtuvo después de la adsorcién o desorcién y para continuar con
el siguiente porcentaje de humedad relativa, la muestra debe alcanzar el equilibrio masico,

es decir que el peso de la muestra permanezca constante (Figura 28).
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Figura 28: Cambio de masa en el tiempo en funcion del cambio de presion parcial.

A partir del perfil completo de los cambios de masa en las muestras, se generaron las
isotermas (Figura 29) de cada muestra y con ella se calculd el area superficial y el volumen

de porosidad utilizando el software DVS (Advanced Analysis Suite v3.6).
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Figura 29: Isoterma de absorcion y desorcion de la muestra sin tratamiento.
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7. RESULTADOS Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

7.1. RESULTADOS DEL POTENCIAL DE SACARIFICACION

Se presenta la evaluacion de trece diferentes condiciones de pretratamiento, a través del

rendimiento hidrolitico enzimatico de la celulosa y la hemicelulosa (Tabla 4).

Tabla 4: Resultados del porcentaje del rendimiento de la hidrdlisis enzimdtica.

Muestras
[Porcentaje de NaOH | Temperatura | Grupo  %Glucosa %Xilosa
Doble tiempo de residencia o Filtracién]

0 09 0 B 29+5.7 26+ 2.1

DO 00% 0 A 48 + 9.0 39+ 3.6

00% 0 A 42 +9.2 33 +3.7

ATRO % | 100 A 35+ 11.6 29 + 3.6

0 % | 100 A 50 + 8.3 30 +6.3

% | 190 B 67 + 5.6 52+ 1.6

D° B 75+ 7.7 55+3.4

OCHO D° B 72 + 6.1 53+ 4.7

0° B 55+ 7.2 41+ 1.4

D 0( 0° C 94+ 4.3 48 + 7.9

0 0(C 0 C 87 + 2.8 53 +5.5
DO % 0 C 70 + 3.8 51 + 0.27

R % D° C 81+1.38 47 £5.9

RATA 0 10+4.1 5+93

7.1-1 Andlisis de los resultados del potencial de sacarificacion

Una de las principales formas de medir la efectividad del pretratamiento es a través del
rendimiento en la hidrdlisis enzimdatica y su comparacién con el control SIN TRATAMIENTO.
Como se observa en la Tabla 4 cualquier condicion incrementd el contenido de glucosa o
xilosa, por lo que es evidente que el proceso alcalino-termo-fisico facilita la liberacién de la
celulosa y efectua una desintegracién parcial de componentes externos que obstaculizan el

paso de las enzimas al interior del material.
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Del grupo A, que analiza el beneficio de aplicar un doble tiempo de residencia para
incrementar la accesibilidad hacia la celulosa. Se observa que la muestra DOS [5.0]|120]
obtuvo bajos rendimientos, probablemente se deba a que la alta concentracién de sosa
afectd los componentes lignoceluldsicos y provocé destrucciéon de material con potencial
de sacarificacién o se incrementd considerablemente el nimero de sustancias nocivas que
pudieron alterar el efectivo desarrollo enzimatico (Pan, 2008) y si a eso le afiades un mayor
tiempo de residencia termina por afectar ain mas el rendimiento como se comprueba en
la disminucion de rendimiento en la muestra TRES [5.0|120 | R]. En cambio, en las muestras
CUATRO [3.75]100] y CINCO [3.75|100|R], que experimentaron condiciones menos
agresivas, el empleo de doble tiempo de residencia si favorecié el incremento en el
rendimiento. Por lo que se concluye que; el uso de un doble tiempo de residencia si es
efectivo para la remocién de lignina y la hemicelulosa en condiciones de temperatura y

porcentaje de sosa bajas.

Por otro lado, se sabe que el NaOH y la temperaturas provoca hinchazén, aumentan la
capacidad de retencion de agua, despolimerizacion de celulosa-hemicelulosa-lignina e
incremento de area superficial, que facilitan el transporte y la actividad enzimatica (Saratale
& Oh, 2015). Por esta razdn se estudio el efecto la sosa y la temperatura en las muestras de
grupo B, para obtener las condiciones dptimas a las que se generan mayor porcentaje de
glucosa. Se encontrd que a condiciones mayores del 5.0% de NaOH y 150°C reduce la
efectividad de tratamiento y provoca un desplome en el rendimiento hidrolitico, esto puede
deberse a una sobre despolimerizacién que descompone o carboniza el material con
capacidad de generar azucares fermentables. Asi mismo, un tratamiento con condiciones
por debajo de 3.0% de NaOH y 120°C no es lo suficientemente fuerte para separar los

componentes lignoceluldsicos limitando la efectividad enzimatica.

Como se habia explicado antes, la inhibicion de las enzimas celuloliticas es amplia, desde
problemas de transferencia de masa, inhibicidn por sustrato y producto, efectos del tamafio

de particula y la unién no productiva de enzimas con lignina. (Ximenes, et al., 2010). Por lo que
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la filtracién de compuestos de lignina o hemicelulosa liberados durante el tratamiento, con
capacidad toéxica o impedimento del paso enzimatico, logré incrementar hasta mas del 20%
la hidrdlisis enzimatica de la glucosa, si se compara entre muestras con vy sin filtracion.

Este nuevo método en el grupo C permite amplificar el acceso a la celulosa y remover los

subproductos que afecten el rendimiento.

Los rendimientos de la xilosa no muestran una clara tendencia y casi todas las muestras no
difieren mucho en el porcentaje entre una y otra, esto puede deberse a que la enzima
utilizada es principalmente para la celulosa, sin embargo, si se percibe una disminucién del

rendimiento a concentraciones de sosa superiores al 5%.
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7.2. RESULTADOS DE LOS DIFRACTOGRAMAS POR RAYOS X

Se presentan los difractogramas de rayos X de las 13 diferentes muestras extrudadas y la

muestra SIN TRATAMIENTO en la (Grdfica de resultados 1, 2 y 3).

Grdfica de resultados 1: Espectro de difraccion de rayos X de las muestras del grupo A.
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Grdfica de resultados 2: Espectro de difraccion de rayos X de las muestras del grupo B.
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Grdfica de resultados 3: Espectro de difraccion de rayos X de las muestras del grupo C
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Enseguida se comparan los difractogramas de rayos X de los cuatro principales tratamientos

realizados en el extrusor y la muestra control (Grdfica de resultados 4).

Grdfica de resultados 4: Difractogramas de los principales tratamientos realizados en el extrusor.
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7.2-1 Andlisis de los espectros de difraccion de rayos X

Los difractogramas muestran principalmente dos anchas reflexiones o picos que identifican
a la celulosa tipo I, el principal en 26=~22.6° (2 0 0) y el segundo en 26=~16.0°, siendo este
Gltimo en realidad dos picos sobrepuestos en 26=~15.16° (1 1 0) y en 26=~16.60° (1 1 0)
(Yue, et al., 2015). Existe una reflexion de menor intensidad en 26=~18° que representa el
material amorfo y que si se relaciona con el pico principal permite conocer el porcentaje de
cristalinidad mediante el método de Segal (véase anexo). En la siguiente Grafica de
resultados 5 se muestran el indice de cristalinidad (IC) de las diferentes muestras y el

control.

Grdfica de resultados 5: indice de cristalinidad de las diferentes muestras.
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Interpretacion de los difractogramas y los indices de cristalinidad de cada muestra:

La muestra SIN TRATAMIENTO o control alcanza un IC del 73%, que es considerablemente
alto en comparacion con otros materiales naturales sin procesar, que contienen entre 40%
y 60%. Cabe recordar que esta muestra control se obtuvo después de un proceso de
coccion, molienda, secado y trituracion, por lo que es posible que estos tratamientos hayan
causado el incremento del IC y si se compara con otros estudios que realizan algun tipo

tratamiento se obtiene un porcentaje similar (Nam, et al., 2016). Ademas se ha propuesto que
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la causa de este alto grado de cristalinidad resulta de una matriz externa de hemicelulosa-
lighina que mantienen un empaquetamiento cerrado, compactado y organizado en las
cadenas de celulosa, que provoca una estructura lignoceluldsica muy densa y ordenada (Teli

& Jadhav, 2017).

La muestra UNO [7.5%|130°C] incrementa solo el 4% el IC, en comparacién al control SIN
TRATAMIENTO. Este pequeiio incremento no coincide con la légica de una mayor
eliminaciéon del contenido amorfo de hemicelulosa-lignina que se esperaria tras un
tratamiento con alto porcentaje de NaOH. Sin embargo, este comportamiento se ha
observado en otros estudios (Liu & Hu, 2008) y la explicacién que se atribuye, es que comienza
la transformacidn de la celulosa tipo | a la celulosa tipo Il. Es decir, a concentraciones bajas
de sosa el indice de cristalinidad aumenta, pero a medida que aumenta la concentracién de
sosa existe un punto de inflexién en el que el IC comienza a descender y empieza la

transformacién a una celulosa tipo Il.

Otra interpretacion que se da, es que a medida que se aumenta la concentracién de sosa
en el tratamiento, también se incrementa la viscosidad y se impide un efectivo transporte
hacia el interior del material de los iones hidroxilos que hinchen y alteren la estructura de
la celulosa (Liu & Hu, 2008). Por otro lado, si se observa el difractograma, no existe el
desplazamiento del pico principal (20=~22.5°) para generar el doblete de (20=~21.7°) con
(26=~20.0°), ni tampoco se observa un evidente surgimiento del pico (26=~12.1°) que son
tipicos de la celulosa Il. Por lo que estos resultados sugieren que la solucién de sosa no pudo
penetrar eficazmente a la red de celulosa, ni transformarla a su alomorfo tipo Il. Es decir,
este tratamiento Unicamente provocd una fuerte reaccion en la matriz externa, por lo que
solo se logré parcialmente una modificacién de la celulosa y una exposicion de grandes

cantidades de otros cristales que estan dentro de la red lignoceluldsica (Cheng, et al., 2011).

Las muestras del grupo A, es decir las muestras DOS [5.0% | 120°C], TRES [5.0% | 120°C|R],
CUATRO [3.75%| 100°C] y CINCO [3.75% | 100°C|R] presentan el IC mas bajo, alcanzando el

48



46%, con 26 unidades menos en comparacidn con el control. La razén que aportan otros
estudios, con un comportamiento similar, es que a medida que aumenta la concentracion
de NaOH, sin llegar a un fuerte aumento de la viscosidad, la cantidad de agua libre
disponible para hidratar los iones hidroxilos disminuye. Estos iones deshidratados son mas
pequeiios y pueden penetrar mas facilmente en la red cristalina, consiguiendo hincharla 'y
provocar una reaccion mas profunda a la matriz transformando la celulosa a su forma

alotropica tipo Il (Liu & Hu, 2008).

Sin embargo, si se observan los difractogramas no se observan las reflexiones tipicas de la
celulosa ll, por lo que al igual que la muestra UNO [7.5% | 130°C], la solucién de sosa no logré
la transformacién a celulosa tipo Il y por contrario se observa un incremento en las partes
amorfas, lo que significa que en este grupo no consiguid eliminar partes de hemicelulosa y
lignina e incluso logré incrementar partes amorfas de las celulosa, pero si, el DTR favorece

la eliminacion de la matriz amorfa lignoceluldsica (Cheng, et al., 2011).

Las muestras SEIS [3.75%|190°C], SIETE [3.75%|150°C], OCHO [3.75%|130°C] Y NUEVE
[3.75%|70°C] del grupo B con el indice de cristalinidad mas alto de todos los grupos con
hasta un 86%. Este indice sefala que el tratamiento en estas muestras fue eficaz en la
degradacion de la hemicelulosa-lignina y posiblemente de fracciones de celulosa amorfa
(zhang, et al., 2019). La explicacion de estos resultados es que a concentraciones bajas en el
tratamiento con sosa, la viscosidad se reduce y se favorece su transporte, logrando penetrar
y romper la estructura de la celulosa, con lo que se incrementa la remocidn de partes
amorfas. Por otro lado, es probable que las regiones interfibrilares sean menos densas o
rigidas y provoque que las fibrillas sean capaces de reorganizarse por si mismas y en
consecuencia se incremente el indice de cristalinidad que permite mayor accesibilidad de

las enzimas hacia las fibras de la celulosa (Liu & Hu, 2008).

las muestras filtradas DIEZ [5.00%|120°C|F], ONCE [5.00%|150°C|F], DOCE
[3.75%|120°C| F] y TRECE [3.75%| 150°C| F] o grupo C sefialan un parecido mucho mayor al
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difractograma del bagazo control SIN TRATAMIENTO en comparacién con las demas
muestras. En cuanto al IC esta disminuye con respecto al grupo B, pero es mayor a la
muestra control y a las muestras del grupo A con un promedio de 76% por lo que indica que
parte de las estructura amorfa es removida, pero no al grado del grupo B. Sin embargo, si
se observan los picos correspondientes a 26=~22.6°, 26=~16.0° y la reflexién amorfa en
26=~18.0°, estas presentan mayor intensidad que cualquiera de las demas muestras y esto
puede deberse a que la filtracién elimina el agua absorbida que probablemente contiene
componentes que interfieren con la refraccién como la lignina, hemicelulosa, compuestos
solubles, entre otros y también porque al extraer el agua la celulosa se recristaliza, pero no

se logré eliminar las regiones amorfas como el grupo B.

Finalmente, si se compara los porcentaje del IC en las muestras de un mismo grupo las
diferencias son insignificantes (menores a 10% de unidades), excepto para las muestras del
grupo A (Vandenbossche, et al., 2014). Por lo que se infiere que el proceso del doble tiempo de
residencia tiene un gran impacto en la estructura del material (con cambios del 13%),
seguido de modificaciones en porcentaje de sosa (con cambios del 9%) y por ultimo los que
sufrieron los menores cambios o nula transformacion en la estructura es la temperatura

(con cambios del 1%).

Asi mismo, en este estudio se muestra una tendencia que entre mayor es el IC, mas
probabilidades existen de obtener un porcentaje alto en la hidrdlisis enzimatica, ya que
significa que partes amorfas son removidas. Por otro lado, las muestras filtradas no
aumentaron significativamente el IC en comparacidén con la muestra control, pero
obtuvieron altos rendimientos hidroliticos, esto sefala que un alto IC no es una medida
absoluta que garantice un alto desempefio en la hidrélisis enzimatica. Sin embargo, esta
técnica junto con otras podria ayudar a pronosticar el comportamiento e identificar las
muestras, pero es necesario mas experimentos que normalicen y vinculen los diferentes

tratamientos con los IC.
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Se concluye, que este método como muchos otros no provén un acertada determinacion
de la estructura del material y no se puede esperar que una simple comparacién de alturas
proporcione una evaluacion razonable de la cantidad existente de celulosa cristalina (véase
anexo). En realidad, el IC se vuelve poco preciso cuando se analizan muestras altamente
amorfas, como resultado de tener un amplio perfil de difraccién, por lo que, se sugiere que
solo se use como un rdpido método empirico para estimar la proporcion amorfa y cristalina,

gue permite una comparacion relativa entre las muestras (Sunkyu, et al., 2010).

A continuacién, se presentan otras manifestaciones en los difractogramas de rayos X que
permite distinguir e identificar las condiciones de tratamiento que se aplicaron y

proporcionar otros parametros que caractericen las transformaciones en la estructura del

material:

> Area bajo la curva del difractograma teniendo como referencia del 100% a la muestra

control SIN TRATAMIETO.

Grdfica de resultados 6: Area de los difractogramas.
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De la Grdfica de resultados 6 se percibe que el area total de los difractogramas del grupo A
y B disminuyen en promedio un 40% en relacién a la muestra control, que a diferencia del
grupo C, con una disminuciéon promedio del 6%, prueba que la filtracion permite la

intensificaciéon de las difracciones. La disminucion del area posiblemente se debe a la
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interferencia de diversos componentes y al contenido de agua o sustancias solubles que
interaccionan con la celulosa y que modifican su estructura cristalina, por el contrario, el
grupo C con un proceso de filtracién y menor contenido de agua atrapada dentro de las
muestras permite la recristalizacion de su celulosa y la reduccién de interferentes. Asi
mismo, la muestra control a pesar de tener mayor nimero de sustancias que puedan
interferir, posiblemente su estructura estd altamente organizada y con poco contenido de

agua que interaccione con la celulosa permitiendo un adecuado proceso de difraccion.

» Suma de la intensidad de los picos 20= ~14.9°, ~15.2°, ~24.3°, ~30.0° y ~38.1°

caracteristicos de la muestra control y permanentes aun después del tratamiento.

Grdfica de resultados 7: Suma de la intensidad de los picos 20= ~14.9°, ~15.2°, ~24.3°, ~30.0°y ~38.1".
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Estos picos se han identificado propios de un mineral insoluble llamado oxalato de calcio
(Ca2C204) (Hernandez-Meléndez, et al., 2016). Asi mismo en la Grdfica de resultados 7, no
parece haber una tendencia clara en el incremento o disminucion de este mineral por
las condiciones de tratamiento excepto para la muestras control que presenta mucha
mayor intensidad y demuestra que gracias al tratamiento este mineral es transformado

en otra sustancia o es eliminado.
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Por otro lado, la poca disminucién en la intensidad de la suma de los picos que
identifican al Ca2C,04 en la muestra UNO [7.5%|130°C] reafirma la explicacién del
articulo de (Liu & Hu, 2008), que a concentraciones altas de sosa la viscosidad aumenta y
se entorpece la capacidad de reaccionar dentro de la matriz. Pero en mi opinién, es tan
fuerte la concentracidon de sosa que descompone fuertemente los componentes de

hemicelulosa y lignina, permitiendo una mayor expresién de estas sustancias inmersas.

Manifestacién de picos 20=~19°, ~28°, ~29°, ~32°, ~34° y~39°que se asemejan al patron
de difraccion que identifica al sulfato sddico (Liu, et al., 2018), posiblemente resultado del
tratamiento con sosa que no logro reaccionar con el bagazo y termind neutralizdndose
a través de una reaccion acido-base que produce Na;SOsy agua. Asi mismo estos picos
se observan en mayor intensidad en muestras con un tratamiento muy agresivo o en
muestras con bajo rendimiento hidrolitico posiblemente debido a que la sosa no logro
reaccionar con el bagazo y solo es transformado en una sal. En las muestras filtradas no

se muestra el surgimiento de estos picos.

Se localiza el surgimiento de un pequeno pico abultado en 20=~12° y ~20° caracteristico
de la celulosa tipo Il (Liu & Hu, 2008) en algunas de las muestras del grupo A y B. Sin
embargo, es minima la intensidad sugiriendo que solo muy poca cantidad de celulosa

tipo Il estd presente (Cheng, et al., 2011).

Disminucién de diversos picos al efectuar el proceso de filtracion como 26=~9.6°,
~11.6°,~12.2°,~14.3°,~19.0°, ~20.7°, ~25.5°, ~26.0°, ~28.0°, ~31.4°, ~32.0°. Esto indica
que diversos de los cristales se solubilizan y son removidos gracias a la extraccidn del
agua dentro del extrusor. Al mismo tiempo este proceso provoca incrementos en la
intensidad de los amplios picos caracteristicos de la celulosa tipo | es decir 20=~16° y
20=~22.5° que como anteriormente se habia explicado se debe a una recristalizacién de

la celulosa y eliminacién de sustancias interferentes.
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» Una reflexion mas estrecha de los picos del difractograma que caracterizan a la celulosa

indican que se tienen cristales mds grandes y por lo tanto una relacién
superficie/volumen mas pequefia segun (Garvey, et al., 2005). Por lo cual si se analizan las
muestras sus difracciones se estrecharon debido al tratamiento en comparacién de la

muestra control lo que sugiere que los cristales aumentaron de tamafio.

Desplazamiento del pico principal caracteristico de la celulosa tipo | hacia dngulos mas
altos (Grafica de resultados 8). Segun (Cheng, et al., 2011), el cambio gradual de la posicién
del pico principal de celulosa | a un angulo mas bajo indica una expansion de la red de
celulosa I. Pero, al contrario del articulo, el tratamiento promueve el desplazamiento
hacia dngulos mas altos, es decir, que gracias al proceso de extrusidn, este empieza a
mostrar mayor parecido al del difractograma que identifica a la celulosa pura de tipo |

en 20=22.6°, lo que puede llevar a un incremento en la hidrdlisis.

Si se analizan los tratamientos, las muestras con condiciones menos agresivas se
encuentran con el pico principal desplazado hacia dngulos de menor magnitud y por el
contrario, a condiciones mas agresivas, el pico principal se encuentra desplazado hacia
angulos de mayor magnitud. Esta relativa tendencia podria sefialar que tanto se

asemeja la muestra extrudada con la celulosa tipo I.

Grdfica de resultados 8: Desplazamiento del pico principal 26=22.5° caracteristico de la celulosa tipo I.
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Se realiza los andlisis de componentes principales para describir y relacionar los diferentes
datos que se obtienen a través de la técnica de rayos X. En el primer analisis (Grafica de
resultados 9), se correlacionan las muestras extrudadas, el control y los principales
resultados medidos por los diferentes difractogramas que se sefialan a continuacién, con lo

gue se explica su varianza en un 81%.

» Muestras pretratadas: UNO [7.50%]|130°C]=(1), DOS [5.00%]|120°C]=(2), TRES
[5.00%|120°C|R]=(3), CUATRO [3.75%|100°C]=(4), CINCO [3.75%]|100°C|R]=(5), SEIS
[3.75%]190°C]=(6), SIETE [3.75%]|150°C]=(7), OCHO [3.75%]|130°C]=(8), NUEVE
[3.75% | 70°C]=(9), DIEZ [5.00%|120°C|F]=(10), ONCE [5.00%|150°C|F]=(11), DOCE
[3.75% | 120°C| F]=(12), TRECE [3.75%|150°C|F]=(13) y SIN TRATAMIENTO=(ST).
Rendimientos hidroliticos: rendimiento de glucosa (GLUC) y rendimiento de xilosa (XIL).
indice de Cristalinidad (IC).

Desplazamiento del pico 22.5° (Desp 22.5°).

Area total bajo la curva del difractograma (Area Tot).

V V V V V

Altura de los principales picos que aparen en el difractograma (P-9.6°, P-11.6°, P-12.2°,
P-14.3°, P-14.9°, P-15.2°, P-16.5°, P-18.2°, P-19.0°, P-20.7°, P-22.0°, P-24.4°, P-25.5°,
P-26.0°, P-28.0°, P-29.1°, P-30.0°, P-31.4°, P-34.6° y P-38.1°).

Grdfica de resultados 9: ACP de las muestras, los rendimientos y los principales resultados de los

difractogramas.
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De la gréafica anterior, no se encuentran algunos valores medidos por medio de los
difractogramas, ya que estos datos tienen una correlacién menor al 50% de la totalidad de
los datos, es decir, no influyen en el comportamiento general de las muestras y por esta
razén estos datos son eliminados. Por otro lado, la proximidad entre las muestras y los

resultados o entre ellas mismas reflejan una mayor correlacion.

De la Grafica de resultados 9 se observa una mayor correlacién entre los grupos Ay B,
sugiriendo que obtuvieron estructuras similares después del tratamiento, excepto la
muestra CUATRO [3.75%|100°C], que a pesar de tener condiciones experimentales
parecidas al tratamiento NUEVE [3.75%|70°C] y OCHO [3.75%|130°C], no logré conseguir
la modificacidén estructural de estas dos ultimas muestras, posiblemente debido a otros
factores propios del experimento. Por otro lado, el tratamiento UNO [7.50% | 130°C] con
condiciones muy agresivas también sefiala una separacién del grupo Ay B, sin embargo este
resultado es logico ya que la alta concentracion de sosa pudo afectar mas intensamente la

estructura de la muestra.

Por otro parte, las muestras del grupo C estan préximas entre ellas ya que la filtracién
provoca cambios configuraciones semejantes que se reflejan en el los resultados del
difractograma. La colocacion de la muestra SIN TRATAMIENTO estd alejada de todas las
muestras y denota que su estructura es completamente diferente a las demds muestras por

no experimentar un tratamiento.

Para finalizar, gracias a la Grafica de resultados 9 se distinguen muestras con estructuras
semejantes y los principales valores medidos que identifican a esas muestras, como por
ejemplo, la muestra SIN TRATAMIENTO contiene una mayor intensidad en las reflexiones
20=14.9°, 15.2°, 24.4°, 30.0°y 38.1° (caracteristicos del oxalato de calcio) y refleja que no
hubo transformaciones de esos picos por la falta de tratamiento. Asi mismo, mayor area

total e intensidad en las reflexiones 20=22.0° y 16.5° de las muestras filtradas. Es decir, este
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analisis facilita la identificacién y la caracterizacién de los resultados en las muestras con los

distintos tratamientos.

A continuacion la Grafica de resultados 10, se realiza el ACP pero contemplando ahora todo
el rango de difraccién de 26=5° a 20=40°con 1571 sefales en el difractograma, de los cuales
solo se tomaron en cuenta 1089 datos, ya que fueron eliminados los que tuvieron una

correlacién menor al 50% y que ademas explica la varianza de los resultados en un 79%.

Grdfica de resultados 10: ACP de las muestras a través de la totalidad de los datos de DRX.

m 10 11
1 hd 13 *

.
. W

PC2{17%)

[ 5
POt (62%)

Analizando esta ultima, se identifica al grupo A con cambios mas notables y revela mayor
modificacidn estructural entre las muestras de este grupo a comparacion de los otros
grupos. Por lo tanto, un doble tiempo de residencia logra modificaciones mas fuertes que

la concentracién de sosa y los cambios de temperatura, como se habia mencionado antes.

Por otro lado, si se analiza el componente uno de la Grafica de resultados 10, las muestras
con estructura opuesta estan intimamente ligadas a sus condiciones de tratamiento. Es
decir del grupo B, las muestras SEIS [3.75% | 190°C] y NUEVE [3.75% | 70°C] con condiciones
de temperaturas opuestas se localizan mas alejadas entre ellas, lo mismo entre las muestras
filtradas DOCE [3.75%|120°C|F] y ONCE [5.00% | 150°C|F] y las muestras del grupo A con

doble tiempo de residencia y sin doble tiempo de residencia. Por lo que en definitiva, gracias
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al ACP se logra identificar facilmente cuales muestras tienen mayores similitudes y cuales

muestras no.

Asi mismo, existen muestras con condiciones parecidas que no se localizan cercanas como
UNO [7.50%|130°C] con DOS [5.00%]|120°C], CUATRO [3.75%|100°C] con NUEVE
[3.75%|70°C] y DOCE [3.75%|120°C|F] con TRECE [3.75%|150°C|F], de manera que se
infiere que las condiciones de tratamiento independientes que se analizaron no fueron
determinantes o no son los Unicos factores en la modificacion estructural del material y por
consiguiente tampoco en la difraccién de rayos X. De modo, que debe existir alguna otra
variacion en el pretratamiento que modifique la estructura y provoque la lejania entre ellas
ya sea propia del extrusor u externa como bombeo oscilante, formacién de algun tapén,
problemas de transferencia de calor y masa, temperatura ambiental, materia prima muy
heterogénea, etc. También, es dificil distinguir patrones en el ACP que describan el
rendimiento, debido a que se necesita un mayor nimero de experimentos, dentro de los

diferentes grupos y en conjunto.

De contrastar las graficas de resultados 7 y 8, se concluye que las técnicas de la
determinacidn estructural de la celulosa como el indice de cristalinidad, desplazamiento del
pico principal y la intensidad de picos especificos, proporcionan informacion util que logra
correlacionar las muestras y las propiedades que se reflejan en los difractogramas. Sin
embargo, existen ciertas diferencias al observar las posiciones de las muestras, esto se debe
a que no se estd tomando en cuenta todas las sefiales que existen en los difractogramas,
por lo que disminuye la capacidad de diferenciacidn entre las muestras como es el caso de

la grafica de resultados 7.
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7.3. RESULTADOS DE LOS ESPECTROS POR FTIR

A continuacion, los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier de las 13 muestras

extrudadas y la muestra control SIN TRATAMIENTO (Grdfica de resultados 11, 12 y 13).

Grdfica de resultados 11: Espectro de infrarrojo por transformada de Fourier de las muestras del grupo A.
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Grdfica de resultados 12: Espectro de infrarrojo por transformada de Fourier de las muestras del grupo B.
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Grdfica de resultados 13: Espectro de infrarrojo por transformada de Fourier de las muestras del grupo C.
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7.3-1 Andlisis de los resultados de los espectros infrarrojos

De los espectros se utiliza una tabla que correlaciona las principales sefiales que identifican
a varios grupos funcionales del material lignoceluldsico (Tabla 5) y por medio de los cambios

en sus intensidades, se realiza un analisis de las modificaciones que sufrieron estos diversos

grupos funcionales en los 13 tratamientos y la muestra control.

Tabla 5: Designacion de las principales bandas en el espectro FTIR del bagazo de agave y sus picos
caracteristicos mds destacados.
(Oudiani, et al., 2017)

Principales Sefial mas . .. .
F A f | |
bandas de IR | intensa (cm™) uente signacion de grupos funcionales a la banda
3200-2700 3326 Celulosa Estiramiento de uniones O-H y puentes O...H
59382920 2921 Ce!ulosa, Estlr?mlento_5|metr|co en C-H en grupos
Hemicelulosa (metilos, metilenos) de cadenas laterales
2840-2835 2852 Ce.Iqusa Estlra.lmlento i’:\Slmetrlco en C-H en grupos
Hemicelulosa (metilos, metilenos) de cadenas laterales
Hemicelulosa Los enlaces carbonilo (asociados con la
1745-1695 1727 Lignina remocion de la cadena lateral de la
: hemicelulosa y lignina)
1640-1590 1615 Lignina Fenollcps d? doblete de Ilgn_lna cetonllc.o (-C=0)
y estiramiento C=C del anillo aromatico (S)
1530-1480 1518 Lignina Estiramiento C=C del anillo aromatico (G)
1480-1440 1454 Hem'lce'lulosa Deformacién y tor5|on. asimétrico de metilenos y
Lignina metoxilos -OCH3,
1440-1390 1421 Her[‘i::i'::”a Deformacién asimétrico en -OCH3
1390-1350 1371 Ce.Iqusa Doblamiento dg C-H en celulosa | y
Hemicelulosa hemicelulosa.
1345-1295 1317 Celulosa Bamboleo e.n el plano de CH en celulosa,
doblamiento en el plano en O-H
Respiracidon del anillo siringil, estiramiento en C-
1250-1200 1237 Lignina O en lignina. Estiramiento asimétrico en éteres
aromaticos o vinilicos
1186-1136 1148 Lignina Celulosa | _ Detormaciones aromaticas. Estiramiento
antisimétrico de uniones de celulosa C-O-C.
Deformacién aromatica de C-H en el plano,
1136-1086 1100 Cglulpsa tipico para u’nl.dades S. Estlra.r’r)lento C=0en
Lignina cetonas aromaticas. Deformacion en alcoholes
secundarios y éteres alifaticos.
1040-1015 1028 Ce.Iqusa Estiramiento y V|brac'|on de C-O en celulosa y
Hemicelulosa hemicelulosa
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Analisis de la banda (3200-2700). Esta banda amplia e intensa indica la presencia de

grupos hidroxilo y puentes de hidrégeno.

Esta banda representa los grupos hidroxilo y los puentes de hidrégeno, enlaces muy
importantes, que se encuentran principalmente en la celulosa manteniéndola unida, pero
que también se encuentran en la hemicelulosa y la lignina. Por lo que en un tratamiento,
esta banda refleja tanto el grado de despolimerizaciéon de la celulosa con una mayor

exposicion y la liberacidn de grupos polares (-OH) (Oudiani, et al., 2017).

Del grupo A, la intensidad de este pico con respecto al control en las muestras DOS
[5.00%|120°C], TRES [5.00%|120°C|R] y CUATRO [3.75%|100°C] no presentan un cambio
aparente, lo que apunta a una pobre exposicion o transformacion de los grupos (-OH). Por
el contrario, la muestra CINCO [3.75%|100°C|R] a pesar de tener condiciones suaves, el
doble tiempo de residencia logré incrementar su intensidad, con lo que se atribuye a mayor
numero de grupos (-OH) expuestos a la superficie de las fibras (véase anexo), por una
posible eliminaciéon efectiva de hemicelulosa vy lignina, que dan también como resultado un
mayor caracter hidrofilico en las fibras (Sim3o, et al., 2016). Por otro lado, si se observa el ancho
de la banda de todas las muestras del grupo A, se nota una mayor amplitud con respecto al
control, lo que sefiala a grupos (-OH) expuestos e incremento hidrofilico en todas estas

muestras, solo que en mayor proporcién la muestra CINCO [3.75% | 100°C|R].

Del grupo B, las muestras UNO [7.50%|130°C] y SEIS [3.75%|190°C], una con alta
concentracion de sosa y la otra de temperatura, no presentan un cambio aparente en la
intensidad de este pico. La muestra OCHO [3.75%]130°C] y NUEVE [3.75%]70°C], con
condiciones bajas de sosa y temperatura, presentan una disminucion en la intensidad de
esta seial, posiblemente porque solo se logra eliminar partes amorfas de hemicelulosa y
lignina que pudieran interferir con la exposicion de grupos (-OH) o simplemente no existe
rupturas, ni libertad de movimiento en las fibras de la celulosa. Al mismo tiempo, la muestra

SIETE [3.75%|150°C] si logra incrementar su absorbancia, lo que se atribuye a un mayor
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numero de grupos (-OH) expuestos de la superficie, mayor cardcter hidrofilico o libertad de
movimiento en los enlaces de las fibras de celulosa (Sim3o, et al., 2016). También, la amplitud
de la banda del grupo B incrementa en comparacion al control, excepto en la muestra UNO
[7.50%|130°C] que manifiesta un claro adelgazamiento de esta banda, lo que sefiala que
una alta concentracién de sosa provoca una ruptura excesiva de enlaces hidroxilo en sus

componentes y menor caracter hidrofilico en sus fibras.

En el grupo Cde losfiltrados, es claro que debe disminuir esta banda con respecto al control,
ya que al extraer el agua por el proceso de filtracién, resulta en un extrudado con una menor
humedad interna. Asi mismo, la filtracion no es selectiva y diversos componentes
lignoceluldsicos con grupos (-OH) son extraidos, lo que genera una disminucién de esta
banda. De modo que en el grupo C como en el grupo B, condiciones medianamente fuertes
con una concentracién de sosa del 5% y temperaturas de entre 120°Cy 150°C, promueve la
exposicién de grupos (-OH) y el incremento hidrofilico, mientras que condiciones mas
suaves no consiguen una efectiva exposicion de los grupos (-OH) ni un incremento en la
capacidad hidrofilica y posiblemente cierta cantidad de compuestos amorfos libres

provocan interferencia lo que genera una disminucidn en la intensidad del pico.

La muestra SIN TRATAMIENTO, la cual tiene una banda de gran intensidad, sefiala que no
ha habido destruccion de celulosa ni hemicelulosa como en los materiales tratados, no
obstante el grosor de la banda es menor a la del grupo A y B lo que confirma que el
tratamiento provoca mas exposicidon de la celulosa, el incremento de grupos hidroxilos

libres y la capacidad hidrofilica (Simo, et al., 2016).

Un punto que hay que sefialar es que a mayor cantidad de agua adsorbida dentro del
material o incremento hidrofilico, mayor serd su eficiencia en la hidrdlisis, ya que facilita el

transporte de las enzimas al interior del material (Vertés, et al., 2010).
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Analisis de las bandas (2938-2920) y (2840-2835). Bandas relacionadas con el estiramiento
simétrico y asimétrico de los grupos metil, metilenos y metoxilos principalmente de la

hemicelulosa.

El incremento de ambos picos se atribuye a la ruptura o liberacion de grupos metoxilos,
metilenos y metilos de la cadena lateral de grupos aromaticos, asi como también un xilano

mas expuesto y con menor interaccién con la celulosa (Oudiani, et al., 2017).

Existe una mayor intensificacion de esta seial en condiciones con 5% de sosa, doble tiempo
de residencia o temperaturas por arriba de los 150°C. Es decir, condiciones suaves en el
proceso no consigue liberar las cadenas laterales de los grupos aromaticos y por ende no se
intensifican ambos picos como las muestras CUATRO [3.75% | 100°C], NUEVE [3.75% | 70°C],
DOCE [3.75%|120°C|F] y TRECE [3.75% | 150°C| F]. Pero, al mismo tiempo, condiciones muy
agresivas como la muestra UNO [7.50%|130°C] con una alta concentracion de sosa
posiblemente desencadena una fuerte descomposicién o eliminacidon de estos grupos, lo

gue ocasiona el desplome en la intensidad de ambos picos en el espectro.

Un punto a senalar, es que se ha observado que en los compuestos inhibitorios entre mayor
cantidad de grupos metoxilos contengan menor sera la inhibicion del compuesto en
cuestién (Pan, 2008). Por otra parte, se advierte el surgimiento de una protuberancia en el
nimero de onda 2979 cm?, esta tiene un gran parecido al pico sobresaliente que se observa
en el espectro de la lignina pura (véase anexo), por lo que esta elevacidon que surge en las
muestras SIETE [3.75%|150°C], OCHO [3.75%]130°C] y DIEZ [5.00%|120°C|F] se podria
atribuir a la liberacion de monolignones que mantienen unida a los componentes
lignoceluldsicos sin su degradacién total y que ademads su generacion esta relacionada con

un incremento en el rendimiento de la hidrdlisis enzimatica.
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Analisis de la banda (1745-1695). Los enlaces carbonilo asociados con la remocion de la

cadena lateral de la hemicelulosa y la lignina.

Este pico caracteriza ramificaciones con enlaces de grupos éster de acetilo de la
hemicelulosa o grupos éster de carbonilo de la lignina, estiramientos de grupos acidos
carboxilicos (-COOH) de acidos ferulico y grupos acetil aromaticos del p-cumdrico. La
reduccion en la intensidad de absorcidn podria atribuirse a la eliminacion de polimeros de

hemicelulosa y lignina durante el tratamiento (Sim3o, et al., 2016).

Este pequefio pico es removido por completo en las muestras del grupo A, posiblemente
debido a alta concentracion de sosa y doble tiempo de residencia. En el grupo B, la muestra
SIETE [3.75%|150°C], OCHO [3.75%|130°C] no tuvieron una completa remocion de este
pico. La permanencia de este pico también tiene una relaciéon con un mayor rendimiento
hidrolitico lo que podria significar que su eliminacidn se debe a una alta despolimerizacién
de cadenas laterales que podrian inhibir a las enzimas. La muestra CUATRO [3.75% | 100°C]
y NUEVE [3.75%| 70°C], con condiciones de tratamiento suaves, no presentaron este pico
posiblemente se deba al débil tratamiento, que no logra romper estos enlaces de carbonilo
y acilo de la hemicelulosa o de la lignina que envuelven y rodean a la celulosa, por lo que su

libertad de movimiento se dificulta y la exposicidon de la celulosa se torna reducida.

En las muestra filtradas se sigue presentando este pico, inclusive con un aumento en su
intensidad con respecto al control, como se observa en las muestras DOCE [3.75% | 120°C| f]
y TRECE [3.75%| 150°C| F]. Este resultado puede significar que tanto la hemicelulosa como
la lignina siguen conservando estas largas cadenas, pero con una mayor libertad de
movimiento. Sin embargo, al aumentar la concentracién de sosa al 5% como en las muestras
DIEZ [5.00% | 120°C|F] y ONCE [5.00% | 150°C|F], se refleja una mayor ruptura y eliminacion
de estas uniones, pero gracias a la filtracidon quizas no se consigue efectuar una intensa

inhibicidn ni obstruccidén enzimatica.
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Analisis de la banda (1640-1590). Indica presencia de anillos aromaticos y el estiramiento

C=C del anillo aromatico en unidades del siringil.

Esta banda es caracteristica de un pico muy intenso de lignina con estiramientos aromaticos
(C=C) en unidades de siringil (Oudiani, et al., 2017). La eliminacién de mondmeros de lignina se
ve reflejada con una reduccién de esta banda debido a un tratamiento alcalino (Ferrer, et al.,
2016). Al evaluar las muestras tratadas, contrario a una disminucién de esta banda por la
eliminacidn de lignina, se muestra un aumento en la intensidad de este pico con respecto
al control en las muestras TRES [5.00%|120°C|R] y CINCO [3.75%|100°C|R] con doble
tiempo de residencia, pero una diminucion en la muestra DOS [5.00% | 120°C] que quizas no
consiguié remover los enlaces o quizas resulté en una fuerte descomposicion. Estos
resultados sefialan un indicio de que el tratamiento alcalino si provoca la despolimerizacién
de la lignina, pero el doble tiempo de residencia logra penetrar ain mas sobre el material y
exponer o liberar estos anillos aromaticos de la lignina que se encontraban inmersos en el

material (véase anexo).

Las muestras del grupo B presentan también indicios de la despolimerizacién de la lignina,
pero en condiciones mas agresivas de temperatura existe mayor intensidad del pico que en
condiciones de tratamiento menos agresivas, lo que sefala que las muestras OCHO
[3.75%|130°C] y NUEVE [3.75%|70°C] desintegra componentes de la lignina, pero las
muestras SEIS [3.75%]190°C] y SIETE [3.75%|150°C] consiguen exteriorizar estos
componentes y desvincularlos de otros componentes con lo que consiguen una mayor
libertad de movimiento, haciendo esta banda mas visible. Por otro lado, la muestra UNO
[7.50% | 130°C] manifiesta una gran desplome de la banda y evidencia una gran destruccion

de este complejo polimérico aromatico por una severa descomposicion.

En el grupo C de filtrados se encuentra notoriamente disminuida su intensidad debido a la
filtracion. Las muestras DIEZ [5.00% |120°C|F] y ONCE [5.00% | 150°C|F] con tratamiento

mds agresivo presentan un pico mas intenso que las muestras DOCE [3.75%|120°C|F] y
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TRECE [3.75% | 150°C| F] esto puede interpretarse como el miso caso del grupo B, en el que
remanente de lignina se expresa mas intensamente con un tratamiento mas fuerte que
permite penetrar mds profundamente sobre el material y genera mayor libertad del
compuesto. Un detalle interesante es que el pico se traslada a una menor frecuencia cuando

experimenta el tratamiento, lo que revela modificaciones de estos compuestos aromaticos.

Analisis de la banda (1530-1480). Estiramiento (C=C) del anillo aromatico en unidades de

guaiacil.

Esta banda representa el estiramiento de la lignina pero en particular de enlaces (C=C) en
unidades de guaiacil (Oudiani, et al., 2017). Esta es una banda mas pequefia y se traslapa con
la banda anterior, asi mismo el porcentaje de anillos guaiacil es menor al de los anillos

siringil en el bagazo de agave (Rahikainen, et al., 2011).

El comportamiento de absorcidn es similar al de la banda anterior, es decir, a condiciones
mas agresivas se emite una mayor absorbancia en el espectro, excepto en la muestra UNO
[7.50% | 130°C] con una concentracion de sosa muy elevada. Pero a diferencia de la banda
anterior, todas las muestras del grupo A y B presentan un incremento en la intensidad con
respecto al control, este efecto insinla que la unidades guaiacil tiene una mayor exposiciéon
y libertad de movimiento por el tratamiento. En el grupo C existe la disminucién de la banda
en comparacion al control, gracias que se extrae parte de la lignina del material tras el

proceso de filtracién.

Analisis de la banda (1480-1440). Bandas relacionadas con la torsiéon y deformacién de

grupos metilenos y metoxilos principalmente de lignina.

Esta banda es semejante a la de (2938-2920), que representan la liberaciéon de grupos
metilenos y metoxilos (Obi, et al., 2012). Pero en contraste con la banda anterior esta no se

elimina con la filtracion e inclusive es mejor definida. Es decir, el tratamiento expone y
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permite una mayor vibracién de los grupos metilenos o metoxi que siguen aun presentes

después del tratamiento.

Analisis de la banda (1440-1390). Deformacion asimétrico en los grupos funcionales

metoxi (-O-CH3) de la lignina y la hemicelulosa.

Interpreta el mismo concepto de la banda anterior pero contemplando a los grupos metoxi
de la hemicelulosa (Oudiani, et al., 2017). La hemicelulosa presenta también un alto contenido
metoxi, por lo que un incremento en la intensidad se define como un incremento también
en la exposiciéon de cadenas de xilano libres, disminuyendo asi las interacciones de estas
fibras hacia la celulosa y como se mencioné anteriormente entre mas metoxilos contiene

un mondémero aromaticos, menor capacidad de inhibicidn (Ximenes, et al., 2010).

Las muestras con condiciones mas agresivas tienen un pico muy intenso TRES
[5.00%|120°C|R], CINCO [3.75%|100°C|R], SEIS [3.75%|190°C], SIETE [3.75%|150°C],
excepto en la muestra UNO [7.50% | 130°C] que debido a su alta concentracién de sosa,
elimina los grupos metoxi por una fuerte descomposicion de ligninay hemicelulosa, dando

a lugar a compuestos de menor peso molecular.

La intensidad de absorcidn de esta banda con tratamientos mas suaves no es tan fuerte
como se puede observar en las muestras CUATRO [3.75%|100°C], OCHO [3.75% | 130°C],
NUEVE [3.75% | 70°C], DOCE [3.75%|120°C|F] y TRECE [3.75% | 150°C|F]. Esto sefiala que
existe una reducida despolimerizacién de las cadenas laterales con grupos metoxi y
permanecen aun formando una red. Asimismo, la absorcidon en el grupo de los filtrados se

redujo, lo que infiere que este proceso extrae componentes con grupos metoxi.

Analisis de las bandas (1390-1350) y (1345-1295). Doblamiento del grupo (-CHz) en
celulosa y hemicelulosa. Bamboleo en el plano de los grupos (-CH) en la celulosa y

doblamiento en el plano de (-OH).
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Estas bandas representan el movimiento de (-CH2) en celulosa y hemicelulosa, pero
particularmente la banda de (1345-1295) es caracteristico de la celulosa tipo | (Haque, et al.,
2013). Estas bandas por lo tanto muestran incremento en la exposicion de la celulosa y el
xilano, de modo que entre mas intensa sea su absorcidn, se reduce el impedimento estérico
y existe una mayor posibilidad de un efectivo rendimiento hidrolitico. En especial las
muestras con doble tiempo de residencia, la muestras SIETE [3.75%|150°C] y DIEZ
[5.00%|120°C| F] fueron las que alcanzaron un incremento en la absorcion de estos picos.
Por otra parte si se observa el espectro de la lignina existe un traslape de la celulosa y la

hemicelulosa, por lo que los resultados pueden no definirse con exactitud (véase anexo).

Analisis de la banda (1250-1200). Respiracidn del anillo siringil y estiramiento en (C-O) en

lignina. Estiramiento asimétrico en éteres aromaticos o vinilicos.

Los enlaces aril-alquil éter (ar-C-O-C-al) en la lignina se identifican en esta banda y
desaparecen gradualmente con una mayor concentracion de NaOH (zulkiple, et al., 2016). Esto
sugiere que el tratamiento con NaOH muestra una posible deslignificacidon a través de la

interrupcion de estos enlaces de éter entre la lignina y los carbohidratos (Haque, et al., 2013).

En las muestras del grupo A, la muestra DOS [5.00% | 120°C] mostré una severa destruccion
de estos enlaces, pero curiosamente el tratamiento con doble tiempo de residencia en las
muestra TRES [5.00% | 120°C| R] y CINCO [3.75% | 100°C| R] obtienen una mayor absorbancia
lo que sefiala la exposicidn o liberacidon de estos grupos que posiblemente estan inmersos
dentro del material, sin llegar a una descomposicién (véase anexo). La disminucion de esta
banda en la muestra CUATRO [3.75%|100°C] es menor comparada con muestras con
tratamientos del 5% de sosa, por lo que posiblemente si se logré romper estos enlaces y

gue pueden ser participes de una alta accion inhibitoria.

Asi mismo, este pico no sefiala una diferencia notable al incrementar la temperatura, es

decir, las uniones (ar-C-O-C-al) no son sensibles a una modificacion por la temperatura. Pero
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se observa la disminucidn de la banda con respecto al control gracias a la concentracién de

sosa 3.75% y un mayor desplome en la intensidad con concentraciones por arriba del 5%.

Curiosamente en el grupo de los filtrados esta banda obtuvo una mayor y mas definida
absorcién, posiblemente se debe a la eliminacién de componentes que interfieren en la
intensidad o una mayor libertad de movimiento. No obstante la muestra ONCE

[5.00% | 150°C| F] con tratamiento mas agresivo claramente se reduce esta sefial.

Analisis de las bandas (1186-1136) y (1136-1086). Deformacion aromatica de (C-H) en el
plano, tipico para unidades siringil. Estiramiento (C=0) en cetonas aromaticas.
Deformacion en alcoholes secundarios y éteres. Estiramiento antisimétrico en uniones

(C-0-C) glucosidicos de la celulosa.

Estas bandas aparecen después del pretratamiento con NaOH y representan el estiramiento
de (-CO) en la unidad siringil de lignina. Su disminucidn implica que la lignina
macromolecular se degrada a algunas sustancias moleculares pequeias que son solubles
en agua después del pretratamiento con NaOH. Esto podria explicar la razén por la cual la

cantidad de extractos aumenta después de un tratamiento con NaOH (He, et al., 2009)

Estas bandas que representan tanto la lignina como la celulosa, un incremento en la
intensidad de los picos puede significar tanto mayor exposicién y libertad de la celulosa
como de la lignina libre. Las muestras DOS [5.00% | 120°C], TRES [5.00% | 120°C|R] y CINCO
[3.75% | 100°C| R] obtuvieron un incremento de intensidad muy similar en las bandas. Por
otro lado, un repunte en la intensidad del pico en la muestra CUATRO [3.75% | 100°C] hace
inferencia del surgimiento de una gran cantidad de grupos aromaticos muy inhibitorios

como unidades de cetonas que provocaron un bajo rendimiento hidrolitico.

Las muestras del grupo B también experimentan un similar incremento en la intensidad

pero en menor proporcion a las muestras del grupo A, ya que a menor concentracién de
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sosa menor cantidad de transformacién en la red de polimeros. Por otra parte, la banda de
las muestras del grupo C es menor a las muestras del grupo Ay B, sefialando que la filtracién
extrae sustancias con estos grupos funcionales. Sin embargo, todas las muestras presentan
mayor absorcion a la muestra control, lo que representa una mayor libertad de movimiento

en estos grupos.

Analisis de la banda (1040-1015). Deformacion fuera de fase de aromaticos (C-H) y (C-O)

de la celulosa, vibracion del anillo pyran y uniones B-glucosidicos.

Esta sefial esta asociada con la celulosa tipica y al aumentar la concentracion de NaOH en
el tratamiento la intensidad de su absorbancia se incrementa gradualmente. Las sefiales
mas altas provinieron de fracciones celuldsicas mas libres y expuestas, lo que provoca un
incremento en la probabilidad de un ataque enzimatico y por ende en el rendimiento

hidrolitico (Haque, et al., 2013).

Esta banda es un indicador que determina la efectividad del tratamiento, por lo que la
muestra SIN TRATAMIENTO es mucho menor en comparacién a las demas muestras. Las
muestras del grupo A y C mostraron una similar intensidad en sus absorbancias. La muestra
UNO [7.50% | 130°C] sefiala una alta intensidad de esta banda, debido a una mayor libertad

de las fibras de la celulosa por las rupturas de redes de lignina y hemicelulosa.

Las muestras del grupo B no presentaron un gran incremento en la absorcién, en especial
las que experimentaron condiciones suaves como OCHO [3.75%|130°C] y NUEVE
[3.75%70°C], ya que la exposicion y la libertad de movimiento de la celulosa es pobre. Sin
embargo, el mismo comportamiento debid de existir en la muestra CUATRO [3.75% | 100°C],
por lo que debe de existir otros factores ajenos a la celulosa que modifiquen la intensidad
de la banda, ademas de que probablemente existe el traslape de otras bandas como de la

lignina que se encuentran muy cercanas a esta frecuencia.

72



Para finalizar se realizé el andlisis de componentes principales de los principales picos
(Grafica de resultados 14). Esta grafica explica la varianza de los resultados en un 81% vy se
eliminaron picos que aportaban una correlacién menor al 50%. Se observa una pequeiia
similitud en la localizaciéon de las muestras del analisis de difraccion de rayos X, sin embargo,
existe mayor separacién entre ellas lo que indica que los espectros de infrarrojo aportan

mas informacién para identificar diferencias en los tratamientos.

Grdfica de resultados 14: ACP entre las diferentes muestras y la intesidad de sus principales picos
caracteristicos de los espectros de FTIR.
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El grupo C de los filtrados se encuentra en el primer cuadrante, apartado de los demas ya
que la extraccién del agua genera caracteristicas especiales en este grupo. Las muestras con
mayor rendimiento hidrolitico se reflejan al incrementar el nimero del componente
principal dos. El proceso de doble tiempo de residencia provoca semejanzas en los grupos
funcionales que presentan este proceso. Finalmente las muestras con bajo rendimiento en
la hidrdlisis se localizan en el cuarto cuadrante las cuales son las muestras SIN
TRATAMIENTO, UNO [7.50% | 130°C], CUATRO [3.75%| 100°C] y NUEVE [3.75% | 70°C].

Como se sabe, en el ACP entre mas alejadas este una muestra de la otra o de sus resultados,
mayor diferencia entre estas. De modo que las muestras con un efectivo tratamiento y
desempeiio hidrolitico, se encuentran mas préoximas al incremento de los picos 1726 y 1237

(que caracterizan una mayor libertad de grupos éster) y los picos 1371, 1458, 2854, 2921,
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2962 (que caracterizan el doblamiento (-CHz) en celulosa y hemicelulosa, estiramientos de

grupos metil, metilenos, metoxilos y doblamientos de grupos (-OH).

Por otra parte, los picos 1100, 1148 y 1615 se ubican cerca de las muestras con bajo
rendimiento hidrolitico. Estos picos caracteristico de cetonas aromaticas, alcoholes y éteres
alifaticos son prueba de un mayor porcentaje de sustancias inhibitorias, que afectan el

desempeiio en las enzimas (Ximenes, et al., 2010).

Se realizo al igual el ACP del espectro de FTIR de cada una de las sefiales de absorcion entre
(900 cm™ a 3800 cm™?), que se simplifican a 2903 sefiales significativas de absorcidn y
explican la variacidn de los resultados en un 81% (Grafica de resultados 15). Asi mismo, esta
grafica muestra diferencias con la grafica anterior, por lo que indica que el analisis
Unicamente de los picos principales no es un buen estimado para correlacionar las muestras

y falta tomar en consideracién las areas de las bandas.

Grdfica de resultados 15: ACP entre las diferentes muestras a través de la totalidad de las absorbancias en
los espectros de FTIR.
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Se observa una separacién en el componente principal dos de las muestras filtradas y las no
filtradas. Por otro lado, las muestras del cuadrante cuatro son identificadas como las que
obtuvieron menor rendimiento en la hidrolisis. Las muestras SIETE [3.75% | 150°C] y CINCO

[3.75% | 100°C| R] presentaron un gran parecido, por lo que podria inferirse que el aumento
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de la temperatura provoca cambios similares a un proceso de doble tiempo de residencia

con condiciones suaves en sus grupos funcionales.

El componente principal uno separa las muestras con un tratamiento con condiciones mas
agresivas de las menos agresivas. Se localizan en el componente uno con signos positivo a
las muestras con tratamiento menos agresivo, excepto en la muestra UNO [7.50%|130°C],
gue por su alta concentracién de sosa provoca que muchos de los grupos funcionales se
descompongan y en consecuencia la absorbancia que caracteriza al grupo funcional

disminuya, haciéndose ver como un tratamiento suave.

En resumen, la técnica de FTIR tiene gran capacidad de prediccién y caracterizacién de las
diferentes muestras para analizar los diferentes tratamientos. Un incremento en la
intensidad y la amplitud de la banda 3326, que identifica a los puentes de hidrégeno y
grupos hidroxilo, senala mayor exposicién interna de las interacciones de la celulosa y
capacidad de absorcién de agua. Asimismo, el incremento de absorcién de las bandas 1317,
1371 y 1028, que caracteriza una mayor manifestacion de la celulosa y la hemicelulosa, se

correlaciona a un menor impedimento en el transporte de enzimas hacia la celulosa.

En el caso de muestras no filtradas, la intensidad de los picos caracteristicos de lignina de
(1400 cm™ a 1800 cm™?) se intensifican y sefialan una despolimerizacion que genera mayor
libertad de este polimero. Por otra lado, la disminucidon de estas sefiales, como en la
muestra UNO [7.50% |130°C], indica la eliminacion de estos grupos o compuestos en el
polimero a otros de menor peso molecular y posiblemente con efectos mas inhibitorios en
la hidrélisis y fermentacidn (Mitchell, et al., 2014). Por otro lado, el proceso de filtracion reduce
la absorcidn de estas sefiales, limitando asi el poder inhibitorio y la obstaculizacion en el

transporte de enzimas.
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7.4. RESULTADOS DE LOS CROMATOGRAMAS POR HPLC

A continuacidn, se muestra un ejemplo de cromatograma del hidrolizado de la muestra
control (Grdfica de resultados 16), que se asemeja a los diferentes cromatogramas que se
utilizaron para la determinacién de concentraciones de diferentes compuestos inhibitorios
(Tabla 6) presentes en los hidrolizados de seis muestras pretratadas, los filtrados y su

control.

Grdfica de resultados 16: Cromatograma del HPLC de la muestra sin tratamiento y sus resultados.
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Tabla 6: Concentracidén de inhibidores en las muestras hidrolizadas, los filtrados y su control (mg/L).

Arido 3,4 Acido | Acido 4-Hidroxi | Addo | Acido | Adido | Acido
e . . |Guayacol Vainillina , L. L
Dihidroxibenzoico Vanilico | Cafeico acetofenona Benzoico |Cumdrico | Ferulico | Sinapico
SIN TRATAMIENTO Promedio ! 287 ( 085 | N | ND ND 038 | B8O | 1K | 01 | 0
Promedio 4540 3.36 0.79 0.03 212 1671 0.23 0.28
5D 0.073 0.014 | 0010 0.001 0275 | 0028 | 0.005 | 0017
Promedio 8358 193 0.06 01 1507 15.08 0.22 0.25
5D 0416 0.035 0.001 0.003 0425 0.003 0.005 0.005
Promedio| 2. 10.67 137 0.36 0.03 16,68 15.03 0.95 0.22
5D 0.042 0018 | 0083 0.001 0.047 0.043 0.014 0.004
Promedio| 3. 70.51 202 0.72 0.05 48.00 15.67 0.35 021
5D 0.047 0.004 | 0.002 0.002 0.563 0.002 0.009 0.004
Promedio 7158 2.3 0.09 0.0 5159 17.66 0.23 0.39
50 0.026 0027 | 0.002 0.000 0017 0.015 0.001 0.025
Promedio 62.96 L76 0.73 0.02 45.88 16.90 0.28 0.2
5D 0.083 0000 | 0.014 0.000 0.267 0.013 0.032 0.001
Promedio 49.54 14 0.06 0.02 5189 1930 0 027
50 0.13 . 0.03 0.00 0.00 0.56 0.00 0.00 0.00
Promedio| 5. 6172 162 0.03 0.02 5299 1351 0.3 038
5D 1844 0.083 0.000 0.000 0.167 0.004 0.007 0.004

Promedio| 5. 354 0.54 0.17 0.02 4259 | 1552 0.16 oy
5D 0,159 0.011 | 0.0 0.000 0.0 | 0.040 | 0.002 | 0.000

TRES [5.0NaOH, 120°C, DTR]

CINCO [3.75N=0H, 100°C, DTR]

SIETE [3.75N20H, 150°C]

0CHO [3.75Na0H, 130°C]

NUEVE [3.75Na0H, 90°C]

ONCE [5.0N2OH, 150°C]

DOCE [3.75N20H, 120°C]

TRECE [3.75Na0H, 150°C] | promedio| 4. : 5242 ) L4 | N ND ! 885 | 1640 | 018 | 0N

76



7.4-1 Andlisis de los resultados de las concentraciones de los compuestos inhibitorios

Se analizan los resultados de los trece diferentes inhibidores que se valoraron por medio
del HPLC (Tabla 6) y se explica la razén de las diferentes concentraciones en las muestras.
Cabe recordar, que la evaluacion de las muestras TRES [5.00%|120°C|R], CINCO
[3.75%|100°C|R], SEIS [3.75%|190°C] a NUEVE [3.75%|70°C] y la muestra SIN
TRATAMIENTO, se realizaron sobre el sobrenadante de los hidrolizados y la evaluacién
sobre las muestras DIEZ [5.00% | 120°C|F] a TRECE [3.75% | 150°C|F] se realizaron sobre el

filtrado que se extrajo del médulo seis en el extrusor al momento del pretratamiento.

Las causas de la inhibicion de las enzimas celuloliticas incluyen inhibicion por sustrato, por
producto, resistencia a la transferencia de masa, efectos del tamafio de particula y la unién
de enzima no productiva con lignina que van desde concentraciones de uM a mM (Ximenes,
et al, 2010). Algunos compuestos con el grupo funcional aldehido como: 4-
hidroxibenzaldehido, coniferil aldehido, siringaldehido y vainillinas, inhiben a la mayoria de
las levaduras a concentraciones incluso menores a 10 mM. Pero, en particular el furfural y
el HMF (hidroximetilfurfural), productos que se forman en un medio 4cido a partir de la
hidrdlisis de hexosas y pentosas con temperaturas de entre 100°C, reducen el crecimiento
celular y las tasas de produccién de etanol de las levaduras incluido Saccharomyces

cerevisiage a concentraciones muy bajas (Vertés, et al., 2010) .

El hidroximetilfurfural (HMF) concebido como uno de los compuestos con mayor potencial
de inhibicién en la fermentacidn, se observa una concentracién de 20.66 mg/L en la muestra
SIN TRATAMIENTO, concentracidon notablemente mas alta en comparacién con las demas
muestras. Posiblemente este compuesto se genera en el proceso de extraccién de azlcares
de la pina agave al producir tequila y se desprende facilmente en la hidrélisis enzimatica al
introducirlo directamente a un medio acido débil con una temperatura de 50°C o se genera

directamente al llevar a cabo la hidrdlisis enzimatica. Pero al momento de llevar a cabo el
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pretratamiento, quizds el componente HMF disminuye resultado de su degradacion a

furfural u otros compuestos de menor peso molecular.

En el grupo B, el HMF se presenta en mayores concentraciones en tratamiento con menores
temperaturas (Grafica de resultados 17). La tendencia de la grafica, probablemente se deba
a que el compuesto esta presente en todas las muestras, pero al rebasar un limite de
temperatura este se empieza degradar, generando sustancias mas toxicas y con menor peso

molecular como lo es el furfural o el acido levulinico.

Grdfica de resultados 17: Concentracion de HMF en el grupo B (mg/L).
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También, en el grupo C de los filtrados se obtiene la misma tendencia en la que a menores
temperaturas existe mayor concentracion de HMF (Grafica de resultados 18). Sin embargo,
un mayor porcentaje de sosa provoca el desprendimiento de mads cantidad de HMF del
extrudado, mientras que muestras con concentraciones de 3.75% de sosa quizas no logra

desprender mas cantidad de este compuesto.

Grdfica de resultados 18: Concentracion de HMF en el grupo C (mg/L).
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Igualmente se caracterizé al grupo A, pero Unicamente las muestras con doble tiempo de
residencia (Grafica de resultados 19). Esta grafica también sefiala la misma tendencia de
los grupos anteriores, en la que a menores temperaturas existe mayor cantidad de HMF,
confirmdndose aun mas el planteamiento en que este compuesto es liberado facilmente a

bajas temperaturas y se descompone en tratamiento mds agresivos.

Grdfica de resultados 19: Concentracion de HMF del grupo A, unicamente de los DTR (mg/L).
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Resumiendo, la concentracidon del compuesto HMF disminuye gracias al tratamiento del
extrusor. Sin embargo, la transformacion del HMF en otros compuestos de menor peso
molecular podrian también fungir como potentes inhibidores, por lo que es necesario
realizar nuevas investigaciones que los detecten. En cuanto a los resultados de la vainillina
y el 4-hidroxibenzaldehido (ultimo no se muestra), compuestos téxicos y también con un
aldehido como grupo funcional, se forman en condiciones de tratamiento mas agresivos,
pero se encontraron en una concentracion menor a 2.0 mg/L, por lo que se decidié no

presentarse.

Otros ejemplos de compuestos aromaticos téxicos son los acidos de fenil propano, que
inhiben severamente la productividad del etanol a bajas concentraciones en S. cerevisiae
(Vertés, et al., 2010), por ejemplo el acido ferilico inhibe a esta levadura desde una
concentracion menor al 1.0 mM (Jénsson & Martin, 2016) y su efecto inhibidor puede ocurrir a

concentraciones con dos orden de magnitud mas bajas que las de los acidos carboxilicos
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alifaticos como el acido acético, féormico y levulinico. Asi, aunque las concentraciones
presentes en el material son mucho mds bajas que las de los acidos alifaticos, los efectos
inhibidores de estos acidos aromadticos son mucho mas fuertes. Sin embargo, se ha
observado que un mayor nimero de sustituyentes metoxi disminuye la toxicidad de los
compuesto aromaticos en S. cerevisiae y se concluye que cuanto mas hidrofdbico es el

compuesto mds evidente la inhibicidn en la productividad del etanol (Mitchell, et al., 2014).

Debido al alto impacto inhibitorio de los acido fenil propanoico por su grupo hidroxilo y su
grupo acido carboxilico, se eligieron medir el dcido p-cumarico, el acido caféico y el acido
ferdlico, que ademds ha sido comprobado ser estos los causantes de adherencia vy
desactivacion de enzimas hidroliticas (Pan, 2008). Se observd una tendencia en el incremento
de estos inhibidores, tras experimentar un aumento en las condiciones de tratamiento

(Grafica de resultados 20, 21y 22).

Grdfica de resultados 20: Concentracion de dcidos fenil propanoico de muestras DTR y el control (mg/L).
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Grdfica de resultados 21: Concentracién de dcidos fenil propanoicos de muestras del grupo B (mg/L).
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Grdfica de resultados 22: Concentracion de dcidos fenil propanoicos de muestras del grupo C (mg/L).

[5.0NaOH | 150°C|F]

[5.0NaOH|120°C|F]

[3.75NaOH|150°C|F] [3.75NaOH|120°C|F]

Acido Fertilico 0.18 Acido Fertlico
0.16
ONCE DIEZ TRECE DOCE

19.30

Acido Cumarico

s

16.40
15.52

ONCE DIEZ TRECE DOCE
[5.0NaOH|150°C|F]  [5.0NaOH|120°C|F]  [3.75NaOH|150°C|F] [3.75NaOH |120°C|F]

Como se puede advertir en las tres graficas anteriores, estos compuestos son mas
susceptibles a formarse en condiciones mas altas de temperatura y concentracion de sosa.
Sin embargo, existen datos del acido cumdrico que no cumplen con esta tendencia por
diversos factores, desde la misma heterogeneidad del bagazo de agave a la entrada del
extrusor hasta variaciones en el pretratamiento que estan fuera del alcance de control en

el experimento.

No obstante el acido ferulico, en otra prueba que no se muestra, presentd concentraciones
del orden de 50 mg/L. Este resultado posiblemente se deba un posible error tras aumentar
el numero de componentes en este analisis o la hidrdlisis enzimatica de la ultima prueba no
fue tan efectiva, sin embargo, la relacién de concentraciones entre las muestras permanece
similar, por lo que cabria efectuar de nuevo el andlisis de este compuesto. Por otro lado el
acido caféico, el acido vanilico y acido sindpico mostraron una concentracién menor a
5.0mg/L, lo que demuestra que es poco probable que sean estos compuestos los causantes

de inhibicidn tanto para la hidrdlisis como para la fermentacién.
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Otro acido aromatico identificado con un alto potencial téxico, que ademas se encuentra
en altas concentraciones es el acido 3-4 dihidroxibenzoico o acido protocatechuic (Grafica
de resultados 23). Una posibilidad de la procedencia de esta sustancia es a través de
extractos fendlicos derivados de la lignina, ya que sus sustituyentes son equivalentes a las
posiciones del guayacilo y su desmetilacidn durante la hidrélisis provoque la formacidn del
acido protocatechuic y otros derivados de catecol que se encuentran en los hidrolizados.
También, se ha informado que los acidos dihidroxibenzoicos se forman cuando se calientan
soluciones acuosas de azucares ligeramente acidas y es posible que se formen compuestos

fendlicos a partir de azucares derivados de la hidrdlisis de polisacaridos (Jonsson, et al., 1998).

Grdfica de resultados 23: Concentracion de dcido 3-4 dihidroxibenzoico (mg/L).

SIN TRATAMIENTO 2.87

TRES [5.0NaOH |120°C|R] 49.40
CINCO [3.75NaOH | 100°C | R] 83.58

SEIS [3.75NaOH | 190°C] 70.67
SIETE [3.75NaOH | 150°C] 70.51
OCHO [3.75NaOH | 130°C] 77.58
NUEVE [3.75NaOH | 70°C] 62.96

DIEZ [5.0NaOH|120°C|F] 49.54
ONCE [5.0NaOH | 150°C| F] 61.72
DOCE [3.75NaOH | 120°C| ] 43.54
TRECE [3.75NaOH | 150°C|F] 52.42

De esta ultima grafica, el compuesto en la muestra SIN TRATAMIENTO aparece con una muy
reducida concentracién, lo que indica que es necesario que el material sea sometido al

tratamiento para que este compuesto sea liberado.

En el grupo C de los filtrados se muestra un incremento del acido 3-4 dihidroxibenzoico
debido principalmente a una elevacién de temperatura y en menor medida al porcentaje
de sosa. Por el contrario, en las muestras del grupo A y B, se percibe mayor cantidad del
compuesto en muestras con mayor rendimiento hidrolitico. La posible razéon en el

incremento de este compuesto se debe a una mayor accesibilidad dentro del material
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durante el proceso de hidrdlisis, es por eso que las muestras con mejor rendimiento

presentan una elevacién en la cantidad de la sustancias.

Continuando con el andlisis de inhibidores, se evalud el fenol y el acido benzoico, sustancias
toxicas, de bajo pesos moleculares, pH dependientes y poco solubles en agua, que han sido
detectados por generar una inhibicién del 89% en la fermentaciéon en comparacién al
control segln (Cao, et al., 2014). En la Grafica de resultados 24, se presenta el resultado de las

diferentes concentraciones de estos compuestos que se generan tras el tratamiento.

Grafica de resultados 24: Concentraciones de dcido benzoico y fenol en todas las muestras (mg/L).
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Analizando la presencia de una alta concentraciéon de acido benzoico en la muestra SIN
TRATAMIENTO, se infiere que el compuesto esta posiblemente contenido dentro del
material y se descompone, liberandose facilmente al someterse a un proceso de hidrdlisis.
Por lo que, tras un tratamiento en el extrusor se incrementa la concentracidon de este
compuesto, ya que el interior de las fibras se muestra mas expuesto, lo que provoca mayor
liberacion de este acido. En otras palabras, una muestra con mayor acceso al interior del

material provoca mayor escape de este producto en la hidrdlisis enzimatica.

Por el contrario, la concentracién del fenol aumenta tras efectuarse un tratamiento mas
agresivo en el porcentaje de sosa (Grafica de resultados 24). Sin embargo, la concentracion

del fenol en los filtrados se encuentra disminuida, esto implica que para la formacién de
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fenol es necesario un ambiente acido como la hidrélisis enzimdatica, que posiblemente
disocia o descompone mayor numero de compuestos de la lignina. El resultado en el
aumento de la concentracidn del fenol por el proceso de hidrélisis sugiere que es necesario
métodos que extraigan estos inhibidores, ya que no solo el tratamiento de extrusor libera
estos compuestos sino también el proceso de hidrdlisis puede incrementar este numero y

provocar una disminucién en rendimiento de azucares reductores o en la fermentacion.

En cuanto al grupo B, la concentracién mas alta de fenol fue la de la muestra OCHO
[3.75%|120°C] y NUEVE [3.75% | 70°C], posiblemente una menor temperatura genera que
el flujo del fluido sea menory la sosa actia mayoritariamente en los componentes externos
lignoceluldsicos que rodean a la celulosa (véase anexo). Sin embargo, la diferencia en la
cantidad de fenol no es muy diferente entre ellas ya que como se ha explicado
anteriormente las modificaciones en la temperatura afectan mas a los componentes de la

hemicelulosa y no tanto a los aromaticos de la lignina.

Se finaliza con la evaluacién de una sustancia con un grupo ceténico y otras dos sustancias
fendlicas que son sefaladas con capacidad inhibitoria (Klinke, et al., 2004) y que son el 4-
hidroxiacetofenona, el guayacol y el catecol. Estas se presentan en las muestras a una
concentraciéon menor a 1.0 mg/L, por lo que esta cantidad resulta poco probable que sea

clave para la inhibicion en el proceso de la hidrdlisis o de la fermentacion.

Para concluir, se presenta dos graficas que sefalan la suma de los inhibidores que se
encontraron a concentraciones superiores a 5 mg/L. Estos fueron el hidroximetilfurfural, el
acido benzoico, el acido 3-4 dihidroxibenzoico, el fenol y el dcido cumarico. La Grafica de
resultados 25 muestra que la cantidad de inhibidores totales del grupo Ay B no cumplen
con la suposicidn, en que pretratamientos con condiciones mads agresivas promueven la
liberacion de mayores compuestos inhibidores que afectan a la hidrdlisis o la fermentacion
y por el contrario muestras con mejores rendimientos y condiciones no tan agresivas

contienen mayor cantidad de estos inhibidores.

84



Grdfica de resultados 25: Suma total de los principales inhibidores en el grupo A, B y el control (mg/L).
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A pesar de que los resultados no fueron los esperados, cabe detallar que su medicién se
llevé a cabo después de la hidrélisis enzimatica, proceso que modifica fisica y quimicamente
el extrudado al eliminar el soporte solido de la celulosa, que ademas utiliza un acido débil a
una temperatura de 50°C para el funcionamiento de las enzimas. Por lo que este
procedimiento pudo haber promovido la inestabilidad estructural, la disociacién de
componentes de hemicelulosa-lignina o hasta una posible formacién de compuestos
aromaticos por polisacaridos como lo sefala (Jonsson, et al, 1998), que resulta en un
incremento en la cantidad de inhibidores en especial los que tienen mayor accesibilidad al

material y mayor rendimiento.

Sin embargo, hay que sefialar que hace falta investigar la concentracién de compuestos de
menor peso molecular, ya que existe la posibilidad de que los compuestos evaluados fueran
degradados en los tratamientos mads agresivos y esta sea la razén por la que disminuye su
concentracion. No obstante, en el grupo de los filtrados si se presenta la tendencia
esperada, que sefiala que a tratamientos mds agresivos mayores concentraciones de
inhibidores, por lo que habria que evaluar a los extrudados antes de la hidrdlisis y verificar

que tanto afecta este proceso a los componentes.

En seguida, se presenta en la Grafica de resultados 26 la concentracion total de inhibidores

de las muestras del grupo C de los filtrados y su control.
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Grdfica de resultados 26: Suma total de los principales inhibidores en los filtrados y el control (mg/L).
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En los filtrados como se menciond, si se observa la tendencia esperada con un incremento
en la concentracion de los inhibidores por un aumento en las condiciones del tratamiento.
Es decir a mayor temperatura y concentracion de sosa mayor cantidad de compuestos
relacionados con la inhibicién enzimatica y la fermentativa. Por lo que se reitera que gracias
a la extraccion compuestos que son clasificados como inhibidores, mejora el rendimiento
en la hidrdlisis enzimatica y su concentracion depende del grado de agresividad del

tratamiento en especial si se incrementa el porcentaje de sosa.

Como comentario final, se debe aclarar que estas pruebas en el bagazo de agave extrudado
son los primeros experimentos que determinan la concentracién de inhibidores y solo se
evaluaron trece de los mas de cien compuestos que se han relacionado con una capacidad
tdxica tanto para la hidrdlisis como para la fermentacion. Pero, es un primer comienzo para
futuras investigaciones y gracias a estos resultados se concluyen que la hidrdlisis enzimatica
también promueve la liberacidn de inhibidores, el proceso de filtracidn retira gran parte de
estos componentes y dependiendo de la intensidad del pretratamiento es la cantidad de

compuestos que se liberan.
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7.5. RESULTADOS DE LOS DIAGRAMAS DE ISOTERMAS POR DVS

A continuacién, se muestra las isotermas de absorcion y desorcidén obtenidas por la técnica
dinamica de sorcidon de vapor (Grdfica de resultados 27 y 28), con la isoterma de adsorcion
se determina el area de superficie especifica y con la isoterma de desorcién el promedio de

volumen de poro, estas evaluaciones se realizaron en diez muestras y su control (Tabla 7).

Grdfica de resultados 27: Isotermas de adsorcion y desorcion de agua en las muestras.
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Grdfica de resultados 28: Isotermas de desorcion de agua en las muestras.
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Tabla 7: Area superficial y promedio de volumen de poro de las diferentes muestras.
Area DE - Pro edio de Vo eNn de
ojo 0

RATA 0 130.96 44.51

0 % D° 117.57 161.50
0 % | 100 | R 202.68 221.55
% |190° 202.12 233.21

% D° 165.51 171.62

0 0% D° 185.33 185.21
% | 70° 187.46 162.70

0 0 151.27 54.50

0 0 156.80 66.55

0 155.82 51.10

0% D° 142.87 58.65

7.5-1 Andlisis de los resultados del contenido de area superficial y porosidad

La IUPAC establece que las isotermas de fisisorcién se clasifican en seis tipos segun los

tamafios de poro y los ciclos de histéresis en cuatro tipos segun las estructuras de los poros.

De la Grafica de resultados 29 se expone el fendmeno de adsorcién-desorcidon de una

muestra de bagazo de agave pretratado con su control y se clasifican por su isoterma en un

tipo dos y por su ciclo de histéresis en un tipo tres (Lowell, et al., 2004).

Grdfica de resultados 29: Isotermas de adsorcion y desorcion del bagazo de agave con pretratamiento y sin

pretratamiento.
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La isoterma tipo dos se caracterizan por presentar una reducida sorcién a presiones
relativamente bajas y sin un limite de adsorcién a presiones relativas elevadas. También, se
asocia a una superficie no porosa o una superficie macroporosa. Ademas, ambas muestras
presentan un tipo de histéresis tres, que se relaciona por dos casos; el primero, es en donde
existen capilares muy anchos que tienen aberturas estrechas y el segundo, es donde existen

poros con forma de placas paralelas. Este tipo de histéresis es caracteristico de las arcillas.

Analizando los resultados de la Tabla 7, se observa claramente una tendencia de
incremento en el drea superficial especifica y volumen de poro al incrementar las
condiciones de temperatura y porcentaje de hidroxido de sodio en el tratamiento del
extrusor. Esto confirma que el objetivo del tratamiento de penetrar en el interior de la
estructura del bagazo y exponer una mayor superficie al ataque de las enzimas es exitoso.
En la Grafica de resultados 30 se examina las modificaciones estructurales variando

Unicamente la temperatura a concentracion de sosa constante.

Grdfica de resultados 30: Cambio estructural variando la temperatura a concentracion de sosa constante.
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Se percibe una mayor modificacién en el aumento del volumen de los poros que en el
incremento del area superficial, esto puede deberse a que la hemicelulosa es mas
susceptible a la temperatura y al incrementarse provoca grietas o aberturas que fungen
como poros en el material. Entre las muestras SIETE [3.75% | 150°C] y OCHO [3.75% | 130°C]

no se presenta un cambio tan visible, ya que el cambio de temperatura es solo de 20°C. Por
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otra parte estos datos son similares a otros estudios que muestran un incremento de area
y porosidad tras un tratamiento con incrementos de temperatura (Equihua-Séanchez &
Barahona-Pérez, 2017). Continuando con las demas muestras, se presenta la Grafica de
resultados 31 y ahora se comparan incrementos del porcentaje de sosa a temperatura

constante.

Grdfica de resultados 31: Cambio estructural variando la concentracion de sosa a temperatura constante.
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De la grafica anterior se observa también el incremento del area superficial y del volumen
de poro por un incremento en la concentracion de sosa. Ademas, el argumento que sefiala
gue un tratamiento muy severo (Equihua-Sanchez & Barahona-Pérez, 2017), como en el caso de la
muestra UNO [7.50% | 130°C] con una alta concentracidn de sosa, genera descomposicion
en los componentes del bagazo o un colapso de la estructura, que provoca la reduccion del

area superficial y el volumen del poro.

Enseguida se muestran las isotermas de desorcion de las muestras filtradas (Grafica de
resultados 32) y se concluye que a condiciones de temperatura y concentracién de sosa
mas altas alcanzan mayor volumen de poro y area superficial. Asi mismo, entre las muestras
DIEZ [5.00%|120°C|F] y TRECE [3.75%|150°C|F], una con mayor porcentaje de sosa y
menor temperatura y la otra viceversa, se consiguio en la muestra trece un mayor volumen

de poro pero menor area superficial y en la diez una mayor area pero menor volumen. Con
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estos resultados podria inferirse que la temperatura esta mas correlacionada al incremento

en la porosidad y la concentracidn de sosa al incremento del drea superficial.

Grdfica de resultados 32: Isotermas de desorcion de muestras filtradas.
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Mas adelante, se expone una grafica que compara las isotermas de desorcion entre los

diferentes procedimientos de pretratamiento (Grafica de resultados 33).

Grdfica de resultados 33: Isotermas de desorcion de muestras a diferentes procedimientos de
pretratamiento con condiciones de concentracion de sosa y temperatura similares.
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Examinando estas isotermas, el incremento del volumen de porosidad y area superficial se

obtiene en la muestra cinco a pesar de tener una temperatura baja y una concentracion de



sosa no muy alta, por lo que la efectividad del doble tiempo de residencia es evidente que

incrementa el area de contacto.

Con respecto a las muestras OCHO [3.75% | 130°C] y DOCE [3.75% | 120°C| F] con condiciones
de tratamiento similares pero la uUltima con filtracion, se hace visible la disminucién de
porosidad y drea superficial por el proceso de filtracion. La explicacion mas logica es que al
extraer parte del liquido en el proceso se remueven componentes lignoceluldsicos del
extrudado, con lo que disminuye cierta cantidad de materia en la muestra. Ademas muchos
de los poros son colapsados a la falta de material y agua interna que soporta la estructura

reduciendo considerablemente el area de contacto.

A pesar de la disminucién de area y volumen en muestras filtradas, el rendimiento en la
hidrélisis mejora, por lo que se deduce que el efecto de la eliminaciéon de componentes no
celulésicos es decisivo para la optimizacidn de la hidrdlisis. Sin embargo, es indiscutible que
cualquier forma de pretratamiento incrementa tanto el area superficial como el volumen
de poro, que favorece la eliminacién de productos no celulésicos, lo que provoca una mayor
accesibilidad a las enzimas y por ende un mejoramiento en el rendimiento hidrolitico y

fermentativo.
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7.6. RESULTADOS DEL ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES QUE
CORRELACIONA TODOS LOS LAS METODOLOGIAS EMPLEADAS

Se realizé el analisis de componentes principales de todos los resultados obtenidos por las
diferentes metodologias empleadas para la caracterizacidon de las muestras pretratadas a
diferentes condiciones en el extrusor: potencial de sacarificacion, principales difracciones
de rayos x, principales seiales de infrarrojo, concentracion de inhibidores, volumen de poro
y area superficial. Este analisis facilité ver el conjunto de todos los resultados en una sola
grafica y determinar la relacién de los resultados con cada una de las muestras, asi como
también identificar que muestras presentan mayor similitud o mayor diferencia (Grafica de

resultados 34).

Existen algunos resultados que se eliminan, ya que muestran una correlacién menor al 50%
y no proporcionan mucha informacidon para la caracterizacién e identificacién de las
diferentes muestras. Por otro lado, las muestras UNO [7.50% | 130°C], DOS [5.00% | 120°C],
TRES [5.00% | 120°C| R] y CUATRO [3.75%| 100°C] no fueron incluidas en este analisis debido
a que no se contenia con toda la informacién por falta de material y tiempo para llevar a

cabo su estudio.

Grdfica de resultados 34: ACP de todas las variables.
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Del ACP, se observa que existe una mayor correlacién o similitud de las muestras de cada
grupo, asi mismo, la lejania de la muestra SIN TRATAMIETO demuestra la modificacién fisica
y quimica en el bagazo agave tras tratarse en el extrusor. Las muestras con cambios en el
porcentaje de sosa se encuentran mas separadas que con cambios en la temperatura en
este estudio, ya que posiblemente la variacién de temperatura no modificaron tanto al

material como la variacidn del porcentaje de sosa.

La mayor correlacién entre las muestras filtradas y los resultados son: el aumento de los
picos de difraccién 206=15.2°, 16.5°,18.2°, 22.0°, 29.1° y el 4rea total del difractograma de
RX, el incremento de los picos de infrarrojo 1028, 1237, 1726. En cambio, los resultados con
menor afinidad al grupo C son los inhibidores, el area superficial, el volumen de poro, entre
otros, ya que los hidrolizados enzimaticos de las demas muestras generan mayor

concentracion de inhibidores, area superficial y volumen de poro.

Por otro lado el grupo B presenta una mayor correlacién con: el aumento de los picos de
difracciéon 20= 9.6°, 12.2°, 14.3°, 25.5°, 26.0°, 28.0°, 31.4° y desplazamiento del pico
principal 20=22.5°, el incremento de las sefiales de infrarrojo 1100, 1148, 1371, 1421, 1458,

1518, 1615, 2854, el incremento en la concentracién de acido vanilico, guayacol, vainillina,
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4-hidroxiacetofenona, acido protocatechuic, acido benzoico y fenol, aumento en el

volumen de poro y el area superficial.

Asi mismo, la localizacion de la muestra SIN TRATAMIENTO, alejada de las demds muestras,
presenta una mayor correlacion con los picos de difraccion de RX 20=14.9°, 24.4° y 30.0° y
aumento de la concentracién del HMF. Ademas entre mas negativa se localice la muestra
en el componente principal dos significa que el tratamiento tiende a ser mas suave y por el
contrario entre mas grande sea el nimero del componente principal dos mds agresivo fue

el tratamiento.

En conclusién este analisis es de gran ayuda, ya que si no se conoce el tratamiento de alguna
muestra, con solo efectuar un analisis espectrografico o de difraccién y compararlo con
algunos de estos graficos se podria identificar facilmente la muestra. Por otro lado facilita
la identificacién y las principales propiedades que describen a las muestras en las diferentes
metodologias de caracterizacién. Es importante afiadir que es necesario incrementar el
numero de muestras con su analisis y su caracterizacion para un mejorar este estudio, pero
como se ha mencionado con anterioridad son una de las primeras investigaciones de

caracterizacion en este tipo de material y proceso.
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8. CONCLUSIONES

En principio, el analisis de difraccion de rayos x presenta componentes del material
lighoceluldsico que interfieren con la refraccion de la celulosa por lo que se complica la
comprensidon de algun cambio morfolégico. Ademas, el indice de cristalinidad segun
muchos articulos es un método falible, por lo que no se propondria como método clave
para la determinacion de la estructura de la celulosa. Sin embargo, este analisis confirma
que cristales no celuldsicos presentes en el bagazo disminuyen gracias a la filtracion, la
temperatura no provoca cambios significativos en la estructura de la celulosa, pero el doble
tiempo de residencia y la concentracién de sosa si presentan un mayor impacto en la

estructura de la celulosa, que incluye indicios de la transformaciéon a una celulosa tipo dos.

En segundo lugar, el andlisis de los espectros de infrarrojo existen también traslapes de las
bandas y resulta en un empobrecimiento en la capacidad de discernir las modificaciones de
los diferentes grupos funcionales de cada componente lignoceluldsico. Sin embargo, es un
método simple que ofrece mucha informacion con respecto a las modificaciones quimicas
gue surgen tras el pretratamiento, ya sea por el aumento o la disminucién de grupos
especificos, que ademas aportan una relativa idea de la proporciéon de cambio. Por lo que
este método refleja mayores diferencias entre los diferentes tratamientos, haciéndolo un

método mas completo, sencillo y con mayor potencial en la caracterizacion.

En tercer lugar, el analisis por el método de HPLC para identificar inhibidores es un estudio
muy particular y preciso, pero al mismo tiempo muy riguroso, ya que existen mas de 100
compuestos que fungen como posibles inhibidores y es necesario mucho tiempo para
determinar su existencia, su concentracion y su impacto inhibitorio tanto en la hidrdlisis
enzimatica como en la fermentacion. Sin embargo, este estudio logré identificar algunos
compuestos con alto potencial téxico. También, en el grupo de los filtrados se mostré que
al elevar la intensidad de las condiciones de extrusion se incrementa la concentracion de

estos compuestos. Asi mismo, se determind que gracias al proceso de filtracién, en
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promedio un 80% de estos estos productos son extraidos y eliminados del extrudado,
logrando con ello incrementar el potencial de sacarificacion, pero el proceso de hidrdlisis

enzimatica también puede generar estos subproductos y afectar los procesos subsiguientes.

Por otro lado, el analisis por el método DVS resultd ser un estudio util para entender la
estructura y capacidad de adsorcidon dentro del material que se consigue después de las
diferentes condiciones de tratamiento. Sin embargo, se observa que el incremento de area
superficial y porosidad no es un pardmetro contundente para pronosticar el rendimiento
de azucares reductores, ya que también existen otros factores que afectan la eficiencia del

proceso como sustancias inhibitorias o la morfologia de la celulosa.

Asi mismo, el andlisis de componentes principales es una herramienta muy util que logra
facilitar la identificaciéon de muestras y propiedades que se correlacionan con el incremento
del rendimiento hidrolitico y que mediante la inclusiéon de datos de una simple técnica
espectroscépica, este diagrama tiene la capacidad de pronosticar y determinar las

caracteristicas de futuras muestras que contengan similitud a otras muestras ya analizadas.

Para terminar, este estudio comienza a definir, explicar y medir los cambios microscépicos
y macroscopicos que sufre el material en el paso a través del extrusor y su relacién con la
hidrdlisis enzimatica. Resultd que las condiciones éptimas de tratamiento son un porcentaje
de sosa de entre 3.75% a 5.0% con temperaturas de entre 130°C a 150°C y que ademas si
se le aflade un proceso de filtracidon o doble tiempo de residencia favorece el tratamiento.
Sin embargo la materia prima (el bagazo de agave) es un material con una composicion muy
heterogénea, por lo que son necesarias mayores investigaciones que reafirmen y provean
de mas informacion para perfeccionar la optimizacion del proceso de pretratamiento a
través del extrusor. Asi mismo, se espera que esta tesis sea util para incentivar el uso de
biocombustibles amigables con el medio ambiente, tras el peligro inminente que sufre el

planeta por el cambio climatico y el aumento de la escasez de recursos energéticos.
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9. RECOMENDACIONES

Algunas recomendaciones que ayudaria a complementar la informacién de este estudio y

que faltaria por realizar y analizar son:

» Identificar un mayor nimero de inhibidores, especialmente de menor peso molecular
que probablemente son formados en muestras con tratamiento mas intenso.

» Medir la concentracion de inhibidores tanto antes como después de la hidrdlisis
enzimdtica y analizar las cantidades que surgen después de este proceso.

» Evaluar la toxicidad de los compuestos inhibidores analizados en la hidrélisis enzimatica
y la fermentacién alcohdlica y comprobar si estos compuestos son verdaderamente la
causa de la inhibicion.

» Incrementar el nimero de muestras que verifiquen los resultados y el analisis que se
expusieron en este estudio.

» Verificar el pronéstico del rendimiento enzimatico en la hidrdlisis utilizando el ACP.

» Incluir otros métodos que puedan incrementar la comprension de las pruebas de
pretratamiento sobre el bagazo como: como el area de superficie disponible especifico
de celulosa, el grado de polimerizacion, el tamafio de particula, parametros fisicos de
transporte de masa, espectros de resonancia magnética, cinética enzimatica, entre

otros.
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ANEXO

GENERALIDADES DEL POTENCIAL DE SACARIFICACION

La eficiencia del pretratamiento es evaluada a través de la liberacion de azucares después
de la hidrélisis y el uso de enzimas tiene importantes ventajas, como las condiciones suaves
del proceso (pH entre 4.0y 7.0 con temperaturas de entre 40°C y 60°C), altos rendimientos,
especificidad y el hecho de que las reacciones con las enzimas no producen productos

derivados que pueden afectar negativamente a la fermentacion (Montiel, 2016).

De la evaluacién de diferentes cocteles enzimaticos comerciales se encontré que el coctel
Cellic CTec2 (Novozyme) mostraba los mejores resultados en el rendimiento hidrolitico del
bagazo de agave, la cual contiene una actividad celulolitica de 93 FPU/ml y una actividad de

las xilanasas de 10 062 Ul/ml (Montiel, 2016).

Es ampliamente reconocido que la efectividad en la velocidad y el alcance de la hidrélisis se
ven influidas no solo por la eficacia de las enzimas, sino también por las caracteristicas
morfoldgicas y quimicas del sustrato lignoceluldsico. Entre los factores que influyen en la
degradacidn y rendimiento enzimatico incluyen los esfuerzos cortantes durante la mezcla,
inhibicidn del producto por la celobiosa y glucosa, presencia de materiales extrafios que
impiden la accidn de las celulasas, cristalinidad de la celulosa, grado de polimerizacién y

cantidad de area de superficie disponible para reaccionar con celulasas (Chandra, et al., 2007).

Se muestra en la Figura 30 un modelo conceptual propuesto del mecanismo de
sacarificacion enzimatica mejorada dentro de las fibras del material lignoceluldsico,
mediante un proceso de pretratamiento por extrusor, que involucran la ruptura de enlaces
de lignina e hinchazdén por el tratamiento alcalino y mecanico asociado a la filtracién que da

como resultado un incremento en el rendimiento de la hidrdlisis enzimatica (Kahar, 2013).
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Figura 30: Mecanismo propuesto del incremento de la sacarificacion enzimdtica por el pretratamiento.
(Kahar, 2013)

GENERALIDADES DE DIFRACCION DE RAYOS X

La difraccion de rayos X constituye una técnica no destructiva basica, en la cual el material
es impactado por un haz de rayos X originando un patrén de difraccion y se utiliza para la
caracterizacidon de materiales cristalinos, que permite establecer la forma alotrépica en la

que esta presente la sustancia (Nam, et al., 2016).

Con el analisis de difraccion de los rayos X, la celulosa se ha identificado ser un cristal
polimdrfico con cuatro diferentes estructuras que se modifica tras algun tratamiento. La
celulosa | o nativa, es la forma que se encuentra en mayor cantidad en la naturaleza y se
identifica por tener un pico de intensidad fuerte en 20=22.6°, dos picos de intensidad media
en 20=14.8°, 26=16.5° y uno pico de intensidad débil en 20=34.4°. La celulosa Il se forma
cotidianamente a través de un proceso de mercerizacion, que consta de un tratamiento con

alguna base como NaOH que provoca primero el hinchamiento de las fibras, después la
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ruptura de las dreas cristalinas y finaliza con la formacidn de una nueva red cristalina. Se
identifica con un doblete de picos de intensidad fuerte en 26=20.1°, 26=22.0° y un pico de
intensidad media en 20=12.2° (Figura 31). La celulosa lll y IV se producen por un tratamiento

de amoniaco liquido y en este estudio no se identificaron (Kafle, et al., 2014).
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Figura 31: Picos caracteristicos de difraccion de rayos X de la celulosa tipo I (izquierda) y tipo Il (derecha).
(Nam, et al., 2016)
Por otro lado la molienda en la celulosa cristalina puede transformar su estructura en un
arreglo amorfo que se caracteriza por un pico ancho alrededor de 20=21.5° y una

organizacién de la celulosa desordenada (Figura 32) (Sunkyu, et al., 2010).
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L.
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10 15 20 25 30 35 40
2 theta

Figura 32: Espectro de difraccion de rayos X de la celulosa amorfa y cristalina.
(Sunkyu, et al., 2010)

La Figura 33 muestra los patrones de DRX de los principales componentes lignoceluldsicos

y debido a que tanto la hemicelulosa como la lignina contienen ramificaciones
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heterogéneas de polisacaridos, estas son identificadas en los patrones de DRX por su

estructura amorfa con una reflexion amplia en 20=18.9° (Sivasangar, et al., 2013).

Lignin

M-~

¥

Cellulose

Xylan ([Hemicellulos <)

wﬁ‘L' :

T 20 30 40

287 degree

Figura 33: Patron de difracciones de rayos x de la celulosa, hemicelulosa y lignina.
(Sivasangar, et al., 2013)

Existen varias formas de comparar el grado o indice de cristalinidad después de
experimentar un tratamiento, pero el mas utilizado es el método de Segal que emplea la
relacion entre la altura del pico principal con el pico amorfo y se utiliza para determinar la
cantidad de material cristalino y amorfo presente en una muestra de celulosa. Se calcula a
partir de la siguiente férmula, donde (1,) es la altura del pico en 20=~22.6° y la (I4y,) es

la altura minima en 20=~18° (Sunkyu, et al., 2010).

Iam

Cr.l.” =1

1002

En el método Segal existen valores de cristalinidad con un indice desde 34% como en el caso
del enebro hasta unindice del 100% que se alcanza en la celulosa microcristalina totalmente
pura y varia dependiendo del material que se esté estudiando (Ahvenainen, et al., 2016). Sin

embargo, este método Unicamente es Util para comparar las diferencias relativas entre
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muestras del mismo material y se sugiere que solo use como método estimativo por las

siguientes razones:

1. La posicién propuesta como amorfa que se encuentra aproximadamente en 18° no esta
alineada con la altura maxima del pico amorfo que tiende a ser superior, por lo tanto,
el valor de I4,, para el método de altura se subestima significativamente, lo que resulta
en una sobreestimacion del IC.

2. Lacelulosa es en realidad mas compleja que un modelo de dos fases cristalino y amorfo
ya que existen estructuras de transicion que no son tomadas en cuenta y también
regiones amorfas que estan inmersas en el interior de un material cristalino o viceversa.

3. No se considera las superposiciones amorfas de la hemicelulosa y la lignina.

4. Hay al menos cuatro picos cristalinos, pero solo se utiliza el pico mas alto (002) en el
calculo. Esto excluye las contribuciones de los otros picos cristalinos, poniendo
demasiado énfasis en la contribucidn de solo una alineacion de la red de celulosa.

5. Los picos en el espectro de difraccion de celulosa son muy amplios y varian
considerablemente en su anchura. No se puede esperar que una simple comparacién
de la alturas proporcione una estimacidn razonable de la cristalinidad de la celulosa, ya
gue se descuida la variacién en el ancho del pico, que también puede verse afectada por

el tamafo del cristal (Sunkyu, et al., 2010).

Este método empirico no fue disefiado para comparar diferentes tipos de materiales, sino
para cuantificar los cambios dentro de un Unico conjunto de muestras y solo puede tomarse
como una aproximacion de la contribucidén de la celulosa amorfa a la difraccion cristalina de
la celulosa. Sin embargo, se ha observado que la digestibilidad enzimatica de diferentes
alomorfos cristalinos por la enzima Cel7A tiene el siguiente orden de preferencia:
amorfo > Ill > IV > Il > |. Sin embargo existe evidencia de que el tamafio del cristal de la
celulosa, podria no ser un factor dominante que causa la disminucién de la tasa de hidrolisis
y que la DRX puede no ser lo suficientemente sensible como para medir cambios sutiles en

el tamafo del cristal (Kafle, et al., 2015).
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GENERALIDADES DE ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE
FOURIER

La espectroscopia FTIR es un método poderoso y rdpido, que requiere una cantidad
reducida de material para analizar su composicidn. Esta técnica es no destructiva, en donde
el material es impactado por un haz de radiacién infrarroja, que provoca cambios
vibraciones en la molécula. Las vibraciones moleculares y su intensidad de absorbancia se
representan en un espectro por medio de picos de diferente longitud de onda que
simbolizan los distintos grupos funcionales de las moléculas de la sustancia. La absorbancia
estd relacionada con la concentracidon de la sustancia en una muestra a través de una

ecuacion llamada Ley de Beer:

A=¢l-c
En donde A=absorbancia, €=constancia de absortividad I=longitud de la trayectoria y
c=concentracion. La altura o el drea de un pico en un espectro de absorbancia son
proporcionales a la concentracién, por lo que la Ley de Beer puede usarse para determinar
las concentraciones de moléculas en las muestras. Se muestra a continuacion (Figura 34) la

comparacion del espectro caracteristico de la madera de abeto y de los diferentes

componentes lignoceluldsicos: la celulosa, la lignina y la holocelulosa.
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Figura 34: Espectros FTIR de la madera de abeto y sus componentes lignoceluldsicos.
(Cheng, et al., 2016)
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GENERALIDADES DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en ingles), es una técnica
que sirve para separar diferentes sustancias que componen un mezcla. Esta separacion se

realiza gracias a las interacciones quimicas que existe entre la columna y la muestra estudio.

La muestra atraviesa la fase estacionaria, la cual consta de pequefias particulas esféricas
con especiales caracteristicas quimicas las cuales estan embebidas dentro de la columna,
mientras que fluyen la muestra dentro de la fase mévil por medio de una diferencia de
presion. El grado de retencidon depende de la naturaleza de la sustancia y son detectadas
estas mediante algln detector como infrarrojo, ultravioleta o dispersién de luz, que a través

de su intensidad se conoce la concentracidn de la sustancia por medio de una curva patrén.

GENERALIDADES DE LA SORCION DINAMICA DE VAPOR

La técnica de sorcion dinamica de vapor (DVS por sus siglas en inglés) mide la captacidny la
pérdida de vapor gravimétricamente, esto se realiza mediante el flujo de una concentracion
conocida de vapor que atraviesa la muestra suspendida en la ultra-micro balanza, el cual
mide el cambio en el peso causado por la sorcidn o desorcién de las moléculas de vapor.
Con el perfil completo de sorcién-desorcidn, se genera una isoterma y con la ayuda de
diferentes modelos se puede calcular el area superficial y la porosidad de la muestra (Surface

Measurement Systems Ltd, 2003).

El mecanismo de funcionamiento del equipo DVS es a través de un flujo de vapor, que se
produce mediante la mezcla de corrientes secas y saturadas a una humedad especifica
relativa y que se especifica cuando el nitrégeno seco que es el gas portador pasa a través
del solvente. El control del sistema del flujo y de la temperatura, se realiza mediante un

sensor de vapor dptico y de temperatura situados cerca de la muestra.
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GENERALIDADDES DEL ANALISIS DE LOS COMPONENTES PRINCIPALES

Esta técnica exploratoria de analisis de datos muy utilizada, permite la reduccidn
dimensional manteniendo la mayor informacion posible (Camo Analytics, 2014). Se utiliza para
procesar una enorme cantidad de datos y encontrarle sentido a la informacién, ademas
localiza e identifica relaciones entre las variables posibilitando el agrupamiento de muestras

o datos parecidos (Figura 35).

Se realiza mediante un método matematico, que utiliza valores propios y promedios de una
matriz de informacién para la proyeccidn de las variables dentro de un nuevo sistema de
coordenadas en una grafica de dos dimensiones. El eje de componentes principales uno
(PC1), es el eje que explica la principal mayor varianza de los datos y el componente

principal dos (PC2), es el eje que explica la segunda mayor varianza también de estos datos

Entre sus grandes beneficios se encuentran:

» Reduce la dimesionalidad de los datos e incrementa asi la comprension.
» Extrae la informacién y remueve ruidos.
» Reduce variables, las identifica y las clasifica.
» Reconoce el surgimiento de una nueva especie.
» Monitorea el proceso y define el estado quimico que se esté desarrollando.
» Muestra un analisis visual de la varianza
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Figura 35: Andlisis de componentes principales (PCA).
(Statwiki, 2014)
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