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Resumen

En el presente trabajo se realiza un estudio de la influencia de varios
factores sobre la biomasa lignoceluldsica, (Pinus sp.) mediante la
aplicacion de una hidrélisis acida diluida como pretratamiento al materia
lignoceluldsico. El cual es evaluado a través de un test de hidrélisis
enzimatica, donde los resultados obtenidos indican que se obtienen
mayores concentraciones y mejores rendimientos de azlUcares después
de la hidrolisis enzimatica en las condiciones mas severas de
pretratamiento.
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Abstract

In the present research it is realized a the influence of various factors on
lignocellulosic biomass (Pinus sp.) by applying a dilute acid hydrolysis as
a pretreatment to the lignocellulosic material. Which is evaluated by an
enzymatic hydrolysis test, where results obtained indicate that higher con-
centrations of sugars and higher yields after enzymatic hydrolysis in the
most severe pretreatment.
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1 Introduccion
El etanol apartir de biomasalignocelul6sicapuede
ser producido devariasformas. Todosl os procesos
incluyenlamismaetapaprincipa: hidrélissdelos
polisacéridos a azucares monoméricos, la
fermentacién de los azUcares a etanol y la
concentracion del etanol por destilacion. Laprinci-
pal diferenciaentrelasalternativas delos procesos
es en la etapa de hidrdlisis, la cua puede ser
realizada por €l uso de &cido diluido, acido
concentrado o enzimas. La via enzimética es
ventgjosa ya que se realiza a bajas temperaturas
usando enzimas biodegradabl esen vez de acidos
tOxicos como catalizadores. Ademas, debido ala
epecificidad delasreaccionesenzimaticas, pueden

cierrehermético bien identificada y atemperatura
ambiente.

2.2 Pretratamiento quimico

El pretratamiento quimico se realiza usando la
hidrdlissacidadiluida Parad esudiodelainfluenda
de las variabl es sel eccionada se aplica un disefio
parcial fraccionado del tipo 2+1. Paralarealizacion
delosdiferentesexperimentosde pretratamiento se
utilizaunreactor de9 L decapacidad, marcaRegmed
HB-51.

EnlaTablal semuestralasvariablesestudiadasy
sushiveles.

Tablal. Variablesy rangosandizadospararedizar
el pretratamiento quimico

Variables Nivel inferior Nivel superior
X1 Temperatura ((C) 130 170
X2 % de acido (viv) 1.0 14
X3Tiempo (minutos) 20 40
X4 Relacion Solido-liguido (g-mL) 14 1-6

ser logradas altas concentracionesde azlcaresy a
contrario de la hidrélisis écida, estos azUcares
monomeéricos obtenidos no son degradados. No
obstante, cuando las enzimas son afiadidas a la
biomasanativa, ladegradacién delacelulosay la
hemicelulosaaazlicares es extremadamentelenta
debido alacomplegaestructuradelalignocelulosa
(GalbeM, 2002). Por o que esnecesario realizar
un pretratamiento alamateriaprima, previoala
hidrélisis enzimética, para hacer las fibras de
celulosamas accesiblespor |as enzimas. Después
dd pretratamiento, lospolisacaridosremanentes son
hidrolizadosaazUcares por celulasas, y losazlcares
entonces son convertidos a etanol por un
microorganismo fermentador.

Desarrollo

2 Materialesy Métodos

2.1 Preparacion delamuestra
Lamuestrasecadaa 35UC en una estufa Binder
fuemoalidaempleando paradlounmoalinodecuchillas
Restch GMBH 5657 tipo SR-2. Luego fue
tamizada en un tamiz CISA modelo RP20 hasta
lograr un tamafio de particula igual a Imm y
posteriormente fue guardada en un frasco con
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LaTabla2 muestralamatriz experimenta deeste
experimento

Tabla 2. Matriz experimental.

#de X1 X2 | X3 | X4
experimento

1 + + + +
2 + + - +

3 + + + -

1 + + - -

5 ¥ - F

6 + N N

7 + - + -

S + n n n

9 - + +

10 N + n

11 PR B -

12 N + N N

13 - - + +

14 _ - - .

15 - - + -

16 - - - -
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Tabla 3. Repliegue parcial.

Zde X1 X2 X3 | X4(X1X2X3)

experimento

1 + - - +
2 + + - -
3 + _ + -
4 + - - +
3 - + + -
6 - + - +
7 - - + +
g _ _ _ _

2.3Hidrdliss enzimética

La hidrdlissenziméaticaseredizo utilizando un 2%
de sblido pretratado en 25mL de solucién buffer
acido acético-acetato de sodio de pH 4.8. La
concentracion enzimética fue de 10 UPF/g de
sustrato pretratado, utilizando enzimasceuldliticas
(Novozymes). Losexperimentosseredizana50°C
a 150 rpm durante 24h.

El contenido deazucares|iberados sedeterminan
utilizando la técnica deHPLC.

3Andisisy Discusion delosResultados

3.1 Edtudiodelainfluenciadel osfactoresandizados
en el pretratamiento sobrelacomposicion delos
Slidos

Parael proceso de obtencion de etanol apartir de
materialeslignocelul6sicos, utilizando lahidrolisis

enzimatica parala conversion de la celulosa en
glucosa, es necesario la aplicaciéon de un
pretratami ento alabiomasa, debido alaactuacion
lentadelasenzimasceluloliticas cuando estan frente
abiomasaslignocelulésicosnativas.

Por estarazon seandizan determinadosfactoresque
influyen en la hidrdlisis écida diluida como
pretratamiento.

El estudio defactoresqueinfluyenenlaHidrélisis
acidadiluidacomo pretratamiento seredizo utilizando
un disefio parcial fraccionado del tipo

2+ redlizandose 8 experimentos, y procesandolos
datos en € software Desing-Expert 5.

Latabla4 contenidos de carbohidratos (g/100g)

tanto enlos sdlidoscomo enlosliquidos obtenidos.

Exp Solidos Liguidos
# Rendimi | Glucosa™ | Arabinosa™ | Glucosa™ | Xilosa™ | Galactosa™ | Arabinosa”
ento

1 42.01 15.34 0 0.73 0 0 0
2 4373 2143 0 285 0 0.18 034
i 42 87 1949 0 1.70 0 011 061
4 4231 2034 0 343 0 1.06 0.62
5 384 2812 1.73 293 282 1.72 1.77
i 335 2520 244 174 4.06 233 322
7 5097 2877 146 490 443 277 3 80
b 51.93 2874 246 263 241 1.52 381
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Todos | os valores estén reportados en g/100 g de
materiaprimainicia

Como se observa e rendimiento de solidos se
comporto entreel 42y el 52%. L os experimentos
redlizadosalamenor temperaturaestudiada (130°C)
sonlosquepresentan un mayor contenido deglucosa
en el solido, aspecto deinterésdebido aque unade
las finalidades de los pretratamientos es la
conservacion delafraccién glucano en el sdlido.

En estosexperimentos, del 5al 8, é contenido de
glucosaes mayor que e 50% con respectoa dela
materiaprimaoriginal. Espreciso sefidlar qgueen
estos experimentos, en el solido se detectd la
fraccion arabinano, fraccion correspondienteala
hemicelulosa, este resultado es indicativo de la
realizacion en condiciones menos severas del

pretratamiento.

En las fracciones liquidas se aprecia, que en los
experimentosdel 1al 4, no sedetectalapresencia
dexilosay a no detectarse tampoco en lafraccion
solida, seinfierequelaxilosacontenidaen lamate-
riaprimaoriginal, producto delascondicionesde
pretratamiento empleadas, se haya degradado y
dado lugar acompuestoscomo  furfural.

3.2 Evaluacién del pretratamiento através de la
hidrdlisis

Como se observa en la tabla 5, los valores de
concentracién deglucosavarianen e orden de0.6
hestal.35g/L y losvaoresderendimiento van desde
1.9 hasta aproximadamente 5 g/100 gramos de
materiaprimainicia.

En estos experimentos, |os val ores superiores de
los pardmetros respuestas corresponden a los
experimentos del 1 a 4 que se redlizaron a la
temperaturasuperior andizada(170°C). Lamayor

temperatura empleada causa disminucién de la
crigdinidad delace ulosa, seincremental avel ocidad
dededlignificaciony por consiguientelasenzimas
tienen mayor acceso alacelulosadel materia. En
condiciones menos severas de pretratamiento la
accesibilidad delasenzimasalacelulosatodavia
esta impedida por barreras fisicas como la
hemicdulosaylalignina

3.3 Evaluacién del pretratamiento através de la
hidrdlissenziméica

En la tabla 6 se muestran los resultados de la
golicaciondelahidrolissenziméticasobrelossolidos
pretratados.

Tabla 6. Concentracion y rendimiento de glucosa
despuésdelahidrolissenzimética

enzimdica
En latabla 5 se Experimentos Concentracion de glucosa (g/L) Glucosa'100g mp
muestran los 1 135 497
resultados de la 2 1.11 337
aplicacién de la 3 1.1 3.63
hidroélisis 4 1.09 3.20
enzimética sobre 5 0.62 1.99
los sblidos 6 0.58 1.90
pretratados. / 0.62 2.03

8 0.67 2.23

Tabla 5. Concentracion y rendimiento de glucosa
despuésdelahidrdlissenzimética

Experimentos Concentracion de glucosa (gL} Glucosa'100g mp
1 1.35 497
2 1.11 3.37
3 11 363
4 1.09 320
5 0.62 199
6 0.38 1.90
7 0.62 2.03
g 0.67 223

70



Centro Azucar 38(4): 67-71, octubre-dic., 2011

Como se observa en la tabla 6, los valores de
concentracion deglucosavarian en e orden de 0.6
hastal.35g/L ylosvaoresderendimiento van desde
1.9 hasta aproximadamente 5 g/100 gramos de
materiaprimainicid.
En estos experimentos, |os val ores superioresde
los parametros respuestas corresponden a los
experimentos del 1 al 4 que se redizaron a la
temperaturasuperior analizada(170°C). Lamayor
temperatura empleada causa disminucion de la
cristalinidad de la celulosa, se incrementa la
velocidad dededlignificaciony por consiguientelas
enzimastienen mayor acceso alacelulosadel ma-
terial. En condiciones menos severas de
pretratamiento laaccesibilidad delasenzimasala
celulosatodaviaestdimpedidapor barrerasfisicas
comolahemicdulosay lalignina
Conclusiones
1.El uso de una temperatura de 170 °C, una
concentracion deH2S04 de 1,4%y untiempo de
40 minutos provoca mayores pérdidas de
carbohidratosenlamateriaprimay losrendimientos
delosmismos son bgjos.
2.Se obtienen mayores concentraciones y
rendimientos de azUcares despuésdelahidrolisis
enzimética en las condiciones mas severas de

pretratamiento.
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