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RESUMEN

En este trabajo, se evalué el efecto de las condiciones de operaciéon de los
pretratamientos hidrotérmicos, agua caliente y explosion de vapor, sobre la composicion
quimica y la sacarificacion de las fibras del bagazo del Agave tequilana. Para el
pretratamiento con agua caliente se utilizaron cuatro temperaturas de trabajo: 150, 170,
190 y 210 °C y dos tiempos de residencia: 1 minuto y 60 minutos. Para el pretratamiento
por explosion de vapor se utilizaron dos presiones de trabajo: 5 y 10 bar. La fraccion
liquida obtenida en los pretratamientos se caracterizd mediante la determinacion de
azUcares totales y reductores. La fraccion sélida se caracteriz6 mediante la determinacion
de su composicion quimica (extraibles, lignina y holocelulosa), analisis termogravimétrico
y se observo los cambios en la superficie de la fibra mediante microscopia electrénica de
barrido. El pretratamiento hidrotérmico de agua caliente solubiliza componentes de bajo
peso molecular presente en la fibra de bagazo de Agave tequilana y los generados a
través de la ruptura hidrolitica de las cadenas de hemicelulosa y de celulosa como lo
muestran los analisis termogravimétricos. La microscopia electrénica de barrido mostro
modificacion superficial de las fibras. La sacarificacion de las de las fibras pretratadas,
rindieron xilosa y glucosa cuando se utilizaron hidrdlisis acida e hidrélisis enzimatica con
celulasas, respectivamente. En la hidrélisis acida se hidrolizan principalmente las cadenas
de hemicelulosa mientras que en la hidrélisis enzimatica se hidrolizan las cadenas de
celulosa. El rendimiento de glucosa de la hidrélisis enzimatica de las fibras pretratadas por
explosién de vapor fueron menores en comparaciéon con los obtenidos para las fibras
pretratadas con agua caliente. Esto se puede atribuir a las bajas presiones que se usaron
en la explosion de vapor y que no lograron aperturar la fibra de manera adecuada. La
maxima concentracion de azucares (33.78 mg/ml) se obtuvo con el pretratamiento de
agua caliente (210 °C/60 minutos) y con hidrélisis enzimatica. Los hidrolizados
enzimaticos presentan mayor concentracion de azUcares conforme la fibra es tratada a

mayor temperatura y tiempos de residencia.
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ABSTRACT

In the present work, the effect of operating conditions of the hydrothermal pretreatment,
hot water and steam explosion, on the chemical composition and saccharification of
bagasse fibers of Agave tequilana was evaluated. Four working temperatures: 150, 170,
190 and 210 ° C and two residence times: 1 minute and 60 minutes for pretreatment with
hot water were used. For steam explosion pretreatment two pressures: 5 and 10 bar were
used. The liquid fraction obtained in the pretreatment, was characterized by determination
of sugars total and reducing. The solid fraction was characterized by their determination
chemical composition (extractable, lignin and holocellulose), thermogravimetric analysis
and the changes in the fiber surface was observed by scanning electron microscopy
(SEM). The hot water pretreatment solubilized low molecular weight components present
in bagasse fiber of Agave tequilana and the generated through the hydrolytic breakdown of
hemicellulose chains and cellulose as shown by thermogravimetric analysis. Scanning
electron microscopy showed surface modification of the fibers. Saccharification of
pretreated fiber, yielded xylose and glucose when was used acid hydrolysis or enzymatic
hydrolysis with cellulases, respectively. In the acid hydrolysis are hydrolyzed mainly
hemicellulose chains whereas in the enzymatic hydrolysis are hydrolyzed cellulose chains.
The vyield of glucose from the enzymatic hydrolysis of the fibers pretreated by steam
explosion were lower compared with those obtained for fibers pretreated with hot water.
This can be attributed to the low pressures used in the steam explosion and that the fiber
aperture failed. The maximum concentration of sugars (33.78 mg / ml) was obtained with
hot water pretreatment (210 °C and 60 minutes) and enzymatic hydrolysis. Enzymatic
hydrolysates have a higher concentration of sugars agreement the fiber is treated at higher

temperatures and residence times.
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INTRODUCCION

En la naturaleza, la principal fuente de material renovable es la lignocelulosa. Este
compuesto tiene una tasa de sintesis de 4x10° toneladas anuales a nivel mundial y se
compone de lignina, hemicelulosa y celulosa, Incluye plantas enteras, partes de plantas
(por ejemplo, semillas, tallos), residuos agroindustriales, componentes de la planta (por
ejemplo, almidén, lipidos, proteinas y fibra), subproductos de la transformacion (los
granos de destileria, solubles de maiz) y los materiales de origen marino [1,2]. Cada uno
de estos componentes tiene propiedades fisicas y quimicas que los hacen substratos de
interés para ser usados en procesos biotecnolégicos, debido a su bajo costo y a su amplia
disponibilidad [3]. En este sentido, en México se generan residuos agroindustriales, de las
industrias del papel y forestal, que pudieran ser aprovechados para obtener productos de
valor agregado [3]. La biomasa residual es abundante y se ha demostrado que es factible
convertirla en diferentes productos como biocombustible, alimento animal, compostas y
productos quimicos, entre otros [4]. Dentro de estos residuos agroindustriales se
encuentra el bagazo de Agave tequilana. Este es un desecho derivado del proceso de
produccion del Tequila y del cual se generan anualmente en México cerca de 1.05 x 10°
kg. De esta cantidad, solamente una pequefia porcidon es utilizada para preparar
composta y el resto es desechado, por lo que su disposicién representa un problema para
dicha industria [5].

Hasta el momento, se han llevado a cabo diferentes estudios para proponer un
remedio a la problematica del bagazo del agave tequilero, sin embargo no existe una
solucion definitiva, por lo que la necesidad de desarrollar otras tecnologias para su
aprovechamiento resulta evidente [3]. El bagazo de Agave tequilana es rico en
polisacaridos (celulosa 41.6 % y hemicelulosa 12.1 %, base peso seco) por lo que puede
ser una fuente apropiada para producir bioetanol lignocelulésico a partir de la
fermentacion de los azlcares obtenidos de este residuo lignocelulésico. Sin embargo, la
estructura compleja que forma las fibras lignocelulésicas, en donde la lignina y la
hemicelulosa protegen a la celulosa de ataque quimico o biolégico y la cristalinidad de la
celulosa misma, limitan los procesos de sacarificacion ya sea quimico o biolégico [6].
Debido a lo anterior, es necesario realizar pretratamientos quimicos o biolégicos, previos
a los procesos de sacarificacion, que permita la remocién de la lignina, la disminucion de
la cristalinidad de la celulosa y el aumento de la porosidad de los materiales, para facilitar

el acceso de los reactivos quimicos o de las enzimas durante el proceso de sacarificacion,



con el fin de obtener altos rendimientos de azlcares fermentables [6]. Las ventajas de los
pretratamientos hidrotérmicos con respecto a otros pretratamientos (acidos o bésicos), es
que éstos no utilizan agentes quimicos, solamente se requiere agua y/o vapor de agua
presurizados, con temperaturas que oscilan entre 150 a 250 °C y presiones entre 0.69 a
4.85 MPa, durante uno a varios minutos. El pretratamiento con agua caliente facilita que la
celulosa sea desdoblada a glucosa en un porcentaje mayor al 90 % durante la etapa de
hidrdlisis, ya que remueve principalmente la hemicelulosa que limita la accesibilidad de los
reactivos hacia la celulosa [6]. En el caso del pretratamiento por explosion de vapor, éste
despolimeriza en un bajo porcentaje bajo, la celulosa en glucosa durante el
pretratamiento, pero logra aperturar las fibras (obtencion de macrofibrillas) y aumentar el
area superficial o redistribuir de mejor forma la lignina que el pretratamiento de agua
caliente y con esto lograr mejores condiciones para hidrélisis quimica o enzimatica [7].

En el presente trabajo, se evalud el efecto de diferentes condiciones de operacion
(temperatura y tiempo de residencia o presion de vapor) de los pretratamientos
hidrotérmicos con agua caliente y por explosion de vapor. Estos pretratamientos intentan
modificar o aperturar la estructura del material lignocelulésico, con el fin de facilitar la
conversion de la celulosa en glucosa durante la sacarificacion acida o enzimatica y con
esto lograr una mayor recuperaciéon de los azlcares presentes en los polisacaridos

(hemicelulosa y celulosa) que estan presentes en las fibras de bagazo de A. tequilana.



JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El bagazo de Agave tequilana es un desecho derivado del proceso de produccion
del Tequila y del cual se generan anualmente en México cerca de 1.05 x 10° toneladas.
Este desecho es rico en polisacaridos (celulosa 41.6 % y hemicelulosa 12.1 %, base peso
seco) por lo que puede ser una fuente apropiada para producir bioetanol lignoceluldsico.
Sin embargo, la estructura compleja, en donde la lignina (7.2% base peso seco) y la
hemicelulosa protegen a la celulosa de ataque quimico o biolégico asi como la
cristalinidad de la celulosa, limitan las procesos de sacarificacion. Debido a lo anterior, es
necesario realizar pretratamientos quimicos o biolégicos, previos a los procesos de
sacarificacién, que permitan la remocién de la lignina, disminuyan la cristalinidad de la
celulosa y aumenten la porosidad de los materiales, con el fin de obtener altos
rendimientos de azucares fermentables.

Se han estudiado diversos pretratamientos para la produccion de bioetanol a partir
del bagazo de Agave tequilana, los mas comunes utilizando diferentes concentraciones
de &cido sulfrico y temperaturas que oscilan entre 150 a 200 °C en reactores
presurizados. La desventaja de estos pretratamientos es la alta produccion de
compuestos inhibidores que se generan durante el proceso, la generacién de residuos y
los bajos rendimientos de azlcares fermentables que se producen [7].

Los pretratamientos hidrotérmicos brindan ventajas como mayor recuperacion del
material so6lido, menor produccién de compuestos inhibidores y mejora la eficiencia de los
procesos de hidrodlisis acida y/o enziméatica del material pretratado.

En el presente trabajo se pretende evaluar dos tipos de pretratamiento en los
residuos de Agave tequilana: explosién de vapor y agua caliente, donde se investigara la
temperatura y el tiempo 6ptimo a la cual se producen mayores rendimientos de azucares
fermentables en la fraccién liquida asi como evaluar la composicion de los materiales

extraibles de la fraccion sélida (celulosa, hemicelulosa y lignina).



OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS

Objetivo general

Determinar el efecto de dos pretratamientos hidrotérmicos (agua caliente y
explosion de vapor) sobre la composicion quimica del bagazo de Agave tequilana, y sobre
la sacarificacion acida y/o enzimética del bagazo pretratado.

Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de la temperatura y el tiempo de los pretratamientos
hidrotérmicos con agua caliente y de la presién en los pretratamientos por explosion de
vapor sobre la composicion quimica del bagazo de A. tequilana.

2. Determinar el efecto de los pretratamientos hidrotérmicos (agua caliente y
explosion de vapor) sobre la eficiencia de la sacarificacion acida y/o enzimatica del
bagazo de A. tequilana.

3. Determinar la composicion de azlcares presentes en la fraccion liquida

recuperada después de los pretratamientos.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 MATERIAL LIGNOCELULOSICO COMO FUENTE DE ENERGIA

Se ha sefialado que el rendimiento mundial anual de biomasa, toda materia organica
producida a partir del proceso de fotosintesis de las plantas, contiene la energia inherente
suficiente para contribuir con el 20-100% del consumo total anual de energia del mundo
que es de 500 EJ (1 EJ = 1 x 10*® julios), aun considerando las variaciones anuales y
regionales [8,9,10]. La biomasa puede incluir plantas enteras, partes de plantas (por
ejemplo, semillas, tallos), los componentes de la planta (por ejemplo, almidén, lipidos,
proteinas y fibra), subproductos de la transformacién (los granos de destileria, solubles de
maiz), residuos animales y los materiales de origen marino [1].

La biomasa lignocelulésica o lignocelulosa es aquella que se obtiene de las
plantas. La lignocelulosa es el material mas abundante en nuestro planeta, se compone
de celulosa, hemicelulosa y lignina, cuyas proporciones en las plantas varian de la
siguiente manera: 20-55% de celulosa, 16-85% de hemicelulosa y de 15 a 40% de lignina
y que se combinan en una matriz molecular, con un contenido relativamente bajo de
monosacaridos, proteinas, almidén o aceites [11,12]. En la tabla 1.1 se muestra la
composicion quimica de diferentes materiales lignocelulésicos.

Estos materiales pueden ser utilizados para crear nuevos biomateriales, lo cual,
requerira una comprensién de la composicion de la materia prima a utilizar, ya sea la
biomasa entera o alguno de sus componentes, de modo que los elementos deseables
puedan ser obtenidos para la produccion de bioproductos de valor agregado. En la Figura
1.1 se esquematiza de manera general la bioconversion de biomasa lignoceluldsica en
productos de valor agregado [11]. EIl gran potencial de la lignocelulosa como materia
prima para la produccién de biocombustibles alin no se aprovecha y su aplicacién en esas
areas depende del desarrollo de la produccion sustentable de la biomasa, asi como de los
sistemas de transformacién a biocombustibles [1].

Dos plataformas se han creado para transformar la energia de la biomasa
lignocelulésica en combustibles liquidos o sustancias quimicas: la plataforma de azucar y
la plataforma termoquimica. En la plataforma de azucar, el material lignocelulésico es
primero pretratado para facilitar la separacion en sus componentes principales, a
continuacioén los polisacaridos (celulosa y hemicelulosa) son hidrolizados para recuperar

los azlcares (hexosas y pentosas) que los conforman. Estos azlUcares pueden ser
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intermedios valiosos [12].

fermentados en biocombustibles o ser convertidos en otros productos quimicos

Tabla 1.1 Composicién quimica de diferentes materiales lignocelulésicos [6]

Celulosa | Hemicelulosa | Lignina

Material Lingocelulésico (%) (%) (%)
Tallos de Maderas duras 40-55 24-40 18-25
Tallos de madera blanda 45-50 25-35 25-35
Cascaras de frutos secos 25-30 25-30 30-40
Mazorcas de maiz 45 35 15
Gramineas 25-40 35-50 10-30
Papel 85-99 0 0-15
Paja de trigo 30 50 15
Hojas 15-20 80-85 0
Pelos de semillas de algodén 80-95 5-20 0
Papel periddico 40-55 25-40 18-30
Documentos de residuos de pasta
guimica 60-70 10-20 5-10
Soélidos de aguas residuales primarias 8-15 24-29
Residuos porcinos 6 28
Sdlidos de estiércol de ganado 1.6-4.7 1.4-3.3 2.7-5.7
Pasto Coastal Bermuda 25 35.7 6.4
Pasto de cambio 45 31.4 12

Los efectos beneficiosos del pretratamiento en los materiales lignocelulésicos se
han reconocido durante mucho tiempo. El objetivo del proceso de pretratamiento es
eliminar la lignina y hemicelulosa, reducir la cristalinidad de la celulosa, y aumentar la
porosidad de los materiales lignocelulésicos. El pretratamiento debe cumplir los siguientes
requisitos: (1) mejorar la formaciébn de azucares o la capacidad para formar
posteriormente azucares por hidrélisis, (2) evitar la degradacion o la pérdida de hidratos
de carbono, (3) evitar la formacién de subproductos que son inhibidores de la posterior
hidrélisis 'y  fermentacion de los procesos, y 4 ser rentable.
Métodos de pretratamiento se pueden dividir en diferentes categorias: fisicos (molienda y
trituracion), fisico-quimicos (tratamiento previo de vapor / autohidrélisis, hidrotermolisis, y
la oxidacién humeda), quimicos (alcalinos, acido diluido, agentes oxidantes y disolventes
organicos), biologicos, eléctricos, o una combinacion de éstos. El seguimiento de
tecnologias de los pretratamientos, es una promesa rentable para el pretratamiento de la

biomasa lignocelulésica para la conversion biolégica a combustibles y productos quimicos



Dos plataformas se han creado para transformar la energia de la biomasa lignocelulésica
en combustibles liquidos o sustancias quimicas: la plataforma de azucar y la plataforma
termoquimica. En la plataforma de az(car, el material lignocelulésico es primero
pretratado para facilitar la separacién en sus componentes principales, a continuacion los
polisacéridos (celulosa y hemicelulosa) son hidrolizados para recuperar los azlcares
(hexosas y pentosas) que los conforman. Estos azlUcares pueden ser fermentados en
biocombustibles o ser convertidos en otros productos quimicos intermedios valiosos [13].
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Figura 1.1 Proceso general de las etapas de bioconversién de lignocelulosa en productos
de valor agregado [11]

1.2 COMPOSICION QUIMICA DE LA LIGNOCELULOSA

Los principales constituyentes de la pared celular de los vegetales, y por lo tanto
de la lignocelulosa son la celulosa, la hemicelulosa y la lignina, como se observa en la
Tabla 1.1 en la que se sefiala la composicién de diferentes materiales lignocelulésicos. La
celulosa y la hemicelulosa son polisacaridos mientras que la lignina est4 constituida por
estructuras fendlicas en forma de una red polimérica. La proporcion relativa de estos

componentes varia de planta a planta, del tipo de células y de su estado de desarrollo. A



continuacién se describen las caracteristicas de cada uno de los principales componentes

de la lignocelulosa.

1.2.1 CELULOSA

La celulosa es un polimero formado por microfibrillas cristalinas insolubles,
rodeadas por cadenas de celulosa amorfa, que son muy resistentes a la hidrolisis
enzimatica. Su estructura es lineal y estd formada por unidades de glucosa unidas por
enlaces etéricos B-1,4 (Figura 1.2). En estas cadenas, de entre 100 y 14,000 unidades,
cada residuo gira 180 grados con respecto a sus vecinos, por lo que se considera que la
unidad basica de la celulosa es la celobiosa [14]. Estas estructuras forman microfibrillas
que a su vez, al unirse entre ellas, forman principalmente arreglos cristalinos y algunos

arreglos amorfos.
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Figura 1.2 Estructura de la celulosa y de su unidad monomérica, la celobiosa [14]

La celulosa es el componente mas abundante de la biomasa vegetal, se encuentra en la
naturaleza casi exclusivamente en las paredes celulares vegetales, aunque también es
producida por algunos animales y unas pocas bacterias. A pesar de las grandes
diferencias en la composicion y en la estructura anatomica de las paredes celulares de las
plantas, un alto contenido de celulosa (normalmente en el intervalo de aproximadamente
35 a 50% del peso seco de la planta), es una caracteristica coman entre ellas [15]. En
unos pocos casos (en particular, las capsulas de algodoén), la celulosa est4 en un estado

casi puro. En la mayoria de los casos, sin embargo, las fibras de celulosa estan



incrustadas en una matriz de otros biopolimeros estructurales, principalmente
hemicelulosa y lignina, que constituyen del 20 al 35 y del 5 al 30%, respectivamente del
peso seco de la planta. Una caracteristica importante de la celulosa, que es relativamente
rara en el mundo de los polisacéaridos, es su estructura semicristalina [15,16].

La celulosa se sintetiza en la naturaleza como macromoléculas individuales (cadenas
lineales de residuos glucosidicos) las cuales son objeto de auto-ensamblaje en el sitio de
la biosintesis [17]. Hay pruebas de que las hemicelulosas asociadas a la fraccion
celulésica regulan este proceso de agregacion [18]. Aproximadamente 30
macromoléculas individuales de celulosa estan agregadas en unidades mas grandes
conocidas como fibrillas elementales (protofibrillas), que se envasan en unidades mas
grandes denominadas microfibrillas y éstos a su vez se montan en las fibras de celulosa.

La naturaleza semicristalina de la celulosa implica un orden estructural en el que
todos los atomos estan fijjos en posiciones discretas con respecto a los demas. La
celulosa cristalina presenta resistencia a la hidrdlisis quimica o enzimética, insolubilidad
en disolventes comunes como el agua Y rigidez estructural. Estas caracteristicas surgen
de la estructura en forma de red de los puentes de hidrégeno que se forman entre las
cadenas de celulosa en la zona cristalina [19]. Sin embargo, a diferencia del almidén, la
zona cristalina de la celulosa es tan robusta que no se puede dividir sin importar el tiempo
que se caliente en agua hirviendo, ésta es la razon principal que impide la conversién
eficiente de la biomasa celuldsica. Curiosamente, algunos tipos de cambios en la
estructura cristalina se han sugerido cuando se tratd la celulosa en agua a temperaturas
significativamente mas altas y bajo presion [19].

La transformacion de la estructura cristalina de celulosa a glucosa fue reportada por
primera vez, después del calentamiento de celulosa cristalina con vapor saturado a
temperaturas por encima de 260 °C durante 30 minutos [20]. Mas recientemente, una muy
alta tasa de hidrélisis (rompimiento de las cadenas de celulosa a unidades de glucosa) fue
alcanzada por el procesamiento de celulosa en agua, cerca y por encima de su punto
critico (Tc = 374 °C, Pc = 22,1 MPa) [21,22]. En agua supercritica, la conversion de
celulosa fue extremadamente rapida, alcanzando 99.0% de conversion en 0.01 s, incluso
sin utilizar ningun catalizador, el proceso suscitd un considerable interés como un proceso
ambientalmente benigno para la conversion de la celulosa [21]. Sin embargo, el
comportamiento de la celulosa cristalina en agua caliente comprimida sigue siendo poco
claro debido a las dificultades experimentales asociadas con el estudio de la celulosa en

condiciones tan extremas [20].



1.2.2 HEMICELULOSA

La hemicelulosa (Figura 1.3) estd compuesta de polimeros de pentosas y hexosas
que forman cadenas de 100 a 200 unidades y representa alrededor del 20 al 35% de la
biomasa lignocelulésica [23, 11]). Los principales monosacaridos que lo conforman son
xilosa, manosa, glucosa, galactosa, arabinosa, acido glucurénico, acido 4-O-metil-
glucurédnico, acido galacturonico y, en menos cantidad, ramnosa, y otros azlcares O-
metilados. Los xilanos son las hemicelulosas mas abundantes. A su vez, la hemicelulosa

se une a la lignina por medio de enlaces covalentes [23].
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Figura 1.3 Estructura de la hemicelulosa [24]

En los ultimos afos, la bioconversion de hemicelulosa ha recibido mucha atencién
debido a sus aplicaciones practicas en diferentes procesos agro-industriales, como la
conversion eficiente de la biomasa lignocelulésica a combustibles y productos quimicos,
delignificacion de pulpa de papel, mejoramiento de la digestibilidad de la materia prima
para alimentacion animal, clarificacion de jugos y la mejora en la consistencia de la
cerveza [25,12,23]. Las enzimas que degradan o ayudan a degradar hemicelulosa son de
gran interés para la industria del papel y la pulpa, debido a sus propiedades removedoras
de lejia (bioblanqueo de pulpa), el cual reduce el consumo de cloro que es dafiino al
medio ambiente [26,27].

La utilizacion de los azlcares hemicelulésicos es esencial para la conversiéon
eficiente de los materiales lignoceluldsicos a etanol combustible y otros productos de valor

agregado mediante procesos de fermentacién. Las enzimas degradadoras de Xilanos son
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muy prometedoras en diversos pretratamientos de sacarificacion de residuos agricolas y
forestales en azlcares fermentables. Otras aplicaciones potenciales de hemicelulasas
incluyen biopulpeo de madera, procesamiento de café, maceracion de frutas y vegetales
y la preparacion de productos de reposteria con alto contenido de fibras [28]. Ademas, las
enzimas que degradan xilanos desempefian un papel importante en la elucidacién de las

estructuras de xilanos complejos [23].

1.2.3 LIGNINA

La lignina, es un polimero generado por la condensacion al azar de los radicales
libres de alcoholes aromaticos (Figura 1.4). En general, su estructura es dificil de definir,
sin embargo, se sabe que contiene fundamentalmente tres alcoholes: coniferilico,
sinapilico y p-cumarilico. También puede contener acidos fendlicos, tales como cumarico
y ferdlico, que estan esterificados con los grupos alcohol [11]. La lignina es un polimero
fendlico que proporciona una superficie hidrofébica al agua y que proporciona la rigidez
estructural necesaria para el soporte mecanico, dado que es un compuesto de alta
densidad de energia como resultado de los nhumerosos vinculos carbono-carbono, es muy
importante para aplicaciones de bioenergia mediante procesos térmicos.

La lignina residual, proveniente del aprovechamiento de la celulosa, puede ser
utilizada como un intermediario especial para la obtenciéon de productos quimicos como el
benceno a través de procesos de hidrogenacién, o mas comunmente, se quema para
generar calor o potencia. La lignina se podria utilizar como materia prima para la co-
combustion o gasificacion, en una biorefineria integrada para generar calor y electricidad.
La lignina y compuestos fendlicos asociados, también se pueden utilizar como productos
guimicos intermedios para la obtencion de otros productos de valor agregado, sin
embargo, este volumen de mercado es probablemente limitado. El uso principal seria
probablemente para generacion de calor y electricidad, tanto para su uso interno en la
biorefineria como para generar electricidad excedente que podria venderse a la red [11].

Por lo tanto, la biomasa lignocelulésica con alto contenido de lignina es deseable
cuando se considera la biomasa con fines de combustion para la generacion de
electricidad. Por el contrario, la lignina puede afectar negativamente el rendimiento de
azucares fermentables obtenidos después de una sacarificacion enzimatica, debido a que

su degradacion es dificil y protege a la celulosa y hemicelulosa del ataque quimico o
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enzimatico. Asi mismo, proporciona una superficie que adsorbe enzimas celuloliticas de

manera irreversible, por lo que se considera un compuesto recalcitrante [29].
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Figura 1.4 Estructura de la lignina [3]

1.3 PRODUCCION DE ETANOL A PARTIR DE MATERIALES LIGNOCELULOSICOS

Las tecnologias de fermentacion provenientes de plantas productoras de azlcares
(cafia de azucar, remolacha, etc.) o de la hidrdlisis del almidén, obtenidos de cultivos
tradicionales (maiz, yuca, etc.) estan muy bien desarrolladas y son de uso actual para la
produccion de bioetanol [30]. Sin embargo, estos cultivos tienen un alto valor por su
aplicacion en alimentos y su rendimiento en azlcares por hectarea es muy bajo
comparado con las formas mas frecuentes de azlcar en la naturaleza como son los
polisacéridos: la celulosa y hemicelulosa [30,31]. Los procesos sustentables para la
conversion del material lignocelulésico en etanol pueden tener un margen para un mayor
desarrollo, ya que se puede emplear una mayor variedad de cultivos, se aprovecha la
mayor parte de las plantas, por lo tanto, los procesos se pueden realizar a escalas
mayores y menores costos posibles [30]. El proceso biotecnol6gico para la produccion de

etanol a partir de materiales lignocelulésicos se realiza en cuatro etapas (Figura 5): a)
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aperturar las paredes del material lignocelulésico para poder acceder a las cadenas
poliméricas de celulosa y hemicelulosa por un proceso de pretratamiento mencionado
anteriormente, b) hidrolizar los polisacaridos con el fin de lograr soluciones monoméricas
de azucar, c) fermentacién de los azucares a etanol mediante microorganismos y d)
purificacion del etanol de la mezcla por destilacién y deshidratacién [32].

En la actualidad, la hidrdlisis se lleva a cabo usando &cido concentrado o mediante
enzimas [32,33]. Esta ultima requiere tratamiento previo de la biomasa con el fin de
mejorar la digestion enzimatica [5]. Varios procesos de pretratamiento se han investigado,
por ejemplo: trituracibn mecanica, la pirdlisis, la explosién de vapor, explosion de fibra de
amoniaco, explosion con CO,, ozondlisis, hidrélisis &cida y alcalina, proceso organosolov

y pretratamientos bioldgicos [6, 34, 33].

Lignocelulésicos =2 | Pretratamiento —>{ Fermentacion
Polimero Solucionde | Mezcla
liberado azucar
A 4 A 4
Hidrolisis Purificacion > Etanol

Figura 1.5 Proceso de obtencion de etanol a partir de material lignocelulésico [32].

El paso limitante del proceso de obtencion de etanol a partir de materiales
lignocelulésicos, es la limitada accesibilidad tanto de los reactivos quimicos como de las

enzimas a la celulosa presente en los compuestos lignocelulésicos [35,36,37].

1.4 PRETRATAMIENTOS

Como se ha mencionado, es necesario el empleo de pretratamientos de los
materiales lignocelulésicos para facilitar el acceso de las enzimas o los reactivos quimicos
para la hidrdlisis de la celulosa y la hemicelulosa. Los pretratamientos de biomasa juegan

un rol critico en la produccién de materiales con aceptable digestibilidad enzimética y
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subsecuente fermentabilidad para la produccion de etanol celulésico u otros
biocombustibles avanzados como el butanol [6,38,39]. El propdsito de los pretratamientos
es eliminar la lignina y hemicelulosa, reducir la cristalinidad de la celulosa, y el aumento
de la porosidad de los materiales. El tratamiento previo debe cumplir los siguientes
requisitos [6].

1.- Mejorar la formacion de azucares o la capacidad para formar posteriormente azlcares

por hidrolisis enzimética.
2.- Evitar la degradacion o la pérdida de hidratos de carbono.

3.- Evitar la formacién de subproductos de inhibicion a la hidrélisis posterior y los procesos

de fermentacion.
4.- Que sea rentable.

Los pretratamientos se clasifican en fisicos, fisico-quimicos, quimicos y biolégicos.
La Tabla 1.2, muestra los diferentes procesos fisicoquimicos y quimicos de
pretratamientos para los materiales lignocelulésicos, asi como algunas caracteristicas del
proceso.

Los pretratamientos mas utilizados son los de explosién de vapor, agua caliente
(hidrotérmicos), hidrélisis acida y alcalina. El pretratamiento a utilizar dependera del

contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina del material lignocelulésico [40,41].

Tabla 1.2 Procesos de pretratamientos de materiales lignocelulésicos [7]

Método Procedimiento/Agentes Observaciones del pretratamiento

Pretratamientos fisico-quimicos

Explosion a vapor

Vapor saturado a 160-
260°C, P=0,69-4,85 MPa por
segundos o minutos,
seguido por descompresion
hasta presién atmosférica.

.Ocurre cierta despolimerizacion de la
celulosa a glucosa. La lignina no se
solubiliza o lo hace muy poco, pero
se redistribuye.

Agua liquida caliente
(LHW)

Agua caliente presurizada,
T=170-230°C, 1-46min.

Ocurre cierta despolimerizacion de la
celulosa. Solubilizacion parcial de la
lignina (20-50%). Conversion durante
la hidrdlisis de celulosa >90%.
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Conversion durante la hidrdlisis de
celulosa >90% (bagazo y hierba de

L, : . Bermuda). Para biomasa con alto
Explosion de fibra con | 1-2kg de amoniaco/kg de contenido) de lignina no es muy
amoniaco (AFEX) | biomasa seca, 90°C, 30min. | oficiente (conversion de celulosa
<50%). Ocurre cierta
despolimerizacion de la celulosa.
» 4 kg CO,/kg de fibra, P=5,62 | Conversion a glucosa durante la
Explosion con CO, | \\on hidrélisis de celulosa >75%.
Pretratamientos quimicos
Ozono, reacciéon a Degradacion principalmente de
Ozondlisis temperatura y presion lignina. Conversion durante la
ambientales. hidrdlisis de celulosa: 57% (aserrin).
H,SO,, HCI, HNO; al 1-5%. |Hidrolisis del 80-100% de la
Procesos de flujo continuo hemicelulosa, altas conversiones de
para baja carga de sélidos |xilano a xilosa. Ocurre cierta

Hidrolisis con acido
diluido

(5-10% peso sustrato/peso
mezcla) a T=160-200°C;
procesos por lotes a alta
carga de sélidos (10-40%) a
T=120-160°C. Presiones
cercanas a 1 MPa.

despolimerizacion de la celulosa. La
lignina no se solubiliza o lo hace muy
poco, pero se redistribuye.

Hidrolisis con acido
concentrado

H,SO, al 10-30%, 170-
190°C, relacion 1:1,6 sélido-
liquido. Acido peracético 21-
60%, sistema tipo silo.

Se requiere recuperacion del acido

asi como tiempo de residencia
mayores que en la hidrélisis con
acido diluido

Hidrdlisis alcalina

NaOH diluido, 24 h, 60°C

Remocion de lignina 24-55% para
madera dura con contenido inicial de
lignina del 20%, dificil remocion para
maderas blandas con contenidos de
lignina>26%. Hidrolisis de >50% de la
hemicelulosa.

Deslignificacién
oxidativa

Peroxidasa y H,0O, al 2%,
20°C, 8h.

Solubilizacion del 50% de la lignina y
de <casi la totalidad de Ila
hemicelulosa. Conversion durante la
hidrdlisis de celulosa: 95% (aserrin).

1.5 PRETRATAMIENTOS HIDROTERMICOS

Los beneficios de los métodos hidrotérmicos es el no uso de agentes quimicos

mas que el agua, con lo que se reducen los costos de recuperacion del residuo sélido y
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se obtienen tecnologias mas amigables con el ambiente [42]. Como resultado de los
pretratamientos, el sustrato es mas rico en celulosa, la cual permanece casi sin alteracion
fisica 0 quimica, debido a la remocion de componentes no celulésicos durante el proceso
[46]. El tratamiento con agua liquida caliente, es un método de pretratamiento
hidrotérmico usualmente aplicado a los residuos agricolas [47], que resulta en una mayor
recuperacion de azucares de hemicelulosa y baja produccién de inhibidores de la
fermentacion de los hidrolizados que en el pretratamiento de explosién de vapor. Las
condiciones tipicas de los pretratamientos con agua caliente incluyen temperaturas
alrededor de 200 °C por pocos minutos [48]. Los pretratamientos hidrotérmicos son
procedimientos que intentan modificar la estructura lignocelulésica mediante el uso de
agua sometida a altas temperaturas en un reactor cerrado. En un ambiente hidrotérmico
es frecuente que la presién enddgena sea suficiente para mantener el agua en fase
liguida. En tales condiciones, el agua actia de manera simultanea como disolvente,
catalizador y reactante [49]. Este método también logra el fraccionamiento selectivo de
cada uno de los tres componentes poliméricos que componen la biomasa lignocelulésica.
Por un lado, se obtiene una fraccién soluble en agua que contiene hemicelulosa, por otro,
una masa que contiene la lignina y la celulosa, de la cual la lignina se puede extraer con
sosa diluida o etanol, permaneciendo la celulosa en forma insoluble [50].

En el método de explosion de vapor se producen cambios fisicos y quimicos en el
material lignocelulésico. Los cambios fisicos son el incremento de la superficie especifica
y la reduccion del grado de polimerizacion de la celulosa debido a la desfibraciéon de las
particulas. Los cambios quimicos son la hidrélisis parcial y solubilizacion de la
hemicelulosa y la degradacion de la lignina en productos de bajo peso molecular [51]. En
la conversion de celulosa se presenta despolimerizacion por hidrélisis y se obtienen
oligosacaridos, los cuales presentan una condensacion retro-alddlica, para transformarse
en furfurales y acidos carboxilicos [50]. Los principales productos de la conversion
hidrotérmica subcritica de los carbohidratos presentes en la biomasa seran analogos a los
que presenta la celulosa. El efecto fisico-quimico del tratamiento hidrotérmico se puede
realizar afladiendo reactivos quimicos antes del proceso, los cuales incluyen H,SO,4, SO,
y NaOH [52]. La condicion hidrotérmica se favorece por el desprendimiento de dioxido de
carbono en estado supercritico, que incrementa la presion del sistema. El sustrato es
sometido a presiones mayores que las atmosféricas que van de 10 a 45 atm y a altas

temperaturas que oscilan entre 180-260 °C con un tiempo de contacto de 1 a varios
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minutos dependiendo del material con el que se trabaje. Después de finalizada la etapa
de contacto con el vapor a presion, el material se desfibra ampliamente [53].

Ballesteros; et al, 2002 [54], realizé pretratamientos hidrotérmicos a la pulpa de
oliva utilizando agua a temperaturas entre 200 y 250 °C, obteniendo un incremento en la
eficiencia de la hidrélisis enzimatica de las pulpas tratadas. La producciéon maxima de
etanol (11.9 g/L) se obtuvo después del pretratamiento de la pulpa a 210 °C, en un
procedimiento de sacarificacion y fermentacion simultdnea. Mosier; et al, 2005 [51],
estudio el efecto del pH y encontr6 que a valores mayores de 4, en pretratamiento con
agua caliente de rastrojo de maiz, se maximiza la solubilizacion de la fraccion de
hemicelulosa en forma de oligosacéaridos solubles y reduce al minimo la formacion de
azucares monomeéricos. En las condiciones oOptimas de pretratamiento, el 90% de la
celulosa se hidroliza enzimaticamente a glucosa cuando se usé celulasa. En otro estudio
posterior. Mosier; et al, 2005 [53], encontrd que el pretratamiento de la fibra de maiz con
agua caliente a 160 °C y un pH superior a 4,0 disolvié el 50% de la fibra en 20 min. El
pretratamiento también permitié la posterior hidrélisis enzimatica completa de los
polisacaridos restantes a monosacaridos. Los hidratos de carbono disueltos por el
pretratamiento fueron 80% oligosacaridos solubles y 20% de monosacaridos y solo un 1
% de los carbohidratos perdidos fue convertido en productos de degradacién. Zhang; et
al, 2010 [55], utilizé un proceso de pretratamiento de agua caliente con disolventes que
aceleran la velocidad de calentamietno del agua, se varié la temperatura del tratamiento y
el tiempo. El pretratamiento de 190 °C por méas de 10 minutos podia disolver la fraccion de
xilano de la lignocelulosa (planta “cola de gato”) como oligdbmeros solubles. Tanto el
rendimiento de la glucosa y xilosa, obtenidos de la catalisis pretratada, aumenté como
consecuencia del incremento de la temperatura del pretratamiento final, el tiempo de
tratamiento o la concentracion de la enzima. Cuando la lignocelulosa pretratada a 190 °C
durante 15 minutos, se hidroliz6 enzimaticamente, se obtuvo un alto rendimiento de
conversion de celulosa a glucosa (77,6%) en 48 horas, usando una carga de celulasas de

60 unidades de papel filtro (FPU/g de glucano).

1.6 HIDROLISIS DE CELULOSA Y HEMICELULOSA (SACARIFICACION)

Este proceso puede ser llevado a cabo quimicamente con &cidos (p.e. acido
sulfarico diluido) o enziméaticamente. La hidrélisis quimica implica la ruptura de la cadena

de celulosa y hemicelulosa en sus respectivos monémeros. La hidrélisis completa de
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celulosa resulta en glucosa, mientras que la hemicelulosa da lugar a varias pentosas y
hexosas [56]. Como se ha mencionado anteriormente, sin ningun pretratamiento, la
conversion de la celulosa nativa a azlcares es extremadamente baja porque la celulosa
esta protegida por la matriz de lignina y hemicelulosa en las macrofibrillas. Por lo tanto, el
pretratamiento de estos materiales es necesario para incrementar la accion de la hidrolisis

de celulosa a azlcares fermentables.

1.6.1 HIDROLISIS QUIMICA

La hidrdlisis quimica consiste en la exposicion de los materiales lignoceluldsicos a
una sustancia quimica por un periodo de tiempo determinado y a una temperatura
especifica, resultando en la obtencion de monosacéaridos a partir de los polisacaridos
(celulosa y hemicelulosa). Los &cidos son aplicados predominantemente en la hidrdlisis
quimica. La hidrdlisis acida puede ser dividida en dos grupos: (a) hidrdlisis de acido
concentrado y (b) acido diluido [32].

En la Figura 1.6, se aprecia la ruptura de las cadenas de celulosa y hemicelulosa a
sus monémeros. La hemicelulosa se desdobla en xilosa, manosa, glucosa, galactosa,
arabinosa, y pequefias cantidades de ramnosa, acido glucurénico, el &cido metil
glucurénico y acido galacturénico; altas concentraciones de acido producen compuestos
inhibitorios como furfural, hidroximetilfurfural (HMF), acido acético, formico y levulinico
[32]. La celulosa se desdobla en glucosa y los productos de degradacion que se generan
son HMF, &cido formico y levulinico. Durante la hidrélisis quimica se producen
compuestos extraibles, los cuales son compuestos de los materiales lignocelulésicos que
son solubles en disolventes organicos neutros o agua. Suelen representar una pequefia
fraccion (entre 1-5%) de los materiales lignocelulésicos, contienen un gran ndmero de
constituyentes tanto lipofilicos como hidrofilicos. Los extractos se pueden clasificar en
cuatro grupos: (a) terpenoides y esteroides, (b) grasas y ceras, (¢) los componentes

fendlicos y (d) los componentes inorganicos [32].
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Figura 1.6 Composicion de materiales lignocelulésicos y productos de la hidrélisis

quimica [32]

1.6.2 HIDROLISIS ENZIMATICA

La hidrélisis enzimatica se realiza en condiciones leves, con un pH de 4.5-5.0 y

temperatura 40-50 °C. Las ventajas que presenta con respecto a la hidrdlisis quimica, son

problemas de corrosion bajos y se tiene baja toxicidad de los hidrolizados. Por lo menos

tres grupos grandes de celulasas se encuentran involucrados en el proceso de la hidrolisis

enzimatica:

A) Endo-B-glucanasas 6 -1,4-D-glucan glucanohydrolasas, que rompen los enlaces b-

glucosidicos en forma aleatoria en el interior de las moléculas de celulosa, produciendo

nuevos sitios de ataque complementados por las exoglucanasas. Como resultado, hay

una rapida disminucién en el largo de las cadenas y un lento incremento en los grupos

reductores. El mejor sustrato para la medicion de la actividad de endoglucanasas es un

derivado soluble de celulosa conocido como carboximetilcelulosa (CMC).

B) Exo-B-glucanasas 6 B-1,4-D-glucan celobiohidrolasas, que atacan gradualmente las

moléculas de celulosa de los grupos terminales no reductores liberando subunidades
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de celobiosa. No son muy activas contra celulosa cristalina pero exhiben una accién
sinergistica altamente cooperativa en presencia de endoglucanasas.

C) B-glucosidasas o celobiasas, la que hidroliza celobiosa y celodextrinas de bajo peso
molecular (celotriosas y celotetrosas) en glucosa.

Zhang et al [55], emple6 un sistema de hidrélisis enzimética para mazorca de maiz
pretratada con amonio acuoso. Las enzimas utilizadas (B-glucosidasa, xilanasa y
pectinasa) se complementaron para hidrolizar la celobiosa (producto que inhibe a la
celulasa), hemicelulosa y pectina (el componente que cubre las superficies de fibra),
respectivamente. Se encontré que la B-glucosidasa (Novozym 188) de una carga de 1,45
mg/g glucano [30 unidades de celobiosa (UDC)/g glucano] fue suficiente para eliminar el
inhibidor de la celobiosa, y 2.9 mg/g glucano (60 CBU / g glucano) fue el limite de
saturacion. La utilizacién de xilanasas y pectinasas puede aumentar la conversién de la
celulosa y hemicelulosa de manera significativa. Los rendimientos de glucosa y xilosa
mejoraron con el incremento en la concentracién de las enzimas. Comparado con la
xilanasas, las pectinasas fueron mas eficaces para promover la hidrélisis de la celulosa y
hemicelulosa. La dosificacién de 0.12 mg de pectinasa/g glucano podria aumentar los

rendimientos de glucosay xilosa en un 7 %y 29 %, respectivamente.

1.7 BAGAZO DE Agave tequilana

El tequila es una bebida alcohdlica caracteristica de México. Su produccién
consiste en la cosecha del agave, separaciéon de las hojas de agave, coccion de las pifias
de agave, molienda y extraccién del jugo de agave, fermentacion del jugo y posterior
destilacion y el proceso de envejecimiento [57]. Una de las caracteristicas especificas de
la produccién del tequila 100% de agave es que las especies de Agave tequilana Weber
variedad azul son permitidas como Unica fuente de azucar [58].

Taxondémicamente, el Agave tequilana Weber, variedad azul, esta clasificado como
un miembro del grupo Rigidae dentro del género Agave de la familia Agavaceae. En la
Figura 1.6 se muestra una representacion esquematica del agave donde se observan los
diferentes componentes de la planta. La madurez fisioldgica de la planta se alcanza entre
7 y 10 afos, dependiendo de las condiciones del cultivo y después de la floracion éstas
envejecen y luego mueren. Normalmente, los agaves se cosechan entre los 6 y 10 afios o
justo antes de la floracién, cuando los azucares acumulados (fructanos) tienen una

concentracion maxima. Estos fructanos del agave consisten en una mezcla compleja de
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fructooligosacéridos que contienen principalmente enlaces p-2,1, pero ademas 3-2,6 y el
resto son ramificaciones [59,60]. Estos azucares son los utilizados en la produccion de
Tequila.

La industria tequilera en México, particularmente en el Estado de Jalisco, es de
suma importancia, ya que la creciente demanda del tequila a nivel mundial da lugar a la
produccion de millones de litros anuales de esta bebida. Sin embargo, aunado a este
proceso de produccion, se encuentra también la generacion de residuos, siendo el bagazo
de agave uno de los principales. Este desecho es el que queda después de calentar,
moler y extraer el jugo fermentable de la pifia del Agave tequilana [3]. Se ha reportado
que el 40% del peso total del agave consumido corresponde al bagazo [61], por lo que se
generan grandes volimenes de este desecho y su disposicion se ha vuelto un problema
ambiental y econdmico [4]. La generacién anual de bagazo en México es cerca de 1.05 x
10® kg, de los cuales solamente una pequefia porcién es usada para la preparaciéon de
composta y el resto es desechado.

El bagazo de agave tequilero estd compuesto de celulosa, hemicelulosa y lignina
principalmente, tal como se muestra en el Tabla 1.3. El bagazo esta constituido de
material organico no fibroso en forma de particulas finas (médula) que corresponden a la
corteza y envoltura fibrovascular dispersa en el interior de la pifia de la planta de agave y

por fibras de 10 a 12 cm de largo [62].

Tabla 1.3 Composicion quimica del bagazo de Agave tequilana [61].

Anilisis Valor
Humedad (%) 71
pH 5.4
Materia seca (%) 29
Cenizas (% Base seca) 8.8
Hemicelulosa (% Base seca) 12.1
Celulosa (% Base seca) 41.9
Lignina (% Base seca) 7.2

Se han efectuado investigaciones para evaluar la factibilidad del aprovechamiento
del bagazo de agave. Por ejemplo, la parte no fibrosa se ha usado para alimentar
rumiantes [35]. Y aunque los animales fueron capaces de digerir parte del bagazo, se
encontré que esta aplicacion se veia limitada por la lignina asociada a la fibra y al arreglo

cristalino de la celulosa. También se ha investigado el uso de bagazo de agave para
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hacer papel para lo cual emplearon técnicas de pulpeo mecanicas, quimicas y biolégicas
obteniéndose un papel con resistencia baja [64]. Otras aplicaciones que se han propuesto
es su uso para la obtencién de materiales de aglomerados, en la fabricacion de muebles,
como relleno de colchones, como substrato para cultivo de hongos comestibles, para
fabricar ladrillos y como composta [63].

ANATOMIA DEL AGAVE

COGOLLO
A o
MERISTENO

ESPINAS k I n
LATERALES - 4= (FUTURA PINA)

SISTEMA
REDICULAR \ CHIR:ION

RIZOMA

Figura 1.7 Anatomia del Agave [65].

Sin embargo, todavia no se cuenta con un proceso definitivo y econémicamente
atractivo para disponer de estos residuos, por lo que se siguen explorando otras opciones
como la bioconversion del bagazo por bacterias en productos de alto valor agregado o la
para la produccion de biocombustibles.

Saucedo; et al, 2010 [5], llevaron a cabo un proceso de hidrélisis quimica del
bagazo de Agave tequilana; la hidrélisis se llevd a cabo en dos etapas en serie en un
reactor Parr y las condiciones Optimas para cada una de ellas fueron las siguientes: 1)
151 °C, 2% de H,SO, y 10 minutos de reaccién con un rendimiento de 236 g/kg de
materia seca y una concentracion de azlcares fermentables de 26.9 g/l; 2) 175 °C, 2 % de
H,SO, y 30 minutos de reaccién con un rendimiento de 90 g/kg de materia seca y una
concentracion de azucares fermentables de 15 g/l. De manera global se obtuvo un
rendimiento de 326 g/kg de materia seca equivalente a un 48.1 % del valor tedrico.

Los mismos autores [5] realizaron un estudio donde sacarificaron el bagazo de
Agave tequilana a condiciones de 147 °C con 2% de acido sulfarico durante 15 minutos,

con un rendimiento de 25.8 g/l de azlcares fermentables. El material lignocelulésico
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restante fue ademas hidrolizado por enzimas comerciales, el 8.2 % del bagazo de Agave
tequilana se incub6 durante 72 horas a 40 °C, lo que representa 41 g/l de azulcares
fermentables. La levadura nativa Pichia caribbica UM-5 se utiliz6 para fermentar los
azlcares de los licores obtenidos después de los procesos de hidrolisis &cida y
enzimatica, obteniéndose rendimientos de etanol del 50 y 87 %, respectivamente. El
proceso de optimizacion final generé 8.99 g de etanol/50 g de bagazo de Agave tequilana,
que corresponde a un total de 56.75 % de etanol tedrico (p/p), considerando la cantidad
de polisacéridos (celulosa y hemicelulosa) presentes en el bagazo de Agave tequilana.
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CAPITULO 2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 MATERIA PRIMA

Las fibras de bagazo de A. tequilana fueron proporcionadas por la compafiia “Sol y
Agaves” de Arandas, Jalisco. Las fibras se obtuvieron separando la parte fibrosa y no
fibrosa del bagazo de agave usando un tamizador mecénico. Las fibras se molieron en un

molino de cuchillas marca Pagani usando una malla de 5 mm.

2.2 PRETRATAMIENTO CON AGUA CALIENTE

Se usé un reactor presurizado marca Parr, al que se aliment6 con 37.5 g de fibra
molida de bagazo de A. tequilana y se afiadid6 750 ml de agua destilada (relacién fibras:
agua 1:20). Posteriormente, se calentd el reactor a una velocidad de entre 29 y 3.4
°C/min hasta alcanzar las temperaturas de trabajo deseadas (150, 170, 190 y 210 °C). Se
realizaron dos pruebas: en la primera, el reactor se mantuvo durante 1 minuto cuando
éste alcanzé la temperatura de trabajo, se apago el calentamiento y el reactor fue enfriado
hasta que se alcanzé la temperatura de 40 °C; en la segunda prueba, al alcanzar la
temperatura de trabajo se mantuvo esta temperatura durante 60 minutos, para
posteriormente apagar el calentamiento y enfriar el reactor hasta la temperatura de 40 °C.
Posteriormente se filtr6 el producto obtenido y se lavé con 100 ml agua, para recuperar la
fraccion sélida y la fraccion liquida. La fraccion sélida se secé a 105 °C en una estufa de
conveccion hasta peso constante y la fraccion liquida se guardé en un refrigerador hasta

su caracterizacion.

2.3 PRETRATAMIENTO DE EXPLOSION DE VAPOR

Se utilizé una caldera marca Leon, la cual fue conectada a un reactor Parr al cual
se le suministr6 vapor de agua para realizar la prueba de explosién de vapor. El reactor
Parr fue cargado con 100 g de bagazo de Agave tequilana y fue herméticamente sellado,
se suministrd el vapor de agua hasta que se alcanzo la presion de trabajo (5 o 10 bar).
Una vez alcanzada la presion de trabajo, se dej6é por un lapso de 10 minutos y

subitamente la presion fue liberada y las fibras fueron colectadas en un recipiente
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conectado al reactor Parr. La fibra recolectada fue filtrada y lavada con agua para su

posterior caracterizacion e hidrolisis enzimatica.

2.4 CARACTERIZACION DE LA FRACCION SOLIDA OBTENIDA DESPUES DE LOS
PRETRATAMIENTOS

La fraccién sdlida, recuperada después de los pretratamientos, se caracterizé
mediante la determinacion de su composicion quimica (extraibles, lignina y holocelulosa),

analisis térmico y microscopia electrénica.

2.4.1 DETERMINACION DE EXTRAIBLES

Se determiné el contenido de extraibles de las fibras del bagazo A. tequilana,
después del pretratamiento con agua liquida caliente, segun las normas ANSI/ASTM
(American National Standard Institute/American Society for Testing Materials). El
procedimiento utilizado fue el siguiente: se prepararon 3 cartuchos de papel filtro y se
secaron en la estufa hasta peso constante, se llenaron con 1 g de fibras de bagazo
tratado o sin tratar y se extrajeron con una mezcla de benceno-etanol (Norma ASTM
D1107-84) en un equipo de extraccidn soxhlet. Posteriormente se drenaron los cartuchos
y se secaron durante 24 horas, se pesaron y se prepararon para la siguiente extraccion.
Los cartuchos secos se colocaron nuevamente al extractor soxhlet y se extrajeron con
etanol utilizando el mismo procedimiento. Las fibras de bagazo libre de extraibles se
retiraron del cartucho y se calentaron a reflujo con agua durante 3 horas (Norma ASTM
D1110-84). Se filtr6 el bagazo y la torta formada en los filtros, se lavé con 100 ml de agua
caliente y 50 ml de etanol. Se secaron los residuos en la estufa durante 24 horas y se
pesaron. El peso de extraibles en cada etapa se calcul6 mediante la siguiente ecuacion,

siendo A y B los pesos secos antes y después de la extraccion, respectivamente:

Extraibles=A —B
A
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2.4.2 DETERMINACION DE LIGNINA KLASON

El residuo insoluble que queda después de la digestion con &cido concentrado de
la muestra, se denomina Lignina Klason y su determinacion se realiza de acuerdo con la
norma ASTM D1106-84. El procedimiento usado es el siguiente: se colocaron 15 ml de
acido sulfarico al 72%, a una temperatura de 15 °C en un vaso de precipitado y se le
afadio las fibras libres de extraibles obtenidas del proceso anterior. El contenido se
homogeneiz6 unos minutos y se mantuvo con agitacion durante 2 horas en un bafio de
temperatura constante (18 °C). El contenido del vaso se vacio en un matraz balén con 560
ml de agua y se calent6 a ebullicion durante 4 horas. Se filtré el contenido del matraz y se
lavé con agua caliente hasta que el filtrado clarific6. Se dej6é secar durante 24 horas en

estufa a 100 °C y se peso.

2.4.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

Se utilizé6 un equipo marca JEOL modelo JSM-6360/LV. Se tomaron parte de las
fibras pretratadas y se dispersaron sobre cinta adhesiva de doble cara de carb6n pegadas
a un soporte metalico, el material se metalizé con oro durante 60 segundos para mejorar
el contraste. Las condiciones de observacion fueron las siguientes: se utilizé en detector
de electrones secundarios y se realizé barridos a las fibras con aumentos del orden de
200x (100 um) y 500x (50 pum).

2.4.4 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO

Se realiz6 el analisis termogravimétrico (TGV) de las fibras pretratadas en una
balanza termogravimétrica TGA 7 de la marca Perkin Elmer. Se pesaron 3 mg de muestra
y se realiz6 un barrido de temperatura de 50-700 °C, a una velocidad de calentamiento de
10 °C/min bajo atmosfera de N,. Se graficé el porcentaje de masa residual con respecto al

peso original contra la temperatura.

26



2.5 CARACTERIZACION FRACCION LIQUIDA OBTENIDA DESPUES DE LOS
PRETRATAMIENTOS

A la fraccién liquida, recuperada después del pretratamiento hidrotérmicos de las
fibras de bagazo, se le midi6 los grados Brix utilizando un refractometro Abbe, se midio el
pH de la fraccion liquida antes y después del pretratamiento utilizando un potenciometro y
se les determino los azucares totales y reductores.

2.5.1 MEDICION DE AZUCARES TOTALES

La determinacion de los azucares totales se determinaron de acuerdo al método
reportados por Dubois; et al, 1959 [66]. Se tomd 1 ml de muestra de la fraccion liquida
obtenida después del pretratamiento hidrotérmico de las fibras del bagazo de Agave
tequilana y se afor6 a 60 ml con agua destilada. Posteriormente de la diluciéon se tomo 1
ml y se le adicion6 1 ml de fenol y 5 ml de acido sulfarico. Su usé un bafio de agua fria
para mantener la temperatura constante a 8 °C por 15 minutos. Las muestras se
colocaron en un espectrofotbmetro marca JENWAY modelo 6405 UV-bis, se ley6 la
absorbancia a una longitud de 490 nm. La medicion se realiz6 por triplicado realizando el
mismo procedimiento y se corri6 un blanco con agua destilada. La obtencién de la
concentracion de azlcares se obtuvo de los valores de absorbancia medidos, utilizando
una curva de calibracién de absorbancia contra concentracion de glucosa previamente

obtenida.

2.5.2 MEDICION DE AZUCARES REDUCTORES

La determinacion de los azlcares reductores se determinaron de acuerdo al método
reportados por Lorenz [67].Se tomé 0.5 ml de muestra de la fraccion liquida obtenida del
después del pretratamiento hidrotérmico de las fibras del bagazo de Agave Tequilana, se
adicion6 1.5 ml de acido dinitrosalicilico (DNS). Las muestras fueron puestas a Bafio
Maria por 15 minutos. Al término de este tiempo fueron enfriados a temperatura ambiente
y se les adicion6 8 ml de agua destilada. Las muestras se colocaron en un
espectrofotobmetro marca JENWAY modelo 6405 UV-bis, se leyd la absorbancia a una
longitud de onda de 550 nm. La medicién de azlcares reductores se realizé por triplicado

y se corrié un blanco pero sin la adicibn de muestra. La obtencion de la concentracion de
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azUcares se obtuvo de los valores de absorbancia medidos, utilizando una curva de

calibracion de absorbancia contra concentracion de glucosa previamente obtenida.

2.6 SACARIFICACION DE LAS FIBRAS PRETRATADAS

Las fibras (fraccion soélida) obtenida después de los pretratamientos se
sacarificaron, rompimiento de los enlaces glicosidicos de los polisacaridos, mediante
hidrélisis acida o enzimatica, para recuperar los monosacéridos que conforman las

cadenas de celulosa y hemicelulosa.

2.6.1 HIDROLISIS ACIDA

Se peso 2 g de la fibra pretratada y se coloc6 en un matraz Erlenmeyer de 250 ml,
al cual se le afadid 25 ml de &cido sulfarico al 2 6 5 %. Se colocaron las muestras por
triplicado en una autoclave marca Felisa y se calentaron a una temperatura constante de
125 °C durante 20 o 40 minutos. Al término de la hidrdlisis, las fracciones liquida y sélida
fueron separadas mediante filtracion. A la fraccién liquida se le realizaron las pruebas de
azucares totales y reductores siguiendo los procedimientos reportados en las secciones

2.5.1y 2.5.2, respectivamente.

2.6.2 HIDROLISIS ENZIMATICA

Se pes6d 1 g en base seca de las fibras pretratadas a un minuto y una hora de
residencia del pretratamiento de agua caliente en matraces de 250 ml. Se agreg6 20 ml
de acetato de sodio 50 mM como solucion buffer (pH=5). Posteriormente, se afadi6 0.24
ml de la enzima celulasa de Thricoderma ressei y 0.53 ml de la enzima celobiasa de
Aspergillus nigger a cada muestra. Las muestras fueron incubadas a 40 °C a 100 rpm
durante 48 hrs. Al término de la hidrdlisis, las fracciones liquida y sélida fueron separadas
mediante filtracion. A la fraccién liquida se le realizaron las pruebas de azlcares totales y
reductores siguiendo los procedimientos reportados en las secciones 2.5.1 y 2.5.2,

respectivamente.

28



2.6.3 CUANTIFICACION DE AZUCARES POR HPLC

La cuantificaciébn de azUcares por cromatografia liquida, se realizé en un equipo
Perkin Elmer modelo Flexar de bomba binaria con detector de indice de refraccion. Se
utilizé una columna empacada ZORBAX Carbohydrates de 5 um con un flujo de 1.4
ml/min y una relacién de disolventes acetonitrilo: agua (80:20) a una temperatura de 25
°C. El volumen de inyeccion fue de 20 uL. Se toma 1 ml de muestra de los hidrolizados
acidos o enzimaticos de las fibras pretratadas y se afiade 1 ml de acetonitrilo grado
HPLC. La muestra se sonicé por 15 minutos para disolver sélidos presentes y
posteriormente se centrifugd a 5000 rpm por 15 minutos. Por ultimo, el liquido
sobrenadante fue filtrado y posteriormente alimentado al cromatégrafo para la
determinacion de los azlcares presentes a partir de los tiempos de retencién [68]. La
obtencion de la concentracion de azlcares se obtuvo de los valores de area medidos de
los picos del cromatograma obtenido, utilizando una curva de calibracion de area contra

concentracion de estandares de azlcares (glucosa, fructosa y sacarosa).
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CARACTERIZACION DE LA FRACCION SOLIDA OBTENIDA DESPUES DEL
TRATAMIENTO CON AGUA CALIENTE

3.1.1 COMPOSICION QUIMICA

En el Tabla 3.1, se muestra el efecto de la temperatura y del tiempo de residencia
del pretratamiento con agua caliente sobre la composicion quimica de la fibra de bagazo
de A. tequilana. Se observa que las fibras sin tratar presentan un alto contenido de
holocelulosa (60.7%) que corresponde a las fracciones de celulosa y hemicelulosa
presentes en las fibras, asi como un alto porcentaje de extraibles (25.1%). El alto
contenido de extraibles en agua (13.5 %) se podria deber a residuos de azlcares
provenientes de la inulina durante la coccion de la pifia fresca o de la degradacion de las
cadenas de polisacaridos, principalmente hemicelulosa, durante dicho proceso. Se ha
reportado que durante la coccidon de la pifia se hidrolizan los fructanos y se liberan los
carbohidratos fermentables. Sin embargo, esta hidrélisis no es completa y el jugo
generado de la coccién (miel cocida) contiene fructanos incompletamente hidrolizados,
parte de los cuales se quedan adheridos a la superficie de las fibras de bagazo [82]. El
alto contenido de extraibles con benceno-etanol es debido a la presencia de grasas,
ceras, resinas asi como productos de la degradacion de celulosa y hemicelulosa como
furfural, hidroximetilfurfural (HMF), etc. [32]

Se observo que las fibras pretratadas con 1 min de residencia a la temperatura de
pretratamiento pierden entre un 25 a 60 % en peso con respecto al peso original y que
esta pérdida de peso se incrementa al aumentar la temperatura del pretratamiento. Se
obtuvo una pérdida del 60% cuando se us6 una temperatura de 210 °C y 1 min de de
residencia. Un comportamiento similar se observé cuando se usé un tiempo de residencia
de 60 minutos en el pretratamiento, pero con mayor pérdida de peso (24 a 60%). Esta
pérdida de peso se puede atribuir a la solubilizacién de las fracciones de bajo peso
molecular presentes en la fibra de bagazo, a la ruptura y solubilizacion de la estructura de
la lignina, asi como a la ruptura hidrolitica de las cadenas de hemicelulosa y a la
degradacién de la las cadenas de celulosa en la fase amorfa de las fibras de celulosa. En
estos dos Ultimos casos, se generan oligosacaridos que se pueden solubilizar en la
fraccion liquida si son lo suficientemente pequefios o bien quedarse como residuos en las
fibras [69].
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Tabla 3.1 Composicion de la fraccion solida obtenida después del pretratamiento con

agua caliente de las fibras de A. tequilana(base 100 g de fibra)

Temperatura Composicion de la fraccion soélida residual
del Peso
pretratamiento| Residual = I
(°C) (9) Extraibles L Holo-
(9) Lignina celulosa
Benceno - @) @)
EtOH EtOH H,0 g g
SIT 100 11.5+0.62|0.4+0.2| 13.5+0.3 |13.7+0.87(60.9 +0.1.3
1 minuto de tiempo de residencia en el reactor a la temperatura del pretratamiento
150 75 72+1.2 |0.1+0.03|17.5+1.4]7.9+0.65 |42.6 +1.18
170 74 6.6+0.78| 00+0 | 20.0+2.1]0.5+0.56|40.8+1.25
190 57 41+13 | 00+0 |17.4+0.98|5.4+0.97 |30.8 + 1.33
210 51 32+045| 00+0 |18.8+1.2 |4.3+0.77 | 25.0 + 1.56

60 minutos de tiempo de

residencia en el reactor

temperatura del pretratamiento

150 76 7.3+0.43 [0.1+0.01[17.7 +2.45 [8.0 +0.86 [ 42.9 + 0.82
170 60 53+212| 0.0+0 |16.0+1.34 [6.0+0.92 [32.7 +4.76
190 52 36+079| 0.0+0 |15.7+1.58 [4.9+0.45 | 27.8 + 3.56
210 40 25+1.27 | 0.0+0. [14.7+1.11(3.3+0.74 [19.5 + 2.51

Este comportamiento se confirma con los cambios que se observan en la

composicion de la fraccion sélida recuperada, en la que se observa una disminucion en la

fracciones de extraibles con benceno-etanol, lignina y holocelulosa con un incremento de

la temperatura o del tiempo de residencia. En el caso de la holocelulosa, se observa una

disminucion gradual que va del 20 al 58 % en peso, con respecto a la holocelulosa de la

fibra no tratada, cuando el pretratamiento fue con 1 min de residencia y del 20 al 65% en

el caso del pretratamiento con residencia de 60 min. La presencia de oligosacéaridos en

las fibras después del pretratamiento, se comprueba con el alto contenido de extraibles

acuosos de las fibras pretratadas.

Se observaron cambios en la pérdida de peso en la fraccién holocelulésica, estos

cambios son mas notorios a temperaturas mayores de 170 °C donde la pérdida de masa
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es de casi del 50 % y la degradacién de holocelulosa también es notoria perdiéndose casi

60 % de esta fraccion.

3.1.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

En las Figuras 3.1y 3.2, se muestran las micrografias obtenidas por MEB de la fibra sin tratar y
las obtenidas con diferentes temperaturas y tiempos de residencia. Se observa que la fibra sin

tratar (Figura 3.1a y 3.2a), muestra una superficie lisa compuesta de lignina y hemicelulosa, las
cuales recubren las microfibras de celulosa y que las mantienen aglomeradas en una matriz de

lignina y hemicelulosa en forma de una fibra entera.
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Figura 3.1 Micrografia MEB (500x) de la fibra de bagazo de A. tequilana.
a) Sin tratamiento; después del pretratamiento con agua caliente con 1 minuto de residencia:
b) 150 °C c) 170 °C, d) 190 °Cy e) 210 °C

El tratamiento hidrotérmico modifica la superficie de las fibras mediante la remocion del material
aglomerante (lignina y hemicelulosa), apreciandose exposicion de las microfibras y nanofibras de
celulosa (Figura 3.1 b), se observa un aumento del area superficial de la fibra asi como de
porosidad, lo que hace mas accesible el atague quimico o enzimatico durante el proceso de
sacarificacion. Esta modificacion en la superficie de las fibras es mas notoria en la Figura 3.2 (b,
¢, d y e), donde se puede apreciar fibras expuestas, desgarramiento del material aglomerante,
mayor incremento de porosidad, incluso desprendimiento del material aglomerante, la liberacion
de las microfibras y nanofibras de celulosa, lo que nos indica que a mayor tiempo de residencia y

calentamiento las fibras sufren un cambio en su estructura superficial.
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Figura 3.2 Micrografia MEB (500x) de la fibra de A. tequilana con una hora de residencia
después de alcanzar la temperatura de trabajo. Sin tratamiento; después del
pretratamiento con agua caliente con 60 minutos de residencia: b) 150 °C, c) 170 °C, d)
190°Cy e) 210 °C

3.1.3 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO

Se realizé analisis termogravimétrico (TGA) a las fibras pretratadas, esta técnica
permite la observacion de la transformacion quimica de la materia orgénica, debido a la
descomposicion de sus componentes por efecto de la temperatura. En la Figura 3.3, se
muestran los termogramas de andlisis termogravimétrico y las curvas derivadas del
andlisis termogravimétrico (DTGA) de la celulosa obtenida de la fibra de agave (Figura

3.3a), de las fibras sin tratamiento (Figura 3.3b) y de las fibras pretratadas (Figura 3.3c a
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3.3f). La Figura 3.3 a) muestra la descomposicién de la celulosa que tiene una TDp a
390 °C, lo que indica que la celulosa esta dentro del rango de los componentes de alto
peso molecular de la fibra de agave.

Los termogramas de las fibras del bagazo de A. tequilana muestran una
descomposicion principal en el rango de 250 — 450 °C, con una pérdida de masa del 70
%, debido principalmente a la degradacion térmica de los componentes de las fibras de
bagazo de Agave tequilana. La degradacién térmica ocurre en dos etapas: En la primera
etapa se observa una degradacion de los componentes de bajo peso molecular asi como
de la hemicelulosa yen la segunda etapa ocurre la despolimerizacién de la celulosa por
ruptura de las unidades glucosidicas. La descomposicion a temperaturas mayores de 450
°C se atribuye a la degradacién de la lignina. Debido a que estas descomposiciones
térmicas se sobreponen, en las curvas de DTGA de las fibras sin pretratamiento (figura
3.3b) se aprecian dos temperaturas de descomposicion maxima (TDpa): una como un
pequefio hombro con maximo a 350 °C y otra en forma de un pico mas intenso a 410 °C.
Las fibras pretratadas con agua caliente a 150 °C muestran un comportamiento similar
(figuras 3.3c y 3.3d) a las fibras sin tratamiento indicando que a esta condiciones, la
fraccion de hemicelulosa se mantiene en la fibra. En los termogramas de las fibras
pretratadas con agua caliente a 210 °C (figuras 3.3e y 3.3f) se observa la desaparicién del
pico correspondiente a las hemicelulosas, indicando que a esta temperatura las cadenas
de hemicelulosa pueden ser hidrolizadas y extraidas durante pretratamiento hidrotérmico

con agua caliente [70, 71].
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Figura 3.3 Termogramas de TGA y DTGA de las de fibras de bagazo de Agave tequilana.
a) Celulosa b) Fibra sin tratamiento c) Pretratada a 150 °C/1 min
d) Pretratada a 150 °C/ 60 min, e) Pretratada a 210 °C/1 min, f) Pretratada a 210 °C/60

min

3.2 CARACTERIZACION DE LA FRACCION LIQUIDA OBTENIDA DESPUES DEL
PRETRATAMIENTO CON AGUA CALIENTE

En la tabla 3.2 se muestran los valores de pH, de azucares reductores y totales y
grados Brix de la fraccién liquida recuperada después de los pretratamientos
hidrotérmicos con agua caliente realizados a diferentes temperaturas y tiempos de
residencia. Se observa que el contenido de soélidos solubles, medidos como ° Brix de la

fraccion liquida se incrementa al aumentar la temperatura de pretratamiento con agua
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caliente, lo que estd acorde con la mayor pérdida de peso observado después del
pretratamiento. Como se ha indicado anteriormente, esto se debe tanto a la solubilizacién
de compuestos de bajo peso molecular como ala hidrélisis de las cadenas de

hemicelulosa.

Tabla 3.2 Azucares, solidos solubles y pH de la fraccion liquida obtenida después del

tratamiento con agua caliente de las fibras del bagazo de Agave tequilana

Temperatura del Solidos ., .
: Concentracion de azlcares
pretratamiento solubles
(°C) (° Brix) (mg/mi) pH
1 minuto de tiempo de residencia en el reactor a la temperatura del
pretratamiento
Totales Reductores
Sin tratamiento | - | - | e 6.92 + 0.15
Temp. 150 °C 1+0.13 1.97 + 0.56 0.35+0.23 6.17 + 1.15
Temp. 170 °C 1+0.22 2.47 + 0.66 0.43 +0.06 6.02 + 0.89
Temp. 190 °C 1.59+0.05 | 2.23+0.55 0.52 +0.33 5.31 +1.57
Temp. 210 °C 2+0.32 2.27+1.3 0.63 +0.08 5.12+0.76
Temperatura del
pretratamiento ° Brix AZUCARES (mg/ml)
(°C) pH
60 minutos de tiempo de residencia en el reactor temperatura del
pretratamiento
Totales Reductores
Sin tratamiento | @ - | - | meeeee- 6.92 + 0.15
Temp. 150 °C 062+034 | 381+156 | 433+1.12 3.70 + 0.46
Temp. 170°C 154+0.76 | 1259 +2.1 | 5.30+1.54 3.44 +0.34
Temp. 190 °C 122+11 | 844+174 | 3.46+0.76 3.17+0.23
Temp. 210°C 341+12 [ 367+089  315+1.34 2.95+0.76
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Con respecto a los azucares totales y reductores, se observa que se tiene un
méaximo de azlcares totales a una temperatura de 170 °C, mientras que los azlcares
reductores se incrementan al aumentar la temperatura de pretratamiento. Se observa que
se obtuvo una disminucion en los valores de pH, con respecto al pH inicial, obteniéndose
valores mas bajos al incrementar la temperatura y el tiempo de pretratamiento. El pH
disminuyé de 6.91 hasta valores cercanos a 5y de 3 al aplicar mas tiempo de residencia
cuando se usaron temperaturas arriba de 200 °C. Esta disminucion de pH puede deberse
a la generacion de furfural, hidroximetil furfural y acidos carboxilicos producto de la
degradacion de las pentosas y hexosas generadas principalmente a través de la ruptura
hidrolitica de las cadenas de hemicelulosa [60]. La degradacion de los azUcares es mas

notoria a temperaturas mas altas como se observa de los bajos valores de pH a 210 °C.
3.3 SACARIFICACION DE LAS FIBRAS PRETRATADAS CON AGUA CALIENTE

3.3.1 HIDROLISIS ACIDA

Las fibras pretratadas se sometieron a una hidrélisis acida usando acido sulfurico
diluido para determinar el efecto del pretratamiento sobre la sacarificacion. La
cuantificacion de los azlcares resultantes de la sacarificacion 4cida con concentraciones
de 2 y 5 % de H,SO, se realiz6 por medio de cromatografia de liquidos de alto
rendimiento (HPLC). En la Figura 3.4 se muestra un cromatograma tipico del producto de
la hidrdlisis acida (H,SO, al 2%, a 125 °C durante 20 min) de la fibra pretratada donde se
observa dos picos: el primero con tiempo de retencion (tr) cercano a 2 minutos
corresponde al agua y el segundo con tg = 3.8 min corresponde al monosacarido de
xilosa. Mediante esta técnica, solamente se observé la presencia de xilosa en todas las
muestras hidrolizadas quimicamente de las fibras pretratadas, lo cual sugiere que a la
temperatura usada en la hidrdlisis acida, solamente se hidroliza la fraccion hemicelulésica

presente en las fibras tratadas.
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Figura 3.4 Cromatograma de xilosa de la fibra pretratada 150 °C/1min e

En las Tablas 3.3 y 3.4 se muestran los resultados de la pérdida de peso después
de la hidrélisis acida de las fibras pretratadas y la cuantificacion de los azlcares
obtenidos. La pérdida de peso es mas notoria en las fibras que fueron pretratadas a bajas
temperaturas y con menor tiempo de residencia. Asi, se obtuvo una pérdida de peso del
37 % y del 11% para las fibras pretratadas a 150 y 210 °C, respectivamente. Este
comportamiento se debe a la menor cantidad de hemicelulosa presente en las muestras
pretratadas a altas temperaturas como se sefialdé en el analisis termogravimétrico de las
fibras pretratadas. Asi, las fibras pretratadas a 190 y 210 °C en los que los termogramas
de TGA no muestran la presencia de hemicelulosa, los porcentajes de pérdida de peso

fueron menores y los azucares no pudieron ser cuantificadas (NC) como se muestra en

las tablas 3.3y 3.4.

hidrolizada quimicamente al 2 %/ 20 min

Tabla 3.3 Cuantificacién de azlcares obtenidos por hidrélisis acida con H,SO,al 2 %

y a 125 °C de las fibras tratadas con agua caliente

Tiempo de hidrélisis

Pretratamiento
20 min. 40 min.
_ Peso Concentracion Peso Concentracion
Temperatura | Tiempo ] ) ] ]
, Perdido Xilosa Perdido Xilosa
(°C) (min)
(%) (mg/mli) (%) (mg/ml)
150 1 37.8 9.54 38.5 25.12
170 1 325 6.97 335 14.20
190 1 16.6 5.81 17.9 7.32
210 1 11.1 NC 12.1 NC
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Tiempo de hidrélisis
Pretratamiento
20 min. 40 min.
_ Peso Concentracion Peso Concentracion
Temperatura | Tiempo ] ] ) ]

, residual Xilosa residual Xilosa

(°C) (min)
(%) (mg/ml)) (%) (mg/mL)

150 60 36.3 10.09 39.55 15.37
170 60 19.2 6.52 28.15 9.46
190 60 14.55 NC 23.65 NC
210 60 11.95 NC 9.75 NC

Aungue un incremento en la concentracion de acido y del tiempo de hidrélisis resulta en

un incremento de la cantidad de xilosa obtenido, existe una limitante de las condiciones
del proceso de hidrélisis acida usado, que se ve reflejada en que solamente se obtuvo

xilosa y que las concentraciones de ésta no rebasan los 25 mg/ml. Se ha reportado que

se requieren temperaturas mas altas para la sacarificacion tanto de las cadenas de

hemicelulosa como de celulosa en medio acido [5].

Tabla 3.4 Cuantificacion de azucares obtenidos por hidrdlisis acida con H,SO,al 5 %

y a 125 °C de las fibras tratadas con agua caliente

Pretratamiento

Tiempo de hidrdlisis

20 min. 40 min.
_ Peso Concentracién Peso Concentracion
Temperatura | Tiempo ] ] ] )

_ Perdido Xilosa Perdido Xilosa

(°C) (min)
(%) (mg/ml)) (%) (mg/ml)

150 1 37.75 24.25 40.3 24.63
170 1 20.65 23.45 24.4 23.94
190 1 17.85 6.68 22 6.81
210 1 21.15 NC 24.9 NC
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Pretratamiento

Tiempo de hidrdlisis

20 min. 40 min.
, Peso Concentracion Peso Concentracion
Temperatura | Tiempo ] ] ) )

_ Perdido Xilosa Perdido Xilosa

(°C) (min)
(%) (mg/ml)) (%) (mg/ml)

150 60 36.25 23.45 40.25 24.81
170 60 20.15 22.62 34.9 22.91
190 60 155 NC 25.65 6.02
210 60 9.95 NC 10.55 NC

La mayor concentracion de xilosa se obtuvo con la fibra pretratada a 150 °C por 1
minuto de tiempo de residencia y con hidrdlisis 4cida al 2 % por 40 minutos, obteniéndose
una concentracioén de 25.12 mg de xilosa/ml de hidrolizado.

3.3.2 HIDROLISIS ENZIMATICA

En la Figura 3.5 se muestra el cromatograma del hidrolizado enziméatico de la fibra
pretratada a 210 °C y 60 minutos de tiempo de residencia. Se observa en el
cromatograma la presencia de dos picos: el primero con tiempo de retencién (tz) cercano
a 2 minutos corresponde al agua y el segundo con tg = 5.35 min correspondiente a la
glucosa. Mediante la técnica de HPLC solamente se observo la presencia de glucosa en
todas las muestras hidrolizadas enzimaticamente, esto es debido a que la mezcla de

enzimas utilizada es mas especifica para romper los enlaces glucosidicos presentes en la

celulosa y liberar las unidades de glucosa.
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Figura 3.5 Cromatograma de glucosa de la fibra pretratada a 210 °C/60 min e

hidrolizada enzimaticamente
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En la tabla 3.5 se muestran los resultados obtenidos en la hidrdlisis enzimética de
las fibras pretratadas. Se observa que la cantidad de peso perdido por las fibras
pretratadas después de la hidrélisis enzimética y la concentracion aumentan conforme la
temperatura a la que se trat6 la fibra usada fue pretratada a mayor temperatura. Asi, las
fibras pretratadas una temperatura de 150 °C y 1 minuto de tiempo de residencia tuvo un
3% de pérdida de peso después de la hidrélisis enzimatica y no se pudo detectar glucosa
en el hidrolizado enzimatico, mientras que las fibras pretratadas a temperaturas de 210 °C
y el mismo tiempo de residencia tuvieron una pérdida de peso del 46% y una
concentracion de glucosa de 13.18 g/ml de hidrolizado. El incremento del tiempo de
pretratamiento de la fibra también resulta en una mayor cantidad de glucosa, ya que se
obtuvo un concentracion de glucosa de 33.78 g/ml de hidrolizado cuando se usaron fibras
pretratadas a 210 °C y 60 minutos de tiempo de residencia. Este aumento en la
concentracion de glucosa de las fibras pretratadas a mayor temperatura y tiempo de
residencia, se debe a que existe una mayor area superficial y accesibilidad de la mezcla
de las enzimas celulasa y celobiosa hacia las cadenas de celulosa, para su funcion de

desdoblamiento unidades basicas de monosacaridos.

Tabla 3.5 Cuantificacion de azlcares obtenidos por hidrélisis enziméatica de las fibras

tratadas con agua caliente

Hidrdlisis enzimética
Fibras pretratadas con 1 min. de |Fibras pretratadas con 60 minutos de tiempo
tiempo de residencia de residencia
Fibras Rend.
pret. Peso Peso Concentracion| Peso Peso Concentracion | Teérico
Inicial | Perdido glucosa Inicial | Perdido glucosa de
(9) (%) (mg/ml) (9) (%) (mg/ml) etanol
(%)
150°Cc| 1 3.1 NC 1 11.3 NC NC
170°Cc| 1 16.6 2.22 1 47.9 16.16 44.92
190°C| 1 43.9 12.66 1 49.3 30.58 57.16
210°C| 1 46.7 13.18 1 41.1 33.78 59.99
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3.3.3 CALCULO DEL RENDIMIENTO TEORICO DE ETANOL

Para el célculo del rendimiento tedrico de produccién de etanol a partir de los
hidrolizados enzimaticos de las fibras de bagazo de agave pretratadas, se usaron las
siguientes consideraciones:

e Por cada gramo de glucosa se producen 0.51 g de etanol tedrico.

e La cantidad de material sacarificable presente en las fibras de bagazo de agave es
de 609 g/kg de fibra (60.9% de holocelulosa de acuerdo a la composicion quimica
de la fibra). Por lo que el rendimiento maximo de etanol por kg de fibra seria de
306 g.

e 1 g de glucosa/ml de hidrolizado enzimatico equivale a 10.18 g de celulosa/kg de
bagazo y a 3.32 g de etanol/ kg de fibra.

Los datos de rendimiento tedrico calculados se muestran en la tabla 3.5. Con base
a estos datos se obtuvo un rendimiento del 57 % de etanol tedrico (etanol obtenido con el
hidrolizado enzimatico con respecto del valor maximo de azlcares que se puede obtener
de las fibras) cuando se hidroliz6 enziméaticamente fibras pretratadas a 210 °C y 60
minutos de tiempo de residencia. Estos resultados son mayores que los reportados en la
literatura para fibras de bagazo pretratadas con medio acido. Saucedo, et al, [5], sacarifico
qguimicamente en dos etapas en serie: para la primera etapa usé una temperatura de 151
°C, 2 % de H,SO, y 10 minutos de reaccién con un rendimiento de azucares de 236 g/kg
de materia seca y una concentracion de 26.9 g/l; para la segunda etapa us6 una
temperatura de 175 °C, 2 % de H,SO, y 30 minutos de reaccién con un rendimiento de
azucares de 90 g/kg de materia seca y una concentracion de 15 g/l. De manera global se
obtuvo un rendimiento de 326 g de azlUcares/kg de materia seca equivalente a un 48.05 %
del valor tedrico.

Los resultados demuestran que el pretratamiento con agua caliente es una opcién

viable para lograr mayores rendimientos de azlUcares fermentables.

3.4 PRETRATAMIENTO POR EXPLOSION DE VAPOR

3.4.1 CARACTERIZACION DE LA FRACCION SOLIDA

En la tabla 3.6 se muestra la composicion quimica de las fibras pretratadas

mediante explosion de vapor. Se observa en la tabla, que hay una pérdida de peso, con

43



respecto a la fibra de tratamiento, del 8 y 10% cuando se usaron presiones de 10 y 15
bar, respectivamente. Del andlisis de la composicion de la fibra pretratada, se observa
gue no hay un efecto significativo del pretratamiento sobre el contenido de holocelulosa,
ya que se mantiene casi constante. El efecto mas notorio es la en el porcentaje de
extraibles con benceno-etanol y en el contenido de lignina, en los que se observa una
disminucion conforme se incremente la presion utilizada. Este comportamiento indican
que se el pretratamiento por explosion de vapor no solubiliza los oligosacaridos presentes
en la fibra ni tampoco degrada a los polisacaridos (celulosa y hemicelulosa).

Tabla 3.6 Composicion de la fraccion sélida obtenida después del pretratamiento de

explosién de vapor de las fibras de A. tequilana (base 100 g de fibra)

Composicion de la fraccion solida residual
Presion del R:seiéﬂal
pretratamiento ) Extraibles Liani Holo-
ignina
(9) celulosa
Benceno -
EtOH EtOH H,0 @) (@)
SIT 100 11.0 +0.86 0.4 +0.01[13.8 +0.89 [13.6+1.34| 61.1 + 1.32
10 bar 92 80+145| 01+0 [11.9+1.09[12.3+0.34]59.7 + 1.23
15 bar 90.0 7.9+21 [ 00+0 [13.0+1.14 |10.0+1.05] 3.1 + 0.81

3.4.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

En la Figura 3.6 se muestran las micrografias obtenidas por MEB de la fibras sin
tratar y las obtenidas después los pretratamientos de explosion de vapor a 5 bar y 10 bar
de presion (Figuras 3.6 b) y ¢). En estas se muestra a la fibra sin tratamiento (Figura 3.6
a) totalmente lisa, aglomerada y con poca area superficial accesible. El pretratamiento de
explosion de vapor no modifica la superficie de las fibras de manera significativa como se
aprecia en las Figuras 3.6 a) y 3.6 b), donde se observa que con respecto a la fibra sin
tratamiento no hay un cambio contrastante. A partir de tratar la muestra a 10 bar de
presion ya empieza a haber una apertura de la fibra pero todavia no es tan notorio, por lo
gue habria que realizar este pretratamiento a mas altas presiones con el fin de lograr una

mayor apertura la fibra y mayor area superficial para que posteriormente al llevar a cabo
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la hidrolisis quimica o0 enzimatica se puedan obtener mayores concentraciones de
azucares fermentables. La poca area superficial accesible que presentan las fibras
pretratadas redunda en las bajas concentraciones de azlcares que se obtuvieron al

realizar la hidrélisis enzimatica como se muestra en la Tabla 3.7.

Figura 3.6 Micrografias de MEB (250 x) de fibras tratadas por explosion de vapor

a) Fibra sin tratamiento b) Pretratada a 5 bar c) Pretratada a 10 bar

3.5 HIDROLISIS ENZIMATICA
Se realiz6 la hidrolisis enzimatica a las fibras pretratadas mediante explosion de
vapor y se cuantificaron los azucares por medio de la técnica colorimétrica de DNS. Los

azucares reductores resultantes del proceso de hidrélisis enzimatica de las fibras
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pretratadas por explosién de vapor (Tabla 3.5) arrojaron valores bajos con respecto a los
pretratados con agua caliente, esto es debido a que no hubo una apertura suficiente de la
fibra, el area superficial accesible es baja y por lo tanto, las enzimas utilizadas no
pudieron desdoblar en su totalidad la celulosa en glucosa. Habria que realizar el
pretratamiento de explosibn de vapor a mas altas presiones para lograr una mayor
apertura y area superficial de la fibra para asi obtener mejores concentraciones de

azUcares al momento de realizar la hidrdlisis enzimatica

Tabla 3.7 Cuantificacion de azlicares obtenidos mediante hidrélisis enzimatica de las

fibras tratadas por explosion de vapor posterior a hidrolisis enzimética

Fibras pret. —
. . i Rendimiento
Peso Inicial | Peso Final Azucares reductores tedrico de etanol
9) ) (mg/ml) (%)
10 bar 1 0.9012 5.13 16.22
15 bar 1 0.8870 6.74 20.95
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES

El pretratamiento hidrotérmico con agua caliente solubiliza componentes de bajo
peso molecular presentes en la fibra de bagazo de Agave tequilana y los oligosacéaridos
generados a través de la ruptura hidrélitica de las cadenas de hemicelulosa y de celulosa
esto se demuestra con los andlisis termogravimétricos (TGA) donde se observa que la
pérdida de estos componentes es mayor conforme la fibra fue pretratada a mas altas
temperaturas y mayores tiempos de residencia. La fraccion holocelulésica es la que
presenta mayor pérdida de sus componentes debido a que el pretratamiento solubiliza la
mayor parte de la hemicelulosa y también degrada azucares presentes en otros productos
como furfural, hidroximetilfurfural y acidos carboxilicos.

De acuerdo con la microscopia electrénica de barrido (MEB) se observa que el
pretratamiento de agua caliente logra exponer las fibras del bagazo del Agave tequilana
donde se aprecia mayor porosidad y fibras separadas, estos cambios son mas notorios a
temperaturas y tiempos de residencia mas altos.

La concentracién de azlcares reductores medidos por los métodos colorimétricos
de la fraccion liquida va incrementandose conforme se aumenta la temperatura del
pretratamiento de agua caliente y el tiempo de residencia.

La hidrélisis acida desdobla solo la parte hemicelulésica, lo que genera
monosacaridos como la xilosa; en este caso, hay un factor limitante en este proceso de
hidrélisis que se ve reflejado en las concentraciones obtenidas por HPLC en donde no se
pueden alcanzar concentraciones por encima de los 25 mg/ml; esto debido a que la
temperatura de hidrélisis acida es baja y se requiere temperaturas mayores de 125 °C
para llevar a cabo una hidrélisis completa. Las concentraciones de azucares obtenidos
con la hidrdlisis acida son mayores con fibras pretratadas a mas bajas temperaturas y con
menor tiempo de residencia dentro del reactor Parr. La maxima concentracion de xilosa se
presenta con la fibra pretratada a 150 °C por 1 min. de residencia con hidrélisis acida al 2
% a 40 minutos de reaccién con 25.12 mg/ml.

El complejo de enzimas utilizadas en la hidrdlisis enzimética son mas especificas
para desdoblar la fraccion celulésica en glucosa. Las mayores concentraciones de
azlUcares se obtienen a temperaturas mayores y con mayor tiempo de residencia esto
debido a que el &rea superficial accesible es mayor y que facilita la accesibilidad de las
enzimas utilizadas en el proceso de hidrdlisis. La mayor concentracion se obtiene a 210

°C/60 min de residencia con 33. 78 mg/ml.
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El pretratamiento de explosion de vapor presenta en su composicién quimica baja
pérdida de masa, se recupera el 90 % de la fibra. El pretratamiento no modifico de
manera significativa la fraccion holoceluldsica asi como la lignina y los extraibles, aunque
si hay una pérdida de lignina conforme la presion del pretratamiento fue mayor, pero en
un sentido practico este pretratamiento no afecta la estructura de la fibra del bagazo de
Agave tequilana. La microscopia Optica muestra que el area superficial accesible es casi
la misma con respecto a la fibra original.

La hidrdlisis enzimatica realizada a las fibras pretratadas con explosion de vapor
arroja concentraciones bajas con respecto a la concentracion de azucares hidrolizados
enzimaticamente de las fibras pretratadas con agua caliente, esto debido a la poca area
superficial accesible en las fibras por las presiones tan bajas utilizadas, dichos azUcares
fueron medidos colorimétricamente. Habria que utilizar temperaturas y presiones mas
altas para lograr una buena apertura de la fibra para su posterior hidrélisis acida o
enzimatica.

El rendimiento tedrico de etanol obtenido a partir de la maxima concentracién de
azucares (33.78 mg/ml) fue de 57 %. Con respecto a lo realizado por Saucedo L. et al.,
2010, donde se obtiene un rendimiento tedrico de etanol del 48.05 % sacarificando
quimicamente, el pretratamiento hidrotérmico de agua caliente es una opcion viable para

obtener mayores rendimientos de azlcares durante la sacarificacién enzimatica.
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RECOMENDACIONES

Con base a los resultados obtenidos en el presente trabajo se incluyen recomendaciones
que podrian mejorar y eficientar los procesos, tanto de los pretratamientos hidrotérmicos

como de sacarificacion y evaluacién de la composicion quimica de las fibras:

Habria que investigar técnicas para medir solamente la fraccion celulésica y

hemicelulésica para no englobarlas en una sola (holocelulosa).

Es recomendable evaluar la concentracion de los productos de degradacion como furfural,
hidroximetilfurfural y acidos carboxilicos, que aunque estan reportados en la literatura en

este trabajo no se evalu6 su concentracion.

Realizar la hidrélisis acida con H,SO, a temperaturas mayores de 125 °C y que oscilen
entre 150 — 200 °C, la limitante en este trabajo en las reacciones de hidrélisis quimica fue

la temperatura que no permitid que se realice una hidrélisis completa.

Hay que realizar pruebas para medir la cristalinidad de la celulosa conforme se aumenta
la temperatura y el tiempo de residencia de los pretratamientos, por ejemplo difraccion de

rayos X.

Al pretratamiento de explosidon de vapor es necesario realizar pruebas con presiones
mayores a 20 bar para lograr aperturar la fibra de buena forma. También es necesario
encontrar recipientes colectores que atrapen la mayor cantidad de sélido, por ejemplo, un

ciclon.

Realizar pruebas en serie de hidrdlisis &cida y enzimética con el fin de observar si se

obtienen mayores concentraciones de azlcares fermentables.
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