EFECTOS DEL PRETRATAMIENTO CON ACIDO DILUIDO E HIDROLISIS
ENZIMATICA DEL BAGAZO DE CANA PARA LA PRODUCCION DE GLUCOSA

JOSE FERNANDO CUADROS BOHORQUEZ
OSCAR JAVIER CELIS ARIZA

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE INGENIERIAS FISICOQUIMICAS
ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
BUCARAMANGA
2007



EFECTOS DEL PRETRATAMIENTO CON ACIDO DILUIDO E HIDROLISIS
ENZIMATICA DEL BAGAZO DE CANA PARA LA PRODUCCION DE GLUCOSA

JOSE FERNANDO CUADROS BOHORQUEZ
OSCAR JAVIER CELIS ARIZA

Trabajo de Grado para optar el titulo de

Ingeniero Quimico

Director:
RUBENS MACIEL FILHO
Ph.D Ingeniero quimico

Lector:
Viacheslav Kafarov
Ph.D Ingeniero quimico

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE INGENIERIAS FISICOQUIMICAS
ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
BUCARAMANGA
2007



DEDICATORIA

A Dios por ser la luz que guia mi camino, a mi madre por ser la fuente de
inspiracion hacia el éxito personal y profesional, por ser aquella persona que me
da la confianza y la tranquilidad en los momentos dificiles, aquella que a pesar de
la distancia siempre esta alli dandome una palabra de aliento para seguir siempre
adelante, por ella estoy aqui y en ella siempre me voy a inspirar para seguir

siempre adelante en este largo camino.

A mis hermanas Rosana y Tatiana, aquellas que a pesar de todas las dificultades

siempre estuvieron al lado mio y se que siempre lo estaran.

A mi tia Alba Luz quien es como mi segunda madre.

A mis abuelitas, Alicia y Lilia ellas son grandes personas por ellas hago parte de

una grandiosa familia, creo que la mejor del mundo.

A mis amigos con quienes vivi una gran etapa de mi vida y de quienes aprendi

muchas cosas.
A todas aquellas personas que siempre estuvieron a mi lado apoyandome y con

las cuales tuve la gran oportunidad de culminar esta etapa de mi vida con gran

éxito, a todos muchas gracias.

JOSE FERNANDO CUADROS BOHORQUEZ



Primero a Dios, quien fue mi luz en el sendero que cada dia ilumind mis pasos e
hizo que este suefio fuese realidad. A mis padres quienes me apoyaron con amor
y comprension, a mis hermanos Jinet, Sergio y Paulis que son motivo de

superacion.

A Danielita mi linda sobrina que hace de nuestras vidas felicidad. A mis tios y

primos que son motor de alegria y de esfuerzo.

A mis parceritos del alma; Nidis, Hector, Roby, Monica, Angélica, Kevin, Ramon,
Laura Garzon, Pio y Cordero quien con su amistad verdadera aportaron apoyo y
felicidad.

A Olga Lucia y Pablo Antonio, quienes siempre estan alli impulsando y dando un

aliento més de ilusiones.
Bueno a todos que estuvieron conmigo y los que no, en las buenas y en las malas

Que ahora no recuerdo...pero bien...los llevo en mi corazén y gracias ...muchas

gracias.....

OSCAR JAVIER CELIS ARIZA



AGRADECIMIENTOS

A Dios...

A nuestras familias... quienes fueron unos de los principales precursores de este
logro; gracias por el amor, apoyo, fuerza y comprensién brindados en este
proceso.

Al Prof. Dr. Rubéns Maciel Filho y a la Profa. Dra. Aline Carvalho da Costa por la
oportunidad de crecimiento personal e intelectual. Sus energias, disposicion,
entusiasmo, optimismo, dedicacién y productividad dejardn marcas imborrables en
nuestras vidas.

A los Ingenieros Quimicos Ph.D. Vyacheslav Kafarov y Alvaro Ramirez Garcia, por
su ayuda y absoluta confianza.

A Sarita Candida Rabelo quien guié y orientd nuestro trabajo; su experiencia,
ayuda y consejos fueron determinantes.

A nuestra “Alma Mater”, Universidad Industrial de Santander, que gracias a su
gran capacidad cientifica y académica tuvimos la oportunidad de acceder a una de
las mas interesantes experiencias académica.

A todos los colegas del laboratorio LDPS/LBP con los que compartimos dia a dia,
durante la permanencia en el Brasil.

A profesores y funcionarios de la UNICAMP y de la UIS que estuvieron con
nosotros en este tiempo, acompafandonos en este proceso de crecimiento
intelectual e integral.



1.1.1
1.1.2
1.1.3
1.2
1.2.1
1.2.1.1
1.3
1.3.1
1.4
1.4.1
1.4.1.1
1.4.1.2
1.4.1.3
1.41.4

TABLA DE CONTENIDO

Pag.
INTRODUCCION 1
GENERALIDADES. ... ..o, 4
ESTRUCTURA DE LA BIOMASA
LIGNOCELULOSICA......ooeeeeeeeeeeeee e 6
LA CelUloSa. .. 6

La Hemicelulosa. ..o T

La Lignina. ... 8

CANADE AZUCAR. ... ..o 9

Bagazode CaNa............ooieiiiiiiii e 10
Caracterizacion del Bagazo............cccuvviiiiiiiiiiiiie 10
PRETRATAMIENTO. ..o 14
Pretratamiento &cido............c.oooiiii i, 16
HIDROLISIS. ... 17
Hidrolisis ENzimatica............cooo i 18
Trichoderma ReeSei.......c.ouveiiiiii e, 21
Celulazas. ......o.oeii 21
Adsorcion de las Celulazas.............coooviiiiiiiiiiiie e, 21
SINEIGISIMO . ...t e 22

METODOLOGIA ADOPTADA PARA EL PRETRATAMIENTO
ACIDO, LA HIDROLISIS ENZIMATICA Y EL DISENO
EXPERIMENTAL. .. 24



PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.......oiiiiiiiiieeen 25

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS....................... 27
CONCLUSIONES....... e 34
BIBLIOGRAFIA. ...t 36

ANEXOS ... 39



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

10.

11.

LISTA DE FIGURAS

Estructuras de la unidad repetitiva de celulosa, Ila
anhidrocelubiosa. ..o,
Estructura de la pared de la celula de una planta......................
Macrofotografia de seccion de cafa...................coooviiiiiiinen.
Principales derivados del Bagazo...............ccccvviiiiiieiii,
Esquema del objetivo del pretratamiento sobre materiales
IGNOCEIUIOSICOS. ... v e
Representacion de la Hidrdlisis de un disacarido.............ccc.........
Diagrama de flujo del procedimiento experimental del
pretratamiento aCido............ooiiiiiii i
Hidrdlisis enzimatica del maximo del tercer planeamiento estrella
del acido FOSTOrICO.......oovi i
Hidrdlisis enzimatica del maximo del segundo planeamiento
estrella del acido Sulfurico ...
Hidrdlisis enzimatica del maximo del acido sulfurico cambiando la
actividad enzimatica............c.ooooiiiii i,
Hidrdlisis enzimatica del maximo del acido fosforico cambiando

la actividad enzimatica. ...

Pag.

16
18

26

29

31

32



Tabla 1.
Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

LISTA DE TABLAS

Composicion del bagazode cafa.............ccoveiiiiiiiiiiiiinnns

Datos maximos del tercer planeamiento estrella del acido
FOSTOMCO. ...

Datos maximos del segundo planeamiento estrella del acido
SUUNCO. . e
Datos del maximo del acido fosférico cambiando la actividad
ENZIMALICA. ...t
Datos del maximo del acido fosférico cambiando la actividad

BNZIMALICA. ..o oo

Pag.

29

31

32



Anexo A.

Anexo B.

Anexo C.

Anexo D.

Anexo E.

Anexo F.

Anexo G.

Anexo H.

Anexo I.

Anexo J.

LISTA DE ANEXOS

Planeamiento Factorial 23 para el acido Fosférico y Sulfurico
Preliminar de Pretratamiento acido e Hidrdlisis Enzimatica
Primer Planeamiento Experimental de Composicién Central
para el acido Fosforico

Primer Planeamiento Experimental de Composiciéon Central
del acido Sulfurico.

Segundo Planeamiento Experimental de Composicién Central
del acido Fosfarico.

Segundo Planeamiento Experimental de Composicién Central
del acido Sulfurico.

Tercer Planeamiento Experimental de Composicion Central
del acido Fosfdrico.

Procedimiento Experimental del pretratamiento acido.
Preparacion de los Reactivos y curva patrén del DNS

Manuales del Laboratorio

Pag.

40
43

48

54

60

66

72

78

82
86



RESUMEN

Titulo: EFECTOS DEL PRETRATAMIENTO CON ACIDO DILUIDO E HIDROLISIS
ENZIMATICA DEL BAGAZO DE CANA PARA LA PRODUCCION DE GLUCOSA'.

Autores: José Fernando Cuadros Bohérquez, Oscar Javier Celis Ariza".

Palabras Claves: Cafa de azucar, Bagazo de cafia, Pretratamiento acido, Hidrolisis

enzimatica, Glucosa.

En el presente trabajo, se estudié el efecto en la variacion de la concentracion de
acido diluido y el tiempo de reaccion en el pretratamiento del Bagazo de cafa para la
producciéon de glucosa por hidrdlisis enzimatica. Muestras fueron pretratadas con
concentraciones de acido Fosforico y acido Sulfurico que variaron entre 0.1-6% v/v y
0.1-3% v/v respectivamente, con tiempos de reaccion entre 30 y 120 min. La
determinacion cuantitativa de Glucosa se realizé por espectrofotometria usando el
método de glucosa GOD-PAD. El experimento involucré inicialmente un diseno
factorial 2° hasta un disefio de composicién central (Estrella). Los resultados
demostraron que los factores en estudio afectaron significativamente la cantidad de
glucosa producida. La concentracién de glucosa varié entre 0.051-0.593 mg/mL para
el acido Fosféricoy 0.113-0.768 mg/mL para el acido Sulfdrico. La mayor produccion
de glucosa (0.230 g) se obtuvo en la hidrdlisis con &cido sulfurico al 0.1% v/ivy 120

min. de tiempo de reaccion en el pretratamiento.

* Trabajo de Grado
Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Dir :Pr. Dr Rubens Maciel Filho



ABSTRACT

Title: EFFECT OF PRETREATMENT WITH DILUTED ACID AND ENZYMATIC
HYDROLYSIS OF SUGAR CANE BAGASSE FOR THE PRODUCTION OF
GLUCOSE ..

Authors: José Fernando Cuadros Bohérquez, Oscar Javier Celis Ariza”.

Keywords: Sugar cane, sugar cane bagasse, acid pretreatment, enzymatic hydrolysis,

Glucose.

In the present work, the effect in variation of the concentration of diluted acid, and
reaction time in the pretreatment of the cane Bagasse for the glucose production by
enzymatic hydrolysis, was studied. Several samples were pretreated with
concentrations of Phosphoric acid and sulfuric acid that varied between 0,1-6% (v/v)
and 0,1-3% (v/v) respectively, with reaction times between 30 and 120 min. The
quantitative determination of glucose was made by spectrophotometry through the
glucose method GOD-PAD. Initially, the experiment involved a factorial design 2° until
a design of central composition (Star). The results demonstrated that the factors in
study significantly affected the amount of glucose. The glucose concentration varied
from 0.051 to 0.593 mg/mL for phosphoric acid, and from 0.113 to 0.768 mg/mL for
sulfuric acid. The maximum glucose production (0,230 g) was obtained during
hydrolysis with sulfuric acid (0,1% v/v) and 120 min. of time reaction in the

pretreatment.

* Graduation Project
Physicochemical faculty. Chemical Engineering School. Director:Pr. Dr Rubens Maciel Filho



INTRODUCCION

Los usos de Biomasa para fines de generacion de energia son de gran interés
para el Brasil, especialmente en la direccion de una mayor aplicacién tecnoldgica;
este es el caso de la generacion de electricidad, la produccion de vapor y de

combustibles para el transporte.

El programa de alcohol en Brasil comenzdé en 1975 el cual se denomino
PROALCOHOL, teniendo como finalidad estimular la produccion de este, ademas
de la sustitucion a gran escala de los derivados del petroleo. De acuerdo con este
programa la produccién de alcohol oriundo de la cafia de azucar, de la yuca o de
cualquier otro insumo deberia ser incentivada por la expansion de la oferta de las
materias primas, con especial énfasis en el aumento de la produccién agricola, de
la modernizacion y ampliaciéon de las plantas de destilacién existentes y de la
instalacion de nuevas unidades productoras. La cafia de azucar tiene el mas alto
retorno para los agricultores por hectarea plantada®. La industria de la cafia en el
Brasil mantiene el mayor sistema de produccion de energia comercial de biomasa
en el mundo a través del etanol (substituyendo cerca del 40% de la gasolina) y del
uso casi total del bagazo (equivalente a 11 millones de ton) para produccion del
combustible. Después de mas de veinte afios de uso a gran escala del etanol
como combustible automotriz, el conocimiento adquirido sobre los impactos
ambientales, sociales y econdémicos permite analizar con cierta seguridad el ciclo
completo del mismo y su sustentabilidad. El Brasil produce cerca de 300 millones
de ton de cafia por afio; en los ultimos afos (25% de la produccion mundial) en 5
millones de hectareas, con concentracion en el sudeste y nordeste (~60% en S&o

Paulo). En el Brasil hay 50 mil productores de cafia y 308 unidades de

! PROALCOHOL. Programa Brasileiro de Alcohol [en lineal.

<http://www.biodieselbr.com/proalcool/pro-alcool.htm > [Enero de 2007].



procesamiento industrial, todas privadas, dando como resultado 17,7 millones de
toneladas de azucar (cerca de 50% para exportacion) y 15,5 millones de m® de

etanol por afio (2005)2,

En el afio 2001, el Congreso de la Republica de Colombia expidi6 la ley 693 que
dispuso el uso de etanol mezclado con la gasolina corriente a partir del mes de
septiembre del afio 2005. Actualmente en Colombia estan en marcha 5 proyectos
para la produccion de alcohol en las regiones del Valle del Cauca, Cauca y
Risaralda los cuales utilizan como materia prima la cana de azucar, y se
encuentran en estudio otros cinco proyectos tres de los cuales irian a utilizar esta
materia prima. Para satisfacer plenamente el alcohol necesario para mezclar con
la gasolina corriente, se estima que son necesarias entre diez y doce refinerias
para producir 2,5 millones de litros diarios, con capacidades variables entre 150 y
300 mil litros por dia de alcohol, una manera de aumentar la produccion de alcohol
en cada una de estas refinerias es la utilizacion del bagazo de cafia mediante la
aplicacién de tecnologias como la hidrdlisis enzimatica, lo cual vendria a reducir
los costos de produccion ya que se tendria una mayor cantidad de alcohol por

planta sin aumentar el area sembrada,s.

Por varias décadas la hidrdlisis del material lignoceluldsico y la fermentacion de
los azucares para producir etanol competitivamente han sido un gran desafio. Las
rutas mas conocidas son la hidrolisis acida y la enzimatica. El proceso usando
catalisis por acido ya fue practicado desde la segunda guerra mundial; procesos
catalizados por acido diluido son aun hoy usados en la antigua Union Soviética
para producir etanol asi como furfural, pero las bajas tasas de conversion de la

celulosa y hemicelulosa (50-60% del tedrico) los inhabilitan econémicamente. El

2 CARVALHO, Isaias. Estado da arte e tendéncias tecnolégicas para energia [en
linea].<http://www.finep.gov.br/fundos_setoriais/ct_energ/documentos/ct-energ03estado_arte.pdf >
gcitado en enero de 2003]

FEDERACION NACIONAL DE COMBUSTIBLES. ABC de los alcoholes carburantes [en linea].
<http://www.minminas.gov.co/minminas/sectores.nsf/ >[Enero de 2007].
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uso de acidos concentrados trae la conversion para valores adecuados, pero el
costo de recuperaciéon de los mismos es muy alto. Procesos catalizados por
enzimas son objeto de mayor parte de los estudios hoy en el mundo, en principio
por ofrecer mayor potencial de reduccidon de costos a medio y largo plazo y por
ofrecer menor potencial de dafio ambiental. Hay varias opciones de procesos en

estudio hoy en dia, pero ninguno realmente comercial.*

En base a las premisas anteriores se desarrollé6 un estudio para el manejo del
material lignocelulésico de Bagazo de cafia de la planta S&o Luis del Estado de
Sdo Paulo, mediante un pre-tratamiento con acido diluido para una posterior
hidrdlisis enzimatica como fundamento de estudios posteriores del departamento
de Procesos Quimicos de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad
Estatal de Campinas- Brasil. Esta propuesta fué planteada con el fin de determinar
los efectos que tiene la concentracion del acido y el tiempo de reaccion del pre-
tratamiento en la hidrolisis enzimatica para dos tipos de acidos utilizados,

mediante un planeamiento estadistico no factorial de punto central (Estrella).

* Op. cit. CARVALHO, Isaias. 2003.



1. GENERALIDADES

Actualmente la principal materia prima usada para la producciéon de etanol es la
sacarosa de la cafa de azucar. Muchas investigaciones se han venido realizando
para viabilizar el uso del material lignocelulésico hidrolizado como materia prima,
con el objetivo de bajar los costos de produccidn y aumentar la cantidad de etanol
utilizando la menor area plantada. Considerando la gran disponibilidad de esta
materia prima en el Brasil (Bagazo de cana, selvas de eucalipto, etc), a costos
mucho mas bajos comparados con otros paises, hace de esta una gran opcidn

para obtener buenos resultados.

Los azucares resultantes de la hidrélisis del material lignocelulésico (hexosas y
pentosas), pueden ser considerados como materia prima no solo para la
produccion de etanol sino también para la produccion de otros bioproductos de
alto valor agregado. Una de las opciones atrayentes en el Brasil es usar el bagazo
de cana como materia prima para la produccién de etanol. El uso del bagazo

presenta una serie de ventajas:

El bagazo ya viene procesado de las moliendas.

Esta disponible en grandes cantidades.

Tiene un bajo costo.

Esta listo para el uso local evitando el aumento en el costo debido al transporte.

Actualmente el bagazo es usado en las plantas para la generacion de vapor y
energia eléctrica, con un excedente que gira en torno al 10%, lo que aun asi
corresponde aproximadamente a 4,75 millones de toneladas de material
lignoceluldsico seco. La cantidad de materia prima que sobra es poca porque no

hay motivos para un mejor aprovechamiento de energia. Con el uso creciente de

4



maquinaria automatizada, el follaje o paja de cana que antes era quemada durante
la colecta, podra ser aprovechada para generar energia en lugar del bagazo de
cafa o como materia prima para la hidrolisis. En el caso del uso de la paja para la
generacion de energia, considerandose que la cantidad de follaje o paja equivale
aproximadamente a la misma cantidad de bagazo y que 50% de esa paja pueda
ser aprovechada, se puede disponer asi de una mayor cantidad de bagazo para la
hidrolisis. Otra opcion para aumentar la disponibilidad de bagazo es la
implantacion de tecnologia para la optimizacién energética de las plantas. Un
proceso ya fue planteado en el Brasil y en otros paises para la produccion de
etanol a partir de la hidrélisis acida del bagazo de cafa de azucar. La tecnologia
DHR (Denini Hidrolise Rapida), esta siendo desarrollada por la Denini S.A,
industrias de base en conjunto con Copersucar, a través de un acuerdo de
investigacion con la FAPESP, (Fundacdo de amparo a pesquisa do estado de

Sao Paulo).

Sin embargo, a pesar que la hidrdlisis acida de la biomasa es eficiente y
relativamente barata, genera residuos poluentes y productos que inhiben la
fermentacion posterior. Por ello, la sacarificacion enzimatica ha sido objeto de la
mayor parte de los estudios hoy en el mundo. El proceso enzimatico ofrece un
potencial de reduccién de costos a largo plazo pues es posible alcanzar
rendimientos proximos de los estequiométricos en condiciones menos criticas de
temperatura, presion y agresividad quimica, siendo asi menos poluente. Sin
embargo en el estado de desarrollo actual, este proceso no es econdmicamente

viable.

El mayor problema con esta opcion es el costo de las enzimas usadas, las
celulazas. Los programas de investigacion en los Estados Unidos proponen
reducir substancialmente el costo de las enzimas, sin embargo, en el futuro el
mayor costo estara representado por la biomasa. En este punto Brasil posee una

ventaja extraordinaria debido no solo a la gran disponibilidad de materia prima,



sino también a la posibilidad de la integracién de las plantas de azucar con las
destilerias, usando una infraestructura ya existente. La gran dificultad de introducir
procesos hidroliticos en los EUA y Europa es el alto costo de la materia prima, lo
que los forza a investigar la fermentacion simultdnea de las pentosas y la

recuperacion del sub-producto para tornar el proceso viable.®

1.1 ESTRUCTURA DE LA BIOMASA LIGNOCELULOSICA®

La biomasa lignoceluldésica esta compuesta de polimeros de carbohidratos
(celulosa y hemicelulosa), lignina y una parte mas pequena restante (extractivos,
acidos, sales y minerales). La celulosa y la hemicelulosa, los cuales comprenden
generalmente dos terceras partes de la biomasa seca son polisacaridos que
pueden ser hidrolizados a azucares y eventualmente fermentados a etanol. La

lignina no puede ser usada para la produccion de etanol.

1.1.1 La Celulosa. (40- 60% de la biomasa seca), es un polimero lineal de
celubiosa (dimero glucosa- glucosa), (Figura. 1), cuyos mondémeros estan unidos
por enlaces [(-1,4-glucosidicos para formar materiales altamente cristalinos que
resisten la hidrolisis enzimatica. La orientacion de los enlaces y uniones
adicionales de hidrogeno hacen el polimero rigido y dificil de romper. En la
hidrdlisis el polisacarido es quebrado a moléculas de azucar libres mediante la
adicion de agua, este procedimiento es llamado sacarificacion. El producto,
glucosa, es un azucar de seis carbonos o hexosa. La relacion entre las
caracteristicas estructurales de la celulosa y el ritmo de la hidrdlisis enzimatica ha
sido sometida a extensivos estudios, pero desafortunadamente aun no han sido

completamente entendidos. Las caracteristicas estructurales de la celulosa que

°® ENTREVISTA con Aline Carvalho da Costa, Profesora del Departamento de Procesos Quimicos
de la Facultad de Ingenieria Quimica de Universidad Estadual de Campinas. Campinas (SP),
Septiembre de 2006.

® HAMELINCK, Carlo. Ethanol from lignocellulosic biomass: techno- economic performance in
short-, middle- and long-term. En: Biomass and Bioenergy. No. 28 (Dic, 2004); p. 384- 410
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comunmente se tienen en cuenta como factores que afectan la velocidad de la
hidrolisis enzimatica son: El indice de cristalinidad, el grado de polimerizacion y el

area accesible.”

Figura 1. Estructura de la unidad repetitiva de celulosa, la anhidrocelubiosa.

HO HO
OH
HO HO
HO Q OH 0 o
Ls) 0 L
0 0
HO OH OH
HO HO
Final no reductor Final reductor
- dn
< | 4
1.04 nm

Fuente: ZHANG, Yi- Heng. Toward an aggregated understanding of enzymatic hydrolysis of
cellulose: Noncomplexed cellulase systems. En: Biotechnology and Bioengineering. No. 88 (Nov.,
2004); p. 797- 824

1.1.2 La Hemicelulosa. (20-40% de la biomasa seca), la cual sirve de union
entre la lignina y la celulosa, consiste de cadenas cortas altamente ramificadas de
varios azucares: principalmente xilosa y arabinosa (cinco carbones), galactosa,
glucosa y manosa (todas de seis carbones). Esta también contiene pequefias
cantidades de no azucares tales como grupos acetil. La hemicelulosa debido a

sus ramificaciones y naturaleza amorfa es relativamente facil de hidrolizar.

" ZHANG, Yi- Heng. Toward an aggregated understanding of enzymatic hydrolysis of cellulose:
Noncomplexed cellulase systems. En: Biotechnology and Bioengineering. No. 88 (Nov., 2004); p.
797- 824



1.1.3 La Lignina. (10- 25% de biomasa seca), un polimero tridimensional de
fenilpropileno, altamente entre cruzado, tiene un alto peso molecular y es amorfo,
esta presente en toda la biomasa lignoceluldsica. Es una sustancia polifendlica (no
carbohidrato), que se incrusta en las paredes de las células manteniéndolas
juntas. Por lo tanto, cualquier proceso de produccion de etanol tendra lignina como
residuo la cual se degrada mediante pocos organismos a productos de alto valor
como acidos organicos y fenoles. Su naturaleza hidrofébica resiste el ataque
quimico y microbiano. La combinacién de hemicelulosa y lignina proporciona una
capa protectora alrededor de la celulosa, la cual debe ser modificada o removida
antes de que se lleve a cabo un proceso de hidrdlisis eficiente, ademas la
estructura cristalina de la celulosa hace que esta sea altamente insoluble y
resistente al ataque. Por lo tanto, para hidrolizar econdmicamente la hemicelulosa

o la celulosa, se deben desarrollar tecnologias de pretratamiento mas avanzadas.

La pared de la célula de un material lignocelulésico consiste de una pared primaria
y una secundaria. La Figura 2 muestra la estructura esquematica de la pared de la
célula de una planta. La primera pared esta compuesta principalmente de
hemicelulosa y pectina. La segunda pared contiene tres capas (S1, S2, y S3),
siendo S2 la mas gruesa. Todas las capas de la segunda pared estan compuestas
de largas fibras de material llamadas micro fibrillas las cuales estdn compuestas
de cuatro arreglos 4x4 de fibrillas elementales embebidas en una matriz de
hemicelulosa. Las fibrillas elementales estan compuestas de celulosa pura la cual
es altamente cristalina y soporta la estructura de la planta. Las fibrillas elementales
y la matriz de hemicelulosa se mantiene juntas por medio de la lignina. La
estructura de una micro fibrilla es analoga a aquella de un pilar de concreto en la
cual las fibrillas elementales se parecen a las barras de metal y la lignina y la

hemicelulosa se asemejan al cemento.



Figura 2. Estructura de la pared de la célula de una planta.
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Fuente: CHANG, Shushien. Lime pretreatment of lignocellulosic biomass: Biomass conversion
processes. College Station (TX), 1999, 290 p. Tesis de grado (Doctor of philosophy in Chemical
Engineering). Texas A&M University. Departamento de Ingenieria Quimica. Disponible en el
catalogo en linea de la biblioteca de la Universidad Estadual de Campinas: <
http://proquest.umi.com/pgdweb >

1.2 CANA DE AZUCAR

La cana de azucar es una hierba gigante que pertenece a la familia GRAMINEAE,
de la clase de las monocotileddneas y al genero Saccharum: “azucar, sustancia
dulce, sabor de sacarina”. Las canas llamadas nobles o nativas, que eran todas
las cafias cultivadas en las regiones tropicales y semitropicales del mundo, hasta

la introduccion de las variedades nacidas de semillas, pertenecen todas a la



misma especie: Saccharum officinarum. Las amplias variaciones en el tamanio, el
color y el aspecto son resultado de las diversas condiciones del terreno, del clima,
de los métodos de cultivo y de la seleccion local. La gran extension del territorio
brasilero, asi como el cultivo de mas de cuatro millones de hectareas distribuidos
por todos los estados de la federacion posibilitan que la cafia de azucar crezca
sobre los mas variados tipos de suelos, siendo el estado de Sao Paulo,
responsable por cerca de 60% de la produccidon nacional. Otros estados donde
se cultiva la cana de azucar son: Los estados de Pernambuco, Alagoas y el estado
de Rio de Janeiro, y otros estados donde se da una menor produccion son: Santa
Catarina, Bahia, Sergipe, Paraiba y Rio Grande del Norte, el planalto central

brasilero, Amazonas y Para.?

1.2.1 Bagazo de Cafa. El bagazo es el residuo fibroso del tallo de cafia que
queda después de triturar y extraer el jugo. Consiste de fibras, agua y cantidades
relativamente pequefias de solidos solubles — principalmente azucar. Su
composicion varia segun la variedad de cafa, su madurez, el método de cosecha
y finalmente la eficiencia de la fabrica moledora. La tabla 1 indica la composicidon

promedio que se puede esperar para el bagazo entero.

1.2.1.1 Caracterizacién del Bagazo.? La fibra de bagazo es por definicién aquel
componente que es insoluble en agua. Consiste principalmente de celulosa, de
pentosanos y de lignina. La celulosa es un polisacarido que tiene la formula
general (C sH 10 O 5), Yy es el componente principal del tejido vegetal, el cual rara
vez ocurre en la naturaleza en estado puro y en general esta intimamente

entremezclada con lignina, pentosanos, gomas, taninos , grasas, materias

® BICUDO PARANHOS, Sérgio. Cana de acucar cultivo e utilizagdo: botanica da cana de agucar.
Campinas (SP): Fundagéao Cargill, 1987. 431p.

® PATURAU, Maurice. El uso del bagazo como materia prima industrial para la obtenciéon de
derivados y generacion de energia. En: Seminario Internacional Sobre Derivados de la Cafia de
Azucar. (1: 1988: Cuba). Memorias del Seminario Internacional Sobre Derivados de la Cafa de
Azucar. Cuba: publicacién del grupo de paises latinoamericanos y del caribe, 1988. p. 369- 411.
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colorantes, etc. La celulosa de bagazo tiene probablemente una cadena de

polimeros de 2000 a 3000 unidades de glucosa.
Los pentosanos son una forma de hemicelulosa que mediante hidrélisis se obtiene

xilosa, arabinosa y acido urdnico. Bajo el efecto de acido hidroclérico hirviendo los

pentosanos se convierten en furfural.

Tabla 1. Composicién de bagazo de cafia

A. Analisis Fisico (alasalida del ingenio).

Humedad 50%
Fibra 48%
Sélidos Solubles 2%
TOTAL 100%
B. Analisis Quimico (en base seca).

Celulosa 45%
Pentosanos 26%
Lignina 21%
Ceniza 3%
Otras sustancias organicas 5%
TOTAL 100%
C. Andlisis Final (a la salida del ingenio).

Carbono 23%
Hidrogeno 3%
Oxigeno 23%
Ceniza 2%
Humedad 49%
TOTAL 100%
D. Analisis Fisico Fibroso (en base seca).

Fibras verdaderas 55%
Pared celular 20%
Médula 20%
Otros no fibrosos 5%
TOTAL 100%

Fuente: PATURAU, Maurice. El uso del bagazo como materia prima industrial para la obtencién de derivados
y generacion de energia. En: Seminario Internacional Sobre Derivados de la Cafa de Azucar. (1: 1988: Cuba).
Memorias del Seminario Internacional Sobre Derivados de la Cafia de Azucar. Cuba: publicacion del grupo de
paises latinoamericanos y del caribe, 1988. p. 369- 411.
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Figura 3. Macrofotografia de seccion de cafia.

Un haz vascular escala w 220 Doz haces vasculares escala x 220
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Fuente: SUBPRODUCTOS Y DERIVADOS DE LA AGROINDUSTRIA AZUCARERA. (1: 1988:
Cuba). Seminario Internacional Sobre Derivados de la Cafia de Azucar. México D.F: Grupo de
Paises Latinoamericanos y del Caribe Exportadores de Azucar, 1988. 468p.

C,H,0, > C,H,,0, »>C.H,0,

Pentosano Pentosa Furfural
Estructuralmente, el tallo de cafia consiste de varios tipos de tejido de fibra. Los
dos tipos mas importantes de residuo fibroso que se encuentran en el bagazo

son, (Figura 3):

e Las células cilindricas firmes, de pared dura, de la corteza vy los tejidos

vasculares o fibra auténtica.

e Las células parenquimatosas suaves, de pared delgada y forma irregular del
tejido interior del tallo o médula.

12



La fibra auténtica y la médula tienen casi la misma composicién quimica, pero su
estructura difiere considerablemente. El bagazo puede transformarse en un buen
numero de productos finales, como se indica en la Figura 4. También se obtiene
cierto numero de productos finales mediante hidrdlisis y mediante conversion

microbial del bagazo.

Figura 4. Principales derivados del bagazo

Pulpa para Pulpa Pulpa Pulpa Quimico- Pulpa Productos
disolver Quimica Semiquimica Mecanica Mecanica Fibrosos
[ [ [ I | I

| Forraje para animales Fibra
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e Tierras Médula |‘| Bagazo H CombustlbIeH Electricidad |

| Camas p/ aves |

Hidrélisis e Conversion | Carbonizacion | | Hidrogasificacion | Otras
Hidrogenizado microbial T Transformaciones
- Amoniaco
- Furfural - Lignina
- Metano - Metanol

- Alcohol Furfurilo . .
-Diacetil

) . - Alcohol etilico
- Resinas Furanicas

- Alcohol tetrahidrofurfurilo

- Acido acético

Fuente: PATURAU, Maurice. El uso del bagazo como materia prima industrial para la obtencion de
derivados y generacion de energia. En: Seminario Internacional Sobre Derivados de la Cafia de
Azucar. (1: 1988: Cuba). Memorias del Seminario Internacional Sobre Derivados de la Cafia de
Azucar. Cuba: publicacién del grupo de paises latinoamericanos y del caribe, 1988. p. 369- 411.

A continuacion se enunciaran los productos finales de mayor importancia tanto de

la hidrélisis como del pretratamiento y sus posibles usos:

e Furfural EI furfural se produce a partir de diversos materiales vegetales que

contienen pentosanos- en el caso del bagazo mas del 90% es xilano-.
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Mediante hidrdlisis acida del xilano se obtiene xilosa que posteriormente pierde
tres moléculas de agua para formar furfural. El furfural se utiliza principalmente
como un solvente en la produccion de aceite lubricante y también como

intermediario en la produccion de resina para fundicion.

e Xilitol El bagazo contiene pentosanos que estan principalmente compuestos
de xilano y araban. El xilitol se obtiene mediante la hidrogenacién a alta
presion de la xilosa. La transformacién de xilano en xilosa vy xilitol puede

indicarse esquematicamente mediante la siguiente férmula:

+nH >, O +nH>
C5H804 - (C5H1005)n - (C5H1205)n

Xilano Xilosa Xilitol

El xilitol es un alcohol dulce que se cristaliza muy faciimente y de esta forma

puede ser facilmente purificado.
1.3 PRETRATAMIENTO™

El pretratamiento es una importante herramienta en los procesos de conversion de
celulosa, el cual se requiere para alterar la estructura de la biomasa celuldsica
para asi hacer la celulosa mas accesible a las enzimas que convierten los
polimeros de carbohidrato en azucares fermentables como se representa en el
esquema de la Figura 5. El objetivo es romper la capa de lignina y hemicelulosa
ademas de destruir la estructura cristalina de la celulosa. El pretratamiento se ha
caracterizado por ser unos de los pasos de proceso mas costosos en la

conversion de azucares de biomasa a azucares fermentables.

' MOSIER, Nathan. Features of promising technologies for pretreatment of lignocellulosic biomass.
En: Bioresourse Technology. No. 96 (Sep., 2004); p. 673-686.
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Un efectivo pretratamiento se caracteriza por diferentes criterios. Este evita la
necesidad de reducir el tamafio de las particulas de biomasa, preserva las
fracciones de pentosas (hemicelulosa), limita la formacion de productos de
degradacion que inhiben el crecimiento de los microorganismos fermentativos,

minimiza las demandas energéticas y limita los costos.

Estas propiedades, junto con otras incluyendo bajos costos de catalizadores de
pretratamiento o catalizadores de reciclo de bajo costo, y la generacion de co-
productos de alto valor a partir de la lignina forman las bases de comparacion para

varias opciones de pretratamiento.

El pretratamiento debe atender los siguientes requerimientos:

Mejorar la formaciéon de azucares 6 la habilidad de la formacién futura de

azucares por hidrdlisis.

e Evitar la degradacién o pérdida de carbohidratos.

e Evitar la formacion de co-productos que sean inhibitorios para la hidrdlisis

subsecuente.

Tener un costo razonable.

A continuacion se realizara una breve descripcion del pretratamiento acido, el cual

fue el tipo de pretratamiento utilizado en el presente trabajo:
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Figura 5. Esquema del objetivo del pretratamiento sobre materiales
lignocelulésicos.
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Fuente: MOSIER, Nathan. Features of promising technologies for pretreatment of lignocellulosic
biomass. En: Bioresourse Technology. No. 96 (Sep., 2004); p. 673-686.

1.3.1 Pre-tratamiento Acido. EI pre-tratamiento &cido ha recibido gran
investigacion y atencion por muchos afos. En este tipo de pretratamiento el acido
es mezclado con la biomasa y la mezcla es mantenida a temperaturas que varian

entre 160-220 ° C por un rango de tiempo que va desde segundos a minutos.

El acido ha sido anadido a los materiales lignocelulésicos por algunos afos para
obtener comercialmente furfural, el cual es mezclado con la biomasa para
hidrolizar la hemicelulosa a xilosa y otros azucares y luego romper continuamente

la xilosa hasta formar furfural el cual es recuperado por destilacion.

La adicion de acido ha sido inicialmente aplicado a la remociéon de hemicelulosa

pudiéndose realizar la transformacion de la celulosa a la glucosa o como
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tratamiento previo a la hidrélisis de la celulosa, el cual es el caso que se lleva a

cabo en el presente trabajo.

La hemicelulosa es removida cuando el acido es adicionado y esto aumenta la
digestibilidad de la celulosa en los sdlidos residuales. Entre los acidos mas usados
se encuentran el acido sulfurico, el acido nitrico, acido hidroclorhidrico y acido
fosforico. El acido que ha sido utilizado en la mayoria de pruebas de hidrélisis
acida es el acido sulfurico el cual tiene cierta limitaciones incluyendo corrosién lo

cual demanda altos costos en materiales de construccion.

1.4 HIDROLISIS

La hidrdlisis es la reaccion quimica del agua con alguna sustancia. En el caso de
de un polisacarido, la hidrolisis del enlace glicosidico se lleva a cabo mediante la
disociacion de una molécula de agua del medio, donde el hidrogeno del agua se
une al oxigeno del extremo de una de las moléculas de azucar y el -OH se une al

carbono libre del otro residuo de azlcar.

El resultado de esta reaccion (Figura 6), es la liberacion de un monosacarido y el
resto de la molécula que puede ser monosacarido si se trata de un disacarido o

bien del polisacarido restante si se trata de un polisacarido mas complejo.11

" CONTRERAS, Edgar. Bioquimica y biologia molecular en linea [en lineal.
<http://laguna.fmedic.unam.mx/~evazquez/0403/hidrolisis%20polisacaridos.htm> [citado el 3 de
octubre de 2003]
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Figura 6. Representacion de la hidrolisis de un disacarido
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Fuente: CONTRERAS, Edgar. Bioguimica y biologia molecular en linea [en linea].
<http://laguna.fmedic.unam.mx/~evazquez/0403/hidrolisis%20polisacaridos.htm> [citado el 3 de
octubre de 2003]

1.4.1 Hidrdlisis Enzimatica.’®> La hidrélisis enzimatica se define como una
reaccion heterogénea, catalizada por las celulazas, siendo caracterizada por un
sustrato insoluble (celulosa) y un catalizador soluble (enzimas). De esta manera
las caracteristicas estructurales de la celulosa y el modo de accién de las enzimas
influencian la tasa de reaccién. La susceptibilidad de la celulosa al ataque
enzimatico se determina por la accesibilidad de los sitios de union en la celulosa,

lo que determina la subsiguiente adsorcion de la enzima en el sustrato solido.

A lo largo de los anos, fueron propuestos varios mecanismos para la conversion
de celulosa a glucosa. A continuacion se describe un esquema hipotético para la
degradacion de la celulosa:

Etapa 1

Celulosa Nativa— Endoglucanasa — Celulosa Activa

2 DOCUMENTO REALIZADO por Aline Carvalho da Costa, Profesora departamento de procesos
quimicos FEQ- UNICAMP. Campinas (SP), Agosto de 2006.
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Etapa 2

Celulosa Activa — Exoglucanasa —  Celobiosa

Etapa 3

Celobiosa — - Glucosidasa——» Glucosa

La adsorcion de las enzimas celulazas y la formacion del complejo
enzima/sustrato son considerados los pasos criticos en la hidrélisis enzimatica de
la celulosa. Se sabe que las enzimas celulazas son inhibidas por la celobiosa y
por la glucosa y el patron de esta inhibicion ha sido objeto de varios estudios.
Algunos autores sugieren que la inhibicidn competitiva es dominante, otros que es

no competitiva sin embargo otros autores reportan una combinacion de ambas."

En la hidrdlisis enzimatica ocurre la transferencia de masa de las moléculas de
enzima a través del lecho fijo de capa liquida que encierra las particulas solidas de
celulosa y después la difusion interna de las moléculas de enzima en la matriz
soélida. La tasa de reaccion global puede ser influenciada por estas resistencias a
la transferencia de masa, en el comienzo de la hidrélisis en el caso del reactor por
cochadas con agitacion, la tasa de reaccion global, es determinada por las tasas

de tres eventos en secuencia:

e La tasa de transferencia de masa de la enzima.
e La tasa de adsorcion de la enzima en la superficie del sustrato.

e Tasa de catalisis de la celulaza.

* DING, Hanshu. Adsorption and synergism of cellulases during hydrolysis of cellulosic materials:
Cellulase. Davis, 2000, 157 p. Tesis de grado (Doctor of philosophy in food science). University of
California. Graduate programs of study. Food Science and Technology. Disponible en el catalogo
en linea de la  biblioteca de la Universidad Estadual de Campinas: <
http://proquest.umi.com/pgdweb >
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A continuacion de la hidrélisis después de la primera fase de reaccion rapida, la
tasa de reaccion comienza a depender de la mayor penetracion de la enzima y
difusion dentro del sustrato sélido. La mayoria de los autores, sin embargo ignoran
la resistencia a la transferencia de masa externa, que suponen insignificante en

comparacion con la catalisis mas lenta.'

En general los modelos cinéticos propuestos para predecir la tasa de reaccidn
inicial tienen buenos resultados usando tasas de reaccion de Michaelis- Menten,
sin embargo, los modelos que intentan predecir la produccion de azucares en
reacciones por cochadas con tiempos largos no dan buenos resultados, lo cual
posiblemente se debe a la cinética lenta de la hidrdlisis después del estado inicial

y a la dificultad de las moléculas de enzima en difundirse y unirse al sustrato.

La hidrdlisis de la celulosa en sus mondmeros constituyentes es hecha por un
complejo de enzimas llamadas celulazas las cuales actuan en sinergismo. Las
celulazas son producidas por una amplia variedad de microorganismos entre los
cuales se encuentran los hongos, actinomicetos, myxobacterias y verdaderas
bacterias. Solo una poca cantidad de microorganismos producen sistemas
completos de celulazas que son capaces de degradar la celulosa cristalina,
mientras que una gran cantidad de especies producen sistemas de celulazas
incompletas. Representantes de los verdaderos organismos celulésicos son la
Trichoderma reesei, Trichoderma viride, Trichoderma koningii, Sporotrichum
pulverulentum, Fusarium solani y Irpex lacteus. Trichoderma Reesei, es el
microorganismo cuya produccion de celulazas ha sido mas investigada y de la

cual hay mas datos reportados en la literatura.

" Ibid. P.157

20



1.4.1.1 Trichoderma Reesei.'® También conocida como Hypocrea Jecorina, es
un hongo mesofilico el cual es uno de los productores mas eficientes de celulazas
y xylanazas. Producciones industriales de Trichoderma Reesei pueden conseguir

producciones de proteinas por encima de los 100 g/L.

La eficiente habilidad secretora y el facil y barato cultivo hacen de este un util
microorganismo para la produccion de enzimas a gran escala para una gran

variedad de aplicaciones industriales.

1.4.1.2 Celulazas.'® Las celulazas a partir de sistemas celuldsicos verdaderos
son sistemas enzimaticos multicomponentes. Las enzimas que componen las
celulazas actuan en cooperacion para degradar la celulosa nativa a
celuoligosacaridos y glucosa. Los componentes de la celulaza pueden ser
clasificados de acuerdo a la localizacion para la separacion de los enlaces y a los
productos liberados. Las cuatro principales categorias son: 1) Endoglucanazas
(endo-1,4-B-D- glucan 4- glucanohidrolazas), las cuales atacan en conjunto los
enlaces internos de la celulosa; 2) Exocelubiohidrolazas (1,4-B-D- glucan
celubiohidrolazas), las cuales atacan las cadenas externas de la celulosa, y liberan
la celobiosa; 3) Exo- glucohidrolazas (1,4-B- D- glucan glucobiohidrolaza) las
cuales liberan la glucosa de los finales no reductores de la cadena de celulosa;
4) B- glucosidazas (B- glucoside glucohidrolaza), las cuales hidrolizan la celobiosa

y los celuoligosacaridos.

1.4.1.3 Adsorcién de las celulazas.!” La adsorcion de las celulazas sobre
materiales celuldsicos insolubles, es el paso prerrequisito de la conversion

enzimatica de celulosa. Hay una relacion cercana entre la adsorcion y la hidrélisis.

> XIONG, Hairong. Production and characterization of trichoderma reesei and thermomyces
lanuginosus xylanases [ en linea].<http://lib.tkk.fi/Diss/2004/isbn9512273187/isbn9512273187 .pdf>
Lcitado el 30 de octubre de 2004]

® Op. cit DING p.157

" Ibid. p.157
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Se ha sugerido que un incremento en la adsorcion conduce a un incremento en la
hidrolisis, y que la adsorcion de celulazas sobre materiales celulésicos es la
caracteristica central de diferentes modelos mecanicos para la hidrélisis
enzimatica de la celulosa. Las acciones sinérgicas de los componentes de las

celulazas pueden ser también explicados por medio de la adsorcion.

1.4.1.4 Sinergismo.” El sinergismo es el fendmeno por el cual la accién de una
mezcla de dos 0 mas componentes individuales de las celulazas es mas grande
que la suma de la accién de cada componente. Las acciones sinérgicas son mas
obvias en la celulosa microcristalina, menos en la celulosa amorfa y no estan

presentes cuando se usan en derivados solubles de las celulosas.

El tipo mas comun de sinergismo observado es con las mezclas de endo-exo
glucanazas, sin embargo también se ha reportado sinergismo con las exo-exo
glucanazas y las endo-endo glucanazas. En resumen existen tres grupos de

enzimas que son conocidas como las celulazas: '

e Endoglucanazas: Las cuales atacan las regiones de baja cristalinidad de la fibra

celulésica.

e Exoglucanazas: Que degradan todavia mas la molécula separando las unidades

de celobiosa,

¢ 3 — glucosidazas: las cuales se encargan de hidrolizar la celobiosa para producir

glucosa.

Como resultado de la accion de las enzimas en la celulosa, se obtienen glucosa y

celobiosa. Sin embargo, conforme las concentraciones de estos monémeros en el

'8 |bidem.
19 Op. cit. CARVALHO DA COSTA, ENTREVISTA
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medio aumentan las actividades de las celulazas son inhibidas. La celobiosa es un
inhibidor mas fuerte que la glucosa, lo que hace importante su transformacién
rapida en glucosa por la B- glucosidaza. Como muchos complejos enzimaticos
comerciales presentan bajas concentraciones de - glucosidazas, muchas veces
es conveniente que se adicione (- glucosidazas de otras fuentes a los complejos
enzimaticos para disminuir la concentracion de celobiosa en el medio reaccional y

de la misma manera la inhibicion.
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2. METODOLOGIA ADOPTADA PARA EL PRE-TRATAMIENTO ACIDO, LA
HIDROLISIS ENZIMATICA Y EL DISENO EXPERIMENTAL.

Se realizaron planeamientos experimentales usando el programa STATISTICA
release 7 para el cual se tomaron muestras tamizadas (-20 mesh) e in -natura (sin
tamizar) para ciertos experimentos del planeamiento. El bagazo de caha provenia
de la planta Sdo Luis del estado de S&o Paulo. Las condiciones iniciales
experimentales del pretratamiento se llevaron a cabo usando los valores de
concentracion de acido, tiempo de pretratamiento y concentracion de biomasa
(Anexo A), aplicando un planeamiento experimental factorial 2°,%° con lo cual se
esperaba obtener valores de glucosa en el rango entre 0- 1 g/L por litro de
solucién determinando de esta manera un procedimiento experimental para las
pruebas siguientes. Ademas se tuvo en cuenta un ajuste de pH de 5 (SAHA,
2005), para realizar las lecturas de azucares reductores totales (ART). Después
que se determin6 una metodologia experimental de pretratamiento (Anexo H), que
fuese valida para realizar las lecturas de ART mediante el método del acido 3-5
Dinitrosalicilico (DNS), y de glucosa (Anexo |), se procedio a realizar una prueba
experimental para estudiar el efecto del tamano de particula (Anexo B), teniendo
en cuenta que se realizo tanto el pretratamiento como la hidrdlisis con actividades
enzimaticas de 3,94FPU/ g de biomasa para el caso de las celulazas y de
28,4CBU/ g de biomasa para el caso de las B- glucosidazas para los dos acidos
con concentraciones de acido sulfurico de 0,3% y 0,8% v/v y de acido fosforico de
0,1% y 0,5% v/v, con un tiempo de 60min para los dos casos.?’ A partir de este
punto se procedio a realizar planeamientos estrella (planeamiento de composicién

central) para asi buscar las condiciones del pretratamiento que produzcan los

% GAMEZ, Sara., GONZALEZ, Juan., RAMIREZ, José., GARROTE, Gil. and VAZQUEZ, Manuel.
Study of the hydrolysis of sugar cane bagasse using phosphoric acid. En: Journal of food
engineering. No. 74 (Abril, 2005); p. 78-88

21 Op. cit. CARVALHO DA COSTA, ENTREVISTA
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mejores valores de glucosa en la hidrolisis enzimatica para la biomasa de estudio.
El siguiente planeamiento estrella se realiz6 tomando como base los resultados
anteriores los cuales mostraban que para valores de concentraciones y tiempos
menores se obtenian mejores resultados en el pretratamiento. Para el caso de la
hidrdlisis enzimatica se continuo con la misma carga enzimatica tanto para las
celulazas como para las B - glucosidazas, por ello se realizd el siguiente
planeamiento para el pretratamiento con &cido fosférico en un rango entre 0,5% -
2% vlv y en un intervalo de tiempo de 30 - 90 min. Para el caso del acido sulfurico
el rango de concentraciones fue entre 0,3% - 0,8% v/v) en el mismo intervalo de
tiempo utilizado para el acido fosférico, para el caso de la hidrélisis enzimatica se
procedi6 como en los casos anteriores. Los siguientes planeamientos se
realizaron teniendo en cuenta un analisis estadistico de variables en busca de los
valores de concentracion de acido y tiempo de pretratamiento respecto a la mayor

cantidad posible de glucosa en el liquido remanente de la hidrdlisis.

2.1 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Esta parte describe de manera general la metodologia experimental del Pre-
tratamiento acido como también de la Hidrdlisis enzimatica (Figuras 7), realizada

en el Laboratorio de Bioprocesos del Departamento de Procesos Quimicos de la
Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Estatal de Campinas.
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Figura 7. Procedimiento experimental del Pre-tratamiento acido e hidrélisis

enzimaética.

( PRETRATAMIENTO ACIDO (

v

|| Preparacion de las soluciones acidas ||

(Sulfurico y fosfoérico) % v/v

Preparacioén de las concentraciones de
biomasa: Se pesan 4 g de bagazo de cafa
para 100 mL de solucion acida

A 4

Autoclavar las concentraciones de biomasa a 121°C
con el tiempo especificado de acuerdo al planeamiento
experimental

[
Enfriamiento
h 4 Lecturas de ART y

Filtracién del liquido remanente glucosa mediante el
de la hidrélisis método DNS/GOD-PAP

respectivamente

Lavado de las muestras || Centrifugacion a 3300 rpm durante
con aaua destilada 15 min.

HIDROLISIS ENZIMATICA (

v

|| Peso de 1 g de bagazo de cafa pretratado de

cada una de las muestras a analizar

v

Mezcla del bagazo de cafia con 300 mL de agua
destilada

v

|| Ajuste de pH a 4,8 de la mezcla reaccional hasta que este

permanezca constante

v

Preparacion de las enzimas celulazas y - glucosidazas de acuerdo a la
actividad enzimatica deseada

v

Adicién de las enzimas a la mezcla reaccional del
bagazo de cafa e introduccion en la incubadora
refrigerada

v

|| Obtencién de alicuotas en tiempos de 1,3,6,12,24,36,48,60 y 72 ||

horas para cada una de las muestras experimentales

v

Lecturas de ART y de glucosa mediante los métodos de DNS y GOD- PAP
respectivamente
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3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Al tener en cuenta los conceptos de pretratamiento acido e hidrélisis acida se debe
tener claridad en cuanto a las diferencias de cada una de ellas. El primero busca
remover las capas de lignina y hemicelulosa dejando al descubierto la mayor
cantidad de celulosa para ser convertida a glucosa mediante un posterior
tratamiento; la hidrdlisis acida tiene como objetivo la obtencion de glucosa a partir

de la celulosa en una sola etapa.

De acuerdo a los resultados obtenidos del primer planeamiento factorial 2° del
pretratamiento con acido sulfurico diluido asi como para el acido fosforico se
obtuvieron valores maximos de ART de 0.026 g y de 0.041 g respectivamente.
Como se puede observar (Anexo A) la mayoria de las lecturas de absorbancia
fueron negativas, esto se presenta debido a las condiciones de reaccion tales
como, altas concentraciones y largos tiempos de pretratamiento los cuales
convirtieron las pentosas asi como las hexosas a furfural e hidroximetilfurfural
respectivamente, no siendo posible su deteccion. El objetivo en este paso
(pretratamiento), es retirar la lignina y la hemicelulosa; las altas concentraciones
de acido asi como los altos tiempos destruyen estas dos capas anteriores ademas
de la celulosa, la cual debe ser convertida a mondmeros mediante la accion
enzimatica y no mediante la accion acida. Como consecuencia de los resultados
anteriores se desarrollaron unas pruebas preliminares en las cuales se
disminuyeron los valores de concentraciones acidas como de los tiempos de
pretratamiento (Anexo B) esto, con el fin de encontrar un rango de condiciones
experimentales adecuadas para los futuros planeamientos, ademas de conocer
la influencia del tamafio de particula del bagazo de cafia en la hidrolisis
enzimatica. Para el primer tipo de estas pruebas preliminares, se obtuvo para el

acido fosforico un valor maximo de glucosa de 0.058 g (in-natura) y de ART de
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0.116 g (in-natura) con una concentracion de acido de 0.1 %v/v con un tiempo de
pretratamiento de 60 min. Para este mismo preliminar en el caso del acido
sulfurico se obtuvo un valor maximo de glucosa de 0.077 g (tamizado) y de ART
de 0.086 g (tamizado) con una concentracion de acido igual a 0.3 %v/v para un
tiempo de pretratamiento de 60 min. Como se puede observar el rango de
concentraciones en estudio, arroja valores adecuados de azucares para un
proximo planeamiento, no encontrando diferencia significativa entre el bagazo de
cafa in-natura y tamizado; de acuerdo a estos resultados la opcion a seguir en los
proximos experimentos es el bagazo in-natura ya que este reduce los costos a
nivel industrial eliminando asi una etapa mas del proceso. A partir de este punto
se realizaron los diferentes planeamientos de composicion central (Estrella),
obteniendo para el primer planeamiento del acido fosférico (Anexo C) una cantidad
maxima de glucosa equivalente a 0.038 g con una concentracion de acido igual a
1.25 %v/v en un tiempo de pretratamiento de 102 min. y de ART igual a 0.101 g
para una concentracion de 2 %v/v en un tiempo de pretratamiento igual a 90 min.
Como se puede observar los resultados obtenidos a estas condiciones permiten
identificar mediante el analisis estadistico de datos, que el siguiente planeamiento
se debe realizar mediante dos alternativas. La primera es bajas concentraciones y
largos tiempos de pretatamiento y la otra es altas concentraciones a tiempos

cortos.

De acuerdo a lo mencionado anteriormente se opté por la primera alternativa
debido a cuestiones operacionales del autoclave con respecto al tiempo de

reaccion en el pretratamiento.

En el segundo planeamiento Estrella para el acido fosférico (Anexo E) se obtuvo
una cantidad maxima de glucosa igual a 0.051 g y de ART 0.088 g para una
misma concentraciéon de acido de 0.2%v/v en un tiempo de pretratamiento de 60
min. respectivamente. Este resultado indica que al disminuir drasticamente la

concentracion y el tiempo de pre-tratamiento no influyen de manera significativa
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los resultados de glucosa y ART; de acuerdo también a los analisis estadisticos
de datos se debe reducir aun mas las concentraciones y aumentar los tiempos de

pre-tratamiento para obtener resultados considerables.

Para el tercer planeamiento estrella (Anexo G) se obtuvieron valores maximos de
glucosa de 0.068 g. y de ART de 0.077g como se puede apreciar en la Figura 8 y
Tabla 2, para un tiempo de hidrdlisis 36 h con wuna concentracion de acido
fosférico de 0.20% v/v en un tiempo de pretratamiento de 126 min.

Los resultados en este planeamiento mejoraron respecto al segundo,
incrementandose de esta manera los valores de glucosa siendo este nuestro
principal objetivo. EI comportamiento de los demas resultados comienza a

mostrarse constantes respecto a la variacion con el tiempo.

Tabla 2. Datos maximos del Tercer planeamiento
Estrella del Acido fosférico

Figura 8. Hidrélisis Enzimética del maximo del tercer

planeamiento Estrella del Acido Fosférico

Concentracion Tiempo
Muestra ACidO (%V/V) (mln) Hidrdlisis Enziméatica de la muestra N°8
8 0,20 126
0,080
GLUCOSA oo
TIEMPO(h) ART (g) (9)
0,060
1 0,030 0,000 2 5050 / _
]
g ——GLUCOSA
6 0,044 0,022 g o /
0,030
12 0,067 0,041
0,020
24 0,067 0,064 0010
36 0,077 0,068 o ] % o o e s o
Tiempo (h)
48 0,067 0,051
60 0,067 0,050
72 0,066 0,049
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En el caso del acido sulfurico se obtuvo en el primer planeamiento estrella (Anexo
D) una cantidad maxima de glucosa igual a 0.079 g y de ART de 0.096 g ambos
bajo una misma concentracién de 0.3% v/v en un tiempo de pretratamiento de 90
min. De acuerdo a estos resultados podemos comparar los valores obtenidos con
el segundo planeamiento estrella del acido fosférico debido a que se establecieron
rangos de concentraciones de acido y tiempos de pretratamiento iguales,
arrojando de esta manera el acido sulfurico valores mayores de glucosa y ART vy

perfilandose como un mejor agente de pretratamiento.

Mediante el analisis estadistico de datos de este planeamiento se opta asi, por
concentraciones mas bajas y tiempos de pretratamientos mas largos como en el

caso del acido fosforico.

Para el acido sulfurico en un segundo planeamiento estrella (Anexo F) se obtuvo
un valor maximo de glucosa de 0.089 g para un tiempo de hidrdlisis de 24h y de
ART de 0.105g para un tiempo de hidrdlisis de 36h, (Figura 9 y Tabla 3). La
concentracion de acido en el pretratamiento fue de 0.10 %v/v y el tiempo de

pretratamiento fue de 120 min.
A partir de este ultimo resultado se puede apreciar que las cantidades de glucosa

y de ART son mayores con respecto a las del anterior planeamiento, asi como

también a los valores obtenidos del tercer planeamiento del acido fosfdrico.
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Tabla 3. Datos maximos del segundo planeamiento
Estrella del Acido sulfurico.
| Figura 9. Hidrolisis Enzimatica del maximo del segundo
Planeamiento Estrella del Acido Sulfarico

Concentracién Tiempo RN
Hidrélisis Enzimatica de la muestra N°2
Muestra Acido (%v/v) (min.)
0,120
2 0,10 120
GLUCOSA 0,100
TIEMPO(h) ART (9) (9)
0,080
1 0,030 0,005 /
6 0,059 0037 | Som
12 0,087 0,068 <
0,040
24 0,090 0,089
36 0,105 0,085 0,020
48 0,089 0,073
0,000
60 0,086 0,071 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (h)
72 0,085 0,067

Un ultimo analisis del proyecto es la influencia de la carga enzimatica en la
produccion de glucosa del material pretratado. Las muestras tomadas para realizar
estas pruebas fueron los maximos del anterior planeamiento estrella, muestra 8
para el acido fosférico (Tabla 4) y muestra 2 para el acido sulfurico (Tabla 5). La
actividad enzimatica en este caso fue de 25 FPU/ g de biomasa seca para las

celulazas y de 75 CBU/ g de biomasa seca para la B-glucosidaza.

En la Figura 10, se muestra un valor maximo de 0.178 g de glucosa y de ART de
0.181 g, para un tiempo de hidrdlisis de 36h para el acido fosférico. Para el caso
del acido sulfurico se obtuvo un valor de 0.230 g de glucosa y de 0.234 g de ART
también en un tiempo de 36 h de hidrélisis enzimatica. Estos valores reportados
son los mas altos comparados con todos los anteriores, esto se presenta debido a
que hay una mayor cantidad de enzimas quebrando el polimero de celulosa a
monomeros de glucosa. El comportamiento concavo al inicio de la curva, (Figura

10), se puede presentar debido a la alta presencia de dimeros de celobiosa las
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cuales inhiben la accidn enzimatica cuando alcanzan concentraciones de azucares

cada vez mas altas.

Tabla 4. Datos del maximo del acido fosférico
cambiando la actividad enzimatica

TIEMPO Conc.

min) | ART(g) | GLUCOSA(g) (Gn']‘;‘jﬁfl_"’)‘

1 0,038 0026| (a7

6 0,060 0052| (474

12 0,077 0065| (547

24 0,155 0182 (oo

36 0,181 0178| (5o

48 0,164 0157 | o5

60 0,142 0139 (40

72 0,136 0122| (406

Tabla 5. Datos del maximo del acido Sulfurico
cambiando la actividad Enzimatica

TIEMPO GLUCOSA Conc.
(min) | ART (g) © o

1 0,092 0,043 0,145

6 0,119 0,100 0,333
12 0,125 0,122 0,406
24 0,179 0,174 0,580
36 0,234 0,230 0,768
48 0,211 0,209 0,696
60 0,200 0,196 0,652
72 0,198 0,178 0,594

MASA (g)

0,200

MUESTRA 8 EN LA HIDROLISIS ENZIMATICA CON CAMBIO EN LA ACTIVIDAD

0,180

0,160

0,140
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0,100

0,080

0,060

0,040

0,020

0,000

0,250

0,200

0,150

MASA (g)

0,100

0,050

0,000
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Figura 10. Hidrdlisis enzimatica del maximo del acido Fosférico
cambiando la actividad enzimatica
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Figura 11. Hidrolisis Enzimatica del maximo del acido

Sulfarico cambiando la actividad Enzimatica
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En las curvas que se obtuvieron como resultado de la hidrélisis enzimatica se
pueden observar dos comportamientos: al inicio de la curva se observa un
comportamiento con pendiente positiva la cual va decreciendo con el tiempo
debido posiblemente a la inhibicibn de la celobiosa y de la celulosa sobre la
celulaza y la B- glucosidaza. Después que se alcanza la produccién maxima de
azucares se observa una region con pendiente negativa a cual se debe
posiblemente al volumen de muestra que se tomaba en las alicuotas durante la
hidrolisis las cuales retiraban gran cantidad de azucares que ya se habian

producido y parte de enzimas.
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4. CONCLUSIONES

Las variables que se tuvieron en cuenta debido a la gran influencia sobre el
material lignoceluldsico son la concentracion de acido y el tiempo de reaccion. A
medida que se avanzd en los planeamientos experimentales se obtuvieron
mejores resultados de glucosa trabajando con concentraciones de acido bajas y
tiempos de pretratamiento largos, esto indica que al diluir el acido se tiene un
mejor control de la manera como este ataca las capas de lignina y hemicelulosa
obteniendo la mayor cantidad de glucosa y evitando que esta se transforme en

productos no deseados.

De acuerdo con las pruebas preliminares no existe una diferencia significativa en
los resultados de glucosa para el bagazo de cafia tamizado e in- natura. Este
hecho es de gran importancia para el caso de estudio, debido a que se eliminaria

una etapa mas en el proceso reduciendo asi los costos de produccion.

Si se tienen en cuenta los resultados de glucosa respecto a los dos acidos
utilizados en el pretratamiento se puede concluir que el acido sulfurico actua como
un mejor agente de pretratamiento, el valor maximo que se obtuvo fue de 0,089 g
de glucosa para un tiempo de hidrélisis de 24 h, mientras que para el acido
fosforico fue de 0,068 g de glucosa para un tiempo de hidrélisis de 36 h, asi
mismo se pude observar que el tiempo de hidrélisis para el acido sulfurico es mas
bajo, lo que indica que este alcanza de una mejor manera el objetivo de
pretratamiento que es romper la capa de lignina y hemicelulosa ademas de
destruir la estructura cristalina de la celulosa para que se lleve a cabo la hidrélisis

enzimatica de una mejor manera.
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Teniendo en cuenta los tiempos de reaccion y las concentraciones de acido para
los dos casos de estudio, el acido sulfurico alcanzé la mayor cantidad de glucosa
con una concentracion y un tiempo de pretratamiento menor que la obtenida para
el caso del acido fosférico, demostrando asi una vez mas su efectividad plasmada
en la literatura por diferentes autores; resaltandolo como uno de los mejores
acidos para llevar a cabo no solo el pretratamiento sino la hidrolisis acida cuando

los objetivos son obtener furfural e hidroximetilfurfural.

La hidrdlisis enzimatica a pesar de ser un proceso eficiente y seguro, requiere de
mucho cuidado ya que las enzimas celulazas y B- glucosidazas tienen que ser
manejadas bajo condiciones muy especificas de temperatura (50 °C) y de pH 4,8,
condiciones que lo ponen en desventaja frente a la hidrélisis acida la cual puede
ser llevada a cabo bajo condiciones mucho mas agresivas, pero con los
inconvenientes de corrosion de los equipos y los productos de reaccidon

secundarios que se generan inhibiendo la accién enzimatica.

Al aumentar la actividad enzimatica se observaron resultados de glucosa mas
altos tanto para el acido sulfurico como para el acido fosférico con valores de
0,230 g y 0, 178g respectivamente, indicando que al aumentar la actividad

enzimatica se pueden llegar a esperar rendimientos superiores.
A pesar de que la hidrdlisis enzimatica es un proceso complejo, actualmente esta

tomando gran importancia en el area de los biocombustibles ya que es un proceso

favorable con el medio ambiente en el cual todavia hay mucho por descubrir.
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ANEXO A

PLANEAMIENTO FACTORIAL 22 PARA EL ACIDO FOSFORICO Y
SULFURICO.

Se realizé un planeamiento factorial 22 el cual se hace variar en el pre-tratamiento

la concentracion del acido, el tiempo de reaccién y la concentracion de biomasa.

Planeamiento experimental del Acido Sulfarico

Muestra Concentracién del Tiempo (min) Concentracién de

acido (%v/v) Biomasa (%peso/v)
1 0,5 30 4
2 0,5 30 10
3 3 30 4
4 3 30 10
5.1 1,75 75 7
5.2 1,75 75 7
5.3 1,75 75 7
6 0,5 120 4
7 0,5 120 10
8 3 120 4
9 3 120 10

Planeamiento experimental del Acido Fosférico

Muestra Concentracion del Tiempo (min) Concentracion de

acido (%v/v) Biomasa (%peso/v)
1 2 30 4
2 2 30 10
3 2 30 4
4 6 30 4
5 6 30 10
6,1 4 165 7
6,2 4 165 7
6,3 4 165 7
7 2 300 10
8 6 300 4
9 6 300 10
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Resultados de Azucares reductores Totales (ART) del Pre-tratamiento para el

Acido Sulfurico

Donde:

Muestra | Volumen (mL) | Abs. ART [ART] (9)
1 4,5 0,091 0,019
2 4,5 0,134 0,024
3 4,5 -0,012 0,008
4 4,5 -0,010 0,009

5,1 4,5 -0,005 0,009
5,2 4,5 -0,003 0,009
53 4,5 -0,008 0,009
6 4,5 0,120 0,022
7 4,5 0,157 0,026
8 4,5 -0,011 0,008
9 4,5 -0,009 0,009

El volumen contiene 0,5 mL de muestra, 0,5 mL de DNS y 3,5 mL de estabilizante.

Resultados de Azucares Reductores Totales (ART) del Pre-tratamiento para

el Acido Fosférico

Volumen

N° 1 Abs. [ART 1] | volumen2 | Abs. [ART 2] |volumen3| Abs. | [ART
Muestra (mL) ART(1) (9) (mL) ART(2) (9) (mL) ART(3) | 3] (9)
1 9,5 0,108 0,022 4,5 0,138 0,024 55 0,287 | 0,024
2 9,5 0,175 0,029 4,5 0,169| 0,027 55 0,432| 0,033
3 9,5 0,044 0,015 4,5 0,108 0,021 55 0,156 | 0,016
4 9,5 0,002 0,010 4,5 0,009 0,011 55 0,011 | 0,007
5 9,5 0,036 0,014 4,5 0,154 0,026 55 0,074| 0,011
6,1 9,5 -0,003 0,010 4,5 0,003 0,010 55 0,006 | 0,006
6,2 9,5 0,026 0,013 4,5 0,001 0,010 55 0,063 | 0,010
6,3 9,5 0,002 0,010 4,5 0,003| 0,010 55 0,161| 0,016
7 9,5 0,229 0,035 4,5 0,305 0,041 55 0,547 | 0,041
8 9,5 -0,004 0,010 4,5 -0,001 0,010 55 -0,010| 0,005
9 9,5 -0,002 0,010 4,5 0,009 0,011 55 -0,005| 0,006

Donde:

El volumen1 contiene 0,5 mL de muestra, 0,5 mL de DNS, 3,5 mL de Estabilizante

y 5 mL de Agua.
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El volumen 2 contiene 0,5 mL de muestra, 0,5 mL de DNS y 3,5 mL de

Estabilizante.

El volumen 3 contiene 1 mL de muestra, 1 mL de DNS y 3,5 mL de Estabilizante.
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ANEXO B

PRELIMINAR DE PRE-TRATAMIENTO ACIDO E HIDROLISIS ENZIMATICA

Antes de realizar el posterior planeamiento experimental se realizé este preliminar
para determinar si existe alguna diferencia de resultados entre bagazo de cafia

tamizado y el in-natura (sin tamizar).
Para este caso solo se trabajaron dos muestras para cada acido con diferente
concentracion en un tiempo y proporcidn de biomasa fija, 60 minutos y

4%peso/volumen respectivamente.

Preliminar Acido Fosférico

Concentracion
Muestra Acido Tiempo (min)
1 0,5 60
1* 0,5 60
2 0,1 60
2* 0,1 60

* tamizado

Resultados del Pre-tratamiento

[ART] Masa [Glucosa] Glucosa
Muestra (mg/mL) ART(g) (mg/mL) (9)
1 4,151 0,415 0,062 0,006
1* 3,988 0,399 0,049 0,005
2 1,926 0,193 0,037 0,004
2* 2,195 0,220 0,037 0,004
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Cantidades maximas de Glucosa y ART obtenidas en la Hidrdlisis enzimatica

[ART] Masa [Glucosa] Masa
Muestra (mg/mL) ART (g9) (mg/mL) Glucosa (9)
1 0,255 0,077 0,118 0,035
1* 0,276 0,083 0,118 0,035
2 0,386 0,116 0,194 0,058
2 0,288 0,086 0,129 0,039

* tamizado

Graficas de la variacion de las concentraciones de ART y glucosa en la Hidrélisis

Enzimatica.
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Preliminar Acido Sulfarico

Concentracion
Muestra Acido Tiempo (min)
3 0,8 60
3* 0,8 60
4 0,3 60
4* 0,3 60
* Tamizado
Resultados del Pre-tratamiento
[ART] Masa Masa
Muestra (mg/mL) ART (g) | [Glucosa] (mg/mL) | Glucosa(g)
3 9,834 0,983 0,364 0,036
3" 10,404 1,040 0,390 0,039
4 8,254 0,825 0,143 0,014
4* 8,276 0,828 0,169 0,017
* Tamizado

Cantidades maximas de Glucosa y ART obtenidas en la Hidrdlisis enzimatica

[ART] [ART] [Glucosa]
Muestra | (mg/mL) (@) (mg/mL) Masa Glucosa(g)
3 0,278 0,083 0,157 0,047
3* 0,283 0,085 0,169 0,051
4 0,281 0,084 0,243 0,073
4* 0,285 0,086 0,257 0,077
* tamizado

Graficas de la variacion de las concentraciones de ART y glucosa en la Hidrolisis

Enzimatica.
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CANTIDAD DE GLUCOSA DE LA MUESTRA 3 EN LA HIDROLISIS ENZIMATICA
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ANEXO C

PRIMER PLANEAMIENTO EXPERIMENTAL DE COMPOSICION CENTRAL
PARA EL ACIDO FOSFORICO

Se incio el primer planeamiento experimental de composicion central para el acido
fosforico con una variacion de concentracion entre 0,5-2% v/v y en un intervalo de

tiempo de 30-90 min.

Concentracion
de acido Tiempo

Muestra (vIv%) (min)
1 0,5 30
2 0,5 90
3 2 30
4 2 90
5 0,19 60
6 2,31 60
7 1,25 18
8 1,25 102
9.1 1,25 60
9.2 1,25 60
9.3 1,25 60

Concentracion de Azucares Reductores totales (ART) en el pre-tratamiento:

[ART] real Masa de ART
Muestra (mg/mL) (9)
1 1,693 0,169
2 2,559 0,256
3 0,286 0,029
4 0,345 0,034
5 2,302 0,230
6 0,324 0,032
7 0,283 0,028
8 0,332 0,033
9.1 0,300 0,030
9.2 0,281 0,028
9.3 0,283 0,028

Concentracion maxima de Glucosa y ART obtenido en la Hidrolisis enzimatica
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[ART] Masa [Glucosa] Masa
Muestra (mg/mL) ART (g) (mg/mL) Glucosa (g)

1 0,159 0,048 0,083 0,025
2 0,262 0,078 0,051 0,015
3 0,154 0,046 0,081 0,024
4 0,336 0,101 0,115 0,035
5 0,251 0,075 0,051 0,015
6 0,275 0,083 0,103 0,031
7 0,246 0,074 0,051 0,015
8 0,328 0,098 0,128 0,038
9,1 0,174 0,052 0,093 0,028
9,2 0,164 0,049 0,081 0,024
9,3 0,312 0,094 0,103 0,031

Graficas de la variacion de las concentraciones de ART y glucosa en la Hidrélisis Enzimatica.
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ART/GLUC (gr)
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ANALISIS ESTADISTICO DEL PRIMER PLANEAMIENTO EXPERIMENTAL DE COMPOSICION CENTRAL DEL
ACIDO FOSFORICO
ANALISIS DE LAS VARIABLES CONCENTRACION DE ACIDO Y DE TIEMPO DE PRE-TRATAMIENTO CON
RESPECTO A LA CANTIDAD DE AZUCRES REDUCTORES TOTALES (ART)
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ANALISIS DE LAS VARIABLES CONCENTRACION DE ACIDO Y DE TIEMPO DE PRE-TRATAMIENTO CON
RESPECTO A LA CANTIDAD DE GLUCOSA
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ANEXO D

PRIMER PLANEAMIENTO EXPERIMENTAL DE COMPOSICION CENTRAL
DEL ACIDO SULFURICO

Se incio el primer planeamiento experimental de composicion central para el acido
sulfurico con una variacion de concentracion entre 0,3-0,8% v/v y en un intervalo

de tiempo de 30-90 min.

Concentracién

de acido Tiempo

Muestra (%v/v) (min)
1 0,3 30
2 0,3 90
3 0,8 30
4 0,8 90
5 0,2 60
6 0,9 60
7 0,55 18
8 0,55 102
9,1 0,55 60
9,2 0,55 60
9,3 0,55 60

Concentracion de Azucares Reductores totales (ART) y de Glucosa en el pre-

tratamiento:

Masa [Glucosa] Masa
Muestra [ART] (mg/mL) ART (g) (mg/mL) Glucosa(g)

1 4,734 0,473 0,064 0,006
2 3,763 0,376 0,223 0,022
3 3,666 0,367 0,266 0,027
4 4,411 0,441 0,362 0,036
5 5,350 0,535 0,117 0,012
6 7,099 0,710 0,319 0,032
7 4,734 0,473 0,128 0,013
8 7,423 0,742 0,319 0,032
9,1 16,373 1,637 0,266 0,027
9,2 10,468 1,047 0,277 0,028
9,3 9,107 0,911 0,255 0,026

Concentracion maxima de Glucosa y ART obtenido en la Hidrdlisis enzimatica
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[ART] Masa [Glucosa] Masa
Muestra (mg/mL) ART (9) (mg/mL) Glucosa(g)

1 0,180 0,054 0,137 0,041
2 0,321 0,096 0,263 0,079
3 0,291 0,087 0,200 0,060
4 0,201 0,060 0,118 0,036
5 0,201 0,060 0,151 0,045
6 0,199 0,060 0,132 0,039
7 0,306 0,092 0,184 0,055
8 0,249 0,075 0,197 0,059
9,1 0,199 0,060 0,160 0,048
9,2 0,230 0,069 0,167 0,050
9,3 0,200 0,060 0,160 0,048

Graficas de la variacion de las concentraciones de ART y glucosa en la Hidrélisis Enzimatica.
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ANALISIS ESTADISTICO DEL PRIMER PLANEAMIENTO EXPERIMENTAL DE COMPOSICION CENTRAL DEL
ACIDO SULFURICO

ANALISIS DE LAS VARIABLES CONCENTRACION DE ACIDO Y DE TIEMPO DE PRE-TRATAMIENTO CON
RESPECTO A LA CANTIDAD DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES (ART)
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ANALISIS DE LAS VARIABLES CONCENTRACION DE ACIDO Y DE TIEMPO DE PRE-TRATAMIENTO CON
RESPECTO A LA CANTIDAD DE GLUCOSA
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ANEXO E

SEGUNDO PLANEAMIENTO EXPERIMENTAL DE COMPOSICION CENTRAL
DEL ACIDO FOSFORICO

Se inicio el segundo planeamiento experimental de composicién central para el
acido fosférico con una variacion de concentracion entre 0,3-0,8% v/v y en un

intervalo de tiempo de 30-90 min.

Concentracién

de acido Tiempo

Muestra (%v/v) (min)
1 0,3 30
2 0,3 90
3 0,8 30
4 0,8 90
5 0,2 60
6 0,9 60
7 0,55 18
8 0,55 102
9,1 0,55 60
9,2 0,55 60
9,3 0,55 60

Concentracion de Azucares Reductores totales (ART) y de Glucosa en el pre-

tratamiento:

[ART] [Glucosa] Glucosa
Muestra [ART] (mg/mL) ) (mg/mL) )
1 3,115 0,311 0,074 0,007
2 5,253 0,525 0,085 0,009
3 4,249 0,425 0,117 0,012
4 7,358 0,736 0,117 0,012
5 3,244 0,324 0,064 0,006
6 6,775 0,678 0,128 0,013
7 3,212 0,321 0,074 0,007
8 3,471 0,347 0,106 0,011
9.1 3,730 0,373 0,106 0,011
9,2 5,511 0,551 0,096 0,010
9,3 3,568 0,357 0,085 0,009

Concentracion maxima de Glucosa y ART obtenido en la Hidrdlisis enzimatica
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[ART] Masa [Glucosa] Masa
Muestra (mg/mL) ART (9) (mg/mL) Glucosa (9)

1 0,198 0,059 0,102 0,031
2 0,260 0,078 0,152 0,045
3 0,225 0,067 0,152 0,045
4 0,231 0,069 0,158 0,047
5 0,294 0,088 0,171 0,051
6 0,237 0,071 0,150 0,045
7 0,143 0,043 0,053 0,016
8 0,222 0,067 0,158 0,047
9,1 0,278 0,083 0,145 0,043
9,2 0,199 0,060 0,137 0,041
9,3 0,200 0,060 0,151 0,045

Graficas de la variacion de las concentraciones de ART y glucosa en la Hidrélisis Enzimatica.
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ANALISIS ESTADISTICO DEL SEGUNDO PLANEAMIENTO EXPERIMENTAL DE COMPOSICION CENTRAL DEL

ANALISIS DE LAS VARIABLES CONCENTRACION DE ACIDO Y DE TIEMPO DE PRE-TRATAMIENTO CON

ACIDO FOSFORICO

RESPECTO A LA CANTIDAD DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES

Fitted Surface; Variable: ART
2 factors, 1 Blacks, 11 Runs; WS Pure Error=,0001867
DV ART

TIEMPO

Fitted Surface; Yarable: ART
2 factars, 1 Blocks, 11 Runs; M3 Pure Error=,0001367
Dy ART

0. | [N
Il 009 0,09
Il 008 B 0,03
1007 Jo07
0,08 [ 0,06
= 883 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0 = 882
' CONGC
Effect Estimates; War ART; R-sqr= 70744; Adj: 41489 (DATOS DEL 200 PLANEAMIENTO ESTRELLA DEL 4
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; M5 Pure Error= 0001867
04 ART
Effect | Std.Err. t(2) al 90 % +90 % Coeff. Std. Err. -90,% +90,%
Factor Pure Err Cnf.Limt | Cnf.Limt Coeff. Crf.Limt | Cnf Limt
Mean/Interc. [ 006765610 007390) 5575410013327 0044513 00905593 0067656 0,0078900 0044619 0090553
MCONC (L) | -0,006215 0009663 -0,64322 0585985 -0,034430 0,022000| -0,003108 0004831 -0,017215| 0,011000
COMNG () 0,012604 0011501 1,09595 0387453 -0020978 0046187 0006302 0005750 -0,010489 0023093
(ATIEMPO (L) | 0013484 0009563 1,39552 0297614 -0,014730 0041B95) 0006742 0004331 -0,007365| 0020850
TIEMPO [C) -0,012212 0011501 -1,06186 0399564 | 0045795 0 021370 -0,006106 0005750 -0,022857 0010885
1L by 2L -0,008454 0013665 -061957 0598828 -00483685 0031438) -0,004232 0008833 -0,024183 0015719
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ANALISIS DE LAS VARIABLES CONCENTRACION DE ACIDO Y DE TIEMPO DE PRE-TRATAMIENTO CON
RESPECTO A LA CANTIDAD DE GLUCOSA

Fitted Surfacs; Variable: GLUCOSA Fitted Surface; Yariable: GLUCOSA
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Errar=,0000042 2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Errar=,0000042
DW: GLUCOSA DW: GLUCOSA

Rr=lsaluy 3
TIEMPO

B 005
= 0,04
1003
Bl 002
Wm0

CONC

Effect Estimates; Yar. GLUCOSA, R-sqr= 7247, Adj: 55783 (DATOS DEL 200 PLANEAMIENTD ESTRELLA DB

2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=,0000042

D GLUCOSA

Effect | Std Err. 12 p 90, % +50 % Coeff. Std.Err. 90, % +50 %

Factor Pure Err Crf Lirt | Cnf. Limt Coeff. Cnf Limt | Cnf. Limt
Mean/Interc. [ 004324110001190) 36 34431 0000756 0039767 0046715 0043241 0001190) 0039767 0046715
COMGC (@) 0005031 000734 3580628 0072594 0001017 0011145 0003041 | 0,0008657 | 0,000508 0005573
(2)TIEMPO (L) | O015380| 0001457 1055477 0008857 00111250 0019635| 0007690 0000729 0005562 0009317
TIEMPO (00 0010498 0001734 -6 05289 0026226 -0 015662 -0 005434 -0 005249 | 0 000867 | -0,007781 | -0,002717
1L by 2L 1005516 0002081 -3 16206 0087140 -0,012533) -0,000499( -0003268| 0,001030| -0,0058267 | -0 000249
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ANEXO F

SEGUNDO PLANEAMIENTO EXPERIMENTAL DE COMPOSICION CENTRAL
DEL ACIDO SULFURICO

Se inicio el segundo planeamiento experimental de composicién central para el

acido sulfurico con una variacion de concentracion entre 0,1-0,3% v/v y en un

intervalo de tiempo de 90-120 min.

Concentracion de Tiempo
Muestra acido (%v/v) (min)
1 0,10 90
2 0,10 120
3 0,30 90
4 0,30 120
5 0,06 105
6 0,34 105
7 0,20 84
8 0,20 126
9,1 0,20 105
9,2 0,20 105
9,3 0,20 105

Concentracion de Azucares Reductores totales (ART) y de Glucosa en el pre-

tratamiento:

Muestra [ART] (mg/mL) Masa ART (Q) [Glucosa] (mg/mL) Glul\élc?iz (9)
1 7,025 0,703 0,041 0,004
2 10,909 1,091 0,095 0,009
3 13,411 1,341 0,176 0,018
4 6,762 0,676 0,230 0,023
5 6,016 0,602 0,041 0,004
6 13,850 1,385 0,257 0,026
7 10,580 1,058 0,095 0,009
8 15,824 1,582 0,243 0,024

9,1 13,915 1,392 0,149 0,015
9,2 12,467 1,247 0,176 0,018
9,3 13,125 1,313 0,162 0,016

Concentracion maxima de Glucosa y ART obtenido en la Hidrolisis enzimatica
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ART

Muestra (r[ng/m]L) Masa ART (g) | [Glucosa] (mg/mL) Masa Glucosa ()
1 0,229 0,069 0,197 0,059
2 0,349 0,105 0,295 0,089
3 0,263 0,079 0,225 0,068
4 0,185 0,056 0,169 0,051
5 0,173 0,052 0,113 0,034
6 0,204 0,061 0,183 0,055
7 0,197 0,059 0,183 0,055
8 0,195 0,058 0,183 0,055
9,1 0,199 0,060 0,183 0,055
9,2 0,208 0,062 0,183 0,055
9,3 0,237 0,071 0,211 0,063

Graficas de la variacion de las concentraciones de ART y glucosa en la Hidrélisis Enzimatica.
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ART/GLUC (g)
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ANALISIS ESTADISTICO DEL SEGUNDO PLANEAMIENTO EXPERIMENTAL DE COMPOSICION CENTRAL DEL
ACIDO SULFURICO
ANALISIS DE LAS VARIABLES CONCENTRACION DE ACIDO Y DE TIEMPO DE PRE-TRATAMIENTO CON
RESPECTO A LA CANTIDAD DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES

Fitted Surface; Variable: ART
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=,0000366
DV: ART

a1

.10

Fitted Surface; Variable: ART
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Purs Error= 0000366
v ART

120

125

120

115

a.0% “‘“g:ai::, 4;%.%'%‘:’_1 110
5 o 3% %’é%‘% g 105
o e oosd E
0 ::‘::‘:w 100
0o? ‘»A"?‘:"
s as
02 o o1z
[ [N o5 I 0.1
. 1008 1008
oz, [ 0,06 a0 1006
= 8:83 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 035 040 = 8:83
CoONnc.
Effect Estimates; “ar. . ART; R-sqr= 4584, Adj:0, (datos del tercer plan. sulfurica)
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error= 0000366
D% ART
Effect | Std.Ermr. 2 p -90 % +90 % Coeff. Std.Err. -90,% 90, %
Factor Pure Err Cnf Lirnt | Cnf Limt Coeff, Cnf.Lirnt | Cnf. Lirnt
Mean/Interc. | D 0E441710,002492 | 18 44576| 00029261 00542190 0074614) 0054417 0003492 0054219 0074614
(Mcone. (L) 0005353 0004277 | -1, 49465 0 273519 -0,018882 0 005096( -0,0031965 0002139 -0,009441 0003043
cohc. () 0001776 0008091 034893 0760450 -0,013089 0016641( 00008358 0002845 -0 006544 0008321
(2tiempo (L) [ 0002913 0,004277 0OBS108 0566099 -0009576 0015402 0001457 0002139 -0,004738) 0007701
tiempo (3] 0003971 0005091 077997 0517059 -0,010894 0018336 00019285 0002545 0005447 0009418
1L by 2L 0029780 0005045 | -4 92332 | 0038866 -0047442| -0 012118( -0,014820 0,003024 ) -0 023721 -0 005059
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ANALISIS DE LAS VARIABLES CONCENTRACION DE ACIDO Y DE TIEMPO DE PRE-TRATAMIENTO CON
RESPECTO A LA CANTIDAD DE GLUCOSA

Fitted Surface; Variable: Glucosa
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=,0000238
v Glucosa

Fitted Surface; Variable: Glucosa
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; M3 Pure Error=,0000238
DV Glucosa

tiempo

BEOATNE

o003
[ 0,06 000 008 010 045 020 035 030 035 040 = 88%
oo |
Effect Estimates,; “ar.:Glucosa;, B-sqr=38303; Adj:0, (datos del tercer plan. sulfurico)
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; S Pure Error=, 0000238
v Glucosa
Effect Std. Err. 12 p -90, % +490 % Coeff. Std. Etrr. -90, % +90 %%
Factor Fure Err Cnf. Limt Cnf. Limt Coeff. Cnf. Limt Cnf. Limt
Mean/Interc. [ 0.05774c6l0 002517 20 50000 0002371 0049521 0065972 0057746| 0002817 0049521 0065972
(Ticonc. (L) 0000127 0,003450 0,03682 0973974 0009947 O0010201( 0000054 0001725 -0,004573 0005100
conc. (] -0,004955 0004105 -1,20682 03505874 -0,016945  0007035( -0,002473 0002053 -0,008473 0,003517
(tiempo (L) 0003117 0003450 090350 0461621 -0008957 O0013191( 0001559 0001726 -0,003478 0 008595
tiempo (2 0005608 0004105 1,36566 0,305349 -0005383 O00175958( 0002804 0002053 -0,003121 0008799
1L by 2L -0,023136 0004379 -4 74184 0041711 -0,037382 -0,003339( -0011583 0,002440| -0,018821 | -0,004444
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ANEXO G

TERCER PLANEAMIENTO EXPERIMENTAL DE COMPOSICION CENTRAL
DEL ACIDO FOSFORICO

Se inici6 el tercer planeamiento experimental de composicion central para el acido
fosférico con una variacion de concentracion entre 0,1-0,3% v/v y en un intervalo
de tiempo de 90-120 min.

tratamiento:

Concentracion de Tiempo
Muestra acido (%v/v) (min)
1 0,10 90
2 0,10 120
3 0,30 90
4 0,30 120
5 0,06 105
6 0,34 105
7 0,20 84
8 0,20 126
9,1 0,20 105
9,2 0,20 105
9,3 0,20 105

Concentracion de Azucares Reductores totales (ART) y de Glucosa en el pre-

Masa
[ART] MasaART Glucosa
Muestra (mg/mL) (9) [Glucosa] (mg/mL) (9)

1 2,768 0,277 0,000 0,000
2 3,756 0,376 0,000 0,000
3 5,358 0,536 0,044 0,004
4 3,668 0,367 0,029 0,003
5 2,330 0,233 0,000 0,000
6 5,270 0,527 0,015 0,001
7 4,129 0,413 0,015 0,001
8 6,345 0,635 0,015 0,001
9,1 3,054 0,305 0,015 0,001
9,2 3,931 0,393 0,015 0,001
9,3 3,844 0,384 0,015 0,001
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Graficas de la variacion de las concentraciones de ART y glucosa en la Hidrélisis Enzimatica.
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Hidrdlisis Enzimatica de la muestra N°3
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ANALISIS ESTADISTICO DEL TERCER PLANEAMIENTO EXPERIMENTAL DE COMPOSICION CENTRAL DEL
ACIDO FOSFORICO
ANALISIS DE LAS VARIABLES CONCENTRACION DE ACIDO Y DE TIEMPO DE PRE-TRATAMIENTO CON
RESPECTO A LA CANTIDAD DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES

Fitted Surface; Variable: ART
2factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=,0000101
DV ART

Fitted Surface, Yariable: ART
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; WS Pure Error=,0000101
DV: ART

tiempo

B 005 [l 0.06
o005 10,05
E 882 0,00 0.05 0,10 015 0,20 025 0,30 035 040 E 88‘31

Cancentracion

Effect Estimates; War. ART; R-sqr=38414; Adj:0, (datos del 3er plan del fosforico)

2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; M3 Pure Error= 0000101

D ART

Effect | Std Err. ti) p 00 % +90, % Coeff. Std Err. -90 % +40, %

Factor Pure Err Cnf Lirnt | Cnf Limt Coeff. Cnf.Limt | Cnf Limt
Mean/Interc. [ 005012300,001831 | 32 54471 0000926 00547587 0055473 0,050133 0001831 0054787 0055475
{1)Concentracion(l) | -0,002041/ 0002242 -031015 0458315 -0008588 O0,004507| -0001020 0001121 -0,004234 0002253
Concentracion(Q) 0011494 | 0002669 -4 306R9 ) 0,049913) -0 019287 -0,003701) -0,005747 0001334 -0,009643 -0,001850
(2tiempo (L) 0000351 0002242 029275 0732400 -0 008667 0,007428) 0000440 0001121 -0002833 0003714
tiempo (C1) 0003553 0002669 133116 03145598 00042400 0011346) 0001776 0001334 -0,002120 0005673
1L by 2L 0006390 0003171 217477 0161664 -0002363 0016196] 0003445 0001586 -0001182 0003075
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ANALISIS DE LAS VARIABLES CONCENTRACION DE ACIDO Y DE TIEMPO DE PRE-TRATAMIENTO CON
RESPECTO A LA CANTIDAD DE GLUCOSA

Fitted Surface; Yanable: Glucosa
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error= 0000774
DV Glucosa

Fitted Surface; Variable: Glucosa
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=, 0000774
D Glucosa

tiempo

Il 0.06

B 0,055

B 005

] on4s

CJ004 B 006

[ 0,035 B 0,05
0,00 005 Q10 0,15 0,20 025 0,30 035 040 = 88%5 E 883

Concentracion

Effect Estimates; Var.:Glucosa; R-sqr=56157; Adj: 12313 (datos del 3er plan del fosforico)
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; M5 Pure Error= 000077 4

% Glucosa
Effect | Std.Err. (2 p 00, % +20 % Coeff. Std.Err. -00,% +20 %
Factor Pure Err Cnf.Limt | Chf Limt Coeff. Cnf Limt | Crf Limt
Mean/Interc. [ ood47ea7looos07s) 942990 0011059 0033055 0,062716) 0047857 | 0,005078 0,033059| 0082715

(MCancentracianiL) 0,0022310,006220 035865 0754162 -0,015930 0020392 0001115 0,003110) -0,007965 0,010196

Concentracion () -0,010926 0007403 -1 475592 0277959 -0,032542 0,010690| -0,005463 0,003701| -0,016271 | 0,005345
(Dtiernpa (L) 0007323 00062200 1,17736 0360183 -0,0103358 0,025454) 0003661 0,003110) -0,005419) 0,012742
tiempo (3) 0006705 0,007403 020619 0460486 -0,014908 0,025324) 0003354 0,003701) -0,007454 0014162
1L by 2L 0001861 0,008796 0211586 0852047 -0,023523 0,027544| 0000930 0,004393) -0,011911 00153772
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ANEXO H

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL DEL PRETRATAMIENTO ACIDO

Se pesan 4g de bagazo de cafia in- natura o tamizado de acuerdo a la prueba
que se desee realizar en un erlenmeyer de 500 ml

Se preparan las soluciones de acido fosférico y de acido sulfurico (%v/v) de
acuerdo al rango de concentraciones que el analisis de variables mediante el
programa estadistico indique.

Antes de mezclar las soluciones de acido con el bagazo de cafa se debe
precalentar el autoclave para ello se deben seguir los siguientes pasos para el uso
del autoclave:

e Abrir la tapa del autoclave y colocar agua dentro del mismo hasta cubrir el
descanso de la cesta.

e Abrir el registro de vapor C (Figura xx), y poner la perilla de control de calor en
maximo y esperar a que el agua hierva.

Cuando el autoclave este listo, se mezcla el bagazo de cana con las soluciones de
acido.

Se debe tener en cuenta que los erlenmeyer deben estar tapados en la parte
superior como se indica en la Figura H1 para que no se presenten perdidas de la
solucién en el erlenmeyer
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Figura H1. Erlenmeyer antes del pretratamiento.

Cuando el agua este hirviendo, introducir el material a ser esterilizado y a
continuacion cerrar las perillas de seguridad B.

Esperar la salida de vapor en el registro E y cerrarlo inmediatamente mediante
la perilla C.

Cuando se alcance la presion deseada en el registro A, la cual debe ser
ajustada moviéndose el contrapeso D. Hacia delante menor presion o para
atras mayor presion, cambiar la perilla de control de calor a medio para
mantener la presién que se desea.

Terminado el tiempo de esterilizacion ubicar la perilla de control de calor en
(DESL), abrir el registro de vapor (C), esperar a que el mandmetro llegue a cero
y enseguida abrir la tapa.
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Figura H2. Autoclave

Después que las muestras se retiran del autoclave de deben enfriar
inmediatamente para de esta manera parar la reaccion entre la solucion aciday el
material lignocelulosico

A continuacién se filtran las muestras, teniendo la precaucion de devolver el
bagazo que queda en el papel filtro al erlenmeyer

El bagazo que queda en el erlenmeyer después de la filtracion se lava en la
centrifuga para ser posteriormente secado en la estufa.

La muestra seca se guarda y se etiqueta con el respectivo numero de muestra.
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PROCEDMIENTO EXPERIMENTAL DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA

Se pesa 1g de bagazo de cafa pretratado en un elrelnmeyer de 500ml para cada
una de las muestras.

Se adicionan 300 ml de agua destilada y se ajusta el pH de la mezcla a 4,8 para
que cuando se adicionen las enzimas se encuentren en condiciones optimas.

Se ajustan las condiciones de la incubadora: 50°C, 100 rpm y un tiempo de 90h.

Para comenzar la hidrdlisis enzimatica se adiciona primero 1 ml de
B- glicosidaza y después se adiciona 1 ml de la celulaza a cada uno de los
erlenmeyer. En el momento que se adiciona la enzima celulaza comienza la
accion de las enzimas.

Las muestras se tapan en la parte superior como se indico en el pre- tratamiento y
se introducen en la incubadora.

A partir del momento en que se introducen las muestras en la incubadora se
toman muestras cada 1, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 h. Para la toma de las
alicuotas se deben tener listos tubos de ensayo con tapa etiquetados con el tipo
de procedimiento que se esta realizando, el numero de muestra y la hora a la que
fue tomada la muestra.

Una vez que se toman las muestras en cada tiempo, estas se deben mantener en
la estufa por un periodo de 10 min a una temperatura mayor a 70°C, esto se
realiza con el fin de desactivar las enzimas.

A continuacion cuando las muestras se encuentren a temperatura ambiente se
realizan las lecturas de azucares reductores totales (ART) y de glucosa.

Una vez que se han tomado las muestras para cada uno de los tiempos en el
intervalo entre 1y 72 horas los erlenmeyer se sacan de la incubadora y se realiza
el mismo procedimiento para desactivar las enzimas que se realizo con cada una
de las alicuotas.

A continuacion se lava el bagazo hidrolizado en la centrifuga, se seca en la estufa
y se registra el peso seco del mismo.
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ANEXO |

PREPARACION DE LOS REACTIVOS Y CURVA PATRON DE DNS

METODO DEL DNS

La concentracion de azucares reductores totales se determin6 de acuerdo con el
método del acido dinitro-3,5 salicilico descrito por Miller (1959). El método DNS se
basa en la reduccion del acido dinitro-3,5-salicilico a acido 3-amino-5 nitrosalicilico
al mismo tiempo en el que el grupo aldheido del azucar es oxidado a el grupo
carboxilico (Miller, 1959) con el desenvolvimiento de la coloracion rojiza leida

espectrofotométricamente a 540 nm.

El reagente DNS inicialmente consistia de una solucién conteniendo 1416 mL de
agua destilada, 10,6 gr de acido dinitro -3,5 salicilico, 19,8 gr de Hidréxido de
sodio, 306 gr de tartarato de sodio, 7,6 mL de fenol disueltos a 50°C y 8,3 gr de
metabisulfito de sodio. El reagente sufre degradacion por algun periodo, por eso

se almacena en un frasco oscuro.

Asi, el reagente DNS puede ser preparado segun VILOCHE BAZAN (1993)
disolviendose 5,3 gr de acido-dintro 3,5 salicilico en 708 mL. Se adiciona a esta
mezcla 3,8 mL de Fenol fundido a 50 °C mas 4,15 gr de meta-bisulfito de sodio
guardando el reagente en un frasco ambar para protegerlo de la luz.
Paralelamente se prepara una solucién de tartarato de sodio 15,1 g/L y se guarda

en otro frasco.
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PREPARACION DEL TAMPON DE CITRATO

Para preparar el tampdn de citrato 0,05 M en pH 4,8 se pesa 10,5 gr de acido
citrico monohidratado (CgHgO7.H,0), 37,5 mL de H,0, 2,5 gr de NaOH hasta pH
4,3. Diluir para 50 mL y chequear el pH. Es necesario adicionar NaOH hasta pH

4,5. Asi tenemos el tampon de citratoa pH 4,8y 1 M.

PREPARACION DEL ESTABILIZANTE

15,1 gr de Tartalato de sodio, se adiciona agua y se pone en un bafio caliente a
una temperatura arbitraria solo para disolver los granulos del tartalato. Se

transfiere luego a un balén de 1 L y se afora con agua.

PREPARACION DE LA ENZIMA PARA LA HIDROLISIS

Preparacion de la Cellulasa Tricoderma reesie ATCC 26921

Con la debida actividad enzimatica de cada enzima se calcula la cantidad de
enzima necesaria para realizar la hidrdlisis.

De acuerdo al procedimiento experimental se trabajo con una actividad enzimatica

de 3,94 FPU por gramo de Biomasa.

FPU=0,37/Conc. Enzima

FPU [=] Unidades de papel filtro.
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Entonces se necesitan 3,8071 mL de enzima para 50 mL con soluciéon tampdn de

citrato de sodio.

Preparacion de la B-glicosidasa (Novozyme 188)

Para esta enzima se trabajo una actividad enzimatica de 28,4 CBU por gramo de

Biomasa.

CBU=0,0926/Conc. Enzima

CBU [=] unidades de celobiasa

Entonces se necesitan 0,163 mL de enzima para 50 mL con solucion tampon de

citrato de sodio.

Curva patréon de Azucares reductores Totales

Se prepararon soluciones de glucosa con concentraciones en la franja de 0,1 a 1
g/L de Azucares reductores.

Tomando 0,5 mL de estas soluciones de concentraciones conocidas vy
adicionalmente 0,5 mL de reagente DNS, llevando en un bafo termostéatico en
ebulliciéon por 5 minutos enfriandose instantaneamente por la inmersién de los
tubos en bafo de hielo fundiente y adicionando posteriormente 3,5 mL de solucion
de Tartarato de sodio y potasio a 15,1 g/L para estabilizar la reaccion.

Se agitan los tubos para homogenizar y se hace la lectura de absorbancia a 540
nm en el fotoespectrometro. El blanco fue hecho con las muestras sustituyendo la
solucion de azucar reductor por 0,5 mL de agua destilada. Después de obtener las

lecturas de absorbancia se construye la curva patrén de tipo
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Conc ART (mg/mL)=f(ABS)

Curva patrén de ART

y =1,0325x + 0,0933
R"=10,9896

0,8 1

0,6

0,4

Concentracion de ART (mg/mL)

0,2

0,0 T T T T T T T T T
0,0000 0,1000 0,2000 0,3000 0,4000 0,5000 0,6000 0,7000 0,8000 0,9000 1,0000
ABS
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ANEXO J

MANUALES DEL LABORATORIO

CENTRIFUGA MICROPROCESADA NT 810

Marca: Nova Técnica

Especificaciones Técnicas

Velocidad

3300 rpm

Fuerza Centrifuga Maxima

2300 xg

Capacidad Maxima

16 x 15 ml en el rotor

Horizontal
Peso 30 kg
Largo 440 mm
Profundidad 530 mm
Altura 270 mm
Red 220/127V, 60 Hz

Control de Velocidad

Electronico microprocesado

Lectura de Velocidad

Indicador digital con 5

digitos

Sistema de Freno

Electrodinamico
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Tabla orientada para la proteccién eléctrica

Potencia del | Tension de Red | Corriente del | Fusible
Motor V) Motor (A)
(cv) (A)
1,5 110 4,0 6

220 3,5 6

INCUBADORA REFRIGERAD CON AGITACION MODELO MA-832

Marca: Marconi

Especificaciones Técnicas

Tension de Alimentacion 220 vac = 10%

Corriente de Alimentacién de la resistencia 05 Amperios

Corriente de Alimentacion del sistema de refrigeracion 02 Amperios

Consumo maximo de potencia de la resistencia 1000 watts

Consumo maximo de potencia del sistema de refrigeracion 250 watts

Volumen util total de la camara 60 litros

Consumo maximo de potencia total 1250 watts

Dimensiones externas L=870 x P=670 x
A=840 mm

Dimensiones internas de la incubadora L=500 x P=300 x
A=400 mm
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BANO TERMOSTATIZADO MODELO MA-184 MA-184/6

Marca: Marconi

Especificaciones Técnicas del MA-184

Tension de Alimentacion

220 vac £ 10 %

Corriente de alimentacion de la resistencia 07 amperios
Corriente de Alimentacion del sistema de refrigeraciéon 02 amperios
Consumo maxima de potencia de la resistencia 1500 watts
Consumo maximo de potencia del sistema de refrigeracion | 300 watts
Consumo maximo de potencia total 1800 watts
Volumen util total 18 litros
Dimensiones externas L=320 x P=510 x
A=500 mm
Dimensiones internas L=250 x P=380 x
A=190 mm

Especificaciones Técnicas del MA-184/6

Tension de Alimentacion

220 vac + 10 %

Corriente de alimentacion de la resistencia

4,5 amperios

Corriente de Alimentacion del sistema de refrigeraciéon

1,5 amperios

Consumo maxima de potencia de la resistencia 1250 watts
Consumo maximo de potencia del sistema de refrigeracion | 250 watts
Consumo maximo de potencia total 1500 watts
Volumen util total 6 litros
Dimensiones externas L=290 x P=410 x
A=400 mm
Dimensiones internas L=145 x P=295 x
A=150 mm
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ESPECTROFOTOMETRO 600S

Marca: FEMTO

Especificaciones Técnicas

Franja espectral 325 a 1100 nm
Largo de banda 10 nm

Display 16 caracteres 2 lineas LCD
Teclado tipo membrana 15 teclas

Ajuste de 100,00 % ,000 Abs automatico

Regresion lineal simple programable

Almacenamiento de 5 curvas

9 puntos de calibracion

Compartimiento de muestra

Percusor 6ptico de 0,1 a 100
nm con soporte de para 1

cubeta cuadrada de 10 nm.

Comunicacion

Serial RS232C

Alimentacion

Conmutacion automatica de
voltaje con fuente 117 a 220
V (£10%)

Monocromador

Con red de difraccién 1200

lineas/mm

Filtros de 2° Orden

05 fitros con cambio

automatico

Comprimiendo de onda

Contador digital resolucion
1 nm
Reproducibilidad 0,5 nm

Lampara de Tungsteno-halégeno

Vida util ~2000 horas

Franja Fotométrica

Transmitancia 0-200,0 %
Absorbancia -0,1 a 2,5
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Concentracion 0 a 1999

Exactitud fotométrica

0,003 Abs de 0,000 a 0,300
Abs

Ruido fotométrico

0,001 Abs a 0,000 Abs

Desvio fotométrico

0,003 Abs./hora

Luz 0,1 %T a 340 nm (NaNOy)

Consumo 80 VA

Dimensiones 330 mm x 320 mm x 180
mm (L x C x H)

Peso liquido 7,5 kg

ESTUFA DE SECADO ESPECIAL MODELO MA-035/2

Marca: Marconi

Especificaciones técnicas

Tensién de alimentacion

220 vac +10 %

Corriente de alimentacion 16 amperios
Corriente maxima de potencia 2250 watts
Volumen util total 150 litros

Dimensiones externas

710 x 540 x 1010 mm (L x P x A)

Dimensiones internas

440 x 460 x 450 mm (L x P x A)
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AUTOCLAVE VERTICAL LINEA- AV 50

Marca: Phoenix

Especificaciones Técnicas

Voltaje 220V

Tensién de alimentacion y potencia

Frecuencia 50/60 Hz
Potencia 3000 watts
Corriente 14 A
Dimensiones

Internas 35 x 50 cm.
Externas 45 x 45 x 80 cm.
Capacidad 50 litros

Peso

Peso liquido 54 Kg.

Peso Embalado 72 Kg.
Resistencias

Potencia 1500 W
Tension 220V
Referencia 00061
Categoria del vaso

MPTA (max. presion de trabajo) 1,6 Kgf/cm?
Presion de Operacion 1 a 1,5 Kgflcm?
Presion Hidrostatica 3 Kgf/cm?
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MEDIDOR DE pH INDUSTRIAL MPI 2000

Marca: MS TECNOPON

Especificaciones técnicas

Indicador: Alfanumérico 2 lineas por 16 caracteres

Franja de | Resolucion Exactitud de | Incertidumbre

medicion lectura de la lectura

pH

0a14 0,01 2 % fondo de |+ 5 % fondo de
escala escala

Temp. 5-60°C 0,1°C 0,3 °C +0,3 °C

Compensacion de Temp. Automatica |5 a 50°C

Referencia de Temperatura

pH expreso en el display es 25°C

Soluciones patrones

Tampon pH 7, 4, 10

Temperatura ambiente

5a40°C

Humedad Relativa

15a 80 %

Tension de Alimentacion

220 Volts (60 Hz)
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PIPETAS LM 1000 Y LM 50

Marca: LAB MATE"

Especificaciones Tecnicas

_ o Color
| Volumen | Exactitud | Precision
Modelo | Referencia Punta del
[ul] [%] [%]
Cuerpo
Min 0,5 +/-2,5 +/- 2,0
LM 50 4607 25 +/-1,0 +/- 0,6 200ul Amarillo
Max 50 +/-0,8 +/- 0,4
Min 100 | +/-1,6 +/- 0,40
LM 1000 4606 500 +/- 0,7 +/- 0,20 1000l Azul
Max 1000 | +/-0,6 +/- 0,15
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