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RESUMEN

TITULO: DETERMINACION DE LA ACCESIBILIDAD ENZIMATICA EN BIOMASA
LIGNOCELULOSICA PRETRATADA TERMICA Y MECANICAMENTE CON ACIDO
SULFURICO DILUIDO POR MEDIO DE HIDROLISIS ENZIMATICA"

AUTOR: MARIO JIMENEZ CARRENO™

PALABRAS CLAVES: Accesibilidad enzimatica, hidrélisis enzimatica, pretratamiento de
biomasa lignoceluldsica, estructura superficial, rendimientos, microscopia de barrido
SEM/EDS.

DESCRIPCION.

La naturaleza finita de los combustibles fésiles, el impacto ambiental generado por los
gases de efecto invernadero (GEI) y las consideraciones de salud consecuencia de la
polucién promueven la basqueda de nuevas fuentes de energia y combustibles alternativos
para los vehiculos de motor, entre estos bioetanol, biodiesel, gas natural, electricidad y
combustibles solares, entre otros. El procesamiento de material lignocelulésico a etanol
consiste en cuatro operaciones principales: pretratamiento, hidrélisis o sacarificacion,
fermentacion y separacion o purificacion del producto. El pretratamiento es necesario para
alterar el tamafio macroscopico y microscopico de la biomasa, asi como su estructura y su
composicion quimica, para que la hidrdlisis de carbohidratos a monémeros de azlcares se
pueda lograr con mayor rapidez y con rendimientos mas altos. En este proyecto se evalla
el efecto de un pretratamiento térmico y mecanico sobre bagazo de cafia impregnado con
acido sulfarico diluido por medio de hidrélisis enzimatica y analisis por microscopia de
barrido SEM/EDS, en el cual se determinaron las condiciones de impregnacién y
pretratamiento que mas efecto tienen sobre la accesibilidad enzimética de la biomasa
lignocelulésica, demostrando que el efecto mas importante sobre la estructura superficial
de la biomasa es la molienda. Menor tamafio de particula junto a una estructura superficial
rugosa y delaminada mejoran la accesibilidad enzimética.

* Trabajo de grado
™ Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Viatcheslav
Kafarov, Ingeniero Quimico, PhD.
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ABSTRACT

TITLE: DETERMINATION OF ENZYMATIC ACCESSIBILITY IN LIGNOCELLULOSIC
BIOMASS PRETREATED THERMALLY AND MECHANICALLY WITH DILUTED
SULFURIC ACID BY MEANS OF ENZYMATIC HYDROLYSIS®

AUTHOR: MARIO JIMENEZ CARRENO™

KEYWORDS: Enzymatic accessibility, enzymatic hydrolysis, lignocellulosic biomass
pretreatment, surface structure, yields, scanning microscopy SEM/EDX.

DESCRIPTION.

The finite nature of fossil fuels, the environmental impact generated by greenhouse gases
(GHG) and the health consequences of pollution promote the search for new sources of
energy and alternative fuels for motor vehicles, including bioethanol, biodiesel, natural gas,
electricity and solar fuels, among others. The processing of lignocellulosic material into
ethanol consists in four main steps: pretreatment, hydrolysis or saccharification,
fermentation and product separation or purification. Pretreatment is necessary to alter the
macroscopic and microscopic size of the biomass, as well as its structure and chemical
composition, so that the hydrolysis of carbohydrates into sugar monomers can be achieved
more quickly and with higher yields. In this project, the effect of a thermal and mechanical
pretreatment on cane bagasse impregnated with diluted sulfuric acid was evaluated by
enzymatic hydrolysis and analized by scanning microscopy SEM/EDX, in which the
impregnation and pretreatment conditions that have the most effect on the enzymatic
accessibility of the lignocellulosic biomass were determined, showing that the most
important effect on the surface structure of the biomass is the milling. Lower particle size
together with a rough and delaminated surface structure improve enzymatic accessibility.

*Bachelor Thesis
“Physicochemical Engineering Faculty. Chemical Engineering School. Advisor: Viatcheslav Kafarov,
Chemical Engineer, PhD.
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INTRODUCCION

El sector transporte es uno de los mas importantes del mundo y de mayor
crecimiento, actualmente depende principalmente de los combustibles derivados del
petroleo, de hecho es el responsable del 60 % del consumo mundial de petroleo [1],
representando mas del 70 % de las emisiones mundiales de mondxido de carbono

(CO) y el 19 % de las emisiones mundiales de dioxido de carbono (CO2) [2].

Se prevé que para el afio 2050 habra mas de 2 mil millones de vehiculos en el
mundo [3], esto implica un incremento en el consumo de petroleo, afectando la
estabilidad de los ecosistemas, el clima y las reservas mundiales de combustibles
fésiles. La naturaleza finita de los combustibles fosiles, el impacto ambiental
generado por los gases de efecto invernadero (GEI) y las consideraciones de salud
consecuencia de la polucion promueven la busqueda de nuevas fuentes de energia
y combustibles alternativos para los vehiculos de motor. Segun Mether et al [4], un
combustible alternativo debe ser técnicamente factible, economicamente
competitivo, ambientalmente aceptable y facilmente disponible. De acuerdo a esa
premisa, se han propuesto diferentes alternativas como combustibles, entre ellas
bioetanol, biodiesel, metanol, hidrogeno, gas natural, gas licuado de petréleo (GLP),

electricidad y combustibles solares, entre otros.

Una alternativa son los combustibles obtenidos a partir de biomasa, o
biocombustibles, a estos pertenece el bioetanol, el biocombustible liquido mas
utilizado como combustible de transporte junto a su mezcla con gasolina. El
bioetanol es un derivado de fuentes renovables de materia prima, principalmente
plantas como trigo, remolacha azucarera, maiz, paja, madera y cafa [5]. Las
materias primas se clasifican en tres categorias: materias primas que contienen

sacarosa (cafa de azucar, Remolacha azucarera, sorgo dulce y frutas), materias
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primas de almidén (maiz, Milo, trigo, arroz, patatas, yuca, batatas y cebada) y
materias primas lignocelulésicas (madera, paja y pastos) [6], que sustituyen cultivos
alimentarios, tienen mejor rendimiento calérico y eficacia mucho mayor en cuanto al

balance energético global [7].

El procesamiento de material lignocelulésico a etanol consiste en cuatro
operaciones principales: pretratamiento, hidrolisis o sacarificacion, fermentacion y
separacion o purificacién del producto. El pretratamiento es necesario para alterar
el tamafio macroscopico y microscépico de la biomasa, asi como su estructura y su
composicién quimica, para que la hidrolisis de carbohidratos a mondmeros de

azucares se pueda lograr con mayor rapidez y con rendimientos mas altos [8].

Este proyecto se desarrolla bajo el marco de la tesis doctoral en Ingenieria Quimica:
DESARROLLO DE UN METODO DE PRETRATAMIENTO TERMOMECANICO
CONTINUO CON ACIDO SULFURICO DILUIDO, PARA LA PRODUCCION DE
ETANOL LIGNOCELULOSICO A PARTIR DE BAGAZO DE CANA DE AZUCAR, en
el cual se evalla el efecto de un pretratamiento térmico y mecénico sobre bagazo
de cafia impregnado con acido sulfarico diluido por medio de hidrélisis enziméatica.
El pretratamiento se lleva a cabo en un reactor piloto con biomasa impregnada a
diferentes concentraciones de acido y diferentes flujos de alimentacion al reactor,
donde se realizan dos operaciones, inyeccion de vapor y molienda. Es importante
determinar la efectividad del pretratamiento sobre la hidrdlisis enzimatica,
evaluando tanto el efecto combinado del acido y las dos operaciones, asi como el

efecto de cada operacion.

En el afio de 1996 Christos Hatzis et al [9] en colaboracién con el NATIONAL
RENEWABLE ENERGY LABORATORY (NREL), realiza un estudio sobre el

balance de masa del proceso global de produccion de bioetanol lignocelulésico, en
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él se desarrollan plantillas de balance de masa para seguir con precision la
distribucion del carbono a través del pretratamiento, y los procesos de sacarificacion
y fermentacion simultdneos; ademas proporciona informaciéon de la recuperacion de
carbono en general, recuperacion de azUcares individuales, la solubilizacion de
componentes de la biomasa y los rendimientos de conversion del etanol. En 2008
David Hodge et al [10], junto al NREL, realizan un estudio sobre el efecto de los
sélidos solubles e insolubles en la inhibicidn de las enzimas lignocelulésicas. En el
afio 2009 se publican varios estudios, Jan kristensen et al [11] deja claro que se
debe tener en cuenta el cambio en el volumen, densidad y proporcion de sélidos
insolubles iniciales y finales durante la hidrdlisis enzimatica, de lo contrario se
obtienen sobreestimaciones en el calculo de rendimientos; también realiza un
estudio paralelo en el cual muestra que existe una relacién lineal entre la carga de
solidos insolubles y la disminucion en los rendimientos [12]; Christine Roche et al
[13] del NREL, identificaron reactores de botella de rodillos como recipientes de
reaccion escala laboratorio que proporcionan una mezcla adecuada para la
sacarificacion enzimatica en cargas de biomasa con alto contenido de sélidos sin
ninguna mezcla adicional. Yongming Zhu et al [14] del NREL, en 2011, desarrollan
un método matematico para la estimacion del cambio de volumen de liquido
después de hidrolisis y posteriormente, el célculo de rendimientos. En 2013, Alicia
Modenbach et al [15], realizan una discusion sobre diferentes estudios, describiendo
las limitaciones, como la falta de agua disponible, la dificultad de mezclar y
manipular la biomasa, transferencia insuficiente de masa y calor, y concentracion
aumentada de inhibidores. Finalmente en 2015, Wenhui Geng et al [16], presentaron
tres estrategias para maximizar la conversion de carbohidratos, alimentacion tipo
batch, division / espesamiento y clarificacién, obteniendo estas dos ultimas los

mejores rendimientos.
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El objetivo de este proyecto de investigacion es determinar la efectividad del
pretratamiento térmico y mecanico, para esto se realiza hidrolisis enzimética a las

biomasas pretratadas y analisis por microscopia electrénica de barrido (SEM/EDS).

La biomasa lignocelulésica esta formada principalmente por celulosa, hemicelulosa
y lignina, siendo la celulosa el componente principal de la biomasa vegetal, la cual
es un polimero lineal de glucosa (azUcar de seis carbonos o hexosa) [17]. La
hemicelulosa es una sustancia corta altamente ramificada con pentosas (azucar de
cinco carbonos) como xilosa y arabinosa y hexosas como glucosa [18]. La lignina
es una sustancia aromatica, compuesta basicamente por unidades de fenilpropano
qgue forman una matriz muy compleja que comprende grupos funcionales como
hidroxilo, metoxilo y carbonilo [19]. El pretratamiento rompe las fibras de lignina que
recubren la celulosa y hemicelulosa para que se puedan hidrolizar a azucares
monomericos, proceso en el cual se desarrolla el desglosado del polisacarido

(polimero de azucares) a moléculas de azucar libres por la adicion de agua [20].

Los métodos de hidrélisis mas comiunmente aplicados se pueden clasificar en dos
grupos: hidrélisis quimica (hidrolisis acida diluida y concentrada) e hidrdlisis
enzimatica. Se denomina hidrélisis enzimatica cuando el proceso de sacarificacion
es catalizado por enzimas [21]. La hidrdlisis enzimatica es una alternativa que
implica el uso de enzimas degradantes de carbohidratos (celulasas y hemicelulasas)
para hidrolizar lignocelulosas en azucares fermentables. Las celulasas son un grupo
de enzimas que sinérgicamente hidrolizan la celulosa, esto implica acciones
sinérgicas por endoglucanasas que hidrolizan enlaces [3-1,4-glucosidicos
intramoleculares accesibles de cadenas de celulosa al azar para producir nuevos
extremos de cadena, exoglucanasas que dividen las cadenas de celulosa en los
extremos para liberar celobiosa (dimero de glucosa) soluble o glucosa y finalmente

B-glucosidasas que hidrolizan la celobiosa a glucosa [22]. Existen diferentes

17



factores que afectan la hidrélisis enzimética de celulosa, sustratos, actividad de
celulasa, condiciones de reaccién (Temperatura, pH) y una fuerte inhibicién por
producto [23]. Las hemicelulasas implican un sistema multienzimatico, la
endoxilanasa ataca las principales cadenas de xilanos y la B-xilosidasa hidroliza
xiloligosacéridos a xilosa [24]. Cuando se realiza la hidrolisis enzimatica se obtienen
altas concentraciones de azucares monomeéricos, en especial glucosa y xilosa que
posteriormente pueden pasar a un proceso de fermentacion para la produccion de

etanol lignoceluldsico.

Adicional a la hidrdlisis enzimatica, se realiza el analisis por microscopia electrénica
de barrido (SEM/EDS) la cual es una técnica donde el barrido de una muestra con
un haz de electrones permite obtener imagenes en blanco y negro de alta
resolucién, que posibilitan estudiar detalles de su morfologia y también analisis
elemental de la superficie [25]. Con esta técnica es posible verificar
microscopicamente el efecto del pretratamiento sobre la estructura de las fibras de
biomasa y la accesibilidad de las enzimas en esta.
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1. METODOLOGIA

La figura 1 muestra el esquema metodoldgico del proyecto dividido en 4 fases.

Figura 1. Diagrama de flujo de la metodologia

________ - o " o -
(" (?on-str:ccTén-c;va-s (; ™ ( Cuantificacion de | 1 Inclusion datos de caracterizacion ‘I
< i > ! proteina 1 I de biomasas pretratadas impregnadas
: " pizlé%r;gg%g%:ngacjarii%n | en la enzima ] 1 al 1% y 2% con acido sulfurico 1
—_ g = ilui 1
1 para HPLC 1 . d "_UId_o _____ -
i i o, i, ot i S i 0 I
p BN i R e e ] N
S
SR J—_ o an Fase 1. Caracterizacion de biomasas obtenidas ' -Goi osicién-e/r: Isoosh(sjgl?dos eiblas !
1 ; o 1 en operaciones de pretratamiento individuales: P - Mond I
Curvas de calibracion a ) blanco de biomasa impregnada, blanco de ! o;)npmeros 1
L baja concentracion r inyeccion de vapor y blanco de molienda 1 TNIGOMBNOs )

1 Fm - - -
~ I - Biomasa impregnada al 1% (80 g/min)

|
. ” - Bi i 0 I
i 59 S Fase 2. Hidrdlisis enzimatica de ! Blon(wggaganplggn:;dg ?l L i

I Curvas de calibracion a | biomasa pretratada 1 . » 90Uy 6l g/min
ic i . preti . - Biomasa impregnada al 2% 1

I concentracion media y impregnada con acido sulfurico :

| alta | diluido ) (30, 50 y 80 g/min) ) 1
__________ i - Blancos de alimentacion, |
J

N vapor y molienda

FE==——=A

I Curvas de calibracion a Fase 3. Caracterizacion licor hidrolizado I - Monémeros 1
I concentracion maxima ) y calculo de rendimientos - Oligomeros |
R L e {

Fase 4. Analisis por microscopia de barrido
SEM/EDS

1.1. FASE 1. CARACTERIZACION DE BIOMASA PRETRATADA.

Del reactor de pretratamiento térmico y mecéanico disefiado en tesis doctoral, se
obtuvo la biomasa para hidrélisis enzimatica, las condiciones de pretratamiento de

cada biomasa se describen en la tabla 1.
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Tabla 1. Condiciones de pretratamiento de las biomasas hidrolizadas

Prueba de Porcentaje de acido sulfdrico Flujo mésico alimentado
pretratamiento  diluido en laimpregnacion al reactor [g/min]
2ka 1% 80
3w 1% 30
3f 1% 50
3za 1% 80
3zb 2% 30
3x 2% 50
3y 2% 80

Los datos de caracterizacion de solidos totales, composicion quimica de los solidos
insolubles y concentracion de mondémeros y oligdbmeros en el licor se encuentran en
el Anexo A, estos fueron determinados previamente por Alvaro Lopez y Yadira
Pirateque [26] junto a Paola Arias e Ingrid Perez [27] en sus tesis de pregrado que
también se desarrollaron dentro del marco de la tesis doctoral. Para verificar el
efecto de las dos operaciones de pretratamiento combinado sobre la hidrdlisis, se
realiz6 la caracterizacion de blancos de pretratamiento, biomasa impregnada con
acido al 2%, biomasa impregnada con &cido al 2% sometida a pretratamiento con
vapor a 130° durante 20 min y biomasa impregnada con acido al 2% sometida a
pretratamiento mecdénico. A continuacion se describe el procedimiento de

caracterizacion llevado a cabo.

1.1.1. Procedimiento de caracterizacion de biomasa lignocelulésica. Se
describe de forma resumida el procedimiento de caracterizacion, el cual se
encuentra detallado en el Anexo B y sigue los procedimientos analiticos de
laboratorio (LAP en inglés) del NREL, NREL/TP-5100-42621 para solidos totales,
NREL/TP-510-42627 para solidos insolubles, NREL/TP-510-42618 para
determinacién de carbohidratos y lignina estructurales y la NREL/TP-510-42623
para determinacion de carbohidratos en licor.

e Se peso6 biomasa para determinacion de sélidos totales.

e Se extrajo el licor de la biomasa después de diluirla y centrifugarla.
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e Se tomo alicuota para cuantificacion de mondémeros y oligdmeros en el licor.
e Se lavo la biomasa residual para determinacion de soélidos insolubles.

e Se secaron los sdlidos insolubles para determinacion de carbohidratos y lignina.

1.1.2. Construccién curvas de calibracion. Para cuantificacion de azlcares y
productos de degradacion en licores se usO el equipo SHIMADZU HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPH HPLC, columna Aminex® HPX-87H
con un flujo de 0.6 ml/min a 65°C y fase mévil 0.05 M de H,S0,, bajo el inventario
del centro de investigacion para el desarrollo sostenible en industria y energia
CIDES. Se construyeron curvas de calibracién para azucares (celobiosa, glucosa,
xilosa y arabinosa) y productos de degradacion (acido succinico, acido lactico,
glicerol, acido acético, etanol y furfural) a diferentes rangos de concentracién, baja
concentracion (0-2 g/l) para licores de biomasa pretratada, concentracion media (O-
13 g/l) para estandares de verificacion y recuperacion, y alta (0-35 g/l) y méxima (0-
60 g/l) concentracion para licores de biomasa hidrolizada. El procedimiento
detallado de construccion de curvas de calibracion se encuentra en el Anexo C y
estd basado en el LAP NREL/TP-510-42623 [28].

1.2. FASE 2. HIDROLISIS ENZIMATICA DE BIOMASA PRETRATADA.
La enzima que se uso en el proyecto es la Novozymes Cellic® CTec3, esta enzima
permite la conversion rentable de la biomasa en etanol con rendimientos 1.5 veces

mayores que el anterior producto de Novozymes, Cellic® CTec2 [29].

1.2.1. Cuantificacion de proteina en la enzima. Para la cuantificacion de proteina
en la enzima se uso el kit de ensayo de proteinas BCA de Thermo scientific®.
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1.2.1.1. Preparacion de estdndares de proteina. Se diluy6é con agua el contenido
de una ampolla de estandar de albumina de suero bobino BSA en inglés, para
construir una curva de calibracion de la concentracion de proteina en funcion de la
absorbancia. Para esto se uso el espectrofotdmetro UV-VIS Spectroquant® pharo
300 de Merck propiedad del CIDES. El protocolo de preparaciéon de las diluciones
se encuentra en el Anexo D, se hizo la preparacion siguiendo las instrucciones del

manual técnico de ensayo de proteinas [30].

1.2.1.2. Preparacion ensayo de proteinas BCA. Se preparé el ensayo de

proteinas BCA siguiendo el protocolo de ensayo de proteinas de la siguiente

manera:

e Se diluyé la enzima Cellic® CTec3 500 veces en balones aforados de 250 ml por
duplicado.

e Se mezclo el reactivo de trabajo diluyendo el reactivo B en el reactivo A con una
relacion de 1:50 v/v. (A y B reactivos del kit de proteinas).

e Se mezclaron 50 ul de enzima diluida con 1 ml de reactivo de trabajo.

e Se incubd la solucién a 37°C por 30 minutos.

e Se midi6 la absorbancia en el espectrofotdmetro a 562 nm.

1.2.2. Procedimiento para el montaje de hidrdlisis enzimatica. La hidrélisis
enzimatica se llevé a cabo en el Shaker IKA® KS 4000 i control propiedad del ICP-

ECOPETROL, en el cual se controla temperatura, agitacion y tiempo.

1.2.2.1. Neutralizacion de biomasa pretratada. EIl pH de trabajo 6ptimo para la
hidrolisis enzimatica esta entre 4.8 y 5.0 segun estudios anteriores y de acuerdo al
LAP NREL/TP-5100-63351 [31], a continuacién el procedimiento de neutralizacion
de la biomasa:

e Se prepar6 buffer de citrato de sodio 1.0 M y se diluyé a 50 mM.
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Se preparé una solucién de hidréxido de amonio diluido en buffer de citrato de
sodio 50 mM en una relacion 1:4 viv.

Se peso la biomasa a neutralizar para tener en cuenta en posterior dilucion.

Se adiciono la solucion de hidréxido de amonio diluido con un atomizador hasta
alcanzar un pH de 5.0, el cual es medido con tiras de papel medidor de pH y se
registro el peso de solucion adicionado.

Se realiz6 el célculo de sélidos totales segun LAP NREL/TP-510-42621 [32].

1.2.2.2. Célculos para hidrolisis enzimatica. Se realizaron calculos basados en

los resultados de caracterizacion de biomasa para determinar las cantidades de

biomasa pretratada, buffer de citrato de sodio 50 mM y enzima a adicionar,
siguiendo el procedimiento analitico de laboratorio NREL/TP-5100-63351. El

procedimiento de calculos se encuentra en el Anexo E.

1.2.2.3. Procedimiento experimental de montaje de hidrélisis enzimética. Para

el montaje de cada uno de los ensayos y su tratamiento se realizd el siguiente

procedimiento:

Se autoclavaron todos los materiales que estuvieron involucrados en la hidrdlisis
enzimatica: Erlenmeyers, esferas de ceramica y buffer.

Se pes6 Erlenmeyer de 125 ml, se adiciondé y pesdé biomasa pretratada
neutralizada y se adicioné y peso buffer de citrato de sodio 50 mM.

Se adicion6 1.5 ml de buffer adicional para tomar alicuota de control a las cero
horas.

Se adicionaron y pesaron 2 esferas de ceramica por ensayo, con diametro
promedio 1.59 cm con el objetivo de favorecer la agitacion.

Se homogenizo el slurry dentro del Erlenmeyer con agitacion manual y se dejo
precipitar para tomar alicuota de 1.5 ml, con la cual se determind la

concentracion inicial de azucares presentes.
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e Se diluy6 la enzima en buffer de citrato de sodio 50 mM en una relacién 1:5 v/iv
para reducir viscosidad y permitir el pipeteo preciso de la solucion de enzima.

e Se adicion¢ la cantidad requerida de solucion de enzima completando un total
de 50 g de slurry por ensayo.

e Se sello el Erlenmeyer con papel Darnel Wrap®y cinta adhesiva.

e Se introdujo el Erlenmeyer sellado en el shaker a 50°C y 110 rpm, condiciones
Optimas de temperatura y agitacion que permiten suspension completa de
solidos.

Para cada ensayo se prepararon 3 réplicas y cada lote de hidrélisis duré entre 48 y

120 horas dependiendo del analisis a realizar. En la figura 2 se muestra el montaje

de hidrélisis enzimatica en el shaker.

Figura 2. Montaje de hidrolisis enziméatica

1.2.2.4. Procedimiento de toma de alicuotas. Para las hidrélisis en las que se
debia cuantificar el progreso de la concentracion de azucar se tomaron alicuotas
cada 24 horas, a continuacion el procedimiento de toma de alicuotas:

e Se retird el Erlenmeyer del shaker y se retir6 el sello.

e Se registro el peso inicial para determinar la masa evaporada.
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e Se tomo¢ alicuota de 1.5 ml con micropipeta Transferpette® y se vertié en tubo
Falcon de 15 ml.

e Se registro el peso extraido de alicuota.

e Se reestablecio el sello del Erlenmeyer y se introdujo nuevamente en el shaker
para continuar con la hidrélisis.

e La alicuota tomada se centrifugé 3 veces en centrifuga Hettich Zentrifugen
Universal 320 R a 4°C y 9000 rpm durante 20 min, segun el LAP NREL/TP-510-
42627 [33]. El licor extraido en cada centrifugacion se vertio en otro tubo Falcon
de 15 ml las primeras dos veces, la tercera vez se verti6 en vial de 1.5 ml para
andlisis en HPLC.

e Los sdlidos residuales presentes en el primer tubo Falcon centrifugado se
vertieron en un tubo Falcon de 50 ml en el cual se acumularon los solidos
residuales de todas las alicuotas para poder cuantificar la biomasa extraida que
no reacciona y el cambio en la masa del slurry a lo largo de la hidrolisis.

e Se determino sélidos insolubles segun LAP NREL/TP-510-42627 para el total de
solidos extraidos.

e Seregistré el peso final en la Ultima hora de hidrélisis y se verti6 el slurry en tubo
Falcon de 50 ml. Se extrajo licor segiin LAP NREL/TP-510-42627 y se determiné

sélidos insolubles para el total de biomasa hidrolizada.
1.2.3. Efecto del porcentaje de sdlidos insolubles en la hidrélisis enzimética.

Para el ensayo inicial se prepararon dos porcentajes diferentes de solidos insolubles

10% y 15%. La informacion de los ensayos se muestra en la tabla 2.
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1.2.4. Efecto de la metodologia de adicion de biomasa. Se probaron dos
metodologias de adicién de biomasa; el total de biomasa alimentado a la hidrdlisis
desde el tiempo cero, y adiciones controladas de biomasa, 60% del total de los
sélidos insolubles en el tiempo cero, 20% a las 12 horas y el 20% restante a las 24
horas como Wenhui Geng et al [34]. Estas dos metodologias se prepararon para un
solo porcentaje de solidos insolubles de 15%. La informacion de los ensayos se

muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Descripcién de ensayos para porcentaje de sélidos y adicién de biomasa

Tiempo de

hidrolisis [h] _RcPlicas

Ensayo Descripcién

Biomasa hidrolizada BH, slurry con 15%

15-i de solidos insolubles, con adicion de 48 a,b,c
biomasa completa desde el tiempo cero.
Biomasa hidrolizada BH, slurry con 15%

de sdlidos insolubles y adicién de biomasa

en el tiempo, 60% en el tiempo cero, 20%

alas 12h y 20% a las 24h.
Biomasa hidrolizada BH, slurry con 10%

10-i de sdlidos insolubles y adiciéon de biomasa 48 a,b,c

completa desde el tiempo cero.

15-A 48 a, b, c

1.2.5. Efecto del porcentaje de &cido sulfarico diluido. Se realizé el montaje de
hidrélisis enzimatica para biomasas pretratadas impregnadas con acido sulftrico al
1% y 2% usando el porcentaje de sdlidos y adicion de biomasa con mejores
rendimientos resultantes del procedimiento anterior. La informacién de los ensayos

se muestra en la tabla 3.
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1.2.6. Efecto del flujo mésico de alimentacion al reactor de pretratamiento. Se
realizé el montaje de hidrolisis enzimética para biomasas pretratadas impregnadas
con acido sulfarico diluido a diferentes flujos masicos de alimentacion al reactor de
pretratamiento. Se uso el porcentaje de solidos y adicién de biomasa con mejores
rendimientos resultantes de procedimientos anteriores. La informacién de los

ensayos se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Descripcion de los ensayos con diferente porcentaje de acido y diferentes flujos de

alimentacion
Tiempo
Ensayo Porcer!taje de Flujo 'mésico _ . de_ _ Réplicas
acido pretratamiento[g/min] hidrélisis
[h]
3w 1% 30 120 a,b,c
3f 1% 50 120 a,b,c
3za 1% 80 120 a,bc
3zb 2% 30 120 a,bc
3X 2% 50 120 a,b,c
3y 2% 80 120 a,b,c

1.2.7. Efecto de las operaciones individuales de pretratamiento. Se realiz6 el
montaje de hidrolisis enzimatica para blancos de biomasa impregnada al 2% con

acido sulfurico. La informacion de los ensayos se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Descripcién de los blancos de biomasa

Tiempo de
Ensayo Procesamiento hidrélisis Réplicas
[h]

Biomasa impregnada con acido sulftrico

BA diluido al 2% % a,b, ¢
Biomasa impregnada con &cido sulfdrico

BV diluido al 2% + Pretratamiento con vapor 96 a,b,c

130°C, 20 min

Biomasa impregnada con &cido sulfdrico

BM diluido al 2% + Pretratamiento mecénico 96 a,b,c
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1.3. FASE 3. CARACTERIZACION DEL LICOR DE HIDROLISIS Y CALCULO DE
RENDIMIENTOS.

1.3.1. Concentracibn de mondmeros en alicuotas. Cada alicuota extraida
durante la hidrélisis enzimatica se analiz6 por HPLC como se describi
anteriormente siguiendo el LAP NREL/TP-510-42623, obteniendo la concentracion

de glucosa y xilosa cada 24 horas.

1.3.2. Concentracion de oligobmeros al final de hidrdlisis enziméatica. Este
procedimiento se realizé Unicamente para los efectos del porcentaje de &cido en la
impregnacion y el efecto del flujo maésico de alimentacion al reactor de
pretratamiento siguiendo el LAP NREL/TP-510-42623, obteniendo la concentracion

de glucosa y xilosa en el tiempo final de hidrolisis.

1.3.3. Célculo de rendimientos. Se determinaron los rendimientos de azucares
(glucosa y xilosa) en monémeros para todos los ensayos y en oligdmeros para los
efectos del porcentaje de acido en la impregnacion y el efecto del flujo masico de
alimentacion al reactor de pretratamiento. Para el calculo de los rendimientos se
tuvo en cuenta las concentraciones iniciales y finales de aztcares en monémeros y
oligébmeros en el licor, los porcentajes de glucano y xilano de los sélidos insolubles
previa hidrélisis y los volumenes evaporados y extraidos durante la hidrélisis. El
procedimiento detallado del calculo de rendimientos se encuentra en el Anexo F.

1.4. FASE 4. ANALISIS POR MICROSCOPIA DE BARRIDO SEM/EDS.

Se realizé analisis por microscopia de barrido SEM/EDS a cuatro muestras de

biomasa pretratada, la informaciéon de las muestras se presenta en la tabla 5.
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Tabla 5. Descripcién de las muestras analizadas por SEM/EDS

ID Muestra Descripcién
G5 1% de &cido, pretratamiento discontinuo
3f 1% de acido, 50 g/min
3za 1% de acido, 80 g/min
3y 2% de acido, 80 g/min

La biomasa G5 fue pretratada de manera discontinua con el mismo tipo de molino
utilizado en el reactor de pretratamiento termomécanico en pasantia de tesis
doctoral, esta es utiliza para compararse con el pretratamiento actual. A
continuacion se describe el procedimiento metodoldgico de anélisis SEM/EDS:

e Se homogenizaron y pesaron 5 g de biomasa pretratada segun LAP NREL/TP-
510-42627.

e Se analizaron las muestras de biomasa por SEM/EDS en el laboratorio de
microscopia del centro de investigacion UIS-Guatiguara. Para esto se aplicé un
recubrimiento de carbono a las muestras para disminuir la interferencia causada
por la humedad.

e Se realizaron aumentos a las imagenes de 200, 1000 y 15000x que permitieron
observar las muestras a 400, 50 y 5 um respectivamente.

e Se midieron los diametros de las particulas y las fibras observadas.

e Se tomaron capturas de las imagenes.
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2. RESULTADOS Y ANALISIS.

2.1. CARACTERIZACION DE BIOMASA PRETRATADA.

En la tabla 6 se muestra la caracterizacion realizada a los soélidos insolubles de los

blancos de biomasa pretratada.

Tabla 6. Caracterizacion de los sélidos insolubles de los blancos de pretratamiento

Pretratamiento Unidades BA BV BM
% Sdlidos Totales en o
STys slurry pretratado % 41.58+0.28 | 21.73+0.26 | 54.29+0.42
% Sdlidos Insolubles en o
slurry pretratado % 37.4+0.66 | 19.6+0.54 | 48.94+0.90
% de Cenizas Totales % 5.33+0.06 | 5.33+0.06 | 5.33+0.06
% de Lignina % 22.79+0.03 | 24.24+0.07 | 27+0.18
Sélidos % de Glucano % 44.24+0.28 | 54.45+0.32 | 48.45+0.61
Insolubles % de Xilano % 23.99+0.24 | 11.82+1.44 | 13.81+0.88
% de Arabinano % 0.3740.02 | 0.63+0.07 | 0.72+0.03
% de grupos acetilos % 3.65+1.53 | 0.00+1.13 | 2.47+0.13
Total % 100.37 96.47 97.77
) Glucosa g_]/l 0.23+0.02 | 1.08+0.07 | 1.83+0.06
MO”OI’iT;irrOS en Xilosa g/l 1.13+0.01 | 15.53+0.92 | 27.96+1.23
Acido acético g/l 4.37+0.04 | 1.15+0.06 | 7.03+0.09
Oligbmeros en Glucosa g/l 1.20+£0.12 | 0.66+0.17 | 6.4+0.92
licor Xilosa g/l 6.984+0.10 | 3.99+0.53 |65.99+2.51
pretratamiento Arabinosa g/l 0.56+0.06 | 0.65+0.07 | 0.66+0.04

Los datos mas significativos de la caracterizacién de sélidos insolubles son los
porcentajes de glucano y xilano. La reduccién de xilano en los dos procesos de
pretratamiento BV y BM muestra que se ha producido ruptura de hemicelulosa, esto
concuerda con Xiaowen Chen et al [35], quien muestra que el pretratamiento
termoquimico realizado a la biomasa mejora significativamente la conversion de
oligdbmeros de xilosa a xilosa monomeérica. Esto se ve reflejado en la caracterizacion

del licor, presente en la tabla 6, donde se evidencia que se ha solubilizado xilano a
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mondmeros, con concentraciones de 1.13 g/l de xilosa en el licor de biomasa
impregnada, 15.53 g/l en el licor de biomasa impregnada pretratada con vapor y
27.96 g/l en el licor de la biomasa impregnada y molida. Este gran aumento en la
solubilizacion de xilano se debe a que la molienda también realiza un pretratamiento

térmico debido al incremento de la temperatura por la friccion.

2.2. PROTEINA EN ENZIMA.

Se determiné que la proteina en la enzima de trabajo es:

mg de proteina
300.66 geep

ml de enzima

Esta se diluyd 5 veces para reducir viscosidad y permitir el pipeteo preciso,
finalmente, la concentracion de proteina de la enzima usada en la hidrolisis

enzimatica es:

mg de proteina
60.13 — 9 4¢P

ml de enzima diluida

2.3. EFECTO DEL PORCENTAJE DE SOLIDOS INSOLUBLES EN LA
HIDROLISIS ENZIMATICA.

Se probaron dos porcentajes de solidos insolubles en la hidrélisis enzimatica, 10%
y 15% con la misma carga de enzima, 20 mg de proteina por gramo de glucano;
misma carga de enzima para todos los ensayos de este estudio. Se realiza el
analisis hasta las 48 horas de hidrdlisis porque el aumento de la concentracion de
azucares solo es apreciable en ese momento y a partir de ahi el cambio en la
concentracion es cada vez menor, Jan Kristensen et al [36]. En la figura 3 se puede

apreciar que a las 48 h el rendimiento del ensayo de 10% de sélidos insolubles es
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cerca de 17% y 19% mayor al rendimiento alcanzado por la hidrdlisis de 15% de
sélidos insolubles para glucosa y xilosa respectivamente. Esta mejoria en los
rendimientos al usar menor cantidad de biomasa como la obtenida por Jan
Kristensen et al [37] y Alicia Modenbach et al [38] confirman este porcentaje como

el mejor y se utilizo para las hidrolisis posteriores.

Figura 3. Rendimientos de glucosa y xilosa a diferentes porcentajes de solidos insolubles y métodos
de adicion de biomasa
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2.4. EFECTO DE LA METODOLOGIA DE ADICION DE BIOMASA.

Se probaron dos metodologias de adicién de biomasa con el mismo porcentaje de
sélidos insolubles y la misma carga de enzima, la primera consiste en la adicion del
100% de biomasa en el tiempo cero y la otra consiste en adiciones controladas de
60% en el tiempo cero, 20% a las 12 horas y 20% a las 24 horas. En la figura 3 se
muestra que es indiferente el uso de cualquiera de los dos métodos pues la
diferencia entre rendimientos de azlcares es minima, este resultado contrasta con
Wenhui Geng et al [39], quien obtiene rendimientos mayores para el método de
adicion a 15% de solidos insolubles pero con tiempos de sacarificacion de 72 y 96
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horas usando corn stover pretratado como sustrato. Se decide usar el método de

adicion completa en el tiempo cero al 10% de sélidos insolubles.

2.5. EFECTO DEL PORCENTAJE DE ACIDO SULFURICO DILUIDO.

Se determinaron los rendimientos de conversion de azlUcares para ensayos con el
mismo porcentaje de solidos insolubles y la misma carga de enzima a las 120 horas
de hidrdlisis para evaluar el efecto que tiene el porcentaje de acido en la
impregnacion sobre la hidrélisis enzimética y se determiné qué ensayo liberé mas
azucares durante la hidrdlisis enzimética. El ensayo con menor porcentaje de acido
en la impregnacion (1%) presenta los mejores rendimientos (figura 4), siempre por
encima de los rendimientos de la biomasa impregnada al 2% para tiempos de
hidrélisis superiores a las 48 h. Los rendimientos de la biomasa impregnada al 1%
superan a la biomasa impregnada al 2% cerca de 10% para la mayoria de los flujos
de alimentacion al reactor como se ve en la figura 5. En otros estudios se demuestra
que pretratamientos acidos mejoran los rendimientos de conversion en la
sacarificacion, pero el porcentaje de acido debe ser mesurado pues puede reducir
los rendimientos, como lo muestra Xiaowen Chen et al [40] quien usa 0.5% p/p de
H,50, y Wenhui Geng et al [41], que usa 0.8% p/p de H,S0O, para mejorar los

rendimientos de la hidrdlisis enziméatica.
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Figura 4. Rendimientos de azlcares en funcién del tiempo para dos porcentajes de &cido: (a) 1% y
(b) 2% al igual que diferentes flujos de alimentacion al reactor de pretratamiento: circulo (30g/min),
cuadro (50g/min) y triangulo (80 g/min)

—O— 3w (1% 30g/min) —3— 3f (1% 50g/min) —O— 3zb (2% 30g/min) —5— 3x (2% 50g/min)
—A— 3za (1% 80g/min) —A— 3y (2% 80g/min)
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2.6. EFECTO DEL FLUJO MASICO DE ALIMENTACION AL REACTOR DE
PRETRATAMIENTO SOBRE LA HIDROLISIS ENZIMATICA.

En la figura 4 y 5 se encuentra la comparacion entre rendimientos de sacarificacion
con el mismo porcentaje de sdlidos insolubles, la misma carga de enzima y el mismo

tiempo de sacarificacion para diferentes tiempos de hidrélisis (figura 4) y diferentes
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flujos de alimentacion al reactor de pretratamiento. Se puede ver que no
necesariamente a mayor flujo se presentaran mejores rendimientos principalmente
en el caso de xilosa. El efecto que causa un mayor flujo de alimentacién es un
prensado extra en la molienda al trabajar con altos flujos de alimentacion
modificando la morfologia de la biomasa, efecto que se analiza posteriormente. La
figura 5 tampoco muestra resultados concluyentes de mejoria en los rendimientos

finales (120 h) al aumentar el flujo de alimentacion, especialmente para xilosa.

Figura 5. Rendimientos de mondmeros y oligébmeros a las 120 horas de hidrolisis para diferentes
flujos de alimentacion (30, 50 y 80 g/min) y diferentes porcentajes de acido en la impregnacion (1 'y
2%)

Rendimiento % (g hidrolizado/g
pretratado)

1% H2S04 2% H2504 1% H2S04 2% H2504
Glucosa Xilosa
‘lOIig()meros 51/37/53/09 25|11 51/55,78/6.2|56|5.0

‘l Monomeros |69.3/83.1/80.2/73.4/73.0/79.9 61.8/81.6/71.8/74.5/66.8/71.0

2.7. EFECTO DE LAS OPERACIONES INDIVIDUALES DE PRETRATAMIENTO

Se determinaron los rendimientos de sacarificacion individuales de cada operacion
(inyeccion de vapor y molienda) con el mismo porcentaje de solidos insolubles y la

misma carga de enzima para hidrélisis de 96 horas, ver figura 6.
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Figura 6. Rendimientos de azlicares en la hidrélisis enzimatica para los procesos de pretratamiento
individuales y combinado

BA mBV mBM = BVM (1% 50 g/min)

< 90% 81.23% 79.78%
w 80% 71.56% F 66.47% =
g 70% | = L 62.59%
S 60% [ .
o 50% | 42.61%6'?:7%
g 40% | 2 31.75%
$ 30% | 0
€ 20% |
g 10% |
< 0%
Y Glucosa Y Xilosa

Se puede ver que los rendimientos de azucares en la sacarificacion son bajos para
la biomasa Unicamente impregnada, la inyeccion de vapor aumenta los
rendimientos ~4% y ~30% para glucosa y xilosa respectivamente y la molienda
~30% y ~30% para glucosa y xilosa respectivamente. Segun Xiaowen Chen et al
[42] que obtiene una mejora en los rendimientos de glucosa entre 10% y 15% vy
rendimientos de xilosa entre 15% y 20%, esta es una muy buena evidencia de que
la accesibilidad del sustrato es un factor clave en el alcance de la conversion
enzimatica. La reduccion de tamario resultante del proceso de molienda aumenta la
superficie reactiva de la biomasa, exponiendo el sustrato a las enzimas lo que

implica una mejora en los rendimientos.

2.8. EFECTO DEL PRETRATAMIENTO COMBINADO.

Como se demostro anteriormente, el vapor y la molienda tienen efectos positivos
sobre los rendimientos de conversion de azucares en la hidrdlisis enzimatica, en la

figura 6 se muestra la comparacion entre el proceso global de pretratamiento y los
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procesos individuales de impregnacion, inyeccién de vapor y molienda al mismo
tiempo de hidrdlisis (96 h).

Se comparé el rendimiento de los procesos individuales con el mejor rendimiento
obtenido en el proceso de pretratamiento combinado (1% H,S0, y 50 g/min),
obteniendo un aumento de ~40% y ~50% en los rendimientos de glucosa y xilosa
respectivamente con respecto a la biomasa impregnada demostrando que el
proceso combinado de pretratamiento mejora ~10% y ~17% los rendimientos para
glucosa y xilosa respectivamente comparado con el proceso de molienda de
biomasa impregnada. El proceso combinado presenta altos rendimientos en la
hidrolisis enzimatica y altas concentraciones de azUcares sacarificados trabajando
a 1% de H,S0, en la impregnacién y 50 g/min de alimentacion al reactor de
pretratamiento (prueba 3f), comparables con estudios anteriores en los que se
trabajo con la misma carga de sélidos insolubles (10%), la misma dosis de enzima
(20 mg de proteina/ g glucano), el mismo tiempo de hidrélisis (120 h) y
pretratamientos similares. David Hodge et al [43] obtiene rendimientos de 50% de
glucosa con biomasa impregnada, 42.61% en este estudio (figura 6) y Xiaowen
Chen et al [44] obtiene rendimientos superiores al 90% para glucosa y xilosa
monomerica claramente superiores a los de este estudio (81.23% y 79.78%). Se
cree que se han obtenido menores rendimientos que en otros estudios debido a la
mayor concentracion de H,S0, utilizada en la impregnacién y al tipo de molienda

menos especializado.

2.9. ANALISIS POR MICROSCOPIA DE BARRIDO SEM/EDS.

Cuatro muestras de biomasa se analizaron por microscopia de barrido SEM/EDS.

Los resultados mas representativos se muestran en la figura 7.
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Figura 7. Micrografias SEM para diferentes muestras de biomasa pretratada

Sean las imagenes (a, b, c) micrografias de la muestra G5 a 200 (400um), 1000 (50um) y 15000
(5um) aumentos respectivamente, (d, e, f) de la muestra 3f, (g, h, i) de la muestra 3z y (j, k, |) de la

muestra 3y.

La muestra G5 (a, b, ¢) no evidencia presencia de fibras (a, b), el tamafo de
particula es menor, evidencia maceramiento (b) y posee estructura superficial
rugosa (c). La muestra 3f (d, e, f) evidencia presencia de fibras (d, e), tamafio de
particula medio (e) y estructura superficial rugosa. La muestra 3za evidencia
presencia de fibras (g), particulas maceradas de tamafio medio (h) y estructura
superficial rugosa (i). La muestra 3y evidencia fibras y tamafio de particula medio (j,
K) con estructura superficial rugosa (I). Como se analiz6 anteriormente el flujo
masico de alimentacion al pretratamiento no es determinante en la conversion de

azucares, mayor flujo representa prensado adicional de la biomasa lo que
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morfoldégicamente evidencia un macerado mayor y tamafio de particula menor,
como se observa en las muestras 3f (50 g/min) y 3za (80 g/min) pero al presentar la
misma estructura superficial rugosa el area superficial accesible a las enzimas es la
misma, obteniendo rendimientos de glucosa similares, 83.1 y 80.2%
respectivamente (figura 5), al igual que Xiaowen Chen et al [45], quien concluye que
el efecto mas importante sobre la estructura superficial es el tipo de molienda.
Morfologicamente no se evidencia diferencia entre las muestras con diferente
porcentaje de acido y mismo flujo de alimentacion 3za (1%) y 3y (2%), es decir
presentan la misma accesibilidad enzimética, lo que se evidencia en los
rendimientos anteriormente mostrados, que son similares para las dos muestras
(figura 5) 80.2 y 79.9% para glucosa respectivamente. La muestra G5 se toma como
el blanco ideal por sus caracteristicas de molienda evidenciando completo
macerado, corte y delaminacion asi como la mejor muestra de Xiaowen Chen et al
[46].

Figura 8. Muestra representativa de Xiaowen Chen et al. Biomasa deacetilada con molienda de
discos y Szego. Tamario de particula 122 um

Morfologicamente la mejor biomasa pretratada de este estudio fue la biomasa 3f
(figura 7 (f)), en comparacion a la muestra de Xiaowen Chen et al [47] no presenta
delaminacion pero si corte, macerado y tamafio de particula similar (109 um), al ser
la biomasa con los mejores rendimientos en la hidrolisis enzimatica se demuestra
que la estructura superficial rugosa de la biomasa y tamafio de particula reducido

mejoran la accesibilidad enzimatica.
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3. CONCLUSIONES

El pretratamiento térmico y mecanico es eficiente en la ruptura de hemicelulosa,
mejorando significativamente la conversion de oligdbmeros de xilosa a xilosa
monomérica.

Se logra mejores conversiones de azUcares en la hidrolisis enzimatica
trabajando con 10% de sdlidos insolubles y metodologia de adicién completa de
biomasa en el tiempo cero a las mismas condiciones de sacarificacion (carga de
enzima y tiempo de hidrélisis). Asi mismo, las mejores condiciones de
pretratamiento evaluadas para favorecer la conversibn de azlcares en la
hidrolisis enzimética son: impregnacion con acido sulfarico al 1% vy flujo de
alimentacion al reactor de pretratamiento de 50 g/min. En estas condiciones, el
pretratamiento combinado presenta un aumento de ~40% y ~50% en los
rendimientos de glucosa y xilosa respectivamente en comparacion al proceso de
impregnacion demostrando que el proceso combinado de pretratamiento es
mucho mas eficaz que el proceso de molienda y el de inyeccion de vapor.

El efecto mas importante sobre la estructura superficial de la biomasa es la
molienda. Menor tamafio de particula junto a una estructura superficial rugosa y

delaminada mejoran la accesibilidad enzimatica.
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4. RECOMENDACIONES

Se recomienda usar otros tipos de recipiente para el montaje de las
sacarificaciones como reactores tubulares en los cuales la toma de alicuotas es
mas sencilla.

Se recomienda esterilizar muy bien todos los materiales involucrados en la
sacarificacion al igual que la biomasa para hidrolisis para que los azlcares no
se fermenten.

Se recomienda realizar hidrélisis enzimética a biomasa impregnada con

porcentajes de acido sulfurico menores al 1%.
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ANEXOS

ANEXO A. DATOS DE CARACTERIZACION DE BIOMASA PRETRATADA

Tabla Al. Caracterizacion de biomasa pretratada

Concentraciones del licor [g/]]

Biomasa Séloi/zios '% Solidos | % de °/(_>de Gluco§§1 Xilos,a' Glluc,osa en Xilqsa en
pretratada totales insolubles | Glucan | Xilan |monomérica | monomérica | oligbmeros | oligbmeros
2ka 47.23 41.15 50.12 15.00 1.05 16.85 0.80 11.24
3w 48.26 44.18 4479 | 16.96 0.12 3.36 2.06 12.93

3f 57.05 50.47 47.31 11.75 0.56 20.82 4.20 24.28
3za 61.65 52.86 46.00 | 12.39 1.71 28.92 10.28 59.94
3zb 48.26 43.58 50.00 | 11.52 0.81 8.16 5.16 37.21
3x 52.43 48.27 51.59 | 12.01 0.98 18.08 5.76 42.68
3y 70.32 60.79 51.39 | 11.09 2.38 20.72 13.94 86.05
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ANEXO B. PROCEDIMIENTO DETALLADO DE CARACTETIZACION DE
BIOMASA

Determinacion de sé6lidos totales.

e Se pesan tres cajas de Petri.

e Se pesan 0.5 g de biomasa en cada caja de Petri por triplicado.
e Se introduce las muestras en un horno a 105°C minimo 4 horas.
e Se saca muestras y se dejan enfriar a temperatura ambiente.

e Se pesan las muestras secas.

Céalculos:

(Pesocqja ptri+biomasa seca — P€S0caja petri)
% Sélidos totales = jap jap

* 100 (1
Pesopiomasa nimeda M

Determinacion de sélidos insolubles.

e Se pesan tubos Falcon de 50 ml por triplicado.

e Se pesan 6 g se slurry en cada tubo Falcon y 30 ml de agua.

e Se agita vigorosamente.

e Se centrifuga a 4°C y 9000 rpm durante 20 min.

e Se extrae el licor de la biomasa con una pipeta de 10 mly se recoge en un falcon
de 50 ml.

e Se adiciona agua destilada a los sélidos residuales hasta completar % de la
botella. Se centrifuga a 4°C y 9000 rpm durante 20 min. Se toma alicuota del
licor lavado y se analiza por HPLC.

e Se repite el paso anterior hasta que la concentracion de glucosa sea menor a
0.05 g/l.

e Seintroduce el tubo Falcon en horno a 105°C minimo 4 horas.

e Se sacatubo Falcon y se deja enfriar a temperatura ambiente.

e Se pesa el tubo Falcon con la biomasa seca.
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Célculos:

% Soélidos insolubles en el slury

Peso S€COtypo Falcon+biomasa seca

= . + 100 (2)
(PQSO humedatubo falcon+biomasa himeda ~— Pesotubo Falcon)

o S6lidos insolubles total % Sdlidos totales 100 (3
= *
0 20NAoS INSOIUDLES TOATES = o4 Sélidos insolubles en el slurry ®

Caracterizacion del licor de pretratamiento.
Monomeros.

e Se toma alicuota del licor extraido en el procedimiento anterior, se vierte en vial
de 1.5 ml para HPLC, se rotula y se analiza por HPLC para determinar la

concentracion de monoémeros en el licor.
Oligémeros y estandares de verificacion y recuperacion de azucares.

e Se preparan estdndares de verificacion de azlUcares SVS y estandares de
recuperacion de azucares SRS, para esto se calculan las cantidades de glucosa

xilosa y arabinosa de siguiente forma:

AzUcar i = * 1V, (4)

Donde Vb es el volumen del bal6n aforado en litros, se recomienda balones de 0.025
l.

e Se pesan las cantidades calculadas.
e Se agrega agua destilada hasta completar el aforo del balén aforado.
e Se homogeniza la solucién en ultrasonido por 15 minutos.

e Sevierte 1.5 ml en vial para HPLC y se analiza para SVS.
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e Se realiza hidrdlisis acida, para esto es necesario que el licor tenga una
concentracion del 4% p/p de acido, para ello se agrega una cantidad especifica
de acido sulfurico al 72% dependiendo del volumen de la alicuota que se tome.

e Se determina el pH de los licores extraidos y de los estandares de recuperacion
previamente preparados.

e Setoma alicuota de 20 ml de los licores y de los SRS y se calcula la cantidad de

acido a adicionar de acuerdo a la tabla B1.

Tabla B1. Relacion de &cido al 72% a adicionar de acuerdo al pH y volumen de alicuota.

Appendix 1

e Se trasvasa las alicuotas de licor y SRS a botellas de Mr tea.

e Se adiciona lentamente la cantidad de acido al 72% a cada licor y SRS y se
agita.

e Se sellan las botellas con papel Darnel Wrap®y se tapan.

e Se marca el nivel de cada botella para controlarlo.

e Se autoclavan las botellas por 1 hora a 121°C.

e Cuando termina tiempo de autoclavado se destapa autoclave, se retiran las

botellas y se deja enfriar a temperatura ambiente.
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e Se vierte el contenido de las botellas en tubos Falcon de 50 ml.

e Se mide el pH a cada muestra con tiras de papel indicador de pH.

e Se adiciona carbonato de calcio hasta que el pH se encuentre entre 5y 6. Esto
se hace adicionando cantidades pequefias de carbonato de calcio y agitando
con las varillas de vidrio. Al medir el pH, verificar que la espuma se disperse.

e Se centrifuga a 4°C y 9000 rpm por 20 min.

e Se vierte el sobrenadante en tubos Falcon de 15 mly se centrifuga nuevamente.

e Se toma alicuota de 750 ul con micripipeta, se vierte en vial para HPLC y se

analiza.

Calcular la dilucibn para mondmeros y oligbmeros para determinar las

concentraciones reales de los azUlcares.
D = (11 I Ia)/ 1(5)

Donde D es la dilucion para mondmeros y oligobmeros, P, es el peso del licor

contenido en la biomasa y se calcula de la siguiente manera:

%solidos insolubles>

P, = Peso biomasa himeda — Peso biomasa himeda ( 100

P, es el peso de agua adicionada.

Caracterizaciéon de sélidos insolubles.
PREPARACION DE LA BIOMASA PARA CARACTERIZACION.

¢ Homogeneizar la biomasa previamente secada en la determinacién de sélidos
insolubles y pesar 0,7 g de cada muestra en diferentes botellas de vidrio.
e Tomar muestras de biomasa en crisoles y dejarlos en el horno por 24 horas para

calcular porcentaje de solidos totales.

Peso biomasa seca

% Solidos totales = Peoso biomasa himeda x 100 (7)

e Pasar los crisoles a la mufla para calcular porcentaje de cenizas estructurales.

Peso cenizas

% Cenizas estructurales = Poso bi x 100 (8)
eso biomasa seca
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Si utiliza una mufla de rampa programable:
Rampa de temperatura ambiente a 105°C
Mantener a 105°C durante 12 minutos
Rampa hasta 250°C de 10°C/minuto
Mantener a 250°C por 30 minutos
Rampa hasta 575°C de 20°C/minuto
Mantener a 575°C durante 180 minutos
Bajar la temperatura hasta 105°C y mantener en esta temperatura hasta
gue las muestras sean retiradas.
Si usa mufla no programable: Colocar los crisoles en el horno a 575 + 25°C

durante 24 + 6 horas.

Se preparan estandares de verificacién y recuperacion de azlUcares exactamente

igual que en el procedimiento de caracterizacion de licores.

HIDROLISIS ACIDA PARA LA BIOMASA PRETRATADA:

Agregar 7 ml de acido sulftrico al 72% a cada botella con su respectiva biomasa.
Introducir cada botella a la que se le ha agregado &cido en el bafio maria a 30°C
por una hora con agitacion cada cinco minutos.

Agregar 196 ml de agua a cada botella.

Se realiza la hidrdlisis acida tal como se hizo en la caracterizacidon de oligdmeros
en el licor, se sellan las botellas de la misma forma y se autoclavan por 1 hora a
121°C.

Cuando termine este proceso se retiran las botellas y se dejan enfriar a

temperatura ambiente.

SEPARACION SOLIDO LiQUIDO.

Realiza el montaje de la figura B1. Conectar la trampa de la bomba de vacio con
la salida inferior del condensador y conectar la salida superior del condensador
con la salida lateral del Erlenmeyer. Seguido de esto se acondiciona el embudo
de porcelana en la parte superior de Erlenmeyer, garantizando que haya un sello

entre los dos instrumentos para formar vacio.
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Figura B1. Montaje de la separacion sélido liquido por filtracion

Humectar el papel filtro con agua destilada para acomodarlo en el embudo de
porcelana, para este procedimiento, se debe tener especial cuidado asegurando
que el papel quede adherido al embudo evitando que los sélidos pasen por las
paredes.

Homogenizar cuidadosamente por medio de agitacion la solucion a filtrar y
agregar poco a poco (una cantidad suficiente de licor de las botellas que permita
purgar el Erlenmeyer) al embudo para que el nivel de solucién no sobrepase el
papel filtro. Purgar y desechar la solucion utilizada.

Filtrar la solucién.

Adicionar la solucion filtrada a un recipiente previamente purgado.

Si la solucion filtrada se utiliza al dia siguiente, ésta debe ser refrigerada. Si se
utiliza en un lapso superior, debe ser congelada. Nota: Las muestras no deben
almacenarse mas de 15 dias, dado que pierden la confiabilidad de las variables
medibles.

Lavar varias veces el residuo solido y poner las muestras en el horno a 105°C
por 12 horas.

Pesar el residuo sélido seco para calcular porcentaje de biomasa residual.

. . (Peso biomasa residual + peso crisol + peso filtro) — peso crisol — peso filtro
%Biomasa residual = - x100 (9)
Peso biomasa seca

Pasar las muestras a mufla y calcular el porcentaje de cenizas insolubles en

acido y la lignina insoluble en acido.
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. . L. (Peso cenizas + peso filtro + peso crisol) — Peso filtro — peso crisol
%Cenizas insolubles en acido = - x 100 (10)
Peso biomasa seca

%Lignina insoluble en acido = % biomasa residual — %cenizas insolubles en acido (11)

e De acuerdo al tipo de mufla seguir los procedimientos de rampa programable o

normal.
Anélisis del licor.

e Determinar la absorbancia del licor filtrado con el espectrofotometro pharo 300
Merck y registrar los valores encontrados para determinar el porcentaje de

lignina soluble en acido.
UVabs X Vlf xD

%Lignina soluble en acido = x 100 (11)

exPxL
Donde:

UV,ps €S la medida de la absorbancia UV-Visible para la muestra a la longitud de

onda apropiada (ver cuadro B2).
Vs es el volumen del licor filtrado.

D es la dilucion, la cual se calcula de la siguiente manera:

Volumen de la muestra + Volumen solvente

D= (12)

Volumen de la muestra

¢ es la absortividad de la biomasa a la longitud de onda especifica
P es el peso de la muestra

L es la longitud de la trayectoria de UV-visible de la celda
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Tabla B2.
biomasa.

Constantes de absorbancia para medir lignina soluble en acido para diferentes tipos de

Biomass type Lambda max | Absorptivity at | Recommended | Absorptivity at

(nm) lambda max wavelength recommended
(L/g cm) (nm) wavelength
(L/g cm)

Pinus Radiata- 198 25 240 12

NIST SRM 8493

Bagasse- 198 40 240 25

NIST SRM 8491

Corn Stover- NREL 198 55 320 30

supplied feedstock

Populus deltiodes- 197 60 240 25

NIST SRM 8492

NEUTRALIZACION Y ANALISIS DE MUESTRAS.

Trasvasar las muestras de las botellas a tubos Falcon de 50 mL

Medir el pH a cada muestra con tiras de pH.

Agregar Carbonato de Calcio hasta que el pH se encuentre entre 5y 6. Esto se
hace adicionando cantidades pequefias de Carbonato de Calcio y agitando con
las varillas de vidrio. Al medir el pH, verificar que la espuma se disperse.
Centrifugar las muestras en los tubos Falcon por 20 minutos a 9000 rpm y 4°C.
Pasar el sobrenadante de las muestras a otros tubos Falcon de 15 mL y medir
el pH final.

Congelar las muestras durante la noche.

Centrifugar las muestras en cuanto se sacan del congelador.

Trasvasar el sobrenadante a otro tubo Falcon de 15 mL, dejando
aproximadamente de 1 a 2 mL como precipitado de neutralizacion.

Congelar la solucion obtenida en los tubos Falcon durante 2 horas y centrifugar
nuevamente.

Pasar una cantidad pequefa de cada solucion a un vial para HPLC.

Rotular cada vial.

Realizar andlisis por HPLC.
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ANEXO C. CONSTRUCCION CURVAS DE CALIBRACION EN HPLC

Preparacion para azucares:

Céalculo de las cantidades de azucares (Xilosa, Arabinosa y Glucosa) necesarias

para preparar las curvas de calibracion.

e Se toma 24.0 mg/mL como valor sugerido del rango de concentraciones de
azucares de la tabla C1 para Xilosa, Arabinosa y Glucosa. Si es necesario
preparar curvas para concentraciones menores 0 mayores, se toma la
concentracion requerida y se sigue el mismo procedimiento.

e Calcular las cantidades de azucares necesarias para preparar la curva de
calibracion de la siguiente manera:

mg

AzGcar i = * Vp (13)

Donde Vb es el volumen del balén aforado.

Tabla C1. Rangos de concentracidn sugeridos para los estandares de calibracion.

Component Suggested
concentration
range
(mg/ml)

D-cellobiose 1.2-240

D(+)glucose 1.2-240

D(+)xylose 1.2-240

D(+)galactose 1.2-240

L{+)arabinose 12-240

D(+)mannose 12-240

CVS Middle of linear
range,
concentration
not equal o a
calibration
point (12.0
suggested)

Preparacion de soluciones para curvas de calibracion:

e Pesar cada una de las cantidades calculadas de azucares en un balén aforado
de 25 ml por triplicado.

e Agregar la cantidad suficiente de agua tipo 1 para homogeneizar.
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e Aforar con agua tipo 1 la solucion una vez esté homogénea.

e Llevar el balon aforado a ultrasonido por 15 min.

Dilucion de los azUcares preparados:

e Trasvasar de cada balon aforado la solucion a tubos Falcon de 15 ml los cuales

e Rotular 6 viales por cada solucion estandar preparada de la siguiente manera:
CCA-a, dilucién para las curvas de calibracion de azucares. Las letras
mindsculas indican las réplicas (a,b,c). Todas las soluciones preparadas se
diluyen con agua tipo 1 a 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.7 y 1.0 % v/v.

Preparacion de las disoluciones:

e Poner un vial de 1.5 ml (limpio, seco y rotulado) en la balanza y tarar.

e Tomar con una pipeta, las siguientes cantidades de la solucién preparada
disponible en los tubos Falcon, para cada disolucion: para las disoluciones de
0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.7 y 1.0, tomar 50, 100, 250, 500, 700 y 1000 uL,
respectivamente.

e Adicionar la cantidad tomada al vial. Registrar el peso de la muestra y tarar.

e Adicionar agua tipo 1 hasta alcanzar un valor de 1000 uL, dependiendo de la
disolucion, es decir, para las disoluciones de 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.7 y 1.0
agregar 50, 900, 750, 500, 300 y O uL de agua tipo 1. Registrar el peso del agua.

Determinacién de densidades:

e Tarar el peso de balones aforados de 5 ml en la balanza y tarar.
e Aforar el balon con la solucion a la que se le quiere determinar la densidad.
e Registrar el peso de la solucion.

e Determinar la densidad de la solucién de la siguiente manera:

p=""}y (19

Donde mjy es la masa registrada de la solucion en gramos (g) y V, es el volumen

del balén en mL.
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Preparacion para productos de degradacion:

Preparacion de solucion con acidos:

Calculo de las cantidades de los patrones necesarios para preparar las curvas de

calibracion:

e Tomar los valores maximos de concentracion sugeridos para Acido Succinico,
Acido Léctico, Glicerol, Acido Acético y Etanol. Estas concentraciones se
encuentran en la tabla C2. Si es necesario preparar curvas para concentraciones
menores 0 mayores, se toma la concentracion requerida y se sigue el mismo
procedimiento.

e Calcular las cantidades de los patrones necesarios para preparar la curva de
calibracion de la siguiente manera:

Patrén requerido = Cs * Vb (15)

Donde Vb es el volumen del balon aforado en mL y Cs es la concentracion sugerida

de los patrones en mg/mL.

Tabla C2. Concentracion sugerida para productos de degradacion

Component Approximate Suggested
Retention time concentration range
(min) (mg/ml)

XKylitol 116 02-6.0

Succinic acid 12.0 0.2-10.0

L-Lactic acid 132 02-120

Glycerol 14.2 02-8.0

Acetic acid 155 02-120

Ethanol 22. 1.0-15.0

HMF 204 0.02-5.0

Furfural 428 002-50

CVSs - Middle of linear range

e Agregar agua tipo 1 a un balon de 25 mL hasta llenar el fondo del mismo, por
triplicado.

e Poner el balén en una balanza vy tarar.
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Agregar cuidadosamente cada uno de los patrones en las cantidades
previamente calculadas.
Aforar con agua tipo 1.

Poner el balén en el ultrasonido durante 15 minutos.

Dilucion de los productos de degradacion:

Trasvasar de cada balon aforado la solucion a tubos Falcon, los cuales deben
ser marcados de la siguiente manera:

Rotular 6 viales por cada solucidén estandar preparada de la siguiente manera:
CCD-a dilucion: para las Curvas de Calibracion de productos de Degradacion.
Las letras mindsculas indican las réplicas (a,b,c). Todas las soluciones
preparadas se diluyen a 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.7 y 1.0.

La preparacion de las disoluciones y calculo de densidades se hace de la misma

forma que los azucares.

Preparacién de solucion con Furfural:

Célculo de la cantidad de Furfural necesario para preparar las curvas de calibracion:

Tomar el valor maximo de concentracion sugeridos para Furfural. Estas
concentraciones se encuentran en la tabla C2. Si es necesario preparar curvas
para concentraciones menores 0 mayores, se toma la concentracion requerida
y se sigue el mismo procedimiento.

Calcular la cantidad de Furfural necesario para preparar la curva de calibracién
de la siguiente manera:

Patron requerido = Cs * Vb (16)

Donde Vb es el volumen del balon aforado en mL y Cs es la concentracion sugerida

de los patrones en mg/mL.

Se diluye acetonitrilo en agua 65% p/p.

Poner un balén aforado de 25 ml en una balanza y tarar, por triplicado.
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e Agregar cuidadosamente el Furfural en la cantidad previamente calculada.
e Aforar con agua el acetonitrilo diluido.

e Poner el balén en el ultrasonido durante 15 minutos.

La preparacion de las disoluciones y calculo de densidades se hace de la misma

forma que los azucares y los productos de degradacion.
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ANEXO D. PREPARACION CURVA DE CALIBRACION PARA
CUANTIFICACION DE PROTEINA

Para la construccion de la curva de calibracion se sigue el procedimiento:

e Se diluye el contenido de una ampolla de 1 ml de estandar de albumina de suero

bobino BSA en inglés en agua como indica la tabla D1.

Tabla D1. Diluciones del contenido de estandar de albimina de suero de bobino BSA.

Volume Volume and Final BSA
Vial of Diluent Source of BSA Concentration
A 0 300 pl of stock 2 000 po/mi
B 125l 375 pl of stock 1,500 po/mi
C 325 pl 325 pl of stock 1,000 pg/mil
D 175l 175 pl of vial B dilution 750 pgfmi
E 325 pl 325 pl of vial C dilution 500 pg/mil
F 325 325 pl of vial E dilution 250 po/mil
G 325l 325 pl of vial F dilution 125 pg/ml
H 400 pl 100 pl of vial G dilution 25 pgfml
[ 400 pl 0 0 pg/ml = Blank

e Se diluye otra ampolla a la mitad de los volumenes mostrados en la tabla D1

para réplicas de dilucién.

¢ Se mide la absorbancia de cada dilucién en un espectrofotometro UV-VIS con

longitud de onda 660 nm.

e Se construye la curva de calibracion de concentracion de proteina en funcién de

la absorbancia de acuerdo al ensayo de proteinas BSA.
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ANEXO E. CALCULOS PARA PREPARACION DE HIDROLISIS ENZIMATICA

CALCULO DE PORCENTAJE DE SOLIDOS EN LA BIOMASA.

Se determinan los sdlidos totales en la biomasa neutralizada (BN), este paso es
importante porque después de neutralizar la biomasa esta se ha diluido. Este

proceso se realiza de la misma forma que el mostrado en el anexo B.

(PeSOCaja ptri+biomasa seca ~ Pesocaja petri)

% Solidos totales BN = * 100 (17)

PeSObiomasa humeda

La relacion entre solidos totales en insolubles se conserva por lo tanto:

%Solidos insolubles BN

_ %Salidos totales BN * %Sélidos insolubles totales BN
B 100

(18)

CALCULO DE ADICIONES EN LA HIDROLISIS ENZIMATICA (HE).

s Solidos totales HE % Sélidos insolubles HE 100 (19
— *
0oo0tldos totates %S6lidos insolubles totales BN (19

%Solidos totales HE

Peso de solidos totales HE = Peso total slurry HE * 100 (20)

Peso de solidos insolubles HE
% Soélidos insolubles HE

= Peso total Sl HE 21
eso total Slurry HE * 100 (21)
Peso de BN a adici _ Peso de solidos totales HE -
es0 de B @ QQLetonaT = "o Sélidos totales BN (22)
100

Gramos de glucan en los sélidos insolubles
_ % Glucano BN = Peso de solidos insolubles HE

100 (23)

Volumen enzima

20
a (C oncentracion enzima diluida)
* Gramos de glucan en los sélidos insolubles(24)
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Peso enzima = Volumen enzima * Densidad enzima (25)

Peso de Buf fer = Peso total slurry HE — Peso de BN a adicionar — Peso enzima (26)
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ANEXO F. PROCEDIMIENTO DETALLADO DE CALCULOS DE
RENDIMIENTOS

El rendimiento de azucares en la hidrdlisis enzimatica en determinado tiempo esta
dado por la ecuacion:

y Cir * % + (X124 giextraidos;) — giro
T p—

27
gilyo + g0i — XT_4 gOiextraidos; @7

El rendimiento de determinado azucar en el tiempo t es igual la masa de azlcar
monomeérica final sobre la masa de azlcar oligomérica inicial. La toma de alicuotas
cada 24 horas desde el tiempo cero y la evaporacion de masa crea la necesidad de
tener en cuenta la masa de azlcar monomérica y oligomérica que se ha extraido y
evaporado en cada tiempo, es por eso que se debe incluir en la ecuacién de
rendimiento la masa de azicar monomeérica que reacciond y azucar oligomérica que
no reaccion6. A continuacion se describe cada término de la ecuacion de

rendimiento y como determinarlo.

e Sea Ciy la concentracion final de azucar i monomérica en el tiempo T medida
por HPLC.

e Sea V; el volumen de licor en el slurry al tiempo T, dado por la ecuacion:

Wr — gS1
VT:T—gT(ZB)

Pt

e Donde W; es el peso del slurry en el tiempo T, p; la densidad del licor en el
tiempo T y gSI; los gramos de solidos insolubles totales en el tiempo T,

calculados como:

WT * 0pS]

— 50— @9

Sl =
golr 10

e Donde %SI es el porcentaje de solidos insolubles en el tiempo T.
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Sea giextraidos; los gramos de azlcar i extraidos en el tiempo t, dado por la
ecuacion:

Ci, Ve,

giextraidos; = 1000

(30)

Donde Ci; es la concentracion de azucar i en el tiempo ty Ve, el volumen extraido
en el tiempo t dado por la ecuacion:

We, — gSle
Ve, = Ve~ goree (31)

Pt
Donde We; es el peso extraido en el tiempo t, gSle; los gramos de sélidos
insolubles extraidos en el tiempo ty p; la densidad del licor extraido en el tiempo
t.

Sea gi; los gramos de azucar i en el tiempo inicial t0, dado por la ecuacion:
giro = (Cigo * V) /1000 (32)

Donde Ci;, es la concentracion de azucar i en el tiempo inicial t0 y Vi, es el
volumen de licor en el tiempo tO.
Sea gil;, los gramos de azUcar i insoluble en el tiempo t0, dado por la ecuacion:

%0ligomeroSI
100

gilyg = @i * gSI *

Donde ¢i es la relaciébn de peso molecular monémero/oligémero, gSi;, los
gramos de solidos insolubles en el tiempo inicial t0, y %O0ligomeroSI el
porcentaje de oligdbmero en la caracterizacion de solidos insolubles.

Sea g0i;, los gramos de oligdmero de azlcar i en el tiempo inicial t0, dado por

la ecuacion:
gO0iry = (g0io—1 * Wiy — gSlt))/ Wio—1 — 9Slto) (34)

Donde g0i;,_, son los gramos de oligdmero de azucar i en el momento antes de
alicuota inicial t0-1, W,, es el peso de slurry en el tiempo t0, W,_, el peso de

slurry antes de alicuota inicial en el tiempo t0-1.

70



g0i.,_, esta definido por la ecuacion:

COizo * Wgy — gSlto)
1000

g0ip_1 = (35)

Donde C0i,, es la concentracién de oligdmeros del azucar i en el tiempo inicial
t0 y Wgy €s el peso de biomasa neutralizada adicionada a la hidrdlisis.

Sea gOiextraidos; son los gramos de oligdbmeros de azucar i extraidos en el
tiempo t, dado por la ecuacion:

%0ligobmeroSI
100 (36)

gOiextraidos, = @i x gSI; *

Donde gSI; son los gramos de sélidos insolubles en el tiempo t.
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