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RESUMEN

Nufiez Escoto, M. R. 2011. Efecto de la temperatura y la concentracion de H,SO, (&cido
sulfarico) en el pretratamiento de digestion de aserrin de pino (Pinus oocarpa) para la
produccién de etanol lignocelulésico. Proyecto especial de graduacion del programa de
Ingenieria en Agroindustria Alimentaria, Escuela Agricola Panamericana, Zamorano.
Honduras. 23 p.

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de dos temperaturas (110 y 130°C) vy tres
concentraciones de H,SO4 (2, 4 y 6%) en el pretratamiento de despolimerizacién &cido-
diluido del aserrin de Pinus oocarpa en el proceso de elaboracion de etanol
lignoceluldsico. Se empled un disefio experimental de Parcelas Divididas donde las dos
temperaturas evaluadas fueron las parcelas principales y las tres concentraciones de
H,SO, conformaron las subparcelas. Se determind la cantidad de azlcares reductores
liberados de la matriz del aserrin, fibra neutro detergente (FND) y fibra &cido detergente
(FAD) en el aserrin antes y después del pretratamiento &cido-diluido. Se generé un
indicador diferencial de digestibilidad de celulosa, hemicelulosa y lignina. Los resultados
se analizaron en el programa estadistico SAS® mediante un  ANDEVA, una prueba de
separacion de medias Tukey y una prueba t. (P<0.05). La temperatura de digestion, la
concentracion de H,SO, y la interaccion de ambos factores afectaron significativamente el
rendimiento de azUcares reductores y la cantidad de celulosa, hemicelulosa y lignina
digerida. Sin embargo, la concentracion de H,SO, fue la principal fuente de variacion para
todas las variables medidas exceptuando la hemicelulosa digerida, donde la temperatura
ejercié un papel mas significativo. A partir de la combinacion de 2% H,SO,y 130°C se
removid el total de hemicelulosa de la matriz. La combinacion de 130°C y 6% H,SO,
resultd significativamente superior en el rendimiento de azlcares liberados del aserrin al
digerir por completo la hemicelulosa, remover el mayor porcentaje de lignina vy
despolimerizar el 17.76% de celulosa.

Palabras clave: Acido-diluido, azicares fermentables, biomasa de pino, FAD, FND,
Nelson-Somogyi.
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1. INTRODUCCION

Los combustibles derivados de la biomasa lignoceluldsica ofrecen una alternativa viable
para las fuentes de energia convencionales que soportan el crecimiento econémico y la
seguridad energética global (U.S. Department of Energy, 2006). De acuerdo con Wyman
et al. (2005), Yu et al. (2008) e Iranmahboob et al. (2002), los residuos forestales
constituyen una importante fuente de energia renovable. Sin embargo, la generacion y
acumulacion de estos residuos en los aserraderos ha ocasionado diversos obstaculos
dentro del proceso de produccion maderero dando como resultado el descarte de estos
materiales y por ende el desaprovechamiento energético de los mismos (Godoy et al.
2001).

De acuerdo con el ICF (Instituto Hondurefio de Conservacion y Desarrollo Forestal Areas
Protegidas y Vida Silvestre), en el 2009 el 38% de la superficie cubierta de bosque
correspondia a especies coniferas entre las cuales predominaba Pinus oocarpa (Gonzéalez
2008). Segun Godoy et al. (2001), alrededor del 6% de la madera proveniente de especies
coniferas se pierde durante el proceso de aserrado en forma de aserrin. Durante el 2009 se
aprovecharon 499,445 m* de madera de pino en rollo, se produjeron 113, 293.3 millones
de pies tablares y se generaron 29,966.7 m® de aserrin en todo el territorio hondurefio (ICF
2009).

La biomasa lignocelulésica proveniente de maderas blandas como Pinus oocarpa se
encuentra compuesta por una intrincada matriz de polisacaridos estructurales, pectinas,
lignina y proteoglicanos (Wyman 2008). La celulosa, que representa alrededor del 50%
del peso seco de la madera de pino, es un polimero lineal cristalino formado por unidades
repetidas de D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos B-1,4, puentes de hidrogeno y
fuerzas electrostaticas intramoleculares (Cuervo et al. 2009). De acuerdo con Saha (2003),
la hemicelulosa (10% del peso de la madera de pino en base seca) es un polimero un tanto
méas complejo que la celulosa, este heteropolisacarido estd compuesto por pentosas (D-
xilosa y L-arabinosa), hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) y residuos de acidos
4-O-metilglucurénico, D-galacturénico y D-glucurdnico, dichos compuestos se
encuentran formando cadenas amorfas ramificadas unidas por enlaces B-1,4 vy
ocasionalmente 3-1,3. La lignina representa aproximadamente el 25% del peso seco de la
madera de pino (Ortiz 2008), este compuesto polifendlico tridimensional ramificado no
fermentable consiste en un arreglo irregular de alcoholes aromaticos cuya principal
funcion es proveer rigidez, impermeabilidad y proteccion a la célula vegetal entrelazando
los polisacaridos estructurales (McMillan 1993).

Segun Margeot et al. (2009), la conversion de los materiales lignocelulésicos en etanol
requiere de 4 etapas; el proceso inicia con un pretratamiento para romper la estructura



lignocelulésica de la matriz de la biomasa, seguido por un proceso de hidrolisis
enzimatica que permite despolimerizar la celulosa, seguidamente el hidrolizado extraido
es sometido a un proceso de fermentacion a través de microorganismos y finalmente el
etanol resultante es separado y purificado de acuerdo a las especificaciones de la industria
(U.S Renewable Fuel Association 2009).

El proceso inicial de acondicionamiento de la biomasa ha sido identificado como el paso
crucial en la elaboracion de etanol lignocelulésicos. Esta fase de transformacion permite
un incremento en la porosidad de los materiales, reduce la cristalinidad de la celulosa y
participa en la despolimerizacion parcial de la misma. Ademas, posibilita la solubilizacion
de la hemicelulosa y la remocion de la lignina (Sun y Cheng 2005). Muchas tecnologias
han sido estudiadas y desarrolladas para optimizar este proceso, resaltando el
pretratamiento hidrolitico con acido sulfdrico diluido (0.5-5% H,SO,) a temperaturas
moderadas (100-200°C). Segin Hsu (1996), el proceso de despolimerizacion &cido-
diluido presenta la mejor aplicabilidad a nivel industrial por su factibilidad econdémica y
técnica. Sin embargo, combinaciones errdneas de tiempo, concentracién de &cido y
temperatura limitan la eficiencia de los pasos posteriores al pretratamiento, causando
bajos rendimientos de etanol, principalmente por la produccion de substancias inhibidoras
como 5-hidroximetilfurfural (Cara et al. 2008), este aldehido generado durante la
deshidratacion catalitica-acida de de las hexosas (Zappala et al. 2005), es capaz de reducir
el 50% del crecimiento celular de los microorganismos fermentadores cuando se
encuentra presente a una concentracion de 2.7 g/L de medio Laura-Bertani (Zaldivar et al.
1999).

Varias investigaciones han sido desarrolladas con el proposito de optimizar el
pretratamiento de despolimerizacion de los materiales lignocelulésico: Rosero (2008),
evalué el efecto del pretratamiento y fermentacion de la fibra del palmito (Bactris
gasipaes) para la produccion de etanol; Cara et al. (2008), explord la conversion de la
biomasa del arbol de oliva en azlcares fermentables a través del pretratamiento acido-
diluido y sacarificacion enzimatica; Gamez (2008) evalu6 el efecto de la temperatura y la
concentracion de H,SO, en el pretratamiento del estiércol de ganado lechero para la
produccion de etanol; entre otros. Sin embargo existe muy poca informacién cientifica
acerca de la obtencién de etanol a partir de aserrin de maderas blandas. Por lo tanto, el
presente estudio ha sido enfocado en evaluar el efecto de la temperatura y la
concentracion de &cido sulfdrico en el pretratamiento de digestion acido-diluido del
aserrin de Pinus oocarpa para la produccion de etanol lignocelulosico.

e Este proyecto permitié evaluar el efecto de dos temperaturas (110 y 130°C) y tres
concentraciones de H,SO4 (2, 4 y 6%) en el rendimiento de mondmeros fermentables
extraidos de la matriz del aserrin de Pinus oocarpa.

e También se evalu6 la cantidad de hemicelulosa, lignina y celulosa digerida durante la
despolimerizacion hidrolitica de la pared celular del aserrin de Pinus oocarpa.



Localizacion. El estudio se llevo a cabo en las instalaciones de la Escuela Agricola
Panamericana Zamorano. El pretratamiento &cido-diluido del aserrin de Pinus oocarpa y
los andlisis de los materiales resultantes de la despolimerizacion se realizaron en el
Laboratorio de Andlisis de Alimentos Zamorano (LAAZ), departamento de Francisco

2. MATERIALES Y METODOS

Morazéan, Kilémetro 32 al Este de Tegucigalpa, Honduras.

Materiales

Aserrin fresco de Pinus oocarpa tomado de la Unidad de Manejo de Cultivos
Forestales y Aserradero de la Escuela Agricola Panamericana Zamorano.

Espatulas de metal.

Rollo de papel estafio.
Crisoles de porcelana, 50 mL.
Pinza para crisol.

Desecador de cristal con llave de paso para vacio, 5.8 L.

Bandeja de aluminio (28 x 18 x 4 cm).
Probetas, 25, 50 y 100 mL.

Kitasato, 600 mL.

Crisoles de gooch, 60 mL.

Picetas de plastico.

Beakers, 250 y 1000 mL.

Bulbo para pipetas.

Pipetas, 1y 10 mL.

Matraz volumétrico, capacidad 50, 100 y 1000 mL.
Soporte universal con pinza doble para bureta.
Bureta para titulacion, 25 mL.

Beakers Berzelius, 600 mL.

Frasco volumétrico ambar, capacidad 600 mL.
Magnetos agitadores.

Platos petri.

Gradilla metalica para tubos de ensayo.

Tubos de ensayo.

Cubetas de cuarzo para espectrofotometria.



Reactivos

Solucidn neutra detergente:
= Sulfato de lauril sédico (>59%), Fisher Scientific.
EDTA (acido etilendiaminotetraacético) (99+%), J.T Baker.
Hidroxido de sodio (98.4%), J.T Baker.
Borato de sodio 10-hidratado (99%), J.T Baker.
Fosfato acido de sodio (grado reactivo), Sigma.
Etilen glicol (grado reactivo), J.T Baker.
e Acetona (99.8%), Merck.
e Etanol (46.07 g/mol), Merck.
e Solucion acido detergente:
= Acido sulfdrico (95.40%), Sigma Aldrich.
= Bromuro de cetil trimetil amonio (grado reactivo), Fisher Scientific.
e Solucion buffer de lignina:
= Nitrato de plata (grado reactivo), J.T Baker.
Benzoato de potasio (grado reactivo), Supelco.
Nitrato de hierro 9-hidratado.
Butanol terciario (99.80%), Sigma Aldrich.
Acido acético (100%), Merck.
e Solucion saturada de permanganato.
* Permanganato de potasio, J.T Baker.
= Sulfato de plata (99%), Sigma.
e Solucion desmineralizadora:
= Acido oxalico, Fisher Scientific.
= Etanol (99%), Merck.
= Acido clorhidrico.
e Estandar de D-Glucosa 99+%, Sigma Aldrich.
e Soluciodn de tartrato de cobre alcalino de Nelson-Somogyi:
= Carbonato de sodio, J.T Baker.
Tartrato de sodio potasio 4-hidratado (99%), Sigma.
Bicarbonato de sodio, J.T Baker.
Sulfato de sodio, J.T Baker.
Sulfato cuprico 5-hidratado, Fisher Scientific.
Acido sulfurico (95.40%), Sigma Aldrich.
e Reactivo de arsenomolibdato de Nelson-Somogyi:
* Molibdato de amonio 4-hidratado, J.T Baker.
= Acido sulfdrico (95.40%), Sigma Aldrich.
= Monohidrogeno de sodio fosfato hidratado, Sigma Aldrich.
e Acido sulfdrico (95.4%), Sigma Aldrich.
e Pellets de Hidroxido de sodio (98.4%), J. T Baker.



Equipo

e Balanza analitica Adventurer 2140, OHAUS.
e Horno Napco modelo 630.

e Mufla-Sybron, Thermolyne.

e Campana de gas 608300, Labconco.

Aparato de reflujo labconco 30059 con calentador Thermolyne.
Termometro “lollipop”, Traceable.
Higrometro, Thomas Scientific.

Bomba de vacio, HyperVac 2000.

Digestor Kjeltec 8100, Foss.

Calentador y agitador, Fisher Scientific.
Potenciémetro Mini Lab 1Q120.

Agitador Vortex 231.

Espectrofotdmetro, Spectronic Genesys 5.

Disefio experimental. El estudio consistié en evaluar el efecto de dos temperaturas
(110 y 130°C) y tres concentraciones de H,SO4 (2, 4 y 6%) en el pretratamiento de
despolimerizacion acido-diluido para el acondicionamiento del aserrin de Pinus oocarpa
en el proceso de elaboracion de etanol lignoceluldsico. Se usé un Disefio de Parcelas
Divididas, en el cual la parcela principal fue el factor temperatura (110 y 130°C) y
las subparcelas fueron los niveles de &cido sulfurico (2, 4 y 6%), obteniendo asi
dos tratamientos con tres niveles cada uno. Se realizaron tres repeticiones, para
un total de 18 unidades experimentales.

Determinacion de Humedad (AOAC 926.08). Para calcular la cantidad de aserrin de
Pinus oocarpa y reactivos a emplear durante el pretratamiento acido-diluido fue necesario
medir la humedad del aserrin. Se tomd el peso de 3 crisoles de porcelana frios
previamente secados a 105°C durante 24 h en el horno Napco modelo 630. A cada crisol
se le afladio 1 g de muestra y se registré su peso. Luego de 24 h de secado a 105°C los
crisoles fueron depositados en el desecador de cristal con llave de paso para vacio y una
vez frios se tomd su peso. La humedad del aserrin de Pinus oocarpa fue determinada
mediante la Ecuacion 1:

(Peso crisol + muestra) - (Peso crisol + materia seca)
%H = x100 [1]
Peso de la muestra

Pretratamiento acido-diluido. Se tomé una muestra de 10 kg de aserrin fresco de
Pinus oocarpa de la Unidad de Manejo de Cultivos Forestales y Aserradero de la Escuela
Agricola Panamericana Zamorano. Un kilogramo de aserrin se seco en el horno Napco
modelo 630 durante 24 h a 105°C. Después se agreg6 5 gramos del material seco a nueve
tubos de muestra del Digestor Kjeltec 8100 Foss rotulados por triplicado con las



concentraciones de acido sulfurico a emplear (2, 4 y 6%). Seguidamente, se les afiadio la
solucidn de acido sulfarico a una relacion 1:11 (muestra seca: acido) y se colocaron en la
unidad Kjeltec 8100 Foss donde se les sometio durante 2 h al proceso de digestion térmica
(Iranmahboob et al. 2002 y Liao et al. 2004) a 110°C para un tratamiento y 130°C para el
restante. Una vez finalizado el pretratamiento se filtré el contenido de los tubos de
muestra succionando al vacio, se registrd el volumen del filtrado (hidrolizado) y después
fue neutralizado a pH siete con hidroxido de sodio a 1 N y aforado en matraces
volumeétricos de 50 mL. La torta se lavd con agua destilada a 60°C para eliminar el exceso
de acido y posteriormente se introdujo en el horno Napco modelo 630 durante 24 h a
105°C. El peso de la torta seca fue registrado.

Determinacion de azucares reductores por el método de Nelson-Somogyi. Se prepard
la curva estandar de glucosa agregando 0.1 gramos de D-glucosa a un baldén que contenia
un litro de agua destilada. Después de mezclar bien, se pipetearon 10, 20, 40, 60 y 80 mL
de la solucién madre de glucosa en balones de 100 mL posteriormente aforados con agua
destilada.

Un mL de una dilucién 10 del hidrolizado resultante de cada tratamiento fue pipeteado
en 3 tubos de ensayo a los cuales se les agregd un mL del reactivo de tartrato de cobre
alcalino de Nelson-Somogyi para luego ser agitados en el Vortex 231. Después, los tubos
de ensayo fueron hervidos en bafio maria durante 22 min a 100°C. Una vez frios, se
afiadi6 a cada tubo de ensayo un mL del reactivo de arsenomolibdato de Nelson-Somogyi
y se les agitd en el Vortex 231. Luego, se afiadi6 siete mL de agua destilada y nuevamente
se agitd. Se realizd el mismo procedimiento para los blancos (agua destilada) y para la
curva de estdndar de glucosa. Seguidamente, se registrd la absorbancia del blanco, la
curva estandar de glucosa y las muestras del hidrolizado en el espectrofotometro
Spectronic Genesys 5 a 540 nm de longitud de onda. Finalmente, se realiz6 una regresion
lineal entre la absorbancia y la concentracion de glucosa (ppm); se empleé la pendiente y
el intercepto de la Ecuacion para el calculo de azucares reductores presentes en la muestra
teniendo en cuenta el peso de la misma y las diluciones realizadas. Mediante la Ecuacién
2 se determind para cada tratamiento la cantidad de azlcares reductores presentes en el
hidrolizado:

(ppm glucosa) x FD x 100

%Azucares Reductores =

[2]

Peso de la muestra x 10°

Analisis FND (Fibra Neutro Detergente) (AOAC 2002.04). 0.5 g de aserrin de Pinus
oocarpa fresco y 0.5 g de la torta seca’ remanente de cada tratamiento de digestion,
fueron colocados individualmente en beakers berzelius que contenian 100 mL de solucién
neutro detergente. Luego de hervir en el aparato de reflujo Labconco 30059 por 1 hora, el
contenido de los beakers se vertio en crisoles de gooch de 60 mL donde se filtraron
succionando al vacio, los residuos fueron lavados con acetona a 46.07 g/mol. Los crisoles
con el FND se introdujeron en el horno Napco modelo 630 y luego de 12 h de secado a



105°C se depositaron en un disecador de cristal con llave de paso para vacio. Después, se
tomo el peso de los crisoles frios que contenian el FND. Finalmente, los crisoles se
incineraron en la mufla a 580°C por 3 h para corregir el contenido de fibra por la ceniza 'y
una vez frios se tomo su peso. El célculo del FND se realizé mediante la Ecuacion 3:

%END (Peso crisol + FND) - (Peso crisol + cenizas) 00 13
= ><
° Peso de la muestra 3]

°E| andlisis de la torta se realizé por cada una de las tres replicas de cada tratamiento.

Analisis FAD (Fibra Acido Detergente) (AOAC 973.18). Un gramo de aserrin de Pinus
oocarpa fresco y un gramo de la torta seca® remanente de cada tratamiento de digestion,
se colocaron individualmente en beakers berzelius a los cuales se les afiadio 100 mL de
solucién &cido detergente. Luego de hervir en el aparato de reflujo Labconco 30059 por 1
hora, el volumen de los beakers se vertio en crisoles de gooch frios de 60 mL previamente
secados a 105°C y luego se filtré su contenido succionando al vacio, los residuos fueron
lavados con agua destilada a 60°C y acetona (46.07 g/mol). Los crisoles con el FAD se
introdujeron en el horno Napco modelo 630 y luego de 12 h de secado a 105°C se
depositaron en un disecador de cristal con llave de paso para vacio. Finalmente, se tomo el
peso de cada crisol frio y se realiz6 el célculo del FAD mediante la Ecuacion 4:

(Peso crisol + FAD) - (Peso crisol seco) y

%FAD =
° Peso de la muestra

100 [4]

?El andlisis de la torta se realizé por cada una de las tres replicas de cada tratamiento.

Para el andlisis de lignina, se colocaron los crisoles con el residuo de la determinacion del
FAD en platos petri que contenian alrededor de un cm de altura de agua destilada. Luego
se agregd 25 mL de solucién buffer de permanganato (mezcla de solucion saturada de
permanganato con buffer de lignina, relacion 2:1), con ayuda de una espatula de metal se
deshicieron los grumos del FAD vy se dejo reposar durante 90 min. Posteriormente, los
crisoles fueron filtrados al vacio para extraer el exceso de permanganato. Luego, fueron
devueltos a los platos petri limpios donde a cada crisol se le agrego 25 mL de solucion
desmineralizadora. Una vez que el residuo (celulosa) blanqueo, los crisoles fueron lavados
con etanol al 80% v/v y acetona a 46.07 g/mol con succion al vacio para después ser
secados en el horno Napco modelo 630 por un periodo de 12 h a 105°C. Los crisoles ya
frios y secos fueron pesados. Finalmente, los crisoles fueron incinerados en la mufla
durante 3 h a 580°C para una vez frios ser pesados. El calculo de lignina se realiz6
mediante la Ecuacion 5:



(Peso crisol + FAD) - (Peso crisol + celulosa)
X
Peso de la muestra

%Lignina = 100 [5]

La celulosa y hemicelulosa presente en el aserrin y en la torta ya digerida se determind
mediante la Ecuacion 6 y 7 respectivamente:

(Peso crisol + celulosa) - (Peso crisol + cenizas)
X

% Celulosa = 100 [6]

Peso de la muestra

%Hemicelulosa = %FND - %FAD [7]

Los andlisis FND y FAD revelaron que el aserrin de Pinus oocarpa estaba compuesto por
41.92% de celulosa, 20.12% de hemicelulosa y 17.99% de lignina. Dichos resultados
concuerdan con la descripcion de la biomasa de especies coniferas realizada por Hon y
Shiraishi (2000).

indice de digestibilidad. La cantidad de celulosa, hemicelulosa y lignina digerida durante
el pretratamiento acido-diluido se determind a través de un indice diferencial entre los
resultados del andlisis FND y FAD del material inicial y los resultados de los mismos
andlisis para la torta seca producto de cada tratamiento de digestion (Ecuacion 8, 9, 10 y
11).

FND pgerrin P.oocarpa ~ FNDTorta digerida %

%Indice digestibilidad total = D
Aserrin P.oocarpa

100 [8]

CehﬂosaAserrin P.oocarpa ~ CelulosaTorta digerida %

%Celulosa digerida = 100 [9]

Cell11()SaAserri11 P.oocarpa

HemlcelulosaAserrin P.oocarpa ~ HemlcehﬂosaTorta digerida

%Hemicelulosa digerida = x100 [10]

HemlcelulosaAsem’n P.oocarpa

ngnlnaAserrin P.oocarpa - ngmna

Lignina

Torta digerida

%Lignina digerida = x100 [11]

Aserrin P.oocarpa



Anélisis estadistico. Se empleé el programa estadistico SAS®, versién 9.1 para
hacer un analisis de varianza (ANDEVA) y mediante una separacion de medias
ajustadas TUKEY (P<0.05) se categorizO cada tratamiento en funcion de los datos
(previamente transformados en arcoseno) de rendimiento de azlcares reductores liberados
de la matriz del aserrin de Pinus oocarpa y la cantidad de celulosa, hemicelulosa y lignina
digerida durante el pretratamiento de despolimerizacion.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del aserrin de Pinus oocarpa. Los andlisis de humedad, FND y FAD
revelaron que el aserrin de Pinus oocarpa poseia 12% de humedad, 88% de solidos
secos, 41.92% de celulosa, 20.12% de hemicelulosa y 17.99% de lignina. Dichos
resultados concuerdan con la descripcién de la biomasa de especies coniferas realizada
por Hon y Shiraishi (2000).

Anélisis de varianza. A través del anlisis de varianza se determind que la temperatura y
la concentracion de acido sulfurico afectaron significativamente (P<0.05) el rendimiento
de azucares reductores y la cantidad de hemicelulosa, lignina y celulosa digerida durante
el pretratamiento hidrolitico. Sin embargo, la concentracion de H,SO4 resulto ser la fuente
de mayor variacion para todas las variables medidas exceptuando la hemicelulosa donde
la temperatura ejercio un papel mas significativo en su hidrolisis. También, se encontro
interaccion significativa entre la temperatura de digestion y la concentracion de H,SO,.

Azucares reductores y digestibilidad total. En el Cuadro 1 se observa que el tratamiento
que combind 130°C y 6% H,SO, fue estadisticamente superior al resto de los
pretratamientos evaluados al liberar mayor cantidad de azucares reductores, ya que estas
condiciones permitieron digerir mas lignocelulosa (35.54%). La prueba t de la interaccion
entre la temperatura de digestion y la concentracion de &cido sulfarico para el rendimiento
de azucares reductores, mostré que a medida que la temperatura y la concentracion del
acido aumentaron, asi increment6 la cantidad de azucares liberados de la matriz. El
tratamiento de menor rendimiento de azlcares y de menor indice de digestibilidad
coincidio con la temperatura y el nivel mas bajo de acido (110°C y 2% H,S0O,). Dichos
resultados pueden relacionarse con los estudios conducidos por Sanchez et al. (2004) y
Liao et al. (2004), donde se comprob6 que a medida que las condiciones del
pretratamiento con acido-diluido (temperatura y concentracion de acido) se vuelven mas
severas, podemos esperar un incremento en el rendimiento de carbohidratos monoméricos
como resultado de la despolimerizacion total de la hemicelulosa y un aumento en la
despolimerizacion parcial de la celulosa.
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Cuadro 1. Rendimiento de azUcares reductores presentes en el hidrolizado e indice de
digestibilidad total por tratamiento de despolimerizacién &cido-diluido.

Azulcares reductores (%) indice digestibilidad (%)™

Tratamiento Media + D.E.* Media + D.E.*
30°C, 6%H,S0, 52.47+1.03% 35.54+0.66°
30°C, 4%H,S0, 46.15+1.39° 30.63+0.10°
10°C, 6%H,S0, 42.32+0.28° 28.21+0.52°
10°C, 4%H,S0, 40.22+0.29° 26.63+0.14¢
30°C, 2%H,S0, 27.61+0.89° 18.06+0.35°
10°C, 2%H,S0, 20.69+0.28° 13.73+0.27

T Tratamientos seguidos de diferente letra son significativamente diferentes (P<0.05).
£ D.E. Desviacion Estandar.
" pared celular digerida.

Celulosa, hemicelulosa y lignina digerida. De acuerdo con Saha (2003) y Margeot et al.
(2009), la celulosa existente en los materiales lignoceluldsicos se encuentra en
combinacion con una compleja y dindmica red de polimeros de hemicelulosa y lignina
que dificultan la extraccion e hidrolisis de los polisacaridos que conforman dicho
compuesto. Estudios realizados por Wyman et al. (2005 y 2008), aseguran que al
solubilizar por completo la hemicelulosa y fraccionar al menos una pequefia parte del total
de lignina podemos aumentar la eficiencia en la descomposicion de la celulosa. En el
Cuadro 2 todos los pretratamientos, con excepcion de la combinacion 110°C y 2% H,SO,,
digirieron por completo la hemicelulosa presente en la matriz del aserrin. La prueba t de la
interaccion entre la temperatura de digestion y la concentracion de acido sulfurico para la
cantidad de hemicelulosa digerida reveld6 que al emplear 2% H,SO, y elevar la
temperatura de 110°C a 130°C, se aumentd en un 17.05% la cantidad de hemicelulosa
removida, dicho incremento significo la digestion total de este heteropolisacarido
estructural (Cuadro 2). Sin embargo, el tratamiento méas severo (130°C y 6% H,SO,)
despolimeriz6 la mayor cantidad de celulosa (17.76%) al remover el mas alto porcentaje
de lignina (16.64%) como resultado del aumento en la concentracion de H,SO, que
resulto ser el factor de mayor significancia en la interaccion temperatura-acido para la
cantidad de lignina y celulosa digerida.

Cuadro 2. Celulosa, hemicelulosa y lignina digerida durante el pretratamiento hidrolitico.

Celulosa (%0) Hemicelulosa (%0) Lignina (%)

Tratamiento Media + D.E.} Media + D.E.* Media + D.E.*
30°C, 6%H,S0, 17.76+0.05° 99.99+0.00% 16.64+0.012
30°C, 4%H,S0, 13.29+0.12° 99.99+0.00% 11.10+0.06"
10°C, 6%H,S0, 11.27+0.61° 99.99+0.00% 10.88+0.08"
10°C, 4%H,S0, 9.42+0.17° 99.99+0.00% 9.34+0.48°
30°C, 2%H,S0, 0.58+0.05° 99.99+0.002 5.20+0.20¢
10°C, 2%H,S0, 0.04+0.01° 82.94+1.57° 4.95+0.53¢

¢ Tratamientos seguidos de diferente letra son significativamente diferentes (P<0.05).
* D.E. Desviacion Estandar.
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Efecto de la temperatura en el pretratamiento. EI mayor porcentaje de azUcares
reductores se obtuvo después de someter el aserrin de Pinus oocarpa a 130°C (Cuadro 3).
El aumento en la temperatura acelerd la velocidad de hidrolisis y catalizo el efecto del
H,SO, en la despolimerizacion de la hemicelulosa y en la degradacion de la pared de
lignina lo que contribuy6 a digerir una mayor porcion de la celulosa contenida en el
aserrin (Gadmez 2008).

Cuadro 3. Efecto de la temperatura de digestion en el rendimiento de azlcares reductores
y en la degradacion de la celulosa, hemicelulosa y lignina durante el pretratamiento acido-
diluido.

Temperatura Reé?ﬁg?gg?% ) Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%o)
(°C) Media + DES Mediat D.E! Media+D.E* Media+D.E*
30 42.08+1.10° 10.54+0.26° 99.99+0.002 10.98+0.09°
10 34.41+0.28° 6.91+0.08" 94.29+0.53" 8.39+0.36°

*’Tratamientos sequidos de diferente letra son significativamente diferentes (P<0.05).
£ D.E. Desviacién Estandar.

Efecto de la concentracion de H,SO, en el pretratamiento. En el Cuadro 4 se observo
que al igual que el factor temperatura (Cuadro 3), a medida que la concentracion de
H,SO, aumento en el pretratamiento, asi incrementd la cantidad de hemicelulosa digerida,
lignina solubilizada y celulosa despolimerizada. Esto concuerda con los resultados de
Cara et al. (2008), donde existié una correlacion entre el aumento de la concentracion del
reactivo acido hidrolizante, la liberacion de azucares fermentables y la solubilizacion de la
matriz de la pared celular del material lignocelulésico.

Cuadro 4. Efecto de la concentracion de acido sulfurico en el rendimiento de azUcares
reductores y en la degradacion de la celulosa, hemicelulosa y lignina durante el
pretratamiento acido-diluido.

AzUcares Reductores

H,SO, Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
(%)

(%) Media | DE‘ Media+ D.Ef Media+D.Ef Media+tD.E.f

6 47.39+0.65° 14.52+0.33° 99.99+0.00% 13.76+0.04°

4 43.19+0.84° 11.35+0.14° 99.96+0.00° 10.22+0.27°

2 24.15+0.59° 0.31+0.03° 91.47+0.79° 5.08+0.38°

“ Tratamientos seguidos de diferente letra son significativamente diferentes (P<0.05).
£ D.E. Desviacion Estandar.



4, CONCLUSIONES

La interaccion entre la temperatura de digestion y la concentracion de H,SO,4 permitio
fraccionar la pared celular del aserrin de Pinus oocarpa.

La concentracion de H,SO, fue el factor determinante en la digestion de la lignina 'y en
la despolimerizacion de la celulosa.

A partir de la combinacion de 2% H,SO,y 130°C se removi0 el total de hemicelulosa
de la matriz de la pared celular del Pinus oocarpa.

El mayor rendimiento de azUcares reductores, la totalidad de hemicelulosa removida y
el mayor porcentaje de celulosa y lignina digerida se obtuvo con la combinacion
130°C y 6% H,SO,.



S. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio en el cual se evalué el rendimiento de etanol obtenido de la
fermentacion del hidrolizado resultante del pretratamiento de digestion del aserrin de
Pinus oocarpa.

Realizar un estudio donde se determine el perfil de azlcares liberados y la cantidad
del inhibidor fermentativo 5-hidroximetilfurfural procedentes del hidrolizado producto
del pretratamiento del aserrin de Pinus oocarpa.

Evaluar el efecto del tiempo de digestion en el rendimiento de azucares reductores y
en la cantidad de celulosa, hemicelulosa y lignina digerida durante el pretratamiento
del aserrin de Pinus oocarpa.

Explorar el efecto de enzimas hidroliticas en la despolimerizacion de la celulosa
atrapada en la matriz de la torta remante del pretratamiento del aserrin de Pinus
oocarpa.

Realizar un montaje piloto para analizar la factibilidad técnica y financiera de una
operacion a escala para producir etanol lignocelulésico empleando desechos forestales
como materia prima.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Analisis de varianza de azUcares reductores liberados durante el pretratamiento.

*

Fuente de variacion G.L. C.M. F P

Temperatura 1 264.64 318.34 <.0001
% H,SO, 2 920.21 1106.93 <.0001
Temperatura*% H>SO, 2 7.31 8.79 0.0344

“Probabilidades significativas a < 0.05.

G.L. Grados de Libertad.
C.M. Cuadrados Medios.

Anexo 2. Prueba t de azucares reductores liberados durante el pretratamiento.

Tratamiento Vs. Tratamiento

t)\,

P*

110°C, 2%H,S0O4 vs.
110°C, 2%H,S0O4 vs.
110°C, 2%H,S0O4 vs.
110°C, 2%H,S0O4 vs.
110°C, 2%H,S0O4 vs.
110°C, 4%H,S04 vs.
110°C, 4%H,S0O4 vs.
110°C, 4%H,S04 vs.
110°C, 4%H,S0O4 vs.
110°C, 6%H,S0O4 vs.
110°C, 6%H,S0O4 vs.
110°C, 6%H,S0O4 vs.
130°C, 2%H,S0O4 vs.
130°C, 2%H,S04 vs.
130°C, 4%H,S0O4 vs.

110°C, 4%H,S0,
110°C, 6%H,S04
130°C, 2%H,S0,
130°C, 4%H,S0,
130°C, 6%H,S0,
110°C, 6%H,S04
130°C, 2%H,S0,
130°C, 4%H,S0,
130°C, 6%H,S0,
130°C, 2%H,S04
130°C, 4%H,S0,
130°C, 6%H,S04
130°C, 4%H,S0,
130°C, 6%H,S0,
130°C, 6%H,S0,

-19.53
-21.63
-6.92
-25.46
-31.78
-2.10
12.61
-5.93
-12.25
14.70
-3.84
-10.15
-18.54
-24.86
-6.32

<.0001
<.0001
0.0007
<.0001
<.0001
0.0480
<.0001
0.0013
<.0001
<.0001
0.0067
0.0002
<.0001
<.0001
0.0011

" Probabilidades significativas a < 0.05.
h diferencia entre las medias.
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Anexo 3. Analisis de varianza de hemicelulosa digerida durante el pretratamiento.

*

Fuente de variacion G.L. C.M. F P

Temperatura 1 354.97 364.82 <.0001
% H2SO4 2 144.83 350.71 <.0001
Temperatura*% H,SO4 2 144.81 350.68 <.0001

“Probabilidades significativas a < 0.05.
G.L. Grados de Libertad.
C.M. Cuadrados Medios.

Anexo 4. Prueba t de hemicelulosa digerida durante el pretratamiento.

Tratamiento Vs. Tratamiento t* p*

110°C, 2%H,S0O4vs. 110°C, 4%H,SO4 -16.98 <.0001
110°C, 2%H,S0O4 vs. 110°C, 6%H,SO04 -17.05 <.0001
110°C, 2%H,S04 vs. 130°C, 2%H,SO4 -17.05 <.0001
110°C, 2%H,S0O4 vs. 130°C, 4%H,SO4 -17.06 <.0001
110°C, 2%H,S0O4 vs. 130°C, 6%H,SO4 -17.72 <.0001
110°C, 4%H,S04vs. 110°C, 6%H,SO4 -17.05 0.9034
110°C, 4%H,S04vs. 130°C, 2%H,SO4 -0.07 0.9030
110°C, 4%H,S0O4 vs. 130°C, 4%H,SO4 -0.07 0.8997
110°C, 4%H,S04 vs. 130°C, 6%H,SO4 -0.07 0.9050
110°C, 6%H,S0O4 vs. 130°C, 2%H,SO4 0.00 0.9996
110°C, 6%H,S04vs. 130°C, 4%H,SO4 0.00 0.9963
110°C, 6%H,S0O,4 vs. 130°C, 6%H,SO4 0.00 0.9983
130°C, 2%H,S0O4vs. 130°C, 4%H,SO4 0.00 0.9967
130°C, 2%H,S0O,4 vs. 130°C, 6%H,SO4 0.00 0.9980
130°C, 4%H,S04 vs. 130°C, 6%H,SO4 0.00 0.9947

" Probabilidades significativas a < 0.05.
. diferencia entre las medias.
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Anexo 5. Analisis de varianza de lignina digerida durante el pretratamiento.

Fuente de variacion G.L. C.M. F P

Temperatura 1 30.97 209.82 0.0001
% H,SO,4 2 144.29 796.61 <.0001
Temperatura*% H,SO, 2 12.15 84.72 0.0005

“Probabilidades significativas a < 0.05.
G.L. Grados de Libertad.
C.M. Cuadrados Medios.

Anexo 6. Prueba t de lignina digerida durante el pretratamiento.

Tratamiento Vs. Tratamiento t* p*

110°C, 2%H,S04Vvs. 110°C, 4%H,S0, -4.38 0.0001
110°C, 2%H,S0,4 vs. 110°C, 6%H,SO4 -5.93 <.0001
110°C, 2%H,S04vs. 130°C, 2%H,S04 -0.25 0.4689
110°C, 2%H,S0,4 vs. 130°C, 4%H,S04 -6.14 <.0001
110°C, 2%H,S04vs. 130°C, 6%H,S0, -11.68 <.0001
110°C, 4%H,S0,4 vs. 110°C, 6%H,SO4 -1.54 0.0075
110°C, 4%H,S04vs. 130°C, 2%H,S04 4.13 0.0002
110°C, 4%H,S0,4 vs. 130°C, 4%H,S0,4 -1.75 0.0047
110°C, 4%H,S0,4 vs. 130°C, 6%H,SO4 -7.30 <.0001
110°C, 6%H,S04vs. 130°C, 2%H,S04 -5.68 <.0001
110°C, 6%H,S0,4 vs. 130°C, 4%H,S0O,4 -0.21 0.5304
110°C, 6%H,S04vs. 130°C, 6%H,S0, -5.76 <.0001
130°C, 2%H,S0,4 vs. 130°C, 4%H,S0,4 -5.89 <.0001
130°C, 2%H,S04Vvs. 130°C, 6%H,S0, -11.43 <.0001
130°C, 4%H,S0, vs. 130°C, 6%H,SO,4 -5.54 <.0001

" Probabilidades significativas a < 0.05.
* diferencia entre las medias.
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Anexo 7. Analisis de varianza de celulosa digerida durante el pretratamiento.

Fuente de variacion G.L. C.M. F P

Temperatura 1 59.42 682.31 <.0001
% H2SO4 2 333.94 3834.88 <.0001
Temperatura*% H,SO4 2 13.37 153.53 0.0002

“Probabilidades significativas a < 0.05.
G.L. Grados de Libertad.
C.M. Cuadrados Medios.

Anexo 8. Prueba t de celulosa digerida durante el pretratamiento.

Tratamiento Vs. Tratamiento t* p*

110°C, 2%H,S0O4vs. 110°C, 4%H,SO4 -9.39 <.0001
110°C, 2%H,SO4vs. 110°C, 6%H,SO4 -11.23 <.0001
110°C, 2%H,S04vs. 130°C, 2%H,SO4 -0.54 0.0898
110°C, 2%H,S0O4 vs. 130°C, 4%H,SO4 -13.25 <.0001
110°C, 2%H,S04vs. 130°C, 6%H,SO4 -17.72 <.0001
110°C, 4%H,S0O4 vs. 110°C, 6%H,SO4 -1.85 0.0015
110°C, 4%H,S04 vs. 130°C, 2%H,SO4 8.84 <.0001
110°C, 4%H,S0O4 vs. 130°C, 4%H,SO4 -3.87 <.0001
110°C, 4%H,S04vs. 130°C, 6%H,SO4 -8.35 <.0001
110°C, 6%H,S0O4 vs. 130°C, 2%H,SO4 10.69 <.0001
110°C, 6%H,S04vs. 130°C, 4%H,SO4 -2.02 0.0011
110°C, 6%H,SO,4 vs. 130°C, 6%H,SO4 -6.49 <.0001
130°C, 2%H,S04vs. 130°C, 4%H,SO4 -12.71 <.0001
130°C, 2%H,S0O,4 vs. 130°C, 6%H,SO4 -17.19 <.0001
130°C, 4%H,S04 vs. 130°C, 6%H,SO4 -4.48 <.0001

" Probabilidades significativas a < 0.05.
» diferencia entre las medias.
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Anexo 9. Curva de calibracion de glucosa para el analisis de azucares reductores por el
meétodo de Nelson-Somogyi.
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Anexo 10. Azucares reductores liberados de la matriz de la pared celular del aserrin de
Pinus oocarpa.
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Anexo 11. indice de digestibilidad total de lignocelulosa (hemicelulosa, celulosa y
lignina).
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