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Efecto de la temperaturay la concentracion de H,SO, en la produccién de azlcares y 5-
hidroximetilfurfural en el pretratamiento de bagazo de cafia de azlicar

Carlos Vinicio Mazariegos Tello

Resumen. El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de dos temperaturas (120 y 150 °C)
y cuatro concentraciones de acido sulfurico (0, 3, 6 y 12% v/v) en el pretratamiento acido
diluido para la despolimerizacion del bagazo de cafia de azucar en la primera etapa del
proceso de produccion de etanol lignoceluldsico. Se empled un disefio experimental de
parcelas divididas donde la temperatura fue la parcela principal y las concentraciones de
acido fueron las subparcelas. Se determind el contenido de hemicelulosa, celulosa y
lignina en el bagazo antes después del pretratamiento, asi como la cantidad de azUcares
fermentables y 5-hidroximetilfurfural solubilizados en el hidrolizado del bagazo a traves
de HPLC. Los resultados se analizaron en el paquete estadistico SAS® 9.2 mediante un
ANDEVA vy separacion de medias LSmeans con la opcion stderr pdiff adjust tukey
(P<0.05). La interaccion de los factores fue significativa (P<0.05). Sin embargo la
concentracion de &cido sulfurico determiné el nivel de hemicelulosa y celulosa
solubilizada. Aunque los pretratamientos a 150 °C produjeron la mayor cantidad de
hemicelulosa y celulosa solubilizada, el pretratamiento 6ptimo en cuanto a maximizacién
de azlcares fermentables y minimizacion de 5-hidroximetilfurfural fue la combinacion
6%H,S0,4-120°C. Por lo tanto para investigaciones futuras se recomienda evaluar
tratamientos quimicos o enzimaticos y determinar la eficiencia del proceso de produccion
de etanol lignocelulésico.

Palabras clave: Celulosa, degradacion de azlcares, hemicelulosa, inhibidores.

Abstract: The aim of the study was to evaluate the effect of two temperatures (120 and
150 °C) and four concentrations of sulfuric acid (0, 3, 6 and 12 % v/v ) in dilute acid
pretreatment for the depolymerization of sugarcane bagasse in the first stage of
lignocellulosic ethanol production. An experimental design of Parcel Split was
used, where the temperature was the main plot and acid concentrations were the subplots.
Hemicellulose, cellulose and lignin content were determined in the bagasse before and
after the pretreatment, in addition to also the amount of solubilized fermentable sugars and
5hydroxymethylfurfural on bagasse hydrolyzate by HPLC. The results were analyzed in
the statistical program SAS 9.2® by ANOVA and LSmeans separation with adjust pdiff
stderr tukey (P<0.05). Factors interaction was significant (P<0.05). However, sulfuric acid
concentration determined the level of solubilized hemicellulose and cellulose. Although
pretreatment at 150 °C produced the largest amount of solubilized hemicellulose and
cellulose, the optimal treatment in terms of maximizing the combination fermentable
sugars and 5-hydroxymethylfurfural minimization was 6% H2S04-120°C. Therefore
future research is recommended to evaluate chemical or enzymatic treatments and
determine the efficiency of the lignocellulosic ethanol production.

Key words Cellulose, hemicellulose, inhibitors, sugars degradation.
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1. INTRODUCCION

El etanol es una de las alternativas més promisorias de energia quimica que puede ser
usada como combustible (Coletta et al. 2013). EI etanol de segunda generacion puede ser
producido a partir de materiales lignocelul6sicos, el proceso comun de obtencidn consiste
de dos etapas: convertir los polisacaridos de la biomasa en monosacéridos, utilizando
hidrélisis acida o enzimatica, para luego convertir los monosacaridos en etanol por
fermentacion (Barroso 2010).

El bagazo de cafia es uno de los materiales lignocelulésicos mas abundantes en paises
tropicales para ser considerados en la produccién de etanol, principalmente por su alto
contenido de carbohidratos, bajo contenido de lignina y su bajo costo (Pandey and Soccol
2000). Se estima que 186 millones de toneladas métricas de bagazo de cafia por afio son
generadas en Brasil, de las cuales, la mitad no tiene un uso definido (Cardona et al. 2010;
Soccol et al. 2010). En México este subproducto es de 13.6 millones de toneladas por afio
y solo el 3% se procesa (Gonzalez 2002).

El pretratamiento quimico tiene como objetivo solubilizar la hemicelulosa como azlcares
fermentables, remover las interacciones que hay entre los tres componentes de la fibra y
mejorar la accesibilidad de la celulosa para ser hidrolizada (Turley et al. 2008). El
principal problema del etanol de material lignocelulésico es que el producto de la hidrolisis
no solo contiene azlcares fermentables, sino también una gama de compuestos que tienen
efecto inhibidor en microorganismos fermentadores (Caidian et al. 2001). EIl efecto
inhibidor es el mayor impedimento para la comercializacion, porque reduce
significativamente la produccion de etanol, obliga a procesos de detoxificacion e
incrementa costos (Caidian et al. 2001). Los inhibidores del hidrolizado incluyen
principalmente compuestos furaldehidos como 2-furaldehido (furfural) y 5-hidroximetil
furfural (HMF) producidos por la degradacién de pentosas y hexosas respectivamente;
también &cidos alifaticos como &cido férmico, acético y levulinico (Larsson et al. 1999).
Varios autores han reportado el grado de inhibicion de los principales compuestos.
Banergee et al. (2001), reporto que el furfural y el HMF afectan la produccion de etanol de
Saccharomyces cerevisiae a partir de 0.5 g L™ y la inhibicién completa ocurre a 4 g L™;
Palmqvist et al. (1999 a, b), reportaron que HMF a 4 g L™ caus6 un decrecimiento de 32%
en la tasa de produccién de CO, de S. cerevisiae. Oliva Dominguez (2003), reporté para S.
cerevisiae que una concentracién de HMF de 3 g L™ produce una inhibicién de 83 % de
produccién de etanol; para E. coli la concentracién de 8 g L™ de HMF produce 30 % de
inhibicion; para el caso de furfural entre 3 -4 % reducen a 79 % la produccion de etanol de
S. cerevisiae.



En Zamorano se han realizado investigaciones con el fin de mejorar el pretratamiento de
materiales lignocelul6sicos pero ninguno en bagazo de cafia de azucar y la mayori no
contemplan la dinamica de HMF. Nufiez (2011), determind que el mayor rendimiento de
azUcares reductores en aserrin de Pinus oocarpa se obtuvo de la combinacion de 130°C,
6% H,SO, por 2 horas. Rosero (2008) concluy6 que el mejor pretratamiento para la fibra
de palmito fue 0.5% de &cido sulfurico a 145°C por 1 hora. Gémez (2008) determind que
el mayor rendimiento de etanol de estiércol de ganado lechero se obtuvo con las
combinaciones de 121° C y 2% de &cido sulfurico y 110°C con 2.5% de &cido sulfurico.

Existe poca informacidn cientifica acerca de la produccion de HMF en el pretratamiento
de bagazo de cafia de aztcar en América Central. Por lo tanto los objetivos de este estudio
fueron los siguientes:

e Evaluar el efecto de dos temperaturas (120 y 150°C) y cuatro concentraciones de
acido sulfarico (0, 3, 6 y 12% v/v) sobre la produccion de azucares fermentables y
la produccion de HMF.

e Determinar el pretratamiento Optimo para la produccién de etanol a partir de
bagazo de cafia de azUcar

e Determinar el factor de mayor influencia en la hidrélisis del bagazo de cafia de
azucar.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacidn. El bagazo de cafia de azlcar se obtuvo del Ingenio Azucarero “Tres Valles”,
localizado en Cantarranas, departamento Francisco Morazan. Los andlisis de fibra,
digestion y cromatografia se realizaron en el laboratorio de Analisis de Alimentos de
Zamorano (LAAZ), localizado en el Valle del Yeguare, departamento Francisco Morazan,
32 km al este de Tegucigalpa, Honduras.

Disefio experimental. Se usé el disefio de parcelas divididas, en el cual la parcela
principal fue la temperatura (120 y 150°C) y las subparcelas fueron los niveles de acido
sulfarico (0, 3, 6 y 12%). Se realizaron 3 repeticiones, para un total de 24 unidades
experimentales.

Caracterizacion del bagazo de cafia. Se obtuvieron dos sacos diarios por tres dias de
bagazo de cafia de azucar del Ingenio Tres Valles, con 47.5% de humedad saliente del
proceso de extraccion de jugo, se distribuy6 en bandejas de aluminio y se secé en un horno
de conveccidn por 72 horas a 60°C, luego pasé por un proceso de reduccién de particula de
2 a 5 mm. Se obtuvieron 3 muestras representativas (una para cada repeticion, 5
kg/muestra), a cada muestra se le determiné contenido de humedad, hemicelulosa, celulosa
y lignina.

Determinacion de humedad. El analisis se realizé por duplicado segin el método AOAC
926.08, los resultados se reportaron en g/100g M.S., se us6 la ecuacion 1:

peso crisol + muestra) — (peso crisol + muestra seca)
peso de muestra

Humedad% = { x100 [1]

Analisis de fibra neutro detergente (FND) (AOAC 2002.04 modificado por ANKOM).
Se peso la bolsa filtro por duplicado (especifica para el método ANKOM), se taro, se
depositd dentro de la bolsa 0.5 g de materia seca de bagazo y se selld. Las bolsas selladas
se colocaron en el interior del analizador de fiora ANKOM A200, se prepar0 1.5 L de
solucion neutro detergente y se vertid sobre las bolsas filtro, luego se agregaron 4 mL de la
enzima alfa amilasa termoresistente. EI proceso de extraccion consistié en exponer las
muestras a la solucion neutro detergente y alfa amilasa a 100+0.5°C y 10-25 psi,
agitandose por 75 minutos dentro del ANKOM A200.
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Después del proceso de extraccion se retird la solucion caliente y se realizaron 3 lavados
con 1900 mL de agua destilada a 70°C y 4 mL de alfa-amilasa por 5 minutos. Se retiraron
las muestras del interior del ANKOM vy suavemente se retird el exceso de agua en las
muestras. Las muestras se colocaron dentro de un beaker de 250 mL, se agreg6 suficiente
acetona para cubrir todas las muestras y se remojaron por 4 minutos. Se removio el exceso
de acetona en las muestras y luego se secaron en horno de conveccion a 105°C por 4 horas.

Después del proceso de secado, las muestras se colocaron en desecadores convencionales.
Se tomo el peso seco de cada muestra a temperatura ambiente (21°C), los resultados se
obtuvieron en g/100g M.S., mediante la ecuacion 2:

(W3 — (W1xC1))

%FND = x100 [2]

Donde: W3 es peso seco de la muestra después del proceso de extraccion, W1 es peso de
la bolsa, C1 es la correccion de la bolsa blanco (peso seco final de la bolsa blanco dividido
por el peso original de la bolsa blanco), W2 es el peso del bagazo.

Analisis de fibra acido detergente (FAD) (AOAC 973.18 modificado por ANKOM).
Se pesé la bolsa filtro por duplicado (especifica para el método ANKOM), se tar6 y se
depositd dentro de la bolsa 0.5 g de materia seca de bagazo y se selld. Las bolsas selladas
se colocaron en el interior del analizador de fibora ANKOM A200, se prepard 1.5 L de
solucion &cido detergente y se vertidé sobre las bolsas filtro. ElI proceso de extraccion
consistié en exponer las bolsas filtro a la solucion acido detergente a 100+0.5°C y 10-25
psi, agitdndose por 60 minutos dentro del ANKOM A200.

Después del proceso de extraccion se retird la solucion caliente y se realizaron 3 lavados
con 1900 mL de agua destilada a 70°C por 5 minutos. Se retiraron las muestras del
interior del ANKOM y suavemente se retir6 el exceso de agua. Luego se colocaron dentro
de un beaker de 250 mL y se agregd suficiente acetona para cubrir todas las muestras, se
remojaron por 4 minutos. Se removio el exceso de acetona en las muestras y luego se
secaron en horno de conveccion a 105°C por 4 horas.

Después del proceso de secado, las muestras se colocaron en desecadores convencionales.
Se tomd el peso seco de cada muestra a temperatura ambiente (21°C), los resultados se
obtuvieron en g/100g M.S. mediante la ecuacion 3:

%FAD= x100 [3]

(W3 — (W1xC1))
W2

Donde: W3 es peso seco de la muestra despues del proceso de extraccion, W1 es peso de
la bolsa, C1 es la correccion de la bolsa blanco (peso seco final de la bolsa blanco dividido
por el peso original de la bolsa blanco), W2 es el peso del bagazo.



Determinacion de lignina (AOAC 973.18). Se utilizaron las bolsas selladas provenientes
del proceso de cuantificacion de FAD. En un beaker berzelius de 500 mL se prepararon
300 mL de solucidn de acido sulfurico 72% p/p, se sumergieron las muestras secas y sobre
ellas se coloco un beaker de 250 mL que se utilizé para mantenerlas sumergidas y agitarlas
30 veces, cada 30 minutos, por 3 horas.

Después del proceso de extraccion, las muestras se retiraron del beaker y se realizaron 4
lavados con agua destilada a punto de ebullicion, se retird el exceso de agua de las
muestras y se colocaron dentro de un beaker de 1 L, se agregd suficiente acetona para
cubrir todas las muestras y se remojaron por 4 minutos. Se removio el exceso de acetona
en las muestras y luego se secaron en horno de conveccion a 105°C por 4 horas.

Después del proceso de secado, las muestras se colocaron en desecadores convencionales.
Se tomo el peso seco de cada muestra a temperatura ambiente (21°C) y luego se colocaron
en la mufla para determinar el contenido de cenizas. Se utilizd la ecuacion 4 para
determinar el contenido de lignina en porcentaje:

_ *
Lignina% _ (W3 §NW21 C1) %100 [4]

Donde: W3 es el peso seco después de la extraccion de lignina, W1 es el peso original en
el proceso de FAD, C1 es la correccion de la bolsa blanco del proceso de FAD, W2 es el
peso del bagazo en el proceso de FAD.

Los resultados de hemicelulosa y lignina se reportaron en g/100g M.S., y se usaron las
ecuaciones 5y 6:

Hemicelulosa% = FND%— FAD% [5]

Celulosa% = FAD%- lignina% 6]

Pretratamiento acido-diluido. Se peso por triplicado una muestra de 5.55 g de materia
seca de bagazo de cafia y se coloc6 dentro de los tubos del digestor Kjeltec 8100 Foss
rotulados con la concentracion de acido sulfurico a evaluar (0, 3, 6 y 12%).
Posteriormente se agregoé la solucion v/v de acido sulfurico en relacion 1:20 (materia seca:
solucion de acido sulfurico).

Los tubos se colocaron en el digestor Kjeltec 8100 Foss donde se sometieron 2 horas al
proceso de digestion térmica a 120 °C para los primeros 9 tratamientos y 150°C para los
tratamientos restantes. Después del pretratamiento, se filtré el contenido de cada tubo
utilizando un embudo, papel filtro, kitasato y bomba de vacio, se registro el volumen de
hidrolizado y el peso del bagazo. Luego se tomaron 2.5 mL de hidrolizado, se neutralizé a
pH 7 con solucidn de hidroxido de sodio 1N, y se aforé en matraces volumétricos de 50 ml
y se congeld. El bagazo pretratado se lavd dos veces con agua destilada a 70°C para



eliminar el remanente de &cido y se coloco en el horno Napco 630 durante 24 horas a 70°C
y -23 mm Hg de presion.

Determinacion de azucares fermentables. El hidrolizado de bagazo de cafia se
descongeld a temperatura ambiente y se verifico el pH, se filtrd con filtros para jeringa de
0.45 pum PTF, se depositd por duplicado 1.5 cc de hidrolizado en viales para HPLC y se
realizaron las inyecciones con el muestreador automético. Las condiciones de
cromatografia fueron las descritas en el plan de calibracién y validacion interna del método
para perfil de azucares por HPLC AOAC 982.14 usando la columna Hi-plex Ca 300 x 7.7
mm (Contreras, 2011).

Determinaciéon de HMF. Se prepararon los viales de igual forma que para analisis de
azUcares fermentables y se usaron las condiciones de cromatografia descritas en el plan de
calibracién y validacion interna para la determinacion de 5-Hidroximetilfurfural por HPLC
segun el método empleado por Windsor et al. (2012), Xu Quing et al. (2007), Li Ying-
hua et al. (2005) y Rufian et al. (2001), usando la columna LC ZORBAX Eclipse XDB-C
18, 4.6 X 150 mm, 5 um, guard cartridge column empacado con analytical guard column
Eclipse XDB-C 18, 4.6 x 12.5 mm, 5 um; capilar Peek 0.007"" id (Ixcotoyac y Tuyuc
2013).

Anélisis estadistico. Se uso el programa ‘“Statistical Analysis System” (SAS version
9.2®), se realizo un analisis de varianza (ANDEVA) para un disefio completo al azar con
arreglo factorial en parcelas divididas y con una prueba de separacion de medias LSmean
con la opcion adjust=Tukey Yy un nivel de significancia P<0.05. Se categorizaron los
resultados de celulosa, hemicelulosa, lignina, concentracion de HMF y azlcares
fermentables totales e individuales.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del bagazo de cafia de azUcar. Los analisis de humedad, FND, FAD y
lignina determinaron que el bagazo utilizado contenia 10% de humedad, 28.2% de
hemicelulosa, 47.6% de celulosa y 13.3% de lignina; estos resultados coincidieron a los
reportados en otros estudios para este material lignocelulésico (Aguilar 2011, Dominguez-
Dominguez et al. 2012, Luz et al. 2007, Ravelo et al. 2002).

Digestion del bagazo de cafia. El andlisis de varianza determin6 que la concentracion de
H.SO, y la temperatura afectaron significativamente (P<0.05) la composicion
lignocelulésica del bagazo de cafia después del pretratamiento. La interaccion de los
factores fue significativa (P<0.05) en los 3 componentes de la fibra. Sin embargo, para la
hemicelulosa la concentracion de H,SO, ejercid un efecto superior a la temperatura 'y a la
interaccion de ambos. En celulosa y lignina el valor F fue similar (Cuadro 1). Estudios
similares utilizando como sustrato estiércol de ganado vacuno, diferentes pastos y forraje
ensilado concuerdan en que el acido es el factor que mas influye en la descristalinizacion
de los componentes de fibra (Liao et al. 2010, Neureiter et al. 2002).

Cuadro 1. Efecto de los factores sobre los componentes de fibra del bagazo de cafia.

Fuente de variacion Hemicelulosa Celulosa Lignina

F P F P F P
Temperatura 8331 <0.01 769.31 <0.01 3155 <0.01
H,SO, 6604.65 <0.01 385.81 <0.01 1742 <0.01
Temperatura X H,SO4 587 <0.01 30.36 <0.01 471 <0.01

Componentes de la fibra digeridos durante el pretratamiento. Todos los tratamientos
mostraron una reduccion significativa de hemicelulosa contenida en el bagazo de cafa de
azlcar. Se determin6 que el tratamiento 3%H,S0,4-120°C redujo la hemicelulosa a 2.32
g/100 g M.S., mientras que los demaés tratamientos solubilizaron el total de hemicelulosa y
estos fueron considerados iguales segln la prueba de medias (P<0.05). Los tratamientos
6%H,S0,4-150°C y 12%H,S04-150°C hidrolizaron la mayor cantidad de celulosa,
coincidiendo con la mayor cantidad de lignina solubilizada (Cuadro 2). La solubilizacién
total de la hemicelulosa se puede atribuir a que este componente es la capa superficial de
la compleja red de polimeros de celulosa y lignina (Turley et al. 2008). El incremento en la
concentracion del acido y la temperatura gener6 mas hidrolisis en los componentes de la
fibra. Al solubilizar la totalidad de hemicelulosa, el pretratamiento mas severo Unicamente
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solubilizé 2.07 g/100g M.S. de lignina, mientras que la maxima solubilizacion de celulosa
fue de 29.01 g/100g M.S. Estos resultados coinciden con Yang y Wyman (2004) y Turley
et al. (2008), respecto a que una pequefia solubilizacion de lignina incrementa
significativamente la suceptibilidad de la celulosa a la hidroélisis (Cuadro 2).

Cuadro 2. Contenido de componentes de fibra en el bagazo de cafia después del
pretratamiento (g/100g M.S.).

Tratamiento Hem?celulosg C;elulosa£ L_ignina£
Media = DE Media = DE Media + DE

0%H,S04-120°C 27.80+0.712 47.11+1.17° 13.40+0.012
3%H,S04-120°C 2.32+0.05° 36.96+0.67° 13.30+0.092
6%H,S04-120°C 0.89+0.07° 35.01+0.51°  12.90+0.13%
12%H,504-120°C 0.69+0.05° 32.73+0.17¢ 12.81+0.14%°
0%H;S04150°C 25.85+0.85" 42.13+0.74° 13.23+0.27%
3%H,S04-150°C 0.00+0.01° 22.34+0.75° 12.64+0.292°
6%H,S04-150°C 0.00+0.02° 19.99+1.14°% 12.35+0.36°
12%H,S04-150°C 0.03+0.02° 18.10+2.22" 11.33+0.67°
Coeficiente de variacion (%) 5.49 3.42 2.45

¢ Tratamientos seguidos de diferente letra en la misma columna son diferentes (P<0.05).
EDE Desviacion Estandar.

Azucares fermentables solubilizados durante el pretratamiento. El anlisis de varianza
determind que la concentracion de H,SO, y la temperatura afectaron significativamente
(P<0.05) la cantidad de azucares fermentables obtenidos por el pretratamiento. Aunque la
interaccion de los factores fue significativa (F=88.09, P<0.05), la concentracion de acido
ejercié un efecto superior (F=1744.93, P<0.05).

Los pretratamientos que solubilizaron la mayor cantidad de azlcares fermentables fueron
6%H,S0,4-120°C y 12%H,SO, (iguales segun prueba LSmean, P<0.05) con 38.99 y 41.05
0/100g M.S., respectivamente. Los tratamientos testigos (0%H,SO4-120°C y 0%H,SO,-
150°C), generaron la menor cantidad de azucares fermentables (5.11 y 5.68 g/100g M.S.)
(Cuadro 3). Aunque los tratamientos a 150°C solubilizaron mayor cantidad de
hemicelulosa y celulosa, los tratamientos a 120°C produjeron mayor cantidad de azucares
fermentables (Figura 1). Esto se puede atribuir a que, aunque la concentracién de acido es
el parametro mas importante para la solubilizacion de azucares, este factor aumenta la
degradacion de los monosacéaridos a furfurales (Katzen R. 2006). Sin embargo, la
temperatura produce el impacto mas grande en la formacion de HMF y otros inhibidores
por degradacion de azucares (Neureiter et al. 2002).
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Figura 1. Comparacion entre la suma de hemicelulosa y celulosa solubilizada y la
produccion de azUcares fermentables.

Efecto de los tratamientos en el contenido de azucares del bagazo de cafia de azucar.
Mediante cromatografia liquida se identificaron en los hidrolizados del bagazo los
monosacaridos D-Glucosa, D-Xilosa, D-Galactosa y L-Arabinosa (Cuadro 3).
Consistentemente autores afirman que los hidrolizados de materiales lignocelul6sicos
principalmente contienen glucosa y xilosa y menor cantidad de arabinosa, galactosa y
manosa (Coletta et al. 2013).

Cada mondmero tuvo un comportamiento diferente, debido a que cada monosacarido
present6 condiciones especificas para su degradacion (Nolasco y De Massaguer 2006). La
glucosa aumenté a medida que incrementd la concentracion de acido sulflrico, sin
embargo, los rendimientos a temperaturas de 150°C fueron menores a los tratamientos de
120°C (Cuadro 3). Sasaki et al. (2011) concluyeron que existe una degradacion total de
este monosacarido a la temperatura de 230°C, por ende, este comportamiento se puede
atribuir al efecto de degradacion que generd el incremento en temperatura. Por lo tanto,
existe una alta probabilidad de que los mondémeros de glucosa se degradaran a 5-
hidroximetilfurfural y acido gluconico (Sasaki et al. 2011, Katzen 2006).

Para xilosa, aunque la solubilizacion de azlcares fermentables fue superior en los
tratamientos a 120°C, este monosacarido aumentd a medida que se incrementd la
concentracion de acido y temperatura. EI mayor contenido de xilosa se dio en 12%H,SO,-
150°C, mientras que en los tratamientos sin acido no hubo presencia de este azucar
(Cuadro 3). Respecto a esto, Kumar y Wyman (2008) concluyeron que la degradacion de
xilosa es inversa a su concentraciéon y la concentracion de xilosa depende principalmente
de la concentracion de acido, es decir, la degradacion directa de los oligomeros se reduce 0
elimina mediante la adicion de &acido. Aungue la xilosa fue la menos sensible a la



degradacion, existe una alta probabilidad de que una fraccion de este monosacéarido se
degradara a furfural (Saska y Martin 2011, Katzen R. 2006). Para el caso de galactosa y
arabinosa existe poca informacion sobre su comportamiento. Se presentaron en menor
concentracion y fueron mas sensibles a las condiciones del pretratamiento (Cuadro 3).

Cuadro 3. Cuantificacion de azucares fermentables presentes en el hidrolizado (g/100g
M.S.)

AzUcares Glucosa Xilosa Galactosa  Arabinosa
Tratamiento totales ~ MediatDE MediatDE* MediatDE* Media+DE"
MediatDEZ: £

12%H,S0,-120°C  41.1+0.9°  20.4+1.0° 13.1+1.6™ 4.9+0.4° 2.7+0.0°
6%H,S04-120°C 38.9+1.3°  10.1+0.2° 12.3+1.4"¢ 10.0+0.3? 6.6+0.1°
12%H,50,-150°C  31.4+0.6°  9.9+0.4° 17.9+0.5° 3.4+0.2b% 0.0+0.0¢
3%H,S04-120°C 29.240.6"  6.6+0.9° 6.8+0.8¢ 10.4+1.0° 5.4+0.6"
6%H,S04-150°C 25.1+1.3°  7.9+1.1° 14.2+1.2° 3.0+0.4b% 0.0+0.0¢
3%H,S0,4-150°C 19.9+0.3°  4.6+0.5° 11.1+0.9° 4.240.4" 0.0+0.0¢
0%H,S04-150°C 5.740.1°  2.9+0.1% 0.0+0.0° 2.8+0.0° 0.0+0.0¢
0%H,S04-120°C 5.1+0.2° 2.7+0.2° 0.0+0.0° 2.4+0.1° 0.0+0.0¢

Coeficiente de 3.26 7.8 1051 8.51 11.43
variacion (%)

¢ Tratamientos seguidos de diferente letra en la misma columna son diferentes (P<0.05)
£ Desviacion Estandar.

Efecto de los tratamientos en la formacion del inhibidor 5-hidroximetilfurfural
(HMF). El andlisis de varianza determind un comportamiento similar a las otras variables,
aungue existié interaccion entre los factores (F=144.02), la concentracion de é&cido
sulfurico ejercid un efecto superior (F=2582.68).

La reduccion de la glucosa y galactosa en el hidrolizado al incrementar la temperatura,
como se expuso anteriormente, podria explicarse por la formacion de productos de
degradacion, principalmente HMF y acido gluconico. Como lo indican varios autores, la
degradacion de los azucares a furfural (pentosas) y HMF (hexosas) es potenciada por el
incremento en temperatura y concentracion de acido (Katzen R. 2006, Barroso 2010,
Mateus et al. 2012). Sin embargo, al analizar la cuantificacion de HMF, el incremento en
la concentracion de H,SO, hasta 6% aumentd la formacion de HMF, mientras que la
concentracion de 12% redujo significativamente la cantidad de este furaldehido. En los
tratamientos a 150 °C se obtuvo el mismo comportamiento, pero la cuantificacion de HMF
fue menor (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Cuantificacion de 5-hidroximetilfurfural en el hidrolizado del bagazo de cafia
de azucar (g/100g M.S.).

. 5-hidroximetilfurfural
Tratamiento

Mediat+DE®
0%H,S0,-120°C 0.02+0.00°
3% H,S0,-120°C 0.43+0.00°
6% H,S0,4-120°C 0.47+0.00°
12% H,S04-120°C 0.08+0.00¢
0% H,S0,-150°C 0.02+0.00°
3% H,S0,-150°C 0.29+0.02°
6% H,S0,-150°C 0.28+0.01°
12% H,S04-150°C 0.04+0.00°
Coeficiente de variacion (%) 4.45

a-e Tratamientos seguidos de diferente letra en la misma columna son diferentes (P<0.05)
£ Desviacion estandar.

Al analizar los cromatogramas se observé que al disminuir el pico correspondiente a HMF,
el pico siguiente (a 9.8 minutos) aumentd su tamafio (Figura 2). Este comportamiento se
puede atribuir a las condiciones de temperatura y acidez que generarian inestabilidad en la
molécula de este furaldehido y promovieron la degradacion de HMF a acido férmico o
levulinico (Barroso 2010, Palmqvist y Hagerdal 2000, Dominguez 2003, Ulbricht et al.
1984).

Producto de degradacién
mAU de HMF 4

200+

Concentracion de acido sulfurico:
1: 0%

2: 3%

w13 6% FIME

1754

1254

mAuU

100

754

254

T T T T T T
6 65 7

T.‘S . 8 85 a 95 min|
Minutos

Figura 2. Efecto de la concentracion de H,SO, en la produccion de HMF y el producto de
degradacion a 120°C.
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Uno de los objetivos de este estudio fue encontrar el pretratamiento Optimo entre los
evaluados, basédndose en las premisas de que un pretratamiento debe mejorar la
solubilizacion de azucares, evitar la pérdida o degradacion de los azlcares producidos,
evitar la formacion de productos inhibidores para la fermentacién y ser econémicamente
rentable (Turkey et al. 2008). El primer objetivo del pretramiento se cumple al solubilizar
el total de hemicelulosa y esto se dio en los tratamientos 6%H,S0O4-120°C, 12%H,SO,-
120°C, 3%H,S0,-150°C, 6%H,S0,4-150°C y 12%H,S0,4-120°C. Sin embargo, los
tratamientos que maximizaron la produccion de azucares fermentables fueron 6%H,SO,-
120°C y 12%H,S0,4-120°C (38.9+1.3 y 41.1+0.9, iguales segiin LSmean (P<0.05)).

La méxima cuantificacion de HMF se dio en el tratamiento 6%H,S0,4-120°C (0.43 g/100g
M.S.), seguido del 3%H,S0,4-120°C (0.43 g/100g M.S.). Sin embargo, ningln tratamiento
sobrepaso la concentracion de HMF que inicia con el efecto inhibitorio en el proceso de
fermentacion de S. cerevisiae, el cual segtn Banergee et al. (2001) es de 0.5gL™" de HMF.
Por lo tanto, el tratamiento que reunio las mejores caracteristicas para la hidrdlisis del
bagazo de cafia de azlcar debido a que solubilizé el total de hemicelulosa, produjo la
mayor cantidad de azucares fermentables y no sobrepasé el nivel de influencia de HMF en
el proceso de fermentacion fue el 6%H,S04-120°C.
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4. CONCLUSIONES

El pretratamiento 12%H,S0,4-150°C produjo la mayor degradacion de azlcares y
de HMF.

La solubilizacién total de hemicelulosa y mayor rendimiento de azlcares
fermentables sin sobrepasar el limite de HMF se obtuvo con el pretratamiento de
6%H,S0,4-120°C.

La concentracion de H,SO, determind el nivel de hidrélisis de la hemicelulosa y la
temperatura incremento la degradacion de los mondémeros glucosa y galactosa a
HMF.

13



5. RECOMENDACIONES
Realizar un estudio sobre el tratamiento del bagazo de cafia de azlcar para la
hidrolisis total de la fibra y el rendimiento de etanol en la fermentacion.
Evaluar el efecto del tiempo de digestion en la solubilizacion de los componentes
de la fibra, azucares fermentables y HMF durante el pretratamiento del bagazo de

cafia de azUcar.

Determinar las condiciones para la degradacién de HMF en el pretratamiento del
bagazo de cafia de azUcar

Evaluar el efecto del tratamiento en el bagazo de cafia de azlcar pretratado con
6%H2S04-120°C.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Resumen de Andlisis de Varianza de las variables evaluadas.

Temperatura x

\r/ez:)ijsslte; Temperatura  Concentracion Concentracion R2 o4CV
F P F P F P
Hemicelulosa 83.3 <0.01 6604.7 <0.01 5.9 <0.01 099 55
Celulosa 769.3 <0.01 3858 <0.01 304 <001 099 34
Lignina 316 <0.01 174 <0.01 47 <001 08 25
HMF 654.0 <0.01 2582.7 <0.01 144.0 <0.01 1.00 45
AzUcares totales 614.0 <0.01 17449 <0.01 88.1 <0.01 100 33
Glucosa 186.8 <0.01 4043 <0.01 77.8 <0.01 099 8.0
Xilosa 477 <0.01 286.6 <0.01 7.8 <0.01 098 105
Galactosa 402.2 <0.01 1463 <0.01 1034 <0.01 099 85
Arabinosa 18355 <0.01 295.7 <0.01 295.7 <0.01 100 114
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Anexo 2. Balance de materia de los componentes analizados (g/100 g M.S.).

Tratamiento Hemicelulosa®  Celulosa® Lignina® HMF Azucares
totales
0%H2S04-120°C 27.80 47.11 13.40 0.02 5.11
3%H2S04-120°C 2.32 36.96 13.30 0.43 29.25
6%H2504-120°C 0.89 35.01 12.90 0.47 38.99
12%H2S04-120°C 0.69 32.73 12.81 0.08 41.05
0%H2S04-150°C 25.85 42.13 13.23 0.02 5.68
3%H2504-150°C 0.00 22.34 12.64 0.29 19.87
6%H2S04-150°C 0.00 19.99 12.35 0.28 25.08
12%H2504-150°C 0.03 18.10 11.33 0.04 31.38

£ Contenido en el bagazo de cafia de azlcar después del pretratamiento.

¢ Contenido en el hidrolizado.
A Calculado por diferencia en base 100.
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Anexo 4. Comportamiento a 120°C de azUcares fermentables en el hidrolizado de bagazo
de cafia de azucar comparado con el comportamiento de HMF
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Anexo 5. Comportamiento a 150°C de azUcares fermentables en el hidrolizado de cafia de
azucar comparado con el comportamiento de HMF.
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Anexo 6. Curvas de calibracion de azlcares incluidos en el método de medicién de
azucares por HPLC.
Fuente: Contreras 2011.
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Anexo 7. Curva de calibracion de 5-hidroximetilfurfural para el método de medicion de

HMF por HPLC.

Fuente: Ixcotoyac y Tuyuc 2013.
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Anexo 8. Cromatograma de azucares presentes en el hidrolizado de cafia de azlcar del
tratamiento 3%H,S0,4-120°C
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Anexo 9. Cromatograma de azUcares presentes en el hidrolizado de cafia de azucar del
tratamiento 3%H,S0,4-150°C. Notese la reduccion del nimero de azlcares fermentables.
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Anexo 10. Cromatograma de HMF presente en el hidrolizado de bagazo de cafia de azlcar
de los tratamientos 0%H,S0,4-120°C y 3%H,S0,4-120°C.
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Anexo 11. Cromatograma de HMF presente en el hidrolizado de bagazo de cafia de azucar
del tratamiento 6%H,S0O4-150°C. Notese el incremento del pico a 9.8 min.

25



HEMICELULOSA CELULOSA

CH;COOH
CHO CHO CHO

CHO CHO
HO—J:—H ¢ on HO—C—H H—é—-OH H—¢—oH
H—C—OH HO—C—H HO—C—H HO—C—H HO—C—H
HO—C—H H—C—0H H-l—0H HO—C—H H—(::—OH
CH,;0H clnzon H—C—OH H—éI—OH H—C—OH
CH,0H CH0H 3:1-1,01-1
Arabinosa Xiosa Manosa p—

N |

o X
Futaet \ /-liummmra:\*

HCOOH H;C—E)—C}{,-CHzCOOH
Anexo 12. Diagrama de los productos de degradacion de la biomasa lignocelulésica.
Fuente: Oliva 2003.
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Anexo 13. Flujo de proceso para la determinacion de los componentes de fibra, HMF y
azucares después del pretratamiento.
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Anexo 14. Solucién obtenida del pretratamiento (hidrolizado) a 120°C de bagazo de cafia
de azucar. De izquierda a derecha: 0, 3, 6 y 12% de acido sulfurico, respectivamente.

:
Anexo 15. Bagazo seco de cafia de azlUcar después del pretratamiento acido diluido.
Arriba los tratamientos a 150°C, abajo a 120°C. De izquierda a derecha 3%, 6%, 12% y
0% de H,SO;.
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Anexo 16. Lista de materiales, equipo y reactivos utilizados durante el estudio.
Materiales

e Bagazo de cafia de azUcar obtenido al final del proceso industrial de extracciéon de
jugo.
Pipetas Fisher Brand, clase A, 1 mL.
Pipetas Kimax, clase A, 10 mL.
Pipeta de precision Wheaton Socorex, 10 -100 pL.
Erlenmeyer Pyrex, 1000 mL.
Matraz volumétrico Kimax, 10, 100 y 1000 mL.
Filtro para jeringa Econofiltro, 0.45 um.
Jeringas BD Syringe, Luer-Lok Tip, 2.5y 3 mL.
Guantes de nitrilo Fisher Scientific, sin polvo.
Beakers de vidrio Kimble, 1000 mL.
Beakers de plastico Kartell, 3L.
Beakers de vidrio Pirex, 25 mL.
Papel aluminio Reynolds wrap, 18 pulgadas de ancho.
Probetas, 25, 50 y 100 mL.
kitasato Pyrex, 600 mL.
Papel filtro Whatman, 0.45 pm.
Viales target DTtm, National Scientific, c400-1.
Goteros.
Bulbos.
Papel cera.
Crisoles de porcelana, 50 mL.
Pinzas para crisol.
Desecador convencional.
Bandeja de aluminio, 28x18x4 cm.

Equipo
e Balanza analitica Adventurer 2140, OHAUS.

Horno Napco modelo 630.

Mufla-Sybron, Thermolyne.

Campana para gases 608300, Labconco.

Termometro “lollipop”, Traceable.

Bomba de vacio, HyperVac 2000.

Digestor Kjeltec 8100, Foss.

Calentador y agitador, Fisher Scientific.

Potenciometro Thermo Scientific Orion Star.

Columna Hi-Plex Ca 300 x 7.7 mm 8 pum, guard cartridge column 3 x 0.5 mm, guard

column 7.7 x 50 mm, capilar Peek 0.007"" id obtenidos de Agilent Technologies.

e Columna LC ZORBAX Eclipse XDB-C 18, 4.6 X 150 mm, 5 um; guard cartridge
column empacado con analytical guard column Eclipse XDB-C 18, 4.6 x 12.5 mm, 5
um; capilar Peek 0.007" id obtenidos de Agilent Technologies.
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Cromatdgrafo liquido de alta resolucion (HPLC) Agilenttechnologies, con los
siguientes mddulos: degasificador modelo G1379A 1100 Series; bomba cuaternaria
modelo G1311A. 1100 Series; inyector automéatico modelo G1329A 1100 Series.
Detector de indice de refraccion, modelo G1362A 1100 Series.

Detector DAD, columna LC de fase reversa; en un rango de 0 a 5 mg de 5-HMF por
mL de muestra diluida.

Bafio maria, Precision 180 GCA Corporation.

Analizador de fibora ANKOM 200, ANKOM Technology.

Fiber filter bag F58, obtenidos de ANKOM Technology.

Reactivos.

Acido sulfurico, Fisher Scientific, 97%, clase GR, No. de catalogo 320501.
Acetona, Merck, 99.8%, clase A.C.S. No. de catalogo 1000145000.
Alcohol etilico, Labhospy R.L., 99%, clase GR.

Metanol, Merck, 99.9%, clase HPLC, No. de catdlogo 1060351000.
Acetonitrilo, Sigma-aldrich, 99.9%, clase HPLC, No. de catilogo 34851.

Solucién neutro detergente:

Sulfato de lauril sédico, Sigma-aldrich, >59%, clase GR, No. de catalogo L-45009.
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), J.T. Baker, 99%, clase GR, No. de
catalogo 899101.

Hidroxido de sodio, J.T. Baker, 98.4%, clase A.C.S., No. de catalogo 3722-19.
Borato de sodio 10-hidratado, J.T. Baker, clase A.C.S., No. de catalogo 3570-01.
Fosfato de sodio dibasico, Sigma-aldrich, clase A.C.S., No. de catilogo S9763.
Etilenglicol, Sigma-aldrich, 99%, clase GR, No. de catadlogo 102466.

Solucién &cido detergente:

Acido sulfurico, Fisher Scientific, 97%, clase GR, No. de catalogo 320501.
Bromuro de cetiltrimetilamonio, Aldrich, clase A.C.S., No. de catadlogo 85582-0.

Solucién lignina.

Acido sulfarico, Fisher Scientific, 97%, clase GR, No. de catalogo 320501.
Hidréxido de sodio, J.T. Baker, 98.4%, clase A.C.S., No. de catilogo 3722-19.

Estandares para determinacion de azucares totales por HPLC

e Etanol anhydrous, Sigma-aldrich, 99.5 %, clase p.a., No. de catadlogo 459836.

e Agua desionizada para cromatografia LiChrosolv® Merck.

e D-(+)-Glucosa, Sigma-aldrich, 99.5 %, clase A.C.S., No. de catadlogo G5400.

e D-(-)-Fructosa, Sigma-aldrich, 99 %, clase A.C.S., No. de catalogo F-0127.

e Sacarosa, Sigma-aldrich, 99.5%, clase A.C.S., No. de catalogo S5016.

e o-D-Lactosa monohidratado, Sigma-aldrich, 99%, Clase A.C.S., No. de catalogo
L254.

e D-(+)-Maltosa monohidratado, Sigma-aldrich, 98%, clase A.C.S., No. de catalogo
M5885.

D-(+)-Galactosa, Sigma-aldrich, 99%, clase A.C.S., No. de catdlogo G0750.
D-(+)-Celobiosa, Sigma-aldrich, 98%, clase A.C.S., No. de catadlogo C7252.
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Estandar para determinacion de 5-Hidroximetil furfural
e 5-Hidroximetilfurfural, SAFC, 99%, clase GR, No. de catdlogo W501808.
e Agua desionizada para cromatografia LiChrosolv® Merck.
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