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Resumen

Los residuos generados después de la produccién de banano representan un material
celulésico abundante que tiene potencial para ser usado en la produccion de
biocombustibles celulésicos. La conversion eficiente de biomasa lignocelulésica en
azucares monomeéricos requiere reduccion del tamafio de particula, pretratamiento e
hidrélisis enzimatica. El agua liquida caliente (ALC) es un pretratamiento hidrotérmico
efectivo con potencial en aplicaciones industriales que debe ser optimizado en términos
de la temperatura, tiempo de reaccion, tamafio de particula de la biomasa y la relacion
agua: sélidos que puede variar dependiendo de las caracteristicas de la lignocelusa. En
este trabajo se optimiz6 el pretratamiento con agua liquida caliente de raquis de banano
para temperaturas entre entre180 and 220°C, tiempos entre 0 y 60min, dos rangos de
tamafio de particulas (<0.42 mm y 2.83 a 6.35 mm) y carga de sélidos de 5y 15% peso
seco (p/p). El mayor rendimiento de glucosa (82%) se evidencié a 220°C durante 20 min.
Mientras estas condiciones reflejan la solubilizacién de casi toda la hemicelulosa, el
rendimiento a xilosa y arabinosa decreci6 por la presencia de compuestos alcalinos en el
raquis fresco, los cuales catalizaron la degradacion a sustancias humicas. Se propuso un
modelo con dependencia de la temperatura, tipo Arrhenius, el cual describe

acertadamente la formacion en serie de oligébmeros.

Palabras clave: Raquis de banano, hidrélisis enzimética de celulosa, pretratamiento.

Abstract

Banana agricultural waste represents a regionally-specific and abundant cellulosic
material that has potential as a feedstock for producing cellulosic biofuels. Efficient
conversion of lignocellulosic biomass into monomeric sugars requires particle size
reduction, pretreatment, and enzymatic hydrolysis. Liquid hot water (LHW) is an effective
hydrothermal pretreatment process with potential for industrial application that must be
optimized in terms of the temperature, reaction time, particle size of biomass, and
water:solids ratio that can vary depending upon the characteristics of the lignocellulose.
We present the optimization of LHW pretreatment of banan rachis for temperatures
between 180 and 220°C, at times between 0 and 60min, two particle size ranges (<0.42

mm and 2.83 to 6.35 mm), and solid loadings of 5 and 15% dry matter (w/w). The highest



saccharification yields of glucose (82%) occurred after pretreatment at 220°C for 20 min.
While these conditions resulted in extraction of nearly all of the hemicellulose, the yield of
xylose and arabinose was lowered by the presence of alkali in the raw material which
catalyzed the degradation. A model was proposed in order to elucidate the serial

formation of oligomers and subsequent monomers but mostly humins.

Keywords: Banana rachis, Cellulose enzymatic hydrolysis and Pretreatment.
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Lista de Simbolos y abreviaturas

Simbolos con letras latinas

Simbolo Término Unidad SI Definicién
Ea Energia de activaciéon J
mol
Koi Factor preexponencial W
Kk Constante cinética —
min
R Constante de los gases ideales — 8.314
T Temperatura K
t tiempo min
X Concentracibn monémero %
Xn Concentracion polimero %
XO Concentracion oligbmero %
Simbolos con letras griegas
Simbolo Término Unidad SI Definicion
- . . . 1 [X]e=
7 Rendimiento fraccional instantdneo X Jos * p::;mxzo X
Subindices
Subindice  Término
[ Paso en el mecanismo de reaccion
n Polimero
t tiempo

Superindices

Superindice Término

+

Proton
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Abreviaturas

Abreviatura Término
ALC Pretratamiento con agua liquida caliente
RLC Residuos Lignocelulésicos
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1.Introduccion

El inminente agotamiento y el incremento en la demanda de los combustibles fosiles ha
motivado la busqueda de nuevos sustituyentes como la produccién de etanol a partir de
cultivos energéticos y residuos lignocelulésicos (RLC). Estos materiales son renovables y
permiten un balance favorable de CO, cuando los biocombustibles y los combustibles
fésiles son comparados. Ademas los RLC son econémicos y no compiten como materia
prima para otros procesos industriales, pero son muy contaminantes cuando se dejan en
el campo para su descomposicion después de la cosecha y/o la poda (Sanchez &
Cardona, 2008; Velasquez-Arredondo, Ruiz-Colorado, & De Oliveira junior, 2010; Zhang,
Whistler, BeMiller, & Hamaker, 2005).

La bioconversion de residuos locales en etanol puede favorecer el desarrollo de las
economias rurales ofreciendo empleo y suministrando una fuente local de combustible.
Este plan es aplicable en regiones tropicales como Colombia donde es cultivado el
banano y cuya produccién esta alrededor de 250 mil toneladas afio. A nivel mundial son
generadas 550 millones de toneladas de RLC (considerando una relacién raquis/fruto=1
y pseudotallo/fruto=5, teniendo en cuenta la produccién mundial de banano reportada por
la FAO 2012) después de la produccion de la fruta, lo cual corresponde al fin del ciclo de
vida de la planta ya que esta es cortada y reemplazada por los nuevos brotes o retofios
(Tock, Lai, Lee, Tan, & Bhatia, 2010).

Parte del fruto de rechazo asi como de la planta cortada, compuesta de pseudotallo,
raquis y hojas, son generalmente dejados en el campo para su descomposicion. Esto
ocasiona esparcimiento de enfermedades y contaminacion de efluentes. Los usos que se
han propuesto para los residuos de fruta han sido alimentacion animal, compostaje y
produccion de harina comestible y vacunas (Mestel, 2012; Zhang et al., 2005) mientras

qgue la fraccion lignocelulésica ha sido procesada para producir fibras utiles en la
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manufactura de paneles de fibra y en el sector textil y del papel (Quintana, Veladsquez,
Betancourt, & Gafian, 2009; Tock et al., 2010; Zuluaga, Putaux, Restrepo, Mondragon, &
Gafiadn, 2007). Solamente en los ultimos afios han sido evaluados como materiales
energeéticos a través de su uso en biodigestores y en la produccién de etanol (Tock et al.,
2010; Veladsquez-Arredondo et al., 2010). Con respecto a la produccion de etanol, el
almidoén en la fruta es relativamente facil de transformar por enzimas amiloliticas mientras
gue los desechos derivados de la planta necesitan ser pretratados antes de la hidrélisis
enzimética (Velasquez-Arredondo et al., 2010).

Un estudio sobre potencial energético de residuos agroindustriales revela que los mas
promisorios en Colombia son aquellos derivados de la palma de aceite, cafia de azlcar,
café, maiz, arroz, banano y platano. Del banano y platano se enfatiza en el pseudotallo y
raquis (Escalante-Hernandez, Orduz-Prada, Zapata-Lesmes, Cardona-Ruiz, & Duarte-
Ortega, n.d.). El raquis tiene una ventaja adicional en comparacion con los demas
desechos y es que se encuentra disponible y/o concentrado debido a que junto con el

fruto, es llevado a las zonas de empaque donde es abandonado.

Dadas las diferencias en la composicién y complejidad estructural de cada parte de la
planta el grupo de investigaciébn Bioprocesos y Flujos Reactivos de la Universidad
Nacional, Sede Medellin est4d optimizando las rutas de bioconversion de ellas
individualmente. Un estudio preliminar considerando como variables de proceso, dos
tiempos y temperaturas, sugirié que el pretratamiento con ALC es mejor para raquis de

banano, en comparacién con explosiéon a vapor.

Aunque el estudio preliminar indicé que el pretratamiento con ALC es el mas conveniente
para raquis, se hace necesario entender el efecto de variables como el tiempo,
temperatura, pH y carga de soélidos sobre el rendimiento de azlucares (Hosseini & Shah,
2009a). En este trabajo se evalUan estas variables en el pretratamiento con ALC sobre
raquis de banano y la posterior hidrélisis enzimatica con el fin de encontrar la mayor
produccion de azucares, entender los mecanismos de reaccion por los cuales se generan
degradacién de azucares y consecuentemente, la generacion de otros compuestos no
deseados y desarrollar un modelo matematico para predecir la solubilizacion de

polisacérdios a partir de los valores que cada variable toma durante el pretratamiento.
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El modelo propuesto predice acertadamente la formacién de oligébmeros, monémeros y

productos de degradacion (sustancias humicas).

Objetivo General

Generar un modelo matematico que describa la produccién de azlcares y compuestos

de degradacion en el pretratamiento de agua liquida caliente de raquis de banano.

Objetivos especificos

e Caracterizar los polisacaridos presentes en el raquis de banano.

e Establecer las ecuaciones asociadas a la producciéon de azlUcares y compuestos
de degradacién durante el pretratamiento hidrotérmico de raquis de banano.

e Determinar los parametros del modelo a partir del ajuste con datos
experimentales.

o Verificar la efectividad del pretratamiento a partir del rendimiento global de

azucares en procesos enzimaticos.
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2.Marco Teorico

En el marco de las biorrefinerias, esta revision plantea la composicion de la biomasa y su
procesamiento haciendo énfasis en las tecnologias mas promisorias de pretratamiento y
su modo de accion desde el punto de vista mecénico y quimico.

Por ultimo se plantean los mecanismos y ecuaciones cinéticas propuestas para describir
la autohidrdlisis o solubilizacion de la hemicelulosa que es el principio del pretratamiento
con ALC.

2.1 Caracterizacion biomasa lignocelulésica

Los materiales lignocelulésicos son la biomasa renovable mas abundante con una
produccion anual de 1x10' MT (Sanchez & Cardona, 2008) y est4d compuesta
principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina. La hemicelulosa y celulosa son
polimeros de azucares que pueden ser aprovechados en procesos fermentativos para
producir otros compuestos de valor agregado. Sin embargo, dadas sus estructuras, la
hemicelulosa es tratada a condiciones &cida o alcalinas poco severas en comparacion
con la celulosa que exhibe una formacion cristalina. A continuacion se presentan los
detalles en la estructura quimica de cada una de las fracciones de la biomasa
lignoceluldsica para el entendimiento posterior de la accién de los pretratamientos

propuestos en la literatura con el propdsito de modificarlas.

Las siguientes definiciones fueron tomadas textualmente del trabajo de Kim et al. (2008)
en el que se muestra al final un glosario sobre los términos correspondientes a los
componentes de los materiales lignocelulésicos y cuya finalidad es facilitar el

entendimiento y evitar confusiones entre la comunidad cientifica.
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2.1.1 Celulosa

Polimero lineal de glucosa B 1-4 glucosa que se encuentra en las paredes de las células
vegetales y otra clase de células y bacterias. La celulosa es un polimero recto que forma
cristales naturales a través de interacciones Van Der Waals y puentes de hidrégeno entre
las caras planas de multiples cadenas de celulosa. Esta estructura macromolecular le da
a la celulosa rigidez y resistencia a la hidrdlisis (es dificil para el agua penetrar facilmente

a la estructura cristalina).

2.1.2 Hemicelulosa

Polimero altamente ramificado compuesto principalmente de xilosa y arabinosa, con
pequefias cantidades de galactosa y glucosa presentes en las paredes de las células
vegetales. La hemicelulosa esta sustituida con ésteres de acido acético y glucoroénico.
Esta acttia como fraccion cementante en las paredes de las células de las plantas que
mantienen las microfibras cristalinas de celulosa en su lugar y es hidrolizada
relativamente facil en comparacion con la celulosa, debido a su estructura amorfa

altamente ramificada.

= Xilano

Se refiere a la forma anhidra de la xilosa presente en la hemicelulosa. Es anhidra porque
tiene una molécula de agua (18 g/mol) menos debido a la reaccion de condensacion para
formar el polimero CsHgO,4, peso molecular = 132 g per g-mol. Este es un término de
conveniencia para las consideraciones del balance de masa que no reflejan la
complejidad de la hemicelulosa ampliamente sustituida. La medicion del xilano se lleva a
cabo por la hidrélisis de la biomasa con acido sulfarico, midiendo la xilosa resultante con
HPLC, y corrigiendo la masa final con el agua agregada durante la hidrdlisis. Xilosa y
galactosa en la misma solucién, son cuantificadas utilizando el mismo pico en el
cromatograma ya que son retenidos al mismo tiempo y por tanto se reportan

combinados.
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=  Arabano

Se refiere a la forma anhidra de la arabinosa, presente en la hemicelulosa. Tiene una
molécula de agua (18 g/mol) menos que la arabinosa debido a la reaccion de
condensacién para formar el polimero CsHgO,4, peso molecular = 132g por g-mol. Este es
un término de conveniencia para las consideraciones del balance de masa que no
reflejan la complejidad de la hemicelulosa ampliamente sustituida. La medicion del
arabano se lleva a cabo por la hidrdélisis de la biomasa con acido sulfarico, midiendo la
arabinosa resultante con HPLC, y corrigiendo la masa final con el agua agregada durante
la hidrélisis.

= Grupos acetilo

Se refiere a la forma anhidra del acido acético como sustituyente de la hemicelulosa a
través de un enlace éster. CH;COOH, de peso molecular 42g por g-mol. La medicion de
los grupos acetil se desarrolla a través de la hidrdlisis de la biomasa con &cido sulfurico,
midiendo el acido acético resultante con HPLC, y finalmente corrigiendo la masa final por
el agua agregada durante la hidrolisis (18 g/mol).

2.1.3 Lignina

Es un polimero altamente complejo y ramificado de unidades de fenilpropanos. Se
encuentra en la pared celular secundaria de las plantas y actia como un sello para
prevenir los atagues microbianos de las células e incrementar la resistencia y rigidez o
firmeza de la pared celular. La lignina es depositada en la Gltima etapa de crecimiento de
la planta. La resistencia de la lignina previene alguna elongacién de la célula después de
depositada. Las células de las plantas altamente lignificadas se encuentran en los

sectores mas maduros de la planta responsables del soporte estructural.

2.2 Biorrefinerias

El concepto de biorefineria involucra plantas de procesamiento integradas vy
diversificadas donde la biomasa lignoceluldsica es transformada en una amplia variedad

de productos de valor agregado de la misma manera que las refinerias de petroleo.
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Las plataformas de biorrefinerias dependen en gran medida del material a tratar y se
clasifican en bioquimicas y termoquimicas. Las primeras se basan en la produccion de
azucares y las termoquimicas en la generacion de gas de sintesis, biogases o productos

ricos en enlaces de carbono.

Este trabajo se basa en la plataforma bioquimica la cual involucra en primera instancia
preparacion de la materia prima utilizando molienda y pretratamientos, conversion de la
biomasa en azucares y otros compuestos fermentables a través de catalizadores
qguimicos y/o biolégicos y por ultimo la etapa de fermentacion en la cual se produce
etanol y otros combustibles (Carvalheiro, Duarte, & Girio, 2008) . A la vez, el enfoque es
la primera etapa o pretratamiento debido a que esta se considera como la mas costosa
(Hosseini & Shah, 2009a) y ademas afecta los procesos posteriores.

2.3 Pretratamientos sobre biomasa lignoceluldsica

El aprovechamiento de la biomasa lignoceluldsica para la generacion de productos de
valor agregado a partir de sus fracciones constituyentes como la hemicelulosa y celulosa,
requiere en primera instancia la eliminacion de las barreras que dificultan el acceso de
catalizadores quimicos o biolégicos que contribuyen a su transformacién a la vez que es
necesario disminuir la recalcitrancia o alteracion de las estructuras cristalinas de la
fraccion de interés con el fin de obtener una mayor velocidad de reaccion y mejores
rendimientos. Ademas es deseable que los carbohidratos no se degraden o se formen
otros productos que puedan inhibir la accién de las enzimas o los microorganimos

fermentadores.

El fraccionamiento de los RLC y la utilizaciébn de cada componente por separado es la
actual filosofia de las biorefinerias de biomasa. Sin embargo, se tiene el problema que
cada componente estructural (celulosa, hemicelulosa y lignina) no puede ser aislado
simultdneamente y por lo general ocurre la solubilizacion y dependiendo de las

condiciones o severidad, la paralela o posterior degradacién de alguna de ellas.

Las maderas y residuos agricolas tienen diferente composicion y la formacion y

deposicion de cada una de sus fracciones en las paredes de las células varia por la
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especie, condiciones ambientales, dafios por poda, humedad, radiacibn UV, plagas.
Dada la diferencia en composicién y la complejidad estructural de cada planta y sus
tejidos, es primordial someterlos a diferentes rutas de bioconversion y condiciones de

operacién con el fin de encontrar el mejor balance entre rendimiento y economia.

2.3.1 Pretratamientos con pH neutro

» Explosion a vapor

En este pretratamiento la biomasa se pone en contacto con vapor de agua saturado a
temperaturas que oscilan entre 160 y 260°C por periodos de segundos o varios minutos
después de los cuales, este es liberado subitamente a través de una valvula de alivio que
hace que el vapor absorbido por el material lignocelulésico se expanda tratando de
igualar la presion de los alrededores.

Durante la explosion a vapor se dan reacciones de pirdlisis y de hidrolisis dependientes
principalmente del tiempo y la temperatura. Ademas de las reacciones, este
pretratamiento tiene efectos mecéanicos en el sentido que la expansion genera fuerzas

gue desagregan y rompen las fibras.

El concepto de accesibilidad involucra la separacion en sus fracciones con razonable
grado de pureza para ser aprovechadas en la produccién de etanol como es el caso de la
celulosa y produccion de quimicos utilizados en la medicina, construccion de materiales y
aditivos en alimentacién, tal como ocurre con la hemicelulosa y lignina (Wang, Jiang, Xu,
& Sun, 2009).

Con el fin de obtener un sélido rico en celulosa, es necesario implementar otra clase de
pretratamientos ademas de la explosién a vapor con la finalidad de solubilizar la lignina y
la hemicelulosa degradada (sustancias himicas). Uno de estos tratamientos consiste en
poner en contacto la biomasa ya alterada por explosién a vapor, es decir, una biomasa
con mayor porosidad, con una solucién de sodio 1 M a 30°C y durante tres horas (L.
Kumar, Chandra, Chung, & Saddler, 2010; Wang et al., 2009).

Ademas del uso de base, también se ha encontrado que antes del proceso de expansiéon

a vapor, la biomasa lignoceluldsica es impregnada con acidos (Cara et al., 2008; S. B.
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Kim & Lee, 2002; Zimbardi et al., 2007). Estos acidos junto con el comportamiento acido
del agua a altas temperaturas (aumento del pKa) favorece la solubilizacion de

hemicelulosa y degradacién de xilosa.

En general, la cantidad de agua como resultado de la condensacion del vapor después

de la descompresion no representa una dilucion excesiva de los azucares solubilizados.

= Agua liquida caliente o agua caliente comprimida

Con el objetivo de obtener azlcares, uno de los tratamientos de mas interés actual es el
de agua caliente comprimida el cual ha sido analizado desde el punto de vista del

desempefio, de los mecanismos de reaccién y el desarrollo de modelos cinéticos.

Este pretratamiento es similar al de explosién a vapor, sin embargo, a diferencia de este
la biomasa est4 en medio liquido y la expansion es reemplazada por un enfriamiento
controlado en el que se mantiene el equilibrio liquido vapor o saturaciéon y por ende,
liquido todo el tiempo. Es por esta razén que se recomienda llenar con la mezcla

biomasa agua mas de un 75% del volumen del reactor.

Durante este pretratamiento se usan temperaturaturas superiores a 150°C pero inferiores
a la critica del agua. A estas condiciones el agua permanece en fase acuosa y se
favorece la deshidratacion y reacciones de condensacion retro-aldol debido al cambio en
las propiedades del agua con respecto a la temperatura ambiente como constante
dieléctrica baja y alto producto iénico. Es decir, el agua caliente subcritica puede actuar
como catalizador acido o basico para reacciones de hidrélisis de enlaces éter y éster,

ademas actla como solvente y reactante (Wu, Fu, Giles, & Bartle, 2008).

La reaccion hidrotérmica de los polisacaridos como la celulosa y hemicelulosa ricos en
enlaces tipo éter y éster, lleva a la produccion de oligosacéridos, monémeros e isomeros,
ademés de productos de degradacion como furfurales, fenoles y acidos carboxilicos
(Castro V., Rodriguez V., & Diaz V., 2008). La alteracion de la biomasa y la conversion a
azlcares esta relacionado con el tipo de material, la temperatura (Y. Kim, Mosier, &
Ladisch, 2008), tamafio de particula (Zeng, Mosier, Huang, & Sherman, 2007a),
humedad y tiempo (Hosseini & Shah, 2009a).
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Dado que la hemicelulosa es mas facil de hidrolizar, se han propuesto dos etapas de
hidrdlisis utilizando agua caliente comprimida para aumentar la conversion de la biomasa
a azlcares. Una primera etapa a temperaturas entre 180 y 200°C en el que la
hemicelulosa es solubilizada seguida de un incremento de temperatura mas arriba de
230°C para recuperar la glucosa del sélido residual (Wu et al., 2008); sin embargo, en los
tltimos dias, las investigaciones han desarrollado solamente la primera y se han
enfocado en la optimizacion de la hidrélisis enzimatica de la celulosa como proceso

subsecuente (Li et al., 2010).

Ademas de la temperatura durante el pretratamiento con agua caliente, se ha reportado
condiciones de operacion que varian entre 6-20 % p/p para carga de sélidos (Dien et al.,
2008; Y. Kim, Mosier, & Ladisch, 2008), tamafio de particulas desde 0.420 mm (Y. Kim,
Mosier, & Ladisch, 2008) hasta 10 mm (Cara et al., 2008) e incluso tamafios poco
usuales hasta de 2 cm aplicados especialmente a chips de madera debido a que esta es
mas dificil fraccionarla en comparacién con materiales herbaceos (Mittal, Chatterjee,
Scott, & Amidon, 2009a). Respecto a los tiempos, oscilan entre 5 y 20 min (Cara et al.,
2008; Y. Kim, Mosier, & Ladisch, 2008). La Tabla 2-1 presenta un rango completo de

condiciones y materiales.

Tabla 2-1: Condiciones de operacion usadas en hidrotratamiento de RLC (Mittal, 2006).

Tiempo Tempera Tiempo de Tamafio de Relacién
Biomasa precalentamie turarz"C) reaccion particula liquido
nto (min) (min) (mm) solido(g/g)
Cubiertas de 6-8 150-190  0-330 300um 4-6
almendra
Residuos 8 150-190  1.5-330 1 8
maiz
E. globulus - 181 37.5 8 6
Arundo
Donax 35 150-200 1-10 8 8
Yellow poplar 0.5 190-220 2-7.5 6 13-50
Yellow poplar 70-75 220-260 <1 5 15
Fibra de maiz 0.5 210-220 2 1.6 10-20
Aspen 8 180-220 2.5-30.5 0.5-1 80
Eucalipto 1.5 0-224 56 8 8
Pinus 0-56 190-210 4-8 212 i

pinaster
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2.3.2 Pretratamiento con pH controlado

La hemicelulosa contiene acidos urénicos y se encuentra sustituida con grupos acetilo los
cuales son liberados a medida que esta se solubiliza. Los grupos acetilo reaccionan con
agua para formar acido acético el cual causa disminucién del pH en el liquido. Con el fin
de aumentar la generacion de oligdbmeros y monémeros y disminuir la degradacion de
estos Ultimos, es deseable que el pH se mantenga entre 5 y 7. Para lograr dicho
propédsito, es necesaria otra version del agua caliente comprimida en la que se agrega

una base o un bufer y es conocida como pretratamiento con pH controlado.

2.3.3 Pretratamientos acido-basicos

El efecto de este tipo de pretratamientos y la diferencia con los ya mencionados, radica
en la mayor variacién de los niveles de pH. En orden de menor a mayor pH los
tratamientos acido base se clasifican en acido concentrado, &acido diluido, Amoniaco

(AFEX) y cal mas conocido como lime.

El uso de acidos o bases tiene efecto en la solubilizacién de alguna de las fracciones y
en algunos casos degradacion de las mismas. Considerando solamente el efecto del pH
y como se aprecia en la Figura 2-1, los pretratamientos &cidos tienden a solubilizar la
hemicelulosa y aunque también la lignina, esta sufre un proceso de condensacion
volviendo a su forma original. Los pretratamientos alcalinos tienden a solubilizar de forma

selectiva la lignina.

La cantidad de acido y base a adicionar e incluso el efecto cuando se trata de
autohidrdlisis, depende de la capacidad neutralizante de la biomasa debido a
compuestos alcalinos presentes en ella (Lloyd & Wyman, 2004). Tal es el caso de
residuos de la cosecha de maiz los cuales presentan un pH de 8.16 cuando son

dispuestos en agua con una relacién de sélidos de 10% (Zimbardi et al., 2007).

Los pretratamientos en la Figura 2-1: Explosion a vapor, agua liquida caliente, &cido
diluido, pretratamientos con cal y amoniaco son los mas estudiados y con mayor
viabilidad econdmica (Mosier et al., 2005) por eso son los escogidos para su revision en

esta tesis.
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% polimeros después del pretratamiento

Hidrolisis acida  Autohidrolisis Explosion con Oxidacion Cal
Explosion a vapor amoniaco hameda

pH creciente =

Figura 2-1: Composicion relativa del sélido remanente como funcion del pH en cada
pretratamiento (Carvalheiro et al., 2008).

= Pretratamientos con acido

Generalmente este pretratamiento busca la maxima recuperacion de azUcares a partir del
material lignoceluldsico ya que con la celulosa ocurren reacciones de recondensacion lo

gue impide su solubilizacion.

2.3.3.1.1 Acido concentrado
Se han probado H,SO, y HCI con el fin de solubilizar los azlcares provenientes tanto de

la celulosa como de la hemicelulosa. Sin embargo, tiene muchas desventajas como la
corrosion de equipos y la necesidad de recuperacion o neutralizacion del acido, lo cual
puede lograrse con la adicién de bases, el uso de membranas anidnicas o en forma de

H,S a partir de tratamientos anaerdbicos de agua residual.

Este pretratamiento requiere bajas temperaturas (por ejemplo 40°C) pero largos tiempos
de reaccion (2 a 6h) y concentraciones de acido que varian entre 30 y 70% (Taherzadeh
& Karimi, 2007).
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2.3.3.1.2 Acido diluido
Aunque el &cido sulfurico es el mas utilizado, otros &cidos como el nitrico, hidroclérico y

fosférico han sido probados. Se usa ampliamente para la solubilizacién de hemicelulosa
con el fin de incrementar la digestibilidad de la celulosa en procesos de hidrélisis

enzimatica o producir furfural a partir de pentosas solubilizadas.

La concentracion de acido es de 0.5 a 4% pero se requieren temperaturas en el rango
160 a 220°C y periodos de minutos a segundos. Las altas temperaturas conducen a la
rapida degradacién de azucares que no solo bajan el rendimiento a azlcares sino que
también favorece la formacién de inhibidores que afectan la produccién de etanol durante

el proceso de fermentacion (Taherzadeh & Karimi, 2007).

Los inhibidores se pueden generar por degradaciones de los monosacaridos elementales
producidos durante la hidrélisis, transformaciones de compuestos como la produccion de
acido acético a partir de los grupos acetilo de la hemicelulosa y fragmentaciones de la
lignina (Delgenes, Moletta, & Navarro, 1996; Larsson et al., 1999; Millati, Niklasson, &
Taherzadeh, 2002; Palmqvist, 2000).

Los compuestos inhibidores de fermentacién obtenidos a partir de los procesos quimicos
sobre materiales lignocelulésicos y almidén, son clasificados en tres grupos: derivados
del furano o furaldehidos, acidos organicos y compuestos fendlicos (Larsson et al., 1999).

Sin embargo, el interés de este trabajo se centra en los dos primeros.

Los principales compuestos inhibitorios derivados del furano encontrados e identificados
en los hidrolizados acidos de materiales lignocelulésicos y amilaceos son el furfural y el
HMF. El furfural es formado a partir de la degradacién de las pentosas (por ejemplo la
xilosa) y el HMF es originado a partir de la degradacion de hexosas (por ejemplo
glucosa). El furfural y el HMF son a la vez precursores de otros compuestos inhibitorios
como el &cido férmico, inclusive el HMF puede producir también &cido levulinico (Cara et
al., 2008; Oliva Dominguez, 2003).

Los derivados del furano provocan disminucién en la productividad de etanol y reduccién
en la velocidad especifica de crecimiento (Larsson et al., 1999) presentandose un mayor

efecto sobre la biomasa que sobre la produccién de etanol. La toxicidad causada por el



26 Pretratamiento con agua liquida caliente de raquis de banano

furfural y el HMF se basa en la inhibicion sobre algunas enzimas que actian en el
proceso de glicélisis de la levadura (Larsson et al., 1999; Palmqgvist & Hahn-Hégerdal,
2000). Por ejemplo, la inhibicién directa de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), que
contribuye a la excrecion de acetaldehido de la célula, provoca acumulacién de ésta a
nivel intracelular generando un alto nivel de toxicidad. Ademas, los compuestos de origen
furanico por su alta reactividad quimica pueden interactuar con al algunas biomoléculas
como proteinas, lipidos o &acidos nucleicos y causar dafios a nivel de membranas

celulares (Oliva Dominguez, 2003).

En el grupo de los acidos organicos son reportados principalmente el acido acético,
formico y levulinico (Mussatto & Roberto, 2004). EI mecanismo de inhibicion de estos
acidos esta dado por el ingreso en su forma protonada a través de la membrana y
posterior disociacion en el interior, donde el pH es mayor, lo que ocasiona la acidificacion
del citoplasma. El orden de toxicidad de estos compuestos depende del tamafio de la
particula (Larsson et al., 1999) ya que a menor tamafio se facilita el paso a través de la
membrana, siendo el de menor tamafio el acido féormico, seguido del levulinico y el acido

acético.

La cantidad de inhibidores depende de la temperatura, concentracion de acido y tiempo.
Mientras mayores sean estas variables se espera mayor generacion de inhibidores. Sin
embargo, existen alternativas como los tratamientos térmicos como el de agua caliente
comprimida o autohidrdlisis que sin presencia de acido ayudan a solubilizar la biomasa
guedando mas dispuesta y susceptible de reaccionar en una posterior hidrélisis con la

gue se pueden obtener resultados similares a condiciones menos severas.

2.3.3.1.3 Base o cal
Los pretratamientos alcalinos utilizan bajas presiones y temperaturas en comparacion

con otras tecnologias. Este pretratamiento se puede hacer a condiciones ambientales
pero los tiempos de operacion son del orden de horas o dias en vez de segundos o

minutos como los acidos diluidos.

Los reactivos utilizados han sido ademas de cal (hidroxido de calcio), hidroxido de sodio,

potasio, y amoniaco. A diferencia de los pretratamientos que son catalizados con acidos,
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los compuestos alcalinos son utilizados como reactivos los cuales son convertidos en

sales o incorporados como sales en la biomasa.

Las tecnologias alcalinas son muy parecidas al pulpeo kraft en el que el mayor efecto es
la remocién de la lignina asi como grupos acetil y acidos urénicos de la hemicelulosa

aumentando la reactividad de los polisacaridos remanentes.

Ademas de mejorar el acceso de las enzimas a la celulosa por encontrarse mas
expuesta, también mejora la efectividad de las mismas ya que con la eliminacién de la

lignina también se reducen los sitios de adsorcion no productivos.

2.3.3.1.4 Amonia Fiber Explosion (AFEX)
Es el pretratamiento analogo a la expansiéon a vapor en combinaciéon con base o cal. La

biomasa se impregna con amoniaco y se somete a altas presiones (2.7MPa) pero
temperaturas cerca de 65°C y tiempos cortos. Las reacciones que se presentan son las
mismas que en el pretratamiento con base o cal y también hay un efecto fisico adicional
asociado con las fuerzas que rompen las fibras por la descompresion subita afectando la
macro y micro accesibilidad.

Dada las condiciones de temperatura y pH no se produce degradaciéon de azlcares, sin
embargo si hay cierto grado de solubilizacion de hemicelulosa y ademas cambio de fase
en la cristalinidad de la estructura de la celulosa que le permite absorber mas agua y por

lo tanto hincharse.

2.4 Hidrolisis enzimatica

Las enzimas son catalizadores biolégicos de naturaleza proteica y el sustrato polimérico,
cuando de materiales lignocelulésicos se trata, tiene alta complejidad estructural y
guimica. Por tratarse de solidos, estas reacciones se denominan heterogéneas y por
tanto un factor clave es la transferencia o accesibilidad de la enzima a los enlaces de
interés que le permita adsorberse o formar el complejo enzima-sustrato para después

actuar a través de sus sitios activos.
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Los materiales lignocelulésicos son degradados por hongos productores de lignanasas y
celulasas. Como se dijo anteriormente, el pretratamiento con agua liquida caliente esta
enfocado a solubilizar la hemicelulosa y por tanto mejorar la porosidad, area superficial y
reactividad de la celulosa cuando es hidrolizada por enzimas celulasas que contribuyen
al rompimiento de enlaces glucosidicos (1-4). Las pentosas pueden ser convertidas a
etanol por levaduras recombinantes y las xilanasas o arabinasas también han sido
mezcladas con las celulasas buscando el efecto sinérgico de solubilizar la hemicelulosa
remanente después del pretratamiento para mejorar el rendimiento global de todos los
azucares (Y. Kim, Mosier, & Ladisch, 2008; Y. Kim, Mosier, Hendrickson, et al., 2008), sin
embargo este estudio esta enfocado al rendimiento de la celulosa que es el polisacarido
mas recalcitrante y el de mayor cantidad después de solubilizada la hemicelulosa por

efecto del mismo.

En los procesos de pretratamiento se pueden producir compuestos que inhiben la accion
de las enzimas como es el caso de los fenoles derivados de la lignina y la celobiosa a
partir de celulosa, ademas de la fusion y reubicacion de la lignina encargada de generar
sitios adsorbentes no productivos. En adiciéon al pretratamiento, durante la hidrélisis
también se genera la celobiosa que inhibe a la celulasa y por tanto se hace necesario
adicionar celobiasa para convertirla a celulosa. En el caso de los fenoles, es usual hacer

lavados con agua a 60°C para removerlos.

Dada la composicion y estructura de cada material lignocelulésico es necesario
experimentar y encontrar las mejores condiciones principalmente de pretratamiento que
permitan la mayor produccién de azlcares durante la hidrélisis, gracias al balance entre
accesibilidad de la celulosa por cambios estructurales y produccién de inhibidores de las

enzimas.

2.5 Mecanismos de reaccion de la biomasa
lignoceluldsica en procesos hidrotérmicos

2.5.1 Rutas de conversion hidrotérmicade la celulosa

La solubilizaciéon de los polisacaridos en los procesos hidrotérmicos (en presencia de

agua liquida y a temperaturas subcriticas) presentes en la biomasa, implica el
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rompimiento de enlaces y la formacion de compuestos generalmente indeseables cuando
de produccién de bioetanol se trata. La identificacion y las rutas de conversidn
proporcionan una idea de los compuestos que se espera obtener a partir de la conversion
hidrotérmica de la biomasa lignocelulésica a la vez que proporcionan el entendemimiento

necesario en la posterior proposiciéon de los modelos cinéticos que permiten predecirlos.

La celulosa es solubilizada durante los procesos hidrotérmicos en forma de
oligosacéaridos, monémeros e isomeros. La velocidad de solubilizacion se incrementa a
medida que el agua se acerca a su temperatura critica y se hace mas evidente la
degradacién. Los productos de este proceso corresponden a glucosa, fructosa,
celobiosa, celotriosa, 1-6anhidroglucosa (levoglucosano por deshidratacion),
celotetraosa, furfurales y varios acidos carboxilicos. La ruta continda por medio de
reacciones de condensacion retro-aldol, tautomeria ceto-endlica, deshidratacion y

descarboxilacién, entre otras (Figura 2-2).
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Figura 2-2: Conversién hidrotérmica de celulosa. (Castro V. et al., 2008)

2.5.2 Rutas de conversion hidrotérmica de la hemicelulosa

Al inicio se pens6 que la hidrélisis de los polisacéaridos se daba solamente por la
contribucién de protones o grupos hidroxilo, sin embargo no fue hasta la época de 1920 a
1930 que el concepto general de catdlisis acido-base fue desarrollado. Este concepto
considera que incluso en catdlisis &cida, las dos especies (HA, H") contribuyen a la
aceleraciéon de la reaccion. Los acidos fuertes se disocian y proporcionan una fuente
considerable de protones cuyo efecto es el predominante mientras que los acidos débiles

se disocian y los protones forman iones hidronio con el agua y sin embargo se reconoce
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su accién. En general, cualquier catalizador acido disociado o no en su forma protonada

contribuye a la cinética de reaccién (Baugh & Mccarty, 1986; Lu, 2008).

Las sales también presentes en la biomasa cambian la cinética de reaccién de la xilosa
asi como lo midié Lu (2008) al utilizar en un caso agua desionizada y en el otro una sal

neutra como NaCl con el fin de alterar la fuerza i6nica.

Una vez la xilosa o arabinosa se solubiliza sufre reacciones de degradacion catalizadas
por protones, al igual que la glucosa. Una reacciéon dominante es la deshidratacion de la
xilosa o arabinosa como se muestra en la Figura 2-3. La xilosa es protonada primero en
el oxigeno 2, O,, resultando en la formacién de dehidrofuranosa a través de la pérdida de
una molécula de agua. Después de mas pasos de deformacion, la dehidrofuranosa
pierde un par de moléculas de aguay se convierte en furfural (Figura 2-3).

También se ha reportado que en condiciones 4cidas tanto la xilosa como el furfural son

convertidos en sustancias himicas (Y. Kim, Kreke, & Ladisch, 2012).

H H
H
HO Q OH Protonacion -H,0 H g
HO H HO @O\ OH
H OH HO H
+
Xilosa \—H H \Q“H
Deformacién

| I o

0
Furfural H

»
\\
-2H20 *\ — -
"HH H H H
0 HO O OH %;so limitante
HO —_— HO Hzp<
H H H
OH | OH )
H Lintermediario vida corta_

Figura 2-3: Ruta de deshidratacion de xilosa catalizada por protones. Lu, 2008.
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La hemicelulosa se encuentra acetilada o sustituida por grupos acetilo estos son
altamente reactivos en condiciones hidrotérmicas neutras. Reaccionan por hidroélisis en el
intervalo 478-523 K. La conversién es completa sin presentar acciones secundarias o de

competencia como se aprecia en la Figura 2-4 (Castro V. et al., 2008).

CH,OH

HO
R, o n

desacetilacion

Acido acético

Figura 2-4: Deacetilacion de hemicelulosa en procesos hidrotérmicos. (Castro V. et al.,
2008).

2.5.3 Rutas de conversion hidrotérmica de la lignina

Como se menciond anteriormente en la descripcion de los constituyentes de la biomasa
lignoceluldsica, la lignina se compone principalmente por unidades de fenilpropano,
principalmente el guayacol, catecol, fenol y éacido vanilinico. La aparicion de estas
sustancias sugiere que el mecanismo de descomposicién hidrotérmica es compartido

entre hidrdlisis y pirolisis.

Un esquema generalizado de estas reacciones se muestra en la Figura 2-5 para un
ambiente carente de oxigeno, ya que en el caso contrario se producen fenoles pero la
ruta continla hasta oxidarse a acidos carboxilicos y productos carbonizados (Castro V. et
al., 2008).

Estas reacciones ocurren generalmente a temperaturas mas altas que la de fusion de la

celulosa, es decir, alrededor de 230 °C.
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Alquil = -CH3, -CH2-CH3, -CH2-CH2-CH3 ©/

Figura 2-5: Conversién hidrotérmica de la lignina en ausencia de oxigeno. (Castro V. et
al., 2008).

2.6 Modelos cinéticos de la solubilizacion de
polisacaridos

Un modelo es una imitacion de la realidad y un modelo matematico es una forma de
representacion. No se debe olvidar o conseguir ser distraidos por el modelo al punto que
olvidemos la aplicacién real que nos impuls6 a modelar (Hangos & Cameron, 2001). Otra
definicion que nos enmarca mas en un objeto de estudio es la siguiente:

un modelo de un sistema denotado como un objeto o conjunto de objetos cuyas
propiedades se desean estudiar, es una herramienta para resolver preguntas acerca del
sistema sin tener que hacer experimentacion (Ljung & Glad, 1994).

Tradicionalmente los modelos han sido clasificados como “empiricos”, “semiempiricos”
(modelos que incorporan aproximaciones empiricas a las ecuaciones fenomenoldégicas),

o fenomenoldgicos, que se basan completamente en los fendmenos de transporte y leyes
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de conservacion de masa y energia (tomado de Rittman et al., 1982 en Corredor &
Caicedo (2005)).

Para desarrollar este tipo de modelos se aconseja aplicar la siguiente metodologia (Rice
& Do, 1995):

1. Hacer un bosquejo del sistema a modelar considerando las suposiciones y etiquetarlo
definiendo la geometria y cantidades fisicas y quimicas.

2. Seleccionar cuidadosamente las variables dependientes o de respuesta.

3. Seleccionar las posibles variables independientes. Se sabe que los cambios en estas
deberian afectar necesariamente las variables dependientes.

4. Seleccionar los parametros que se espera sean importantes (constantes fisicas,
tamafio, forma), ademas considerar aquellos parametros que no son constantes (€j.
la viscosidad cambiando con la temperatura).

5. Bosquejar el comportamiento esperado de la(s) variable(s) dependiente(s).

6. Establecer un volumen de control para un elemento finito o diferencial del sistema a
ser modelado (por ejemplo, el reactor de hidrdélisis), especificando los elementos y
las corrientes de entrada y salida.

7. Escribir las leyes de conservacion para el elemento diferencial de volumen: Exprese
los flujos y los términos de velocidad de reaccion usando simbolos generales, los
cuales son tomados como cantidades positivas, los signos son introducidos
solamente cuando los términos son insertados de acuerdo a las reglas de las leyes
de conservacion.

8. Convertir las ecuaciones a ecuaciones diferenciales. Por medio de la definicion de

derivada (como limite).
9. Introducir las formas especificas de los flux (por ejemplo,/, = —Dg—i y las velocidades

de reaccion (R, = kCp)).

10. Escribir todas las posibilidades para los valores de frontera de las variables
dependientes; la seleccion entre estas serd hecha en conjunto con el método de
solucién seleccionado.

11. Buscar los métodos de solucion, y considerar las posibles aproximaciones para: i.
definir la ecuacién, (ii) las condiciones de frontera y (iii) una solucion final aceptable.

No olvidar que el modelamiento y la solucion deben estar de acuerdo con la

experimentacion y la evidencia operacional para que tenga un valor real.
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Un estudio cinético riguroso de la hidrolisis acida de materiales lignocelulésicos es muy
dificil debido a varios factores como: (i) proteccion contra atagues quimicos (o biolégicos)
a la estructura de todas las células, (ii) acceso dificil de protones a la materia prima
debido a la hidrofobicidad de la lignina, (iii) interaccion con otros componentes, (iv)
presencia de enlaces fuertes en el material (entre unidades de xilosa, grupos acetilo,
acidos urénicos, otros azucares, lignina, etc.), (v) exposicién variable de superficie
hemicelulésica durante la reaccion (Carrasco & Roy, 1992; Rodr, Ram, Garrote, &
Manuel, 2004). Por tal razon es necesario aplicar simplificaciones a los estudios cinéticos
tales como el uso de las principales leyes cinéticas validas para sistemas homogéneos
(reacciones pseudohomogéneas) o la suposicion de que los materiales lignoceluldsicos
no reaccionan entre ellos. Este tipo de modelos se empezaron a implementar por
Saeman (1945) y en la Tabla 2-2 se aprecia que los modelos que se implementan

actualmente siguen conservando esta esencia.
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Tabla 2-2: Modelos de degradacion de polisacaridos de materiales lignoceluldsicos y almidén reportados en la literatura.

Reactivos: . . Parametros Mejores
Autor Condiciones Mecanismo y Modelo )
Productos hallados resultados
. 7 - K K e
Rodr et al., 2004 BaE:;azo de Acido nitrico Polimeros 2 Monémeros 3 Ki, Ky, , Glucosa: 3-5 g/l
] ] cafa (2-6%) (valores no se degrado
(Gamez, Gonzalez- _ Productos de diferentes segun |
Cabriales, Ra}mlrez, Glucano: T|em99 condiciones de Xllosg, 219/l a
Garrote, & Vasquez, glucosa, reaccion (O- descomposiciéon operacién) 180min, 128°Cy
2006. :En este trabajo | HMF 300 min) K K 2% de HNO;
se utilizan los mismos L M = Mye™2t 4 qPy— 2« _
modelos que en 2004 Xilano: Temperatura 1 Arabinosa, 29/
pero utilizando acido :flk;sa,l o (100-128°C) T no se degradd
- urfural, &cido - i
fosfpnco como acético Acido acético,
catlizador y no se P: Polimero g/! 4g/l, al
muestra en esta tabla. Arabano: , comienzo de la
. M:mondémerog/l L
arabinosa, reaccion,

También Lavarack, Gri,
& Rodman, 2002
después de evaluar
varios modelos
concluye que este es el
gue mejor predice los
datos experimentales)

acido acético

t:tiempo min
a: fraccion de polimero mas
susceptible a la degradacion
hidrolitica

K;: Arrhenius

128°Cy 6% de
HNO,
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(B Girisuta, Janssen, & | Glucosa: Acido HY Kig Kior Er aG. aG

Heeres, 2006) HMF, acido | sulfarico Glucosa(G) —— HMF(H) + 3H0 1Re G
levulinico, (0.05-1 M), HYKye . kare, E26,bG, BG
sustancias temperatura G ——s. humicas . . b
hdmicas (140-200 °C), 1RH, E1p, A, &

concentracié
n inicial de
glucosa (0.1
y1lM)

H*Kip .
H + 2H,0 —— ac. levulinico

+ac. Férmico

+
IKZH , .
HMF —— s. humicas

Ry = le(CG)aG(CH"')aG
R, = kZG(CG)bG(CH+)BG
R; = k1H(CH)aH(CH+)aH

R, = kZH(CH)bH(CH"')'BH

1
Cy+ = Cuys0, + E(—Ka,HSO; +

\/Ké,HSO; + 4Cy,s50,Kanso;)

Kq nso;: constante de disociacion del

HSO, en el rango de temperatura

/1 Eig\ /1 1y
kg = kirgexp (‘ T) (? - T_R)

koc = kargexp

(
kiy = kignexp (‘ %TH) (% - i)
(

koy = koruexp

kZRHrEZHbH' BH

Fueron tomados
de Girisuta et
al., 2005
(trabajo no
publicado)
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(Tasi¢, Konstantinovi¢, | Almidon: Acido . Polimeros 5 Maxima dextrosa K1, segun Maxima
Lazi¢, & Veljkovié, dextrosa clorhidrico o condiciones de | dextrosa
2009) equivalente, écid,o. equivalente K HMFE operacién'y solo | equivalente
HMF sulfarico (0.5- con acido (DE) 94% , 1M
2M) clorhidrico de acido
L K, no se clorhidrico y
Relacion determiné relacion peso
Peso porque HMF papa/volumen
papa/volume siempre estuvo | acido 1:2(w/v)y
r,] . por debajo de la | 86% con acido
acido,1:0.75, concentracion | acido sulfurico.
Ily1l2. inhibitoria (0.2
o/l HMF, 0.1g/,
60min, 98°C.
(Hosseini & Shah, Hemicelulosa | Temperatura dﬂ _ i(D dﬂ) K4, Ko, K3, K., Ks | La maxima
2009b) (como solido | (160°C) dt dx dx produccion de
POroso _ ic Ku aq, as xilosa se da un
cilindrico): | PH=4.75 d_tH = 0.2K;CyCyy tiempo
xilopentosa, aproximado de
xilotetrosa, dCs 1000 miny a
xilotriosa, ar = 0-2KuCuCw — KsCsCy una distancia
xilobiosa, d (D dCs) del sélido
xilosa, A\ poroso desde el
productos de dc, centro del eje
degradacion e 0.2KyCyCy — K4C4C,, axial, hasta 2.5,
d dc, 4.9 y 5mm del '
~Ix <D4/W E) mismo. Es decir,

se presentan 3
maximos en la
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dCs
E = OZKHCHCW + (1 - a5)K5C5CW
— K3C3C,,
d (D dC3)
dx \"73W dx
dc,
Tt = 0.2KxCyCy + 2a5K5C5C,
—20,4K,C,C,, + (1
— ay)K,CCy — K7 G50,
d (D dCZ)
dx \" 2V dx
dCy
W = OZKHCHCW + a5K5C5CW + 2(1
- as)K5C5CW — 2(1
—ay)K,C,C,, + 3K3C5C,,
- 2K2C2CW
d (D dCX)
dx \" X dyx
dCy d dC,
T = KaCxCu g (Papw )

C: Concentracion normalizada
K: Constantescinéticas

D: Difusividad efectiva

concentracion
de xilosa.
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x: eje axial del solido poroso cilindrico

Subindices W, H, 5,4,3,2, X, d hacen
referencia al agua, hemicelulosa,
xilopentosa, xilotetrosa, xilotriosa,
xilobiosa y productos de degradacion,
respectivamente

as:Probabilidad de romper los enlaces
del mondmero central con los
mondmeros vecinos en la xilopentosa

a,: Probabilidad de romper el enlace
entre los dos monémeros centrales de
la xilotetrosa.

(Qi & Pel, 2007)

D-xilosa:
furfural,
productos de
descomposici
on

No se utiliza
catalizador.

Temperatura
(180-220 °C)

Presion 10
MPa

k
xilosa — furfural ...

k3 - 4
— Productosdedescomposicién

xilosa ...

ka .,
— Productosde descomposicion

¢r = kicolexp(—kt) — exp(—ks3t)]
[ (ks — k)

cf:concentracién molar de furfural

k=k1+k2

k' kll kZl k31

Energias de
activacion
aparentes

segun
Arrhenius.
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(Jing & L, 2008)

Glucosa:HM
F, acido
levulinico,
productos de
descomposici
6n, material
hdmico

No se utiliza
catalizador.

Temperatura
(180-220 °C)

Presion 10
MPa

kq
Glucosa > HMF ...

ks ks
— AL - productos de descomp.

AL: acido levulinico
k2 .
Glucosa - m. himico

k
HMF = m. himico

— —kgt
Cglu_ glu,Oe G

k1Coruo , _ _
Cumr = o —k il;c (e fat —e kHt)
H— K¢

k1k3Cglu,O
(ky — k) (ks — kg) (ks — ky)
— kH)e—th
— (ks — kg)e™"xt
+ (ky — kg)e™*st]

[(ks

Car =

kG=k1+k2

kH=k3+k4_

ki ko, k3, ks, ks

a diferentes
temperaturas.

Energias de
activacion
aparentes

segun
Arrhenius.
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En la literatura revisada, la cantidad de productos formados como azlcares y productos
de degradacion, incluidos los inhibidodres a partir de polimeros se han modelado en la
mayoria de los casos usando constantes cinéticas aparentes las cuales han aportado un
entendimiento global del proceso de reaccion hidrolitica a partir de modelos empiricos.
Dichos modelos toman como variables independientes la velocidad de calentamiento,
concentracion de acido, temperatura de reaccién, tiempo de reaccion, etc. También se
incluye la fracciébn de polimeros méas susceptible a la degradacion hidrolitica que esta
relacionada con la especie de biomasa. Los factores como este Ultimo y las constantes
cinéticas aparentes que tienen implicita la informacion del caracter heterogéneo de la
reaccion hacen necesario el modelamiento cinético de los pretratamientos hidrotérmicos

sobre el material lignocelulésico de la planta de banano.
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3.Materiales y Métodos

3.1 Raquis de banano

El eje de los racimos de banano Cavendish, conocido como raquis, fue colectado en la
region del Uraba antioquefio situado entre 07° 40’ 37” y 08° 05’ 00” latitud norte y entre
76° 38 05" y 76° 44’ 00” longitud oeste. Después fue enviado al laboratorio de
Bioprocesos y Flujos Reactivos, donde se sec6 en estufa a 50°C por 5 dias. Después de
secado, el agua remanente fue medida utilizando un analizador de humedad halégeno
HB43 (Mettler Toledo Inc., Columbus, OH) a 105°C la cual correspondi6 al 5.54 +0.18%.
Tamafos de particula menores a 0.42 mm y entre 2.83 y 6.35 mm fueron obtenidos al

moler y tamizar este material seco.

3.2 Composicidén quimica

El raquis sin ser pretratado se sometié a extracciéon con agua y etanol consecutivamente
con el fin de remover compuestos no estructurales, segun los procedimientos analiticos
del Laboratorio Nacional de Energia Renovable de los Estados Unidos (NREL por sus
siglas en inglés) NREL/TP-510-42619. El sdlido resultante se sec6 a 45°C hasta que la
humedad fue menor a 5%y luego fue sometido a una hidrdélisis acida cuantitativa, segun
NREL/TP-510-42618 con el fin de solubilizar los polisacaridos. El hidrolizado se filtré a
través de crisoles porosos con tamafio de poro de 15umy la fraccién liquida fue analizada
con HPLC usando un Mddulo de Separacion Waters 2695 con un detector de indice de
refraccion Waters 2414 y una columna Bio-Rad Aminex® HPX-87H, a una temperatura
de 65°C y un flujo de H,SO, 5mM fijado en 0.6ml/min. El precipitado se secé para
cuantificar lignina acido insoluble y correccién por cenizas de acuerdo al NREL/TP-510-
42617. La lignina acido soluble se midié sobre la solucion filtrada a una longitud de onda

de 320nm, usando un espectrofotometro Genesys 6 fabricado por ThermoSpectronic. La
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longitud de onda para medicion de lignina acido soluble fue adoptada al comparar

estudios realizados sobre desechos de produccién agricola de maiz.

En cuanto a los sélidos pretratados con agua liquida caliente, estos fueron lavados dos
veces con agua a 60°C con el fin de eliminar todo el material soluble impregnado en la
biomasa (Li et al., 2010) y secados a 45°C hasta alcanzar una humedad menor al 1%. El
mismo procedimiento para la caracterizacion de la composicion de biomasa fue aplicado
a los sélidos provenientes del pretratamiento, midiendo Unicamente el contenido de
carbohidratos, para el seguimiento de la ruta de conversién de azlcares. Y en la fase

liquida se caracterizé carbohidratos y compuestos de degradacion en HPLC.

La determinacion de los oligosacaridos se llevé a cabo siguiendo el procedimiento
analitico NREL/TP-510-42623. Este proceso se escald a volimenes menores que el
recomendado, con el uso de ampolletas de 1.5 ml las cuales se sellaron con una lamina
redonda de latén cuyo espesor era 0.08 mm. Dicha ldmina se fij6 entre la tapa y un tapén
de teflon con el fin de soportar la alta presion cuando eran llevadas al autoclave.

Debido a que la glucosa, xilosa y arabinosa se encuentran en forma anhidra en la materia
prima, el calculo de la conversién a azlcares debe considerar el cambio en el peso
molecular y los subproductos como resultado de las reacciones hidroliticas. Este asunto
se resolvio usando la Ecuacién (3-1) propuesta por Y. Kim et al., 2012 para el caso de la
xilosa, donde [X] corresponde a la concentracion de la xilosa en (g/l) y el subindice t al

tiempo en min.

[(X]e=¢
= (3-1)
Y [Xnle=o * % + [X]¢=0

Asi mismo, para el caso de la glucosa se cambia la relacion de pesos moleculares por
180/162 (Zeng et al., 2007a).

3.3 Pretratamiento con agua liquida caliente

El pretratamiento se desarroll6 en reactores batch de acero inoxidable con un volumen

de 4 ml (Figura 3-2). Este tamafio es suficientemente pequefio para alcanzar la maxima
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temperatura propuesta en el centro, en menos de 30 segundos. El tubo se llen6 hasta
tres cuartos de su capacidad (3 ml). La carga de sélido fue equivalente a 5% vy la
condicién 6ptima de tiempo y temperatura se evalu6 con una carga de sélido del 15%p/p.
Ademas dos tamafios de particula fueron evaluados (< 0.42 mm) segun lo reportado por
(Zeng et al., 2007) y entre (2.83 y 6.35 mm) con el fin de comparar el efecto del tamafio
de particula para este tipo de material fibroso. La menor carga se propone con el fin de
evitar efectos de transferencia de masa (Dien et al., 2008) y elucidar las reacciones como
lo presenta el trabajo de modelamiento cinético realizado por B Girisuta, Danon,
Manurung, Janssen, & Heeres (2008) quienes utilizaron esta misma carga. La
temperatura y tiempos de pretratamiento fueron combinados asi: 180°C con 10, 20, 30 y
60 min; 200°C con 5, 10, 15, 30 y 60 min; y 220°Ccon 1, 5, 10, 20, 30 y 60min, estos
niveles se escogieron a partir de un disefio de experimentos reportado en la seccion 4.2.
Un bafo de arena fluidizado Tecam® (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL) fue usado para
calentar y mantener los tubos a las temperaturas mencionadas. Una vez el tiempo
planeado se cumplid, los tubos se pasaron a un bafio con hielo con el fin de parar las

reacciones.

Figura 3-1: Tamafo de particula disefio experimental.
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Figura 3-2: Reactor batch para pretratamiento con agua caliente.

3.4 Hidrdlisis enzimatica

Las condiciones de hidrélisis enzimatica fueron las mismas para todas las corridas con el
fin de evidenciar el efecto del pretratamiento sobre el rendimiento total de azlcares. Sin
lavar los solidos, 3ml de buffer citrato con pH 4.8 se agreg6 alcanzando un volumen total
de 6ml. 15FPU/g-glucano y 40CBU/g-glucano de Celulasa comercial (Spezyme CP) y -
glucosidasa (Novozyme 188) fueron agregadas, respectivamente con base en el glucano
sometido a pretratamiento. La reaccion se realizé a 50°C y 250rpm en un agitador orbital,

durante 72 horas.

La ficha técnica de la celulasa se puede observar en el anexo B y la medicion de la
actividad como anexo C.

3.5 Anaélisis HPLC

Se prepararon curvas de calibracién con estandares de glucosa, xilosa, arabinosa, acido
acético, furfural y 5-hidroximetilfurfural (HMF) tal como se aprecia en el Anexo A. Todos
estos compuestos fueron cuantificados después del andlisis de composicidon quimica, el

pretratamiento con ALC y la hidrdlisis enzimatica

A continuacién se presenta el diagrama de proceso, el cual resume los procedimientos

gue se acaban de mencionar.
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Tamafios particula
"Raquis de banano | + <042 mm
Carga so6lidos + 283a6.35 mm
5y15%
pH inicial
[:

Temperatura: tiempo ) [

Pretratamiento =23

180 °C: 10-60min
200°C: 5-60min €
220°C: 1-60min

* 40 CBU B - glucosidasa
* 50°C, pH:4.8, 250 rpm, 72 h

*« 15 FPU celulasa ]

Azlcares
Polisacaridos <— 3 iquido Productos de degradacién
remanentes en el solido Oligosacaridos
lavado

Figura 3-3: Diagrama de proceso.

3.6 Modelado y simulacion del pretratamiento con agua
liguida caliente

Debido a que no se evidencié formacion de furfural, se observa degradacion de los
oligbmeros y siguiendo con los modelos empiricos usados para modelar las reacciones
de hidrotratamiento reportados en la Tabla 2-2 sobre biomasa lignocelulésica, en este

trabajo se propone el siguiente mecanismo de reaccion:

Ks

ki I k- ks v

Xn > XO > X * D

Figura 3-4: Ruta de solubilizacion de polisacaridos 1.

Donde Xn corresponde al polisacarido, XO a los oligbmeros, X al monémero y D a los
productos de degradacién o sustancias humicas. Cuando no hubo adicion de &cido,
Kumar & Wyman (2008) encontraron que la selectividad a xilosa es baja cerca de pHs

neutros por tanto en su estudio, la degradacion directa de oligbmeros a sustancias
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hamicas ocurre en paralelo con la formacién de mondmeros tal como se plantea en el

modelo propuesto en este estudio.

Como se esta operando a temperaturas mayores de 180 °C, no se tuvo en cuenta las
fracciones facil y dificilmente hidrolizables (Lu, 2008). Otras suposiciones del modelo son
gue no hay interaccién entre los componentes de la biomasa y que se esta operando a
tamafos de particula menores a 6.35mm correspondiente a la experimentacion en este

trabajo, no hay efectos de transferencia de masa y el efecto dominante es la reaccion.

A partir de dicho mecanismo, se proponen las siguientes ecuaciones cinéticas:

d[X
[dtn] = —k;[Xn] (3-2)
d|Xo
[dt ] = k1[Xn] — k2[X0] — k4[X0] (3-3)
dX
at = ky[XO0] — k3[X] (3-4)

Integrando la Ecuacion (3-2) Desde t = 0 con [X,];=, hasta t con [X,,]; se obtiene:
[Xn]t = [Xn]t=Oe_k1t (3'5)

En términos de rendimiento, la Ecuacion (3-5) se expresa como:

[Xn]t — e_k1t (3-6)

Reemplazando la Ecuacién (3-5) en la Ecuacion ( 3-3)

d|Xo
) - alXulemoe ™t ~ kalX0] ~ kalXO] (37)
d|Xo
[dt ] + (ky + k) [X0] = ky[Xple—0e ™" (3-8)

Multiplicando la ecuacién anterior por e(*z2+ka)t y expresando el resultado al lado
izquierdo como la derivada de un producto,

d{[XO]t % e(k2+k4)t} =k, [Xn]t=oe(—k1+k2+k4)tdt (3-9)
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Integrando desde t = 0, con [X0];-, = 0 hasta t con [XO0];.

kl [Xn]t=0 k.t (k
- -7 (- _ p—(katky)t
[X0], _k1+k2+k4{e it ¢ }

(3-10)
La expresion de la ecuacion anterior en términos del rendimiento de oligémeros se
representa como:
[X0], kq
[Xnlt=o —kitky+ky

{eHat — g=(katka)t) (3-11)

Reemplazando la Ecuacién (3-5)y la Ecuacion (3-10) en la Ecuacion (3-4), se obtiene:
ax _ kaky[Xn]e=o

- — = =P ket _ p—(katky)t 3-12
a —k1+k2+k4{e ¢ J (3-12)

Multiplicando por e*st y expresando el resultado al lado izquierdo como la derivada de un
producto,
kzkl [Xn]t=0

A1) = e

{e(hatkalt — oChamkatka)tlgr (3 43

Integrando desde t = 0, con [X];—, = 0 hasta t con [X];

fola g (e =) (et — o7t
_kl + k3 k2 — k3 + k4 (3'14)

X1, =
(X1 —ky +k, + ky

En términos del rendimiento, esta ecuacién se expresa como:

X | gk (et et (enht—enh)
Knlico  —kathko+hs | —ky+ks ly — ks ¥ ks (3-15)

La expansion de las constantes cinéticas, se realiza segun la ecuacion de Arrhenius de la

siguiente forma:

Eqi
ki = kOi[H*']"ie(_ﬁ) ; i = 1,2,3,4 (3-16)

Donde k,; corresponde al factor preexponencial, E,; [kJ/mol] a las energias de

activacion y n; al orden de la reaccion respecto a la concentracion de protones.
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Una etapa adicional de solubilizacién del monomero directamente desde el polimero
también se propone de acuerdo al estudio de Mittal et al. (2009), como se muestra a
continuacion:

Ka

ki k2 ks ‘
XN =—p XO =——p X e=—p D

| . 1

Figura 3-5: Ruta de solubilizacién de polisacaridos 2

Utilizando el procedimiento anterior se llega a las siguientes ecuaciones:

X
[)[( 7]1]t — o~ (ki+ks)t (3-17)
nlt=0

(X0l _ kq

= —(k1+ks)t _ p—(katky)t 3-18
(Xnlezo  —kq +ky+ky —ks {e ¢ } ( )

K _ ky
[Xnle=o —ki+ks—

{e—(k1+k5)t _ e—kst}
ks (3-19)

k k e—(k1+k5)t _ e—k3t e—(k2+k4)t _ e—k3t

ok (( ), ( )
—ky +ky + ky — ks —ky + k3 — kg ky —ks+ky

Las constantes cinéticas se expanden igual que en la Ecuacion (3-16) pero el subindice i

también toma el valor de 5 que hace referencia a la ruta agregada.

Estos modelos que se acaban de proponer, se ajustaron a los datos experimentales por
la minimizacién de la suma de los cuadrados de la desviacion entre el dato predicho y

experimental, utilizando la funcién fmincon de Matlab.
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4.Resultados

4.1 Composicion quimica

La caracterizacion obtenida del raquis de banano (Tabla 4-2) es diferente a la reportada
por Veladsquez-Arredondo et al. (2010) quienes usaron procedimientos bromatoldgicos.
Ellos reportaron 32.1, 8.8, 1.13 y 19% de celulosa, hemicelulosa, almidén y lignina
respectivamente. Sin embargo, concuerda con la reportada por Quintana et al. (2009)
guienes obtuvieron en promedio y sobre base seca 51.05, 17.1 14.28 y 12.36% de
celulosa, hemicelulosa lignina Klason y cenizas, respectivamente. Estos Ultimos autores
no reportan el método de caracterizaciébn y tampoco la desviacion de acuerdo a

repeticiones en caso de haberlas realizado.

En cuanto a los extractivos, con agua se removio 0.17% de la biomasa representada en
glucosa, nada de xilosa y 0.01% de arabinosa, mientras que con alcohol se solubiliz6 el
3.66%. Es féacil tender a pensar que como el fruto es rico en almidén, el raquis que es por
donde se transportan los nutrientes, también lo es. Segun el protocolo propuesto por Y.
Kim, Mosier, Hendrickson, et al. (2008) usando amilasa y amiloglucosidasa después de
un proceso de gelificacién a 121°C, se encontrd que el almidon en el raquis en seis
muestras es de 0.39% * 0.06. Este resultado es logico desde el punto de vista de la baja
cantidad de glucosa removida como extractivo y también funcional porque las células del

raquis son especializadas en soporte y no en almacenamiento.
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Tabla 4-1: Composicion raquis de banano sin extractivos.

Componente %peso base seca % peso base seca
(Quintana et al., 2009) (este trabajo)
Celulosa (Glucano) 51.05 47.32 £ 0.007
Hemicelulosa (Xilano, galactano, 17.1 16.93+ 0.001

arabano, acetilo)
Lignina total 14.28 16.92+ 0.004
Cenizas 12.36 15.97 £ 0.001
Total 94.79 97.14

La composicion obtenida hace promisoria esta materia prima por el alto contenido de
glucano y la baja concentracién de grupos acetilo y lignina en comparacion con otras
maderas y residuos agroindustriales comunes reportados por (P. Kumar, Barrett,
Delwiche, & Stroeve, 2009) (Tabla 4-3). El 2.86% no especificado para cerrar el balance

se sugiere que corresponde a proteina (Tabla 4-2).

Tabla 4-2: Composicion del raquis de banano.

Componente % peso base seca
Glucano 47.32+0.007
Xilano/Galactano 13.12+0.002
Arabano 3.55+0.001
Acetilo 0.26%0.005
Lignina Acido-Soluble 1.10+0.0002
Residuo Acido-insoluble 15.82+0.004
Cenizas 15.97+0.001

Total 97.14

Tabla 4-3: Maderas y residuos agroindustriales comunes. Tomada de (P. Kumar et al.,

2009).
Materiales lignoceluldsicos Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
Maderas duras 40-55 24-40 18-25
Maderas blandas 45-50 25-35 25-35
Cascarones de nuez 25-30 25-30 30-40
Cultivos de maiz 45 35 15
Pastos 25-40 35-50 10-30
Desechos de trigo 30 50 15
hojas 15-20 80-85 0

Raquis de banano (este trabajo) 47.32 16.93 16.92
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4.2 Diseio de experimentos

A partir de las condiciones de operacion de los pretratamientos con ALC, reportados en
Tabla 2-1 se escogen los tiempos 10, 30 y 60 min, temperaturas de 180, 200 y 220°C y
dos rangos de tamafios de particula <0.42mm y entre (2.83 y 6.35mm), con el fin de
analizar el efecto de cada variable sobre el rendimiento de oligdbmeros durante el
pretratamiento y de azlcares monoméricos después de ambos, el pretratamiento y la
hidrélisis enzimética. Se corri6 un disefio multifactorial, multinivel en el software

Statgraphics Centurion.

Tabla 4-4: Andlisis de varianza para rendimiento de glucosa después del pretratamiento
ALC y la hidrdlisis enzimatica.

Fuente Sumade G cyadrado Medio  Razon-F  Valor-P
Cuadrados
EFECTOS
PRINCIPALES
A:temperatura 771.422 2 385.711 42.23 0.0000
B:tiempo 85.8556 2 42.9278 4.70 0.0200
C:tamafio de part 17.7662 1 17.7662 1.95 0.1770
INTERACCIONES
AB 257.021 4 64.2552 7.04 0.0008
AC 2.46922 2 1.23461 0.14 0.8743
BC 18.0353 2 9.01763 0.99 0.3885
RESIDUOS 200.917 22 9.13259
TOTAL 1353.49 35

(CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual.

Segun la Tabla 4-4 sélo la temperatura y el tiempo en el pretratamiento con ALC, tienen
un efecto significativo sobre la produccién de glucosa después de la hidrélisis enzimatica,
ya que el estadistico de prueba o valor p para estos factores es menor de 0.05. El cambio
en el tamafo de particula, en los rangos propuestos, no afecta la hidrélisis de glucosa.
Esto se debe a que el material bajo estudio es fibroso y de didmetro pequefio lo que hace

gue no haya diferencia cuando la reaccion es mas rapida en direccién radial.

Sabiendo ya que la temperatura tiene un efecto significativo, es importante definir cuales
niveles permiten un mejor rendimiento, lo que resulta de analizar la Figura 4-1la y de la
cual se concluye que es mejor operar el proceso a 200 y 220°C, y tiempos con valores

cercanos a 30 min (Figura 4-1b). Tener en cuenta que los rendimientos en estas gréaficas
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son normalizados segun la técnica de comparacion introducida por Fisher conocida como

método de la diferencia minima significativa o método LSD (Least Significant Difference).

77 F 75 3

1]

68 —

Rend. Glucosa%
Rend Glucosa %

180 200 220 10 30 60
Temperatura (°C) tiempo (min)

(a) (b)

Figura 4-1: Prueba de rangos multiples (LSD) rendimiento glucosa hidrélisis enzimética.

En el caso de la xilosa, en el andlisis ANOVA se encontré6 que todos los factores
probados son significativos. Esto era de esperarse porque es directamente el
pretratamiento el que solubiliza el xilano y arabano y no las enzimas utilizadas. Aunque
se ha reportado que las reacciones hidrotérmicas estan limitadas por el eje axial ya que
es en esa direccién que se encuentran los canales a través de los cuales se transportan
los nutrientes a la planta y a la vez los cationes o aniones encargados de catalizar las
hidrélisis (Hosseini & Shah, 2009a), parece que en este caso, los efectos de
empaquetamiento y de capacidad de humectabilidad hacen que el rendimiento disminuya
a mayor tamafio de particula Figura 4-2a. Efectos similares ocurren en el trabajo de Cara
et al. (2008). También se observa que a mayores tiempos y temperaturas hay menor
rendimiento de xilosa (Figura 4-2b-c).
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Figura 4-2: Prueba de rangos multiples (LSD) rendimiento xilosa hidrélisis enzimatica.

El analisis para arabinosa es igual al de xilosa, sin embargo, el tiempo no tiene un efecto
significativo en el rendimiento de arabinosa ya que esta es mas estable Figura 4-3.
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Figura 4-3: Prueba de rangos multiples (LSD) rendimiento arabinosa hidrélisis
enzimatica.
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Un andlisis ANOVA sobre rendimiento de oligémeros sugiere que la temperatura y tiempo
tienen un efecto significativo. En cuanto a los limites de temperatura seleccionados para
los oligbmeros, estos son idéneos puesto que recogen el comportamiento de aparicion,
aumento de concentracion del oligobmero y degradacion de este a otros compuestos, se
identifica un punto cercano en que se lograr la maxima produccién. Ademas, un estudio
cinético en este rango estaria completo porque mostraria todas las etapas mencionadas,
las cuales son significativamente diferentes Figura 4-4a y c. En el caso de los
arabinooligosacaridos a 180 °C, mayor tiempo de pretratamiento incrementa su
rendimiento. Se logra un rendimiento superior para un tiempo de 60min, comparado con

el pretratamiento a las otras temperaturas.
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Figura 4-4: Prueba de rangos mdltiples (LSD) rendimientoxilo- y arabino-oligo. Después
del pretratamiento ALC.

4.3 Optimizacion

Las optimizaciones o combinacién de variables consideradas en el disefio de
experimentos que mejor rendimiento de oligébmeros arroja después del pretratamiento y

también, con las que mejor rendimiento de azGcares monoméricos se alcanza después
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de la hidrolisis enzimatica, fueron halladas utilizando el software Statgraphics Centurion.
Una superficie de respuesta fue ajustada a los datos experimentales en todos los casos
considerando como funcién una que tomara en cuenta cada variable en particular y las
interacciones con ellas mismas y las demas. Solo el efecto principal de la temperatura y
tiempo y sus interacciones fueron tenidas en cuenta a un tamafio de particula entre 2.83
y 6.35mm. Con este rango se requiere menor energia en la molienda y ademas se
obtuvo los mismos resultados de producciébn de glucosa después de la hidrélisis
enzimatica en comparacion con un tamafio menor (Tabla 4-4). También, al modelo se le

determiné el porcentaje de la experimentacion que este podria explicar y/o predecir.

Ecuacion

Pglucosa = —255.7984 + 2.7476 + T + 1.6248 * t — 0.0057 » T2 — 0.0056 * T * t — 0.0062
* t2

Valor 6ptimo:78.67% cuando t = 31.82min y T = 220°C.

Estos fueron calculados con el error total del modelo.

~ 60

Rend. Glucosa%
(o)}
[o6]

180 190 200 210 220 0 Tiempo (min)
Temperatura (°C)

Figura 4-5: Superficie respuesta Rendimiento glucosa vs. Temperatura y tiempo.

Coeficiente de correlacion

R? =79.47%
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Rendimiento Arabinosa

Ecuacioén

Oarabinosa = —364.1427 — 43379 * T + 0.2873 * t —0.0114 * T?> — 0.002 * T * t + 0.0014
* t2

Valor 6ptimo: 48.87% cuando t = 60min y T = 185.35°C

50
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2 38 ~ 60
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180 190 200 210 0 Tiempo (min)

Temperatura (°C)

Figura 4-6: Superficie respuesta Rendimiento arabinosa vs. Temperatura y tiempo.

Coeficiente de correlacion

R? = 84.51%
Rendimiento Xilosa
Ecuacién

Oxitosa = —2204.406 + 22.2453 + T + 7.5419 * t — 0.0545 * T2 — 0.0355 * T * t — 0.0063
* t2

Valor 6ptimo: 64.94% cuando t = 11.6min y T = 200.24°C
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Figura 4-7: Superficie respuesta Rendimiento xilosa vs. Temperatura y tiempo.

Coeficiente de correlacion
R? = 89.40%
Rendimiento Xilooligbmeros
Ecuacion
Oxiloori = —891.6836 + 9.1261 * T + 1.5405 * t — 0.0231 * T? — 0.0044 * T = t — 0.0083 * t2

Valor 6ptimo: 22.95% cuando t = 41.28min y T = 193.47°C
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=
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Figura 4-8: Superficie respuesta Rendimiento xilooligdmeros vs. Temperatura y tiempo.
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Coeficiente de correlacion

R? =80.22%
Rendimiento Arabinooligbmeros
Ecuacion
@ arabinooti = —1657.5093 + 15.8554 * T + 5.9334 + t — 0.0369 * T2 — 0.0328 + T * ¢t

+0.0082  t?2

Valor 6ptimo:34.99% cuandot = 10min y T = 210.25°C

60

Rend. Arabinooli%

0
0 Tiempo (min)

180 190 200

210 220
Temperatura (°C)

Figura 4-9: Superficie respuesta Rendimiento arabinooligdmeros vs. Temperatura y
tiempo.

Coeficiente de correlacion
R? = 66.04 %

De los modelos hallados para construir los graficos de superficie y contorno, el de
arabinooligbmeros es que el menos porcentaje explica de la variabilidad del rendimiento
de estos por la variabilidad de la temperatura y el tiempo. Los demas explican alrededor
del 80%.

Por su recalcitrancia en el pretratatamiento y la imposibilidad de degradacion durante la
hidrélisis enzimatica, la glucosa presenta los mejores rendimientos a la mas alta
temperatura evaluada, es decir, 220°C y tiempos intermedios (32 min). A mayores
tiempos parece que ocurrieran efectos de deposicion de lignina sobre la celulosa

evitando el contacto de esta con la enzima.
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Sobre la xilosa y arabinosa se presenta mayor degradacion por el pretratamiento y los
mejores rendimientos se obtienen a temperaturas inferiores en comparacién con la
glucosa. Mientras la arabinosa presenta el mejor rendimiento a 185°C y 60min, la xilosa

lo exhibe a 200 °C pero a tiempos inferiores, alrededor de 12 min.

Asi mismo, los oligbmeros se generan a partir de polimeros pero a la vez se degradan,
permitiendo observar funciones en forma de domo que en el caso de los xilooligdmeros
su mayor rendimiento se encuentra a 193 °C y 41 min, mientras que los
arabinooligbmeros lo alcanzan a 210 °C y 10 min.

Los éptimos encontrados para cada compuesto evaluado, se encuentran en la region
explorada a partir del disefio inicial, lo que sugiere que es adecuado llevar a cabo un
estudio cinético considerando diferentes y mas niveles, en caso de requerirse mas

detalle, dentro de los rangos establecidos.

A las condiciones en que el rendimiento de glucosa fue mayor después de la hidrélisis, se
realizaron tres procesos completos pero a mayor escala utilizando un reactor de
pretratamiento de 300 ml con agitacién. Variaciones en el tiempo de calentamiento de
aproximadamente 20 min hasta alcanzar 220°C en el centro del reactor, hacen que los
resultados no sean iguales (Figura 4-10). Sin embargo, se evidencia a partir del balance
completo la degradaciéon de la hemicelulosa a sustancias diferentes a las medidas en un

54.59%. Presumimos que dichas sustancias son himicas y se definirdn en la seccién 4.6.
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— Unidades: g

Glucano = 5.88 Glucano = 0.57+0.19
Hemicelulos_a - 207 Hemicelulosa = 0.22+0.019
T Lignina = 0.011+6.2e-4
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Glucano = 3.65+0.26
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42.03% conversion total hemicelulosa Hemicelulosa = 0.07+0.03
54.59% de la hemicelulosa se degradé a resinas o Lignina = 1.3+0.12

sustancias himicas Sélido

Figura 4-10: Balance total punto éptimo, 220°C y 30min por triplicado.

4.4 Efecto del pretratamiento

Antes que la fraccién celulésica pueda ser usada como sustrato para la produccién de
etanol, esta debe ser separada de la envoltura hemicelulosa-lignina permitiendo que el
area efectiva para las celulasas se incremente (Velasquez-Arredondo et al., 2010). El
pretratamiento con ALC ayuda a alcanzar esto, a través de la liberacién de la
hemicelulosa la cual es solubilizada en oligosacaridos 0 monosacaridos o una mezcla de
ambos. Ademas, acido acético también es liberado debido a que la hemicelulosa es

acetilada Figura 4-11: pH a temperatura ambiente después del pretratamiento.

Dependiendo de las condiciones del pretratamiento con ALC, se pueden formar
productos de degradacion derivados de los azucares, sin embargo los cortos tiempos y el

no requerimiento de reactivos ademas de agua lo hacen econ6micamente atractivo.



Capitulo 4. Resultados 63

La glucosa, xilosa y arabinosa son fermentados por levaduras recombinantes y este
trabajo esta enfocado en el pretratamiento, buscando el mayor rendimiento posible de
azucares C5 y C6 (Taherzadeh & Karimi, 2007).

El alto pH inicial de 9 en la jError! No se encuentra el origen de la referencia. (a —c) se
debe a los compuestos alcalinos presentes en el raquis fresco. Estos compuestos
alcalinos combinados con la presencia de grupos acetil resulta en un efecto bufer sobre
la solucidn del pretratamiento manteniendo el pH en un valor entre 4 y 7 para tiempos de
pretratamiento mayores a 5 min. Se ha encontrado que las pentosas son degradadas
rapidamente hacia resinas a pH 7 (Lu, 2008). A pHs cerca a 4, la solubilizacion de la
hemicelulosa en oligbmeros es favorable (Y. Kim, Mosier, & Ladisch, 2008; Zeng et al.,
2007a). Esto junto con la baja carga de soélidos son las razones por las cuales azlicares
monomeéricos como xilosa y arabinosa fueron hallados en pequefias cantidades y otros
compuestos como furfural, no fueron observados. Sin embargo, oligosacéaridos fueron
encontrados en el liquido y se degradaron bajo condiciones mas severas, es decir, a mas

altas temperaturas y mayores tiempos de reaccion (Figura 4-12 a-f).

El rendimiento es definido como el producto recuperado, comparado con la cantidad
estequiométrica de producto que pudiera ser producido a partir del sustrato inicialmente
disponible. Xilosa y arabinosa a partir de xilano y arabano, respectivamente, mientras
qgue furfural por la contribucién de los dos. Cuando el pH inicial se ajust6 de 9 a 2.5
usando &cido sulftrico, el rendimiento de furfural detectado fue equivalente a 1 y 1.5%
con el pretratamiento a 200 °C después de 30 y 60 min mientras que a 220 °C los
rendimientos fueron 0.66, 1.63, 1.22 y 1.23% cuando 10, 20, 30 y 60 min han transcurrido

(datos no mostrados).
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Figura 4-11: pH a temperatura ambiente después del pretratamiento.
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Figura 4-13: Solubilizacion de hemicelulosa en oligémeros.

La celulosa no fue degradada y se solubiliz6 en menos de 3.5% correspondientes a la
glucosa y glucooligbmeros (Figura 4-14), lo cual es ideal para el pretratamiento
implementado, sin embargo hubo un efecto estructural en cuanto a la abertura y

rompimiento de las fibras de celulosa presente en las paredes de las células de este
material, lo cual se corrobora en la Figura 4-15, al comparar los productos de hidrélisis

sin y con pretratamiento.
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Figura 4-14: Solubilizacién de glucano en monémeros y oligémeros.

En trabajos anteriores, el maximo rendimiento de xilooligémeros fue 8g/100g de madera

maple después de 60 min a 160°C mientras que la concentracién de xilosa y furfural fue
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2g y menos que 0.4 g respectivamente (Mittal et al., 2009b). Otro estudio muestra que la
maxima cantidad de xilooligosacaridos liberado de barley husks fue obtenido después de
0.66 h (Garrote, Domi, & Parajo, 2004). Aunque estos resultados reportados previamente
son similares a este trabajo desde un punto de vista de la severidad (Figura 4-12 a-f) no
se puede comparar la subsecuente hidrdlisis de la celulosa porgue el interés de ellos era

solo la autohidroélsis.

4.5 Digestibilidad enzimatica

Las enzimas comerciales utilizadas parecen tener actividades ademas de la celulasa y -
glucosidasa tales como arabinasa y xilanasa porque la cantidad e estos azlUcares es
mayor que la obtenida después del pretratamiento, incluso en forma oligomérica, lo cual
se observa al comparar el rendimiento en oligémeros (Figura 4-12) con el de monémeros

después de la hidrdlisis enzimatica (Figura 4-15).



68 Pretratamiento con agua liquida caliente de raquis de banano

< Tamafio particula < 0.42 mm Tamafio particula 2.83a6.35mm  Tamafio < 0.42mm, 15% solidos
5 80 g% 80 $- 80
2 ,/’6. RS "_ PR S
S | ¥aA ) >
S 60_ /k e imec 601 & 60
= --k=-200°C A
240 tepe 40 40, g4 =¥ M
'gs ®  No pretratado
¢ 20 - ; 20 - ; - 2 - ; -
x 0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60
~ ()
S 80
3
8 60
[e]
5 .
N 0 ' : ¢ 0 4 ¢
0 20 40 6 0 20 40 60
- (M)
% 60
0
g 20
E X GGt S *
5 % 20 40 60 % 20 40 60 % 20 40 60
Tiempo pretratamiento (min) Tiempo pretratamiento (min) Tiempo pretratamiento (min)
_ (9) o (h) O
Figura 4-15: Rendimiento total de azlcares después del pretratamiento y la hidrélisis

enzimatica.

Aunque no hubo gran cantidad de glucosa y tampoco productos de degradacién de la
glucosa como el HMF y el acido levulinico en la fraccion liquida después del
pretratamiento (Figura 4-14), el rendimiento de glucosa después de la hidrélisis
enzimatica del glucano pretratado es reducido a largos periodos de pretratamiento y altas
temperaturas (Figura 4-15a-b). Este comportamiento se puede deber a otros compuestos
tales como sustancias humicas producidas a partir de pentosas y lignina fundida que
cubre la celulosa remanente y previene la interaccion celulosa-enzima (Donohoe, Decker,
Tucker, Himmel, & Vinzant, 2008; Wahlgren & Arnebrant, 1991). Otra explicacion podria
ser la inhibicién de la celulasa y/o g-glucosidasa por compuestos fendélicos provenientes
de la lignina durante el pretratamiento hidrotérmico (Li et al., 2010) porque el material

pretratado no fue lavado antes de la hidrdlisis enzimatica.
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Parece que la temperatura es mas importante que el tiempo porgque los mayores cambios
en la hidrélisis enzimaticas son observados a diferentes temperaturas Figura 4-15. El
patrén observado en la Figura 4-15(d-i) ademéas muestra que la xilosa es mas sensible
gue la arabinosa a condiciones mas severas. Lo mismo fue mencionado por Taherzadeh
& Karimi (2007) y observado por Kootstra, Mosier, Scott, Beeftink, & Sanders (2009). No
se observaron diferencias significativas debidas al tamafio de particula en el rendimiento
de glucosa (Figura 4-15a-b). Esto puede ser debido al hecho mencionado en el trabajo
de Mittal, Chatterjee, Scott, & Amidon (2009b), que un efecto notable de esta variable
sobre el pretratamiento deberia ocurrir a diametros de particulas mayores a 8 mm como
consecuancia de la limitacion de la transferencia de masa dentro de la particula. Mejores
rendimientos a oligosacaridos a mayores tamafios de particula (Figura 4-15d-e y g-h) se
pueden deber a las diferencias en el el empacado de los reactores y a la mayor facilidad
de los sdlidos finos para ser humectados. Esto es analogo a la menor solubilizacién de
hemicelulosa obtenida por Cara et al. (2008) cuando ellos impregnaron la materia prima

con agua o acido sulfurico antes del pretratamiento.

Con respecto a la carga de sélidos, a mayor cantidad, es mas pobre la transferencia de
masa y mas bajo el rendimiento a azlcares (Figura 4-15c, f, i). Ademas en este trabajo
solo se evalud el efecto con el menor tamafio de particula el cual es mas facil de

humedecer trayendo como consecuencia la ya mencionada.

En general, mejores rendimientos de glucosa estan correlacionados con la mayor
solubilizacion de xilano y arabano (Figura 4-16) lo cual ocurre mas rapido a 220°C
(Figura 4-16a-b, d-e, g-h). Dichos valores disminuyen al aumentar la carga de sélidos
(Figura 4-16c). A la misma temperatura se obtiene el méximo rendimiento de glucosa
(82%,Figura 4-15a) mientras que la xilosa y arabinosa fueron muy degradadas. Sus
mayores rendimientos fueron 67% y 49.3% a 200°C y 10 y 5 min respectivamente.

Las condiciones 6ptimas se acercan a las reportadas para desechos de la produccién
agricola de maiz y switchgrass, correspondientes a 190°C, 15min (Zeng, Mosier, Huang,
& Sherman, 2007b) y 200°C y 10min (Y. Kim, Mosier, & Ladisch, 2008), pero

rendimientos de glucosa por debajo del 70% en ambos casos.
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Figura 4-16: Composicion del sélido remanente después del pretratamiento.

4.6 Ajuste del modelo

Con el fin de hallar los parametros, se hizo un proceso de optimizacion a través del uso

de la funcién fmincon de Matlab. Siguiendo la recomendacion de normalizar o expresar

las concentraciones de 0 a 1, al usar este tipo de funciones, sugerida por Girisuta et al.

(2006), se ajustaron ky;, n;,E,; con i = 1,2,3,4 presentados en la Ecuacion (3-16).Por tal

razén se escogieron para el ajuste las ecuaciones (3-11) y (3-15) correspondientes a

funciones de dependencia de la concentracién de oligosacaridos y monosacaridos del

tiempo, respectivamente, pero expresadas en términos del rendimiento. Dado que no hay

un efecto significativo del tamafio de particula en la produccién de glucosa después de la

hidrélisis enzimética Tabla 4-4 y que los mejores rendimientos 0 menor degradacion de
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polisacaridos se dio en el mayor rango de tamafios de particula, se escogié este para

modelamiento.

El mismo modelo y procedimiento fue usado para describir la solubilizacién de xilano y
arabano los cuales representan a los polisacaridos presentes en el raquis de banano
Tabla 4-2 y asi poder cumplir con el objetivo general de modelar la produccion de todos
los azucares durante el pretratamiento. La idea es que el mismo modelo refleje las

etapas limitantes o las que no se presentan.

Aunque se tienen las concentraciones de gluco-oligdbmeros y glucosa, no se estudiara la
solubilizacion de glucano dado que el interés del pretratamiento consiste en aislar la
hemicelulsa de esta fraccion y conservarlo en cuanto a cantidad, aunque como se explico
anteriormente, pueda sufrir alteraciones macro-estructurales. Ademas sus rendimientos

conjuntos no rebasan el 3.5%.

A continuacion se muestran los resultados del ajuste y el correspondiente coeficiente de
correlacion R? cuyos valores a partir de 0.8 han sido aceptados en estudios anteriores
(Gamez et al., 2006), incluso hay estudios donde simplemente reportan R? < 0.9 sin

mostrar la equivalencia (Ya, Romani, Garrote, Alonso, & Parajo, 2009).
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Tabla 4-5: Estimacion parametros cinéticos para la solubilizacion de xilano, modelo 1.

Figura 4-17: Correlacion perfiles de concentracion solubilizacion xilano, modelo 1
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Tabla 4-6: Estimacién parametros cinéticos para la solubilizacion de arabano, modelo 1.

Parametro Estimacion
ko1 (mol ™min™1) 4*10°
koz(mol ™2min™1) 0.46

ko3 (mol ™3min™1) 1.29*10*
kos(mol ™min™1) 5.69*10*

nq 1.17
n,, 0.01
ns, 0.9
ny 1.01
E, (J mol™) 9.84*10°
E > (J mol™1) 2.22*10*
Eo3(Jmol™1) 1.84*10™
Eos(J mol™) 5.32*10°
501 501
45} 451 = 180°C exp.
180°C model.
401 401 A 200°C exp.
----- 200°C model.
¥ 35- o 357 ¢ 220°C exp.
S P -==-220°C model.
=" 30r o 30
o o
! £
5 25 2 25
g <
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Figura 4-18: Correlacion perfiles de concentracion solubilizacion arabano, modelo 1.

Los procesos de hidrolisis y autohidrélisis de polisacaridos son endotérmicos ya que
basicamente estos tratamientos se enfocan en el rompimiento de enlaces. Las energias

de activacidon cominmente reportadas corresponden a la de formacién y degradacion de
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xilosa por encontrarse en mayor cantidad en las especies vegetales lo que implica que

solamente su solubilizacién ya tiene efectos importantes sobre el pretratamiento.

En el caso de la formacion y degradacion de xilosa en procesos de autohidrélisis, los
modelos no consideran la concentracion de protones por ser de orden cercano a cero.
Los hallados en este trabajo estédn entre 0y 1.17. Las energias de activacion reportadas
son las siguientes E,; = 117kJ/mol, E,, = 93.5kJ/mol,E ;3 = 100.8kJ/mol para el caso
de madera de maple (Mittal et al., 2009b) y E,; = 216kJ/mol, E,, = 146k]/mol, E 5 =
83kJ/mol concerniente a Barley Husks (Garrote et al., 2004). Estos datos estan distantes
de los estimados en este trabajo en el que todas las energias de activacion estan por
debajo de 40kj/mol. Las explicaciones a este tipo de diferencias radican en la
composicion y capacidad de neutralizacion de las materias primas (Mittal et al., 2009b) y
a que a pHs mayores a 5 las velocidades de degradacion, especialmente a sustancias
hamicas aumentan considerablemente (Figura 4-19) lo que implica un mayor poder
catalizador o mayor disminuciéon en la energia de activacién tal como sucede con el
raquis de banano (jError! No se encuentra el origen de la referencia.). Las sustancias
hamicas son sélidos oscuros aglomerados de forma redondeada con diametros que
oscilan entre 5 y 10um (Buana Girisuta, 2007) y es la coloracion después del

pretratamiento (Figura 4-19) lo que justifica su produccion en este trabajo.
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Figura 4-19: Color muestras pretratadas Indicativo de presencia de sustancias humicas.
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Figura 4-20: Velocidad de degradacion de xilosa vs. pH (Lu, 2008).
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Para el caso de la arabinosa, solo se cuenta con un estudio a condiciones &cidas en el
gue se utilizé &cido fumarico, maleico y agua a 150 y 170°C pero solo se considero6 la
degradacién de arabinosa y se hallé una constante cinética global sin expandirla con el
fin de encontrar las energias de activacién. Sin embargo, dado que la xilosa proviene de
la misma matriz y tiene caracteristicas estructurales similares se espera que las energias
para ambas sean similares o incluso mayores las de la xilosa (Taherzadeh & Karimi,
2007) tal como se aprecia al comparar las Tabla 4-5 y Tabla 4-6.

Las energias reportadas para la ruta de solubilizacién de xilano son del mismo orden de
magnitud y desde este punto es dificil concluir respecto al manejo de las temperaturas, a
excepcion de la que representa la degradacién a sustancias humicas pasando solamente
por los oligbmeros, sin embargo, para el caso del arabano, a mayor temperatura se
favorece la formacion de arabinosa y sustancias humicas a partir de los arabino-

oligosacaridos por presentar los mayores valores de esta propiedad.

Los factores pre-exponenciales estimados kg, relacionados con el paso de oligbmeros a
monomeros para el caso de solubilizacién de arabano indican que esta es la etapa mas
lenta, al igual que el paso de xilosa a sustancias humicas y es muy probable que no se
den. Esto sugiere que la mayoria de oligosacaridos estan pasando a resinas o sustancias
hamicas por efecto de compuestos o0 sales presentes en el raquis (Baugh & Mccarty,
1986; Lu, 2008).

Aunque el modelo no se ajusta correctamente a los datos experimentales de los xilo y
arabino-oligosacaridosa 200°C, la maxima concentracion presentada por este concuerda
con el tiempo de 15min en ambos casos. Por tanto, se considera que el proceso de
optimizacion derivando la Ecuacion (3-10) e igualandola a cero, ademas de evaluarla a
200°C, permite predecir el tiempo de operacion al que se logra dicho maximo
posibilitando la prevencion de la posterior degradacion. Se han reportado estudios donde
se conserva la tendencia pero no el ajuste con diferencias en los rendimientos hasta del
15%, tal es el caso de la Fig. 4 en el trabajo de Chuan-min, Yong-jie, Zheng-wei, Ting-
chen, & Jian-qgin (2004).

Dado que las funciones ensayadas (fmincon, fminunc, fminsearch de Matlab) convergen

a minimos locales y por tanto dependen de los valores iniciales supuestos que se deben
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ingresar como requisito del método numérico de solucion, se decidié buscar valores
iniciales de los parametros a partir de la soluciébn del modelo para cada temperatura
individualmente. Sin embargo no se obtuvo un mejor resultado. Otra medida fue la
proposicion de otra ruta de solubilizacién de arabano a partir de la adicion de una etapa
gue considera la produccién de arabinosa a partir de arabano (Figura 3-5), debido a que
a 180°C, a los 20 y 30min ya hay presencia de arabinosa mientras que de arabino-
oligbmeros no. El mejor resultado para este modelo 1, es muy similar al que se observa
en la Figura 4-18 para el modelo 2, incluso, E,; ,ng fueron iguales a cero y la

solubilizacion directa en forma de xilosa es lineal y equivalente a kq,s = 0.0024.

Tabla 4-7: Estimacion parametros cinéticos para la solubilizacién de arabano, modelo 2.

Parametro Estimacion
ko (mol ™™ min™1) 4*10°
ko (mol ™2min™1) 7.92*10’
koz(mol ™min™1) 1.26*10*
kos(mol ™min™1) 5.98*10*
kos(mol™™smin™1) 0.0024

n, 13
n,, 1.6
ns, 0.8
ny 0.9
ng 1*10™
Eq (J mol™1) 2.98*10°
Eq;(J mol™) 1.38*10"
E,3(J mol™1) 124.84
E . (J mol™1) 1.17*10*

E,s(J mol™) 1*10™*
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Figura 4-21: Correlacion perfiles de concentracion solubilizacion arabano, modelo 2.

Aunque las constantes fueron ajustadas utilizando los datos de rendimiento a todas las
temperaturas a la vez, a través de un proceso de optimizacion, el coeficiente de
correlacion se hall6 para cada temperatura considerando el valor predicho y el
experimental. Se pudo calcular considerando todas las temperaturas a la vez, sin

embargo, se dificulta en el sentido que no todos los tiempos son los mismos.
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Tabla 4-8: Coeficiente de correlacion.

Compuesto Modelo  Temperatura (°C) R?
Xilo-oli 1 180 0.84
Xilo-oli 1 200 0.88
Xilo-oli 1 220 0.92
Xilosa 1 180 0.65
Xilosa 1 200 1.00
Xilosa 1 220 0.42

Arabino-oligo 1 180 0.96
Arabino-oligo 1 200 0.82
Arabino-oligo 1 220 0.98

Arabinosa 1 180 0.87

Arabinosa 1 200 0.86

Arabinosa 1 220 0.02

Arabino-oligo 2 180 0.98
Arabino-oligo 2 200 0.72
Arabino-oligo 2 220 0.98

Arabinosa 2 180 0.84

Arabinosa 2 200 0.06

Arabinosa 2 220 0.02

En la Tabla 4-8 las peores regresiones estan asociadas al ajuste de los mondémeros, lo

gue se puede explicar por las muy bajas concentraciones y en algunos casos,

desviaciones del orden de 8% (Figura 4-18 y Figura 4-21). Ademas, se puede apreciar

gue el modelo 1 explica mejor la solubilizacién de arabano que el modelo 2, lo que ratifica

gue la etapa 5 es innecesario considerarla.

Otro intento por mejorar el ajuste del modelo 1 a la ruta de solubilizacion de arabano,

consistié en hallar los parametros considerando cada temperatura individualmente. Con

este procedimiento se logré mejorar la prediccion del modelo en cuanto al rendimiento de

arabino-oligémeros, tal como se aprecia en la Figura 4-22.



80 Pretratamiento con agua liquida caliente de raquis de banano

501 50
45 45 = 180°C exp.
180°C model.
40+ 401 A 200°C exp.
----- 200°C model.
35f 35 ¢ 220°C exp.
mme 220°C model.

w
o
T
w
o
T

N
o
T

Rend Arabinooligo %
&
N
o

Rend Arabinosa %
N
[4)]

=
(62}
T

=
o
T

i

i:/_l/ _____

T, 3 : 0 T e - ;
0 10 20 30 40 50 6 70 0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo pretratamiento (min) Tiempo pretratamiento (min)

Figura 4-22: Correlacion perfiles de concentracion solubilizacion arabano, cada
temperatura por separado.

Los parametros que permitieron dicho acercamiento se muestran a continuacion (Tabla
4-9).

Tabla 4-9: Estimacién parametros cinéticos para la solubilizacion de arabano, cada
temperatura por separado.

Parametro 180°C 200°C 220°C
koi(mol™™min1)  111.56 0.24 0.60
koz(mol™™2min™1) 2.99¥10° 4.01*10° 3*10°
ko3 (mol ™3min™1) 1*10° 1.74*10° 1*10°

kos(mol ™™ min™1) 0.84 0.05 4.81
ny 0.61 0.04 0.04
n,, 0.95 0.85 0.99
ns, 0.61 0.53 0.06
ng 0.58 0 0.23
E (k] mol™1) 2.99*10° 3.44*10° 3.7*10°
E (k] mol™) 9*10° 8.19*10° 9.98*10°
Eq3(kJ mol™) 99.77 0 96.9983

Eq4(kJ] mol™) 2*10° 2.08*10°  2.45*10°
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5.Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

La composicién del raquis de banano es promisoria en la produccién de bioetanol dada la
baja concentracion de grupos acetilo y el alto contenido de celulosa en comparacion con

otros residuos agroindustriales comunes.
El pretratamiento ALC incrementa la digestibilidad enzimatica del raquis de banano.

Se encontré que el raquis de banano contiene compuestos alcalinos que combinados con
el acido acético liberado a partir de las hemicelulosas favorece un efecto bufer

manteniendo el pH entre 4y 7.

Después del proceso enzimatico, el rendimiento de pentosas fue mayor a tamafios de
particula mas grandes, baja carga de sélidos, 200°C y tiempos alrededor de 5 a 10 min
mientras que el mejor rendimiento total de glucosa (alrededor del 80%) se obtuvo a

220°C y tiempos entre 20 y 30min.

Un disefio multifactor multinivel demostr6 que los tamafios de particula probados no
interfieren con la hidrélisis enzimatica de la celulosa y la optimizacién tomando solamente
el mayor resulté en un rendimiento total de glucosa de 78.67% a 31.82min y 220°C, el de
xilosa fue de 64.94% a 11.6min y 200°C, el total de arabinosa de 48.87% a 60min y
185.35°C mientras que los oligébmeros exhibieron su mejor condicion a 41.28min y

193°C, 10min y 210°C para aquellos derivados de xilano y arabano, respectivamente.



82 Pretratamiento con agua liquida caliente de raquis de banano

El mecanismo pseudohomogéneo de primer orden con dependencia de la temperatura y
concentracion de protones, que se propuso en este trabajo, permite predecir
acertadamente la generacion de oligosacaridos (R*>0.8, Tabla 4-8) los cuales

representan la forma de azlcares mas abundante después del pretratamiento.

La catdlisis por sustancias alcalinas y/o sales presentes en el raquis de banano, degrad6
los oligosacaridos a resinas o sustancias humicas principalmente. Los altos factores pre-
exponenciales en las etapas de conversion a sustancias humicas y las bajas energias de

activacion en comparacion con las reportadas en la literatura, confirman esta conclusion.

5.2 Recomendaciones

Se recomienda probar las mejores condiciones para el rendimiento de glucosa pero
lavando los sélidos después del pretratamiento con el fin de remover los compuestos

fendlicos que se han reconocido tienen un efecto inhibitorio sobre la celulasa.

El enfoque de este trabajo fue el pretratamiento, sin embargo, es deseable hacer a futuro
un estudio con el fin de comparar tiempos de reaccion optimizando la hidrélisis

enzimatica.

Dado el alto pH inicial es conveniente utilizar un pretratamiento alcalino aunque de todas

maneras hay acidos de la biomasa que se solubilizan y tienden a neutralizar la solucién.

El modelo propuesto en este trabajo y las condiciones a baja escala, a las que se
corrieron los experimentos, permiten predecir Unicamente la cinética quimica. A nivel
industrial, se hace necesario realizar un modelo que ademas de involucrar dicha
velocidad de reaccion, también tenga en cuenta los efectos de transferencia de masa y

energia.
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A. Anexo: Curvas de calibracidén
HPLC

Se prepararon curvas de calibracién con estandares de glucosa, xilosa, arabinosa, acido
acético, furfural y 5-hidroximetilfurfural (HMF) partiendo de una solucién cuyo contenido
era 1.0, 1.0, 0.5, 0.5, 0.5, 0.5 g/l respectivamente. Esta solucion fue sometida a

diluciones seriadas 1:2 utilizando &cido sulflrico 5mM correspondiente también a la fase

movil.
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B. Anexo: Ficha técnica celulasa

MATERIAL SAFETY DATA SHEET

' Genencor Interniationa

Product Name: SPEZYME" CP
Product Code: ADI1T

1. CHEMICAL PRODUCT AND COMPANY IDENTIFICATION

Product Name: SPEZYME® CP Thispredust isdistriboied by Canada Colors and Chemicals Limited
Product Code: AD3T c Cieneral Ingquiry Phene Number: (18] 4497758

Chemical Family: Enzyme Praparation cc 14 Hour Emengency Phone Number (416)444-2112

Formula: Not Applicabla - COC Preduct Cade: 01 0240

Synonyms: Nat Applicabia. COr PredmiName S0 21 ME CF FG <=
MANUFACTURER/SUFPPLIER: Genancor Intemational, Inc.

200 Maridian Centre Blvd.
Rochester, NY 14618-3816
USA

(585) 256-5200

(800) 847-5311

2. COMPOSITIONAINFORMATION ON INGREDIENTS

HAZARDOUS PRODUCT IAFPROX. WEIGHT|
COMPOSITION'CAS NUMBER PERCENT ACGH OSHA
Celulaze (fungal) 10- 15 Mot listed Mot Listed
201254-8
Water Proprietany Mot ksted Mot Listed
TT32-18-5
Sorbitod Proprietary Mot kiated Mot Listed
S0-T04
Sodium Chilorn de Proprietary Mot kiated Mot Listed
T647-14-5

3. HAZARDS IDENTIFICATION

EMERGENCY OVERVIEW: May causa mild irftation o eyes, skin, raspiratory tract.

Primary Routes of Exposure: Inhalation, ingastion.

Ingestion: Mot expactad to be tadc by ingeston.

Eye Contact: May causa mild aye iritation.

Skin Contact: May causa mild skin irdtation.

Inhalation: Information nol availabla.

Potential Health Effects: Inhalation of enzyme mist'dust may cause allergic respiratory reactions, including asthma,
in suscaptible individuals on repaated expos ura.

Aggravated Conditions: Pulmanary disorders.

| 4. FIRST AID MEASURES

Ingestion: Rinsa mouth and throat thomoughly with water. If signs of irdtation or toxicity ocour, saek
madical attention.

Skin Contact: Flush with coplous amounts of water for at least 15 minutas. If iritation parsists or signs
of oxicily occur, seek madical attenfon. Provide symptomatic/’supportive care as
neces sary.

Eye Contact: Flush with copious amounts of water for 15 minutes. I imitation parsists or signs of

lowdcity ocour, sesk medical attention. Provide symplomatic/supporive cara as necessary.

ANS| US Format
DATE OF M3DS PREPARATION: 0172042005

Page1of 5
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MATERIAL SAFETY DATA SHEET

' Genencor Intermational

Product Name: SPEZYME" CP
Product Code: ADII1T
Inhalation: Ramove from source of exposuna. IT symploms of imtation o respiratory alamy ocour,
saak madical atention. Provide symplomatic/supporive can as nacessary.
Motes To Physician: May causea respiratory allergy.
5. FIRE FIGHTING MEASURES
NFPA 325 - Flash Points: "F: Mot Detarmined "C: MNat Datermined
Flash Point Method: Mot Daterminad.
Autoignition Temp: “F: Mot Detarmined "C: Mot Determinad
Flammable Limits in Air: Lower (%): Mol Datamminad  Upper (%): Mot Daterminad
Extinguishing Media: All standard firefighting madia
Fire Fighting Procedures: Use axtinguishing madia suitable for surrounding malarials. Wear adaguale parsonal

profaction to prevant contact with matedal or its combustion products.

6. ACCIDENTAL RELEASE MEASURES

Action to be taken if material Use appropriate parsonal protection (see seclon 8). Provide Tor sufficiant vantilation.

is released or spilled: Avoid contact with product  Avoid inhalation of product. Contain and ramove spilled
product by machanical means or with a vacuum cleanar equipped with a high efficiency
filler. Avoid generation of asrosols.

7. HANDLING AND STORAGE

Handling: Use appropriate personal protective equipment. Avoid breathing dustimist and contact
with the skin or ayas. Do notconsume food, drink or smoke while handling this matenal.
Storage: (See product literature for addiional information.)

8. EXPOSURE CONTROLS/PERSONAL PROTECTION

Ventilation: Use only in wall vanlilated area.

Respiratory Protection: Use NIOSH approved dust respirator equipped with P100 filtars.
Gloves: Appropriale chemical resistant gloves should be warn.

Eyes: Safaly glasses (with sida shialds)

Other Personal Protection Data: A

9. PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES

Boiling Point:
“F: Mot Daterminad
SC: Mot Daterminad
Freezing Point:
"F: Mot Daterminad
. *H Mot Daterminad
Melting Point:
“F: Mot Daterminad
"C: Mot Datermined
VaporPressura: Mot Daterminad
ANS| US Format
DATE OF MSDS PREPARATION: 01/20/2005
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MATERIAL SAFETY DATA SHEET

' Genencor intermational

Product Name: SPEZYME" CP

Product Code: ADIT

Vapor Density (Air=1): Mot Daterminad

Physical State: Liquid

Color: Ambar

Odor: Typical odor of fermanted product.

pH: 4-7

Specific Gravity: 1.1-1.2gml

Density: Naot Daterminad

Evaporation Rate: Naot Daterminad

Solubility in Water: Nat Daterminad

Molecular Weight: No Data
| 10. STABILITY AND REACTIVITY
Stability Data: Stable undar nomal storage conditions.
Polymerization: Mona anticipated

Hazardous Decomposition Products: Mona anticipated

Conditions to Avoid: Monea known

Materials to Awvoid: Mona anticipated

11. TOXICOLOGICAL INFORMATION

Acute Oral LD50 (ma/kg): Mo data.

Acute Dermal: Mo data.

Dermal Sensitization: Mot axpactad to be a demal sensitizer.

Acute Inhalation LCS0 (mg/l): Mo data.

Subchronic Effects: In a 80-day feading study with rats, no evidence ol loMcily was sean at levals up to 50,000
ppm. AMNOEL can be establishad at 50,000 ppm. Data is based on studies with fungal
callulasa.

Carcinogenicity: Not classified as a carcinogen by ARG, OSHA, or NTP.

Genotoxicity: Mot mutaganic in Amas lest in the presance or absance of S9up o 5000 ug/plata.

Magatve in chromosomal abberation studies using human lymphocytes in the presance
and absence of matabolic activation up to 5,000 ugdml.

Reproductive/Developmental Mot expacted to produce reproductive or developmantal Loedcity.

Toxicity:

Other Information:

12. ECOLOGICAL INFORMATION

Ecotoxicological Information: Mo data
LCS50 Freshwater species: Mo data
LCS50 Saltwater species: Mo data
LGS0 Daphnia Magna: Mo data
LCS50 Algae: Mo data
Chemical Fate Information: Tha product is nol balieved o ba dangamus 1o the anvironmant with respact o mobility,

parsistanca, dagradability, bioaccumulative potential, aquatic taxicity, and othar data
ralating lo aco-loxdcity.

ANS| US Format
DATE OF MSD5 PREPARATION: 01720/2005

Page 3 of 5
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MATERIAL SAFETY DATA SHEET

Product Name: SPEZYME" CP
Produd Code: ADIIT
13. DISPOSAL CONSIDERATIONS
Waste Disposal Method: Disposal should ba made in accordance with ldaral, stale and local regulations.
Packaging: IT amply container relins product residues, all labal precautions must be obsarved.
Transpor with all closures in place. Reusea or dispose of according to national or local
regulations.
14. TRANSPORT INFORMATION
DOT:
DOT Status: Mot hazardous.
DOT Shipping Mame: Mana
DOT Reportable Quantity (1bs): Mot applicabla.
DOT Packing Group: Mot applicable.
Harmonized Tariff Code for enzymes: A507.90.7000
ICADVIATA: Mot applicabla.
IMDG: Mot applicable.

15. REGULATORY INFORMATION

HAZARD RATING S5YSTEMS:
HMIS (SCALE 04, WHERE 4=SEVERE HAZARD): Health: 2 Flammability: 1 Reactivity: 0

INVENTORY STATUS:

FEDERAL REGULATIONS: CERCLA/SARA - Section 302
HAZARDOUS PRODUCT APPROX. SARA 313 CHEMICALS Extremely Haz
COMPOSITION/CAS NUMBER WEIGHT
PERCENT
Callulasa (fungal) 10-15 Mot Listed Mot Listad
8012-54-8
Waltar Propriatary Mot Listed Mot Listed
TT32-18-5
Sorbitol Propriatary Mot Listed Mot Listed
50-70-4
Sodium Chlonde Propriatary Mot Listed Mot Listad
T647-14-5

STATE REGULATIONS:
California - Prop. 65 - Cancer and Reproductive  Lislad: NO

List:
MASSACHUSETTS RTK: Listed: NO
AMNSI| US Formal
DATE OF MSDS PREFPARATION: 01/20/2005

Page 4 of 5
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MATERIAL SAFETY DATA SHEET

| ' Genencor Intemnational

Product Name: SPEZYME"® CP

Product Code: ADIIT
MEW JERSEY RTHK: Listed: WO
PEMMSYLVAMIA RTK: Listed: MO

16. OTHER INFORMATION

ADDTIONAL INFORMATION:

Tha abovea information is basad on data available 1o us and considerad o be accurate. Howeaver, NO WARRANTY is exprassaed or
implied ragarding the accuracy of this information, the resulls 1o be oblained from the use thereod, or the hazards conneclad with the
use of the matarial. As the information contined harin may be applied under condiions bayond our control and with which we ana
unfamiliar, we do nol assuma any responsibility for the results of its use. This information is furnished upon the condition that tha
parsons rmoaiving it shall make thair own delaminations of the effects, proparias and prolactions which parain lothair particular

conditions.
Supersedes date: 12/16/2004
Changes since last date of Mana.
revision
""EMD OF MSD5"™"
AMNS| US Formal
DATE OF M3D 5 PREPARATION: 01/20/2005

Page5of 5
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C. Actividad Celulasa Spezyme CP

1. Unidades de la actividad enzimatica

El procedimiento utilizado mide la actividad dela celulasa en unidades de papel filtro
(FPU por sus siglas en inglés) por mililitro de la enzima original.

2. Reactivos y materiales utilizados
e Buffer Citrato 0.05M, pH 4.8.

Se prepararon las siguientes soluciones de citrato buffer A: acido citrico 0.1M, B:
Citrato de sodio 0.1M. Se usaron 23ml de A + 27ml de B y se diluyeron a 100ml
con 50ml de agua desionizada. Esta solucién se ajust6 a pH 4.8.

e Una banda de papel filtro Whatman No.1, 1.0x60cm (~50mg):

En esta prueba, el papel filtro Whatman No.1 se us6 como sustrato. Para un set

de experimentos, se prepararon 5 bandas de papel filtro No.1.
e 13x100 tubos de ensayo con tapa roscada:

Para un set de ensayos, se necesitaron 12 tubos.
e Un bafio de agua.
¢ Plancha de calentamiento con agitacion.

e Lacelulasa que va a ser analizada.
e Sistema HPLC (columna Aminex HPX-87H)
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3. Procedimiento

3.1. Diluciéon de la enzima

Se hicieron 4 diluciones de tal forma que mas de la mitad liberaran mas que 2.0mg de
glucosa y la otra mitad menos en las condiciones de reaccion. Todas las diluciones
de la enzima fueron hechas en buffer citrato, pH 4.8.

3.2.  Tubos para la prueba enzimatica (4 tubos)

e Se pusieron los papeles filtro en cada tubo.

e Se adicion6 1.0ml 0.05M de buffer Na-citrato, pH 4.8, a cada tubo de
ensayo.

e Se equilibré la temperatura de los tubos con buffer y sustrato a 50°C en
el bafio de agua.

e Se agregaron 0.5ml de enzima, diluidas en buffer citrato.

e Se incub6 a 50°C por 60min.

e Se removieron los tubos de ensayo del bafio a 50°C y se pusieron en
agua bullendo por 10min para parar la reaccién enzimatica.

e También se sacaron los papel filtro para parar la reaccion.

3.3. Blanco y tubos de control (6 tubos)

e Control de la enzima (4 tubos):1.0ml Buffer Na-citrate 0.05M, pH 4.8+0.5ml de la
dilucion de la enzima (se prepar6 un control separado para cada dilucion).

e Control del sustrato (1 tubo): 1.5ml de buffer citrato + una banda de papel filtro.

e Blanco del reactivo (1 tubo): 1.5ml de buffer citrato.

e Todos los blancos y controles se incubaron a 50°C durante 60min, y luego se

sometieron a ebullicion durante 10min junto con los tubos que contenian enzima.



92

Pretratamiento con agua liquida caliente de raquis de banano

3.4. Estandares de glucosa.

Se preparé una solucién de glucosa (4mg/ml) usando buffer citrato. A partir de
esta solucién se hicieron diluciones para obtener 2 mg/ml, 1 mg/ml, y 0.5
mg/ml. Por Ultimo se construyd una curva de calibracién para glucosa usando
un sistema HPLC (columna HPX-87H).

3.5.  Andlisis HPLC.
Se sac6 cada solucion de los tubos destinados a hidrdlisis, blancos y control
usando una jeringa, luego se filtr6 cada solucién a través de un filtro 0.2um.
Cada solucion filtrada fue analizada con HPLC y la cantidad de glucosa

liberada en cada tubo se determind utilizando la curva de calibracion.

4. Céalculos

La actividad del papel filtro es definida como:

0.37

Actividad [ filtro (FPU) =
ctividad papel filtro ( ) [enzima] para liberar 2.0mg glucosa

unidades /ml

La concentracién de la enzima (Tabla Al) en esta ecuacion es la concentraciéon de la
enzima diluida de la cual 0.5 ml son agregados a la mezcla de prueba. 2.0mg de
glucosa en cada mezcla reactiva (1.5ml) es equivalente a 1.33 mg/ml. La
concentracion de la enzima, la cual habria de liberar exactamente 2.0 mg de glucosa
(1.33mg/ml), es determinada a partir de la grafica de concentracion en cada ensayo
vs las diluciones de la enzima.

Tabla Al. Actividad enzimatica de la celulasa.

Dilucién # Buffer Citrato (ml) 1:30 Enzyme (ml) Concentracién

1 9 1 0.0033
2 8 2 0.0067
3 7 3 0.0100
4 6 4 0.0133




Bibliografia 93

En la Figura A1l se muestra la concentracion de glucosa contra dilucién de la enzima,
la concentracién exacta de enzima que libera 2.0mg de glucosa es obtenida de su
linea de regresion

0.01500 -
y=0.0094x129235 y 3 0.0073x%755°
R?=0.9995 R?2=0.9977
g 0.01000 -
‘N
c
()
[ =
Nl
(%]
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Concentracién glucosa mg/ml

Figura Al. Actividad enzimatica de la celulasa.

Como se aprecia en la Figura Al, la actividad se midié por duplicado y es el promedio
el que se reporta como actividad. Del lado de los cuadros se obtiene una actividad de
22.63FPU/mI mientras que con los rombos, 30.58FPU/mI cuyo promedio es 26.6
FPU/mI.
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