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RESUMEN

Con vistas a evitar las pérdidas de carbohidratos detectadas en experimentos previos,
se investigo la hidrdlisis acida en dos etapas como método de pretratamiento para la
hidrélisis enzimatica de la celulosa contenida en los tallos de yuca. La primera etapa de
hidrélisis se realizé a 130°C y 30 minutos y la segunda a 170°C y 10 minutos, en ambas
se utilizé acido sulfarico. ElI material solido se sometié a deslignificacion con NaOH al
2% a 100°C. La pulpa obtenida, al igual que el material pretratado en una y en dos
etapas de hidrolisis, se hidroliz6 con enzimas celuloliticas. El rendimiento de cada etapa
y el analisis de la composiciébn de las corrientes obtenidas permitieron realizar el
balance de materiales y cuantificar la recuperacion y las pérdidas de los componentes
de interés. La mayor conversion en la hidrélisis enzimatica de la celulosa se alcanzé en
el pretratamiento por hidrélisis 4cida en dos etapas (1,5% de acido sulfarico en la
primera y 0,5% en la segunda) seguido de deslignificacion alcalina. Se demostrd que el
pretratamiento acido en una sola etapa (con acido sulfarico al 0,5%) seguido de
deslignificaciébn alcalina, por su relativamente alta convertibilidad enzimética, su
sencillez de implementacién, y sus bajas pérdidas de celulosa, es una alternativa

prometedora para el procesamiento de los tallos de yuca.



ABSTRACT

In order to avoid losses of carbohydrates detected in previous experiments, was
investigated the two-stage acid hydrolysis as a pretreatment method for enzymatic
hydrolysis of cellulose in the cassava stems. The first stage of hydrolysis was performed
at 130°C and 30 minutes to 170°C and 10 minutes and the second, and both used
sulfuric acid. The solid material was subjected to delignification with NaOH at 2% at
1000C. The pulp obtained, like the pretreated material in one and two stages of
hydrolysis was hydrolysed with cellulolytic enzymes. The performance of each stage and
the analysis of the composition of the currents obtained allowed for the material balance
and quantify the recovery and losses of the components of interest. The best conversion
in enzymatic hidrolysis of cellulose was greater in the two-stage acid hydrolysis as a
pretreatment (1,5% of sulfuric acid in the first stage and 0,5% of sulfuric acid in the
second) with alkalyne delignification. The experimental results revealed that acid
pretreatment in one stage with sulfuric acid at 0,5% with alkalyne delignification, for
relativity high enzymatic convertibility, and low losses of the cellulose, is a promising

alternative for the fractionation of cassava stems.
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INTRODUCCION

La situacion energética global en la actualidad esta marcada por el incremento de los
precios de los combustibles en el mercado internacional, lo que esta asociado a la
disminucién de las reservas y la inminencia de agotamiento de los recursos fosiles
(Gonzélez, 2007). En aras de garantizar la soberania energética para cualquier pais es
preciso emplear recursos locales de manera sostenible. Eso, unido a la creciente
preocupacion por los efectos negativos del abuso de los hidrocarburos sobre el medio
ambiente y el clima en la Tierra, ha incrementado el interés por los portadores

energéticos renovables (Gonzéalez, 2007).

En el afio 2004 el 13,2% de la energia consumida en el mundo procedia de fuentes
renovables, de las cuales el 79,4% corresponde a la biomasa lignoceluldsica (IEA,
2007), constituyendo una de las fuentes de energia méas extendidas en el mundo y en la
que descansan las mayores expectativas de desarrollo en las proximas décadas
(Carrasco, 2002).

Para un uso sustentable de los biocombustibles se requiere que sean producidos de
materias primas que no compitan con la produccion de alimentos.

En Cuba, la agricultura y la agroindustria generan cantidades significativas de residuos
lignocelulésicos, los cuales no son usados econdmicamente y su acumulacion
constituye un problema para el medio ambiente. Entre los desechos agricolas de interés

se encuentran los tallos de yuca.

La produccion anual de yuca en Cuba asciende a 140 000 toneladas. Por cada tonelada
de yuca se generan 170 kg de tallos, de los cuales solamente una pequeiia parte recibe
utilizacién, en la propagacion del cultivo y en la elaboracién de alimento animal. El resto

de los tallos de yuca es fundamentalmente abandonado en el campo o quemado.

Una via para aumentar la eficiencia econdémica de la utilizacion de los materiales
lignoceluldsicos es la conversion integral de la materia prima siguiendo una filosofia de
biorrefinerias, lo que implica la obtencion de distintos productos a partir de los diversos

componentes de la biomasa (Huang et al., 2008).



Hasta ahora se ha investigado poco sobre el fraccionamiento de los tallos de yuca que
serian mucho mejor aprovechados si se procesase en biorrefinerias lignocelulésicas
para la produccion de etanol celulésico u otros productos de alto valor econémico y
social. Para ello, es necesario separar la celulosa, las hemicelulosas y la lignina
contenidos en la materia prima, y procesar cada uno de esos componentes para la

obtencion de derivados especificos.

La caracterizaciébn quimica de los tallos de yuca, realizada por investigadores de la
Universidad de Matanzas (Martin et al., 2006), reveldé que estos estan constituidos en
un 46% por carbohidratos, de los cuales los mas importantes son los glucanos (33%) y
xilanos (12%). Se ha estimado que la conversion de la fraccion de glucanos de los tallos
de yuca a etanol combustible podria generar unos 140 litros por tonelada de ese
material (Martin et al., 2006).

Para poder convertir los tallos de yuca a etanol es necesario hidrolizar los polisacaridos,
lo que requiere de catdlisis quimica o enzimética. Sin embargo, debido a la baja
reactividad de la celulosa es necesario pretratar las materias primas para facilitar el
acceso de las enzimas al sustrato (Martin, 2007). Existen diversos tipos de
pretratamiento basados en criterios fisicos, quimicos, fisico-quimicos o biologicos
(Martin, 2008). Los unicos métodos de pretratamiento que han sido reportados para
este material son la oxidacion humeda (Martin y Thomsen, 2007) y la prehidrélisis acida
(Martin et al., 2007). Con este Ultimo se obtienen mejores resultados, no obstante en
las condiciones de prehidrdlisis acida a 140°C y 1,5% de acido sulftrico se logré una
solubilizacion considerable de los glucanos, y una parte importante de la glucosa
formada se degraddé a 5-hidroximetilfurfural (HMF) (Hernandez y Martin, en
preparacion). Los trabajos antes mencionados revelaron que los tallos de yuca
contienen una fraccion de glucanos que se hidroliza a condiciones relativamente poco
enérgicas y que se degrada durante el pretratamiento conduciendo a una baja
conversion de los polisacaridos en azucares fermentables. Por otra parte, la
convertibilidad enzimatica de los tallos de yuca pretratados por prehidrélisis acida
resulté baja, lo que podria estar relacionado con la presencia de lignina, la cual es un

inhibidor de la accién de las celulasas.



Teniendo en cuenta los aspectos anteriores se formula el siguiente problema

cientifico:

La conversion hidrolitica de los polisacéridos en las condiciones previamente
ensayadas para la prehidrdlisis acida de los tallos de yuca es baja debido a la
degradacion de la fraccion facilmente hidrolizable de los glucanos y a la inhibicion de las
enzimas celuloliticas por la presencia de lignina.

Como via para solucionar este problema se puede formular la siguiente hipétesis:

El pretratamiento acido en dos etapas de los tallos de yuca seguido de la
deslignificacion alcalina podria permitir una mayor conversion hidrolitica de los glucanos
y un mejor aprovechamiento de la celulosa contenida en la materia prima para la

produccion de etanol u otros productos de interés.

Objetivo general:

Evaluar el efecto del pretratamiento acido en dos etapas y la deslignificacion alcalina

sobre la convertibilidad enzimética de la celulosa de los tallos de yuca.

Objetivos especificos:

e Determinar la composicion quimica de los tallos de yuca.

e Definir la concentracion de acido sulfarico y el tiempo de pretratamiento mas

apropiados para la prehidrdlisis acida en dos etapas de tallos de yuca.

e Evaluar el efecto de la hidrolisis 4cida en dos etapas sobre la convertibilidad

enzimatica de la celulosa de los tallos de yuca.

e Evaluar el efecto de la deslignificacion posterior a la hidrolisis acida sobre la

convertibilidad enzimatica de la celulosa de los tallos de yuca.



Capitulo I. Analisis Bibliografico

1.1 Biocombustibles.

La situacion energética actual, tanto nacional como internacional, relacionada en primer
término con el incremento del costo de los combustibles en el mercado Internacional, y
esto asociado a la escasez de los recursos fosiles y su agotamiento en el futuro no
lejano, ha obligado a paises en vias de desarrollo a realizar acciones concretas
encaminadas al empleo de recursos locales de manera sostenible para el suministro
energeético, tanto para la produccion de energia eléctrica o calor para diferentes
procesos.

Los recursos energéticos renovables brindan una oportunidad de mantener e
incrementar el ritmo de crecimiento de un pais, y en este sentido la humanidad debe
apostar todo el intelecto que posee.

Los biocombustibles, combustibles derivados de la biomasa (conjunto de materiales de
origen biolégico que son susceptibles de ser utilizados para otros fines distintos a los
alimentarios) pueden ser considerados como alternativas a los carburantes de origen
fésil. Los biocombustibles de primera generacion, como el etanol de maiz o de jugo y
melazas de cafia de azlcar, asi como el biodiesel de aceites de colza y de soya, ya se
comercializan exitosamente en numerosos paises (Agarwal, 2007). Para un uso
sustentable de los biocombustibles se requiere que sean producidos de materias primas
que no compiten con la produccidon de alimentos. Sin embargo, la produccion de
combustibles a partir de fuentes de alimentos y la explotacion de tierras cultivables con
fines energéticos presenta inconvenientes desde el punto de vista ético en un mundo
donde el hambre continta afectando a millones de personas (Martin y Martin, 2008). Un
desafio para la ciencia actual es usar los materiales lignocelulosicos (MLC) para la
produccion de etanol (Hahn-H&agerdal et al., 2006; Martin et al., 2006; Wyman, 2007), y
producir el biodiesel a partir de semillas oleaginosas no comestibles (Azam et al., 2005;
Martin et al., 2010).

En la actualidad la biomasa lignocelulosica constituye una de las fuentes de energia
mas extendidas en el mundo y es la fuente de energia renovable en la que descansan

las mayores expectativas de desarrollo en las proximas décadas (Carrasco, 2002).



1.2 La biomasa lignocelulésica como fuente de energia renovable y materia prima.

La biomasa lignocelulésica es considerada como una fuente renovable de energia muy
interesante y prometedora. La biomasa estd a menudo disponible localmente en
grandes cantidades y a precios razonablemente bajos y la factibilidad de su conversion

en portadores energéticos secundarios es indudable.

Los productos derivados de la biomasa tienen caracter renovable, ya que constituyen
una fase del ciclo bioldgico de los elementos carbono, oxigeno, hidrégeno y nitrégeno
(Carrasco, 1990). La energia que puede ser obtenida de la biomasa es una forma de la
energia solar que ha sido captada por las plantas y transformada en energia quimica
(Carrasco, 1990). Por cada mole de CO, atmosférico fijado por las plantas, 114 kcal de

energia solar se transforman en energia quimica de los productos de la fotosintesis.
La biomasa lignocelulésica pueden tener los siguientes origenes (Carrasco, 1990):

a) Natural: Es la biomasa que se produce en los bosques y otros ecosistemas
naturales. Su explotacién no es interesante por razones de mantenimiento del

equilibrio ecolégico.

b) Residual: Es la biomasa resultante de la actividad humana. Incluye residuos
forestales, agricolas, ganaderos, agroindustriales y de las industrias de la

madera, asi como residuos solidos urbanos.

c) Cultivos energéticos. Son aquellos cultivos dedicados a la produccion de biomasa
con fines no alimentarios. Suelen ser especies caracterizadas por su robustez a
fin de abaratar los costos de cultivo y, por tanto, el precio de la biomasa final. Son
plantas perennes con un crecimiento rapido y una elevada eficiencia en la
fotosintesis y en la asimilacion de nutrientes y presentan alta resistencia a las
plagas y a la sequia. Son consideradas de interés agroenergético especies
agricolas o forestales de alta produccion, que son utilizadas simultaneamente
para usos agricolas y energéticos, asi como especies nuevas seleccionadas

exclusivamente para su uso energeético.



El principal beneficio medioambiental del uso energético de la biomasa lignocelulosica
es que el CO; liberado a la atmésfera durante la combustion forma parte del ciclo
natural del carbono por lo que no supone un aporte neto de este y no contribuye a
incrementar el efecto invernadero. Ademas, el uso de combustibles derivados de la
biomasa contribuye a la autosuficiencia energética de paises sin grandes reservas de
combustibles convencionales (Carrasco, 1990). Por otra parte, el proceso de produccién
de la biomasa permite la formacion de oxigeno en la fotosintesis, regula la evaporacion

de agua y evita la erosion del suelo.

Como desventajas del empleo de los materiales lignocelulésicos se destacan su bajo
valor calérico comparado con el de los combustibles fésiles, su falta de uniformidad y su
baja densidad, por lo que debe producirse cerca de su lugar de utilizacién (Carrasco,
2002).

La produccién global de los procesos fotosintéticos es de 10-50 x 10 toneladas de
biomasa seca anualmente, lo que corresponde al 50% de toda la biomasa en el mundo
y, expresado en términos energéticos, equivale a 10 veces el consumo global de
energia. Sin embargo, solamente entre el 3 y el 4% de esos materiales son utilizados
economicamente en el mundo occidental, fundamentalmente como alimentos, en la
produccion de pulpa y papel y en la generacion de energia. Estas cifras ilustran la
abundancia de los materiales lignoceluldsicos y sus ilimitadas potencialidades con
vistas a ser utilizados en la produccion de etanol sin afectar la alimentacion humana
(IEA, 2007).

En el mundo existe gran variedad de biomasa lignocelulésica, como por ejemplo los
tallos y tusas de maiz, el bagazo y la paja de cafa de azucar, la paja de trigo, entre
otros. En Cuba, la agroindustria azucarera aporta alrededor de 5 toneladas de bagazo y
residuos agricolas por cada tonelada de azucar producida (Reyes et. al., 2002), y la
biomasa forestal tiene un potencial estimado en 3,5 millones de metros cubicos al afio
sin peligro a romper el equilibrio ecologico, constituyen importantes recursos
biomasicos a emplear con fines energéticos. Otros tipos de residuos, como los tallos de
yuca, han sido poco investigados a pesar de que tienen potencial para usos

energeéticos.



1.3. Composicion de los materiales lignocelulésicos.

Los MLC en general estan formados por tres componentes principales: celulosa,
hemicelulosas y lignina (Tabla 1.2), los cuales son componentes de las paredes
celulares. El conjunto de los polisacaridos celulosa y hemicelulosas se conoce como

holocelulosa (Chum et al., 1985).

Tabla 1.3 Composicion de materiales lignoceluldsicos (%). (Irmene y Adela, 2008)

Fuente Celulosa | Hemicelulosas |Lignina
(%) (%) (%)
Olote de maiz 36.0 23.0 17.0
Fibra de maiz 14.3 16.8 8.4
Bagazo de cafa 50 20.0 30.0
Paja de trigo 33-38 21-25 23.0
Paja de arroz 34 25.0 23.0
Madera de pino 46.4 8.8 29.4
Pasto 31 20-24 17-18
Papel de oficina 68.6 12.4 11.3

La celulosa, el principal componente de las paredes celulares de las plantas superiores,
estd contenida en 36-51% de la masa seca en los materiales lignoceluldsicos. El
contenido de Hemicelulosas varia entre 15 y 30%, mientras que la lignina representa de
un 20 a un 25% de la masa seca. El contenido de extractivos no suele ser superior de
3-4%, mientras que las cenizas solo en pocas especies alcanzan el 2%. Los
compuestos extractivos son una amplia variedad de compuestos que incluyen acidos
resinicos, compuestos fendlicos, aceites esenciales, grasas, ceras, taninos, colorantes y

carbohidratos, entre otros (Martin, 2002).

Uno de los problemas inherentes en la utilizacion de la biomasa es la estructura
compleja del MLC. Este material consiste en elementos estructurales (tipo de fibra). La

mayoria de la sustancia en la biomasa esta presente en las fibras que, debido a su



funcidn, tienden a tener las paredes celulares mas espesas, sobre todo hacia el fin de

un anillo de crecimiento cuando se trata de MLC de arboles (Chum et al., 1985).

La gravedad especifica de los MLC es bastante constante, por consiguiente, la
gravedad especifica de biomasa realmente es una medida indirecta de la cantidad de
volumen nulo en el material. La densidad es importante en la utilizacion de la biomasa
porque determina la capacidad de digestidn y la proporcion de licor. La densidad varia
considerablemente entre los MLC y ella determina los pardmetros de la reaccion
(Chum et al., 1985).

1.4. Caracteristicas de la yuca (Manihot dulcis y Manihot sculenta).

La yuca (Manihot dulcis y Manihot sculenta) es un alimento de gran importancia en
Cuba y otros paises tropicales. Es una planta de origen americano que pertenece a la
familia euphorbiaceae. Se ha extendido en una amplia area de los tropicos americanos
desde Venezuela y Colombia hasta el Noroeste de Brasil, con predominio de los tipos
de yuca dulce en el norte y en la zona de Brasil los amargos. Las especies silvestres del
género Manihot tienen dos centros de origen: uno en México y América Central y el otro
en el noroeste de Brasil (http://www.infoagro.com/hortalizas/yuca.htm). Es un arbusto
gue presenta tamafio variable, depende de la variedad y el ambiente, la altura varia de
1,50 m a mas de 2,5 m. El tallo por lo general es cilindrico, con tendencia a ser
prismatico y con un didmetro que varia de 2 a 6 cm. Por su posicion pueden ser:
erectos, decumbentes o postrados. El color puede ser rojo, marron, verde, amarillo. Los
nudos son prominencias con caracteristica propia de la variedad y se compone de: base
de la hoja, yema axilar, y dos estipulas laterales. El tamafio, forma del nudo y distancia
entre los nudos es una caracteristica varietal, aunque es afectada por condiciones

ambientales (www.apades.org/cultivos/yuca.htm)

Las raices reservantes son morfolégica y anatOmicamente idénticas a las raices
fibrosas, soOlo se diferencian en que las raices reservantes tienen mayor desarrollo
radical y alta cantidad de almidén. Las hojas son alternas, simples y caedizas, de vida
corta. Su longitud varia de 12 a 18 cm. El fruto es una capsula ovoide verde de 1 a 1,5

cm de largo con 6 aristas longitudinales prominentes, onduladas y a menudo de color



diferente al resto del fruto. Contiene tres celdas normalmente con una semilla en cada

una.

El principal uso que reciben los tallos de yuca es en la siembra de nuevas plantaciones
(Oseih y Taah, 2009). No obstante, no todos los tallos de yuca son utilizados en la
replantacion, y la mayor parte constituye un excedente que no recibe ningun uso de
relevancia y generalmente se quema o abandona en los campos. Entre los usos que se
han propuesto para los tallos de yuca se encuentran la conformacion de raciones para
la alimentacion animal (Nommanha, 1962), asi como la produccion de tableros de
particulas (Pattron, 2008), y como material de construccién para fines decorativos
(Acosta, 1993).

1.5 Produccién de bioetanol a partir de materiales lignocelulésicos.

En los dltimos afos, el aumento del uso del etanol combustible en el mundo y la
preocupacion por desvincular su produccién de materias primas que compitan con la
alimentacion humana han elevado el interés en el uso de los MLC en lugar de las
materias primas azucaradas y amilaceas usadas tradicionalmente muchas de las cuales
a su vez pueden ser fermentados a etanol por las levaduras. Sin embargo, producir
azucares con altos rendimientos y bajo costo a partir de la biomasa lignocelulésica es
mas dificil que producir azlcares a partir de materiales azucarados o amilaceos. Por
eso, a pesar de que el costo de la biomasa lignocelulésica es mucho mas bajo que el
costo de otras materias primas, el costo de obtener azlcares a partir de lignocelulosa
ha sido histéricamente demasiado alto como para atraer el interés para su uso industrial
(Martin, 2002).

Esto ha llevado a la propuesta de diversos procesos tecnologicos, tanto basadas en la

hidrdlisis acida como en la enziméatica (Bueno, 2008).

Un proceso de obtencion de etanol a partir de lignocelulosa debe contemplar como una
etapa fundamental la hidrdlisis de la celulosa con el objetivo de obtener una disolucion
de glucosa que pueda ser sometida a fermentacion. La hidrolisis de la celulosa puede

ser catalizada por acidos y por enzimas.
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En la hidrolisis de la celulosa, los hidrolizados obtenidos pueden ser fermentados con
Saccharomyces cerevisiae produciendo etanol y dioxido de carbono. La solucion
alcohdlica obtenida posee de 5-7% (v/v) en etanol, el cual es concentrado mediante
destilacién fraccionada hasta la obtencidbn de una mezcla azeotrépica con una
concentracion de 96% (v/v) en etanol. El producto obtenido puede ser utilizado
directamente como combustible o ser deshidratado con obtencion de etanol anhidro, el
cual se mezcla con gasolina para ser usado como combustible automotor. La
deshidratacion puede realizarse por destilacion azeotrépica, con usos de tamices

moleculares y por otros métodos.
1.4.1 Hidrdlisis &cida.

La hidrdlisis acida es conocida desde 1819. Consiste en hidrolizar, en presencia de
acidos minerales fuertes, los enlaces glicosidicos de los polisacaridos con formacion de
monosacaridos. Para lograr la hidrolisis completa de la celulosa se deben emplear
acidos concentrados que permitan el hinchamiento necesario y la destruccion parcial de
las regiones ordenadas (Martin, 2002). El acido mas usado es el sulfurico, pero también
pueden ser utilizados el clorhidrico, el nitrico, el fosforico y el acético (Lavarack et al.,
2002; Rodriguez-Chong et al., 2004; Gamez et al., 2006; Rocha et al., 2011).

El principal inconveniente de la hidrélisis acida es el requerimiento de materiales

anticorrosivos costosos para la fabricacion de reactores y tuberias (Wyman, 1999).



Otros inconvenientes son la formacion de sustancias inhibitorias de la hidrélisis
enzimatica y la fermentacion alcohdlica, sobre todo cuando se trabaja a altas
temperaturas (Bashir y Lee, 1994), y el requerimiento de neutralizacion.

Entre los inhibidores formados durante la hidrolisis acida se encuentran los aldehidos
furanicos furfural y 5-hidroximetilfurfural (HMF), los acidos acético, férmico y levulinico,
asi como varios compuestos fendlicos liberados de la degradacion parcial de la lignina
(Mes-Hartree y Saddler, 1983, Palmquvist et al., 1996).

Se ha trabajado mucho en el desarrollo de procesos de hidrolisis con acidos diluidos. La
hidrolisis percolativa es un proceso, en el cual soluciones acuosas de H,SO,4 0 de HCI
son pasadas a través de un lecho de astillas de madera o aserrin en un digestor a
temperaturas elevadas (120 - 180°C) con remocion continua del hidrolizado para evitar
la degradacion de los azucares liberados. A continuacién, el hidrolizado, que contiene
generalmente 4-6% de azUcares, es neutralizado y concentrado por evaporacion. En la
hidrélisis con acidos diluidos, una parte de la celulosa permanece sin hidrolizarse,
mientras que las hemicelulosas son hidrolizadas completamente a sus monosacaridos

componentes.

El residuo sélido que queda luego de la hidrdlisis estd compuesto fundamentalmente
por lignina, la cual estd mas o menos condensada en dependencia de las condiciones
durante la hidrdlisis. La lignina puede ser usada como combustible o0 como materia

prima para obtener distintos productos.
1.4.2 Hidrdlisis enzimatica.

Debido a los inconvenientes de la hidrdlisis acida, durante los dltimos afos se le ha
dedicado especial atencion a la hidrolisis enzimatica (Martin, 2002), la cual consiste en
el uso de enzimas celuloliticas en lugar de acidos para catalizar la hidrélisis de los
polisacéaridos contenidos en los MLC. Las enzimas celuloliticas utilizadas son obtenidas

de hongos del género Trichoderma (Taherzadeh y Karimi, 2007).

La hidrolisis enzimatica presenta una serie de ventajas sobre la hidrolisis acida. Es un
método selectivo, con un mayor rendimiento, sin el inconveniente de la formacién de

productos colaterales, y brinda la posibilidad de simultanearse con la fermentacion



alcohdlica en procesos conocidos como SSF (del inglés Simultaneous saccharification
and fermentation) (Taherzadeh y Karimi, 2007).

Las principales limitaciones de la hidrdlisis enzimética son el alto costo de las enzimas y
el requerimiento de grandes reactores debido a la lentitud de la reaccion (Martin, 2002).
Otro inconveniente importante es que la estructura cristalina de la celulosa y su
estrecha interrelacion con las hemicelulosas y la lignina restringen la accesibilidad de
las enzimas. Por esa razOn es necesario someter la materia prima a un proceso de

pretratamiento antes de la hidrélisis enzimatica.
1.4.3 Pretratamiento de los MLC.

Existen diferentes métodos fisicos, quimicos, biolégicos y combinados de
pretratamientos (Mosier et al.,, 2005). Los métodos fisicos son costosos y poco
efectivos. Los métodos biolégicos son muy lentos, mientras que los métodos quimicos y

fisico-quimicos poseen menor costo y son mas eficientes.

La explosion con vapor es un método fisico-quimico que da buenos rendimientos en un
corto tiempo y minimiza el uso de reactivos quimicos (Gregg y Saddler, 1996). Consiste
en un calentamiento del material con vapor saturado seguido de una descompresion
explosiva. Durante el calentamiento, los grupos acetilo de las hemicelulosas se

hidrolizan y el 4cido acético formado cataliza la hidrdlisis de las hemicelulosas.

Otro método es la utilizacion de agua caliente en estado liquido (LHW, del inglés Liquid
Hot Water). En este método, el cual no requiere del uso de reactivos, las hemicelulosas
se solubilizan en forma de oligosacéridos, y la fraccion celulésica es facilmente
hidrolizable (Zeng et al., 2007).

La explosibn con amoniaco, AFEX (del inglés Ammonia Fiber Explosion), es un
pretratamiento fisico-quimico en el cual el material es expuesto al amoniaco liquido a
90-100°C durante unos 30 minutos y luego la presion es reducida bruscamente. La
AFEX mejora la hidrolisis enzimatica y minimiza la formacion de inhibidores de la
fermentacion, pero es poco efectivo en materiales con alto contenido de lignina y se

requiere de la recirculacién del amoniaco (Eggeman y Elander, 2005).



Los pretratamientos organosolv permiten adecuar la celulosa a la accion de las enzimas

mediante el uso de disolventes organicos que solvolizan y solubilizan la lignina y parte

de las hemicelulosas. Estos métodos consisten en el calentamiento de la lignocelulosa
con sistemas acuosos de disolventes organicos a temperaturas entre 150-200°C. Los
disolventes usados deben ser reciclados para reducir el costo operacional (Sun y
Cheng, 2002).

La oxidacion humeda es el pretratamiento de los materiales lignocelulésicos con agua y
aire u oxigeno a temperaturas por encima de 120°C. La oxidacién himeda esta entre
los procesos mas simples en términos de equipamiento, energia y reactivos quimicos
requeridos, y es un método apropiado para materiales con bajo contenido de lignina
(Martin et al., 2007).

Pretratamiento acido diluido.

El pretratamiento acido diluido, consiste en el uso de acidos diluidos para
despolimerizar y solubilizar las hemicelulosas y activar la celulosa para la hidrolisis
enzimatica (Grohmann et al., 1995). Su principio de accion es similar a la hidrdlisis
acida descrita anteriormente. La prehidrolisis con H,SO, diluido es un método muy
efectivo, entre cuyas ventajas se encuentran la recuperacion de las hemicelulosas en
forma de monosacaridos y la posibilidad de recuperar la lignina pura después de la
hidrdlisis. Su principal inconveniente es el alto costo de los materiales anticorrosivos

requeridos para la construccion de los reactores (Mosier et al., 2005).
Deslignificacion alcalina.

En la deslignificacion alcalina se utilizan bases como hidroxido de sodio, hidroxido de
calcio o amoniaco para solubilizar la lignina, con lo que se logra mejorar la accesibilidad
de las enzimas a la celulosa. El tratamiento alcalino es mas efectivo que los
pretratamientos acidos y oxidativos en el rompimiento de los enlaces éster entre la
lignina y los carbohidratos. Es mas efectivo en el pretratamiento de residuos agricolas
que en maderas. Puede combinarse con tratamientos con peroxido de hidrogeno
(Taherzadeh y Karimi, 2008) y con oxidacion humeda (Bjerre et al., 1996), lo que

mejora considerablemente la hidrdlisis enzimética de la celulosa.



1.5 Biorrefinerias

Las biorrefinerias se definen como los “medios de produccién que integran procesos de
conversion de biomasa y equipos para producir combustible, energia y productos
quimicos a partir de la misma”. Una biorrefineria es una planta procesadora donde la
biomasa es convertida en multiples productos valiosos de manera similar a una refineria
petroquimica. En contraste con una refineria de petréleo, una biorrefineria usa recursos
renovables y produce combustibles y reactivos quimicos que contribuyen menos a la
contaminacion ambiental (Fernando et al., 2006).

Las biorrefinerias lignocelulésicas pueden producir, ademas de etanol y papel como
productos principales, mdultiples co-productos como &cido acético, furfural, acetona,
butanol, &cido succinico y otros compuestos. Para la utilizacién eficiente de las materias
primas, en las biorrefinerias lignocelulésicas se requiere hidrolizar lo mas
completamente posible los polisacaridos, convertir todos los azucares en etanol y co-
productos, y encontrar aplicaciones de alto valor agregado para la lignina, cuyo uso
actual se limita a la generacién de vapor y electricidad. A corto plazo los co-productos
son generalmente deseados en aplicaciones energéticas, mientras que a largo plazo la
alcoguimica sentara las bases para la produccion sustentable de reactivos quimicos y

materiales (Fernando et al., 2006; Huang et al., 2008).

1.5.1 Disefio de sistemas de biorrefinerias.

El disefio de las biorrefinerias se refiere a proveer tecnologia basica con lineas de
productos similares a los obtenidos por la industria petroquimica. A partir de trabajos
dedicados al desarrollo de sistemas de biorrefinerias siguiendo la I6gica de la base de
productos petroquimicos, se crea el “arbol de familia de productos quimicos” obtenidos
a partir de la biomasa (Ver Fig. 1.6.1) (Cappa, M; Diaz A, 2007).

Existen cuatro sistemas complejos de biorrefinerias clasificadas de acuerdo a la

biomasa considerada:

¢ Biorrefinerias de “naturaleza seca”, las cuales utilizan biomasa lignocelulésica,



e Biorrefinerias de “granos”, las cuales utilizan como materia prima cereales o

maiz;

e Biorrefinerias de “naturaleza humeda”, las cuales utilizan plantas herbaceas y

cereales no maduros.

e Biorrefinerias que incluyen la plataforma de los azlcares, basada en la

conversion quimica y bioquimica de los azucares extraidos de la biomasa por

distintos métodos.

Biomasa

Precursores

Plataformas

Blogues de
Construccién

comp.quimicos
secundarios

Interme-
diarios

Productos
/Usos

Carbohidratos

Eter
Metanol

Aditivos combustibles

Solventes |

Industria

i

Olefinas |
Syngas | Etanel
/ Transpor
almidén Dideidos/ | Solv."verdes | te
Glicerol esteres
Intermediarios Textil |
Ac. Léctico quimicos
Hemicelulosa Azlcares Dildetico ‘
1 Alimen-
;o R tos
Acido Poli Lactico
Glucosa o Acrilato seguros
Fructosa Propidnico
) \ ‘
Celulosa xilosa Emulsificantes -
Acido Medio
Levuléni ambiente
evulénico
Furano Poliacrilatos | | ]
Lignina Lignina Comuni
— -cacién
Furfural
Caprolactama Nylon |
Lisina P P. Hogar
Lipides/
Lipides/ aceites Poliuret
OCE.H'E.S Carnl“rina oliuretanos Recrea
Aromdticos c1on
Resinas |
Proteinas -
Proteinas > Fenélicos Policacirid Calefac -
H olisacaricdos -y
Polimeros cién

Fig.1.5.1 Diagrama de flujo de productos a partir de biomasa y sus posibles usos.

1.6 Conclusiones Parciales



1. Los materiales lignocelulosicos son la fuente renovable de energia y materias
primas mas abundante en la Tierra, pero su utilizacion actual es inferior a su

potencial real.

2. Los tallos de yuca constituyen una materia prima de interés para la produccion de

etanol y otros bioproductos.

3. Entre los distintos métodos de pretratamiento para la hidrélisis enzimatica, la
prehidrdlisis acida y la deslignificacion alcalina es un método adecuado a las

particularidades de los tallos de yuca.



Capitulo I1. Materiales y Métodos

En el presente capitulo se describen los procedimientos aplicados y equipos
fundamentales utilizados en la investigacion. El trabajo experimental se desarrollo en el
laboratorio del Grupo de Tecnologia de Biorrecursos del Departamento de Quimica e

Ingenieria Quimica de la Universidad de Matanzas “Camilo Cienfuegos”.

El trabajo experimental consta de las siguientes etapas:

e Recoleccion y preparacion de la materia prima;

e Caracterizacion de la materia prima;

e Prehidrdlisis acida en autoclave;

e Hidrdlisis &cida en dos etapas en reactor Regmed a escala de banco;

e Deslignificacién del material pretratado por hidrélisis &cida en una y dos etapas;

e Hidrdlisis enzimatica de la celulosa contenida en el material pretratado y

deslignificado.

2.1. Muestreo, preparacién y conservacion de la materia prima.

Los tallos de yuca (Manihot dulcis) se colectaron en areas del Instituto Politécnico
Agropecuario “César Escalante” (Jaguey Grande, Matanzas). Los tallos frescos se
cortaron en trozos de 5 cm de longitud y se secaron al sol y al aire durante 2 semanas,
y a continuacion se trituraron en un molino artesanal hasta un tamafio de particula de
aproximadamente 2 mm. El material molido se sometié a un secado adicional a 40 °C
en una estufa (AISETg YLD-6000, R.P. China) durante 24 h. Posteriormente, el material
seco se tamizd para obtener una fraccion con un tamafio de particula de 1 mm, que se
utilizaria posteriormente para la caracterizacion quimica de la materia prima. Las dos

fracciones fueron conservadas en bolsas de polietileno a temperatura ambiente.

2.2. Caracterizacion de la materia prima.

La determinacion del contenido de humedad, componentes minerales, sustancias
extractivas, carbohidratos estructurales (celulosa y hemicelulosas) y lignina de la

materia prima se realizo siguiendo procedimientos analiticos de la Academia Forestal



de San Petersburgo, Rusia (Obolenskaja, 1986), actualizados a partir de protocolos del

National Renewable Energy Laboratory de los EE.UU. (Sluiter et al., 2008).

Humedad: El material se sec6 a 105 °C en una estufa (AISETe YLD-6000, R.P.
China) durante 24 h, y el contenido de humedad se determind gravimétricamente
utilizando una balanza analitica digital (Sartorius BS 124S, China).

Cenizas: Se determind después de la incineracion de una alicuota del material a
550°C en horno mufla analégico con control térmico (AISET YLD-6000,

Alemania).

Extractivos en agua: Se suspendieronl0 g de la materia prima con 100 mililitros
de agua destilada y se calentaron a temperatura de ebullicion con reflujo durante
tres horas en un bafio de Maria (Midingen / Sitz Freital, Alemania). El agua se
separo por filtracion a vacio (ILMVAC 400171, China), y los soélidos se lavaron
con abundante agua hasta alcanzar la neutralidad, se secaron al aire durante
dos dias y luego en estufa a 40°C por 48 horas. El contenido de extractivos en
agua se cuantifico gravimétricamente. En el filtrado se determiné el pH y la

concentracion de azulcares reductores totales.

pH: Se realiz6 por el método potenciométrico directo con pH metro MV 88 con

electrodo de vidrio combinado.

Azucares reductores totales (ART): Se realiz6 colorimétricamente por el
meétodo del acido 3,5-dinitrosalicilico (Miller,1959) como desarrollador de color, y
se leyd la absorbancia a 546 nm en un espectrofotometro UV (Zuzi UV-4200,

Espafia).

Extractivos en etanol: Aproximadamente 5 g de materia prima se colocaron en
un aparato Soxhlet de 75 ml, y se realizo la extraccion con 160 mL de etanol al
95% durante 24 h utilizando un bafio de Maria como fuente de calentamiento. Al
final de la extraccién, el dedal con los sélidos residuales se lavo con etanol y se

seco al aire por dos dias y luego a 40°C por 24 h. El etanol fue separado del



extracto por rotoevaporacion (IKA RV 05 Basic, Alemania). El balon con el
extracto se sec6 a 40°C por 24 h, y posteriormente se cuantifico

gravimétricamente.

Polisacaridos facilmente hidrolizables (PFH):

La determinacion de los polisacaridos facilmente hidrolizables se realiza
mediante analisis gravimétrico del residuo sélido remanente después de la
hidrolisis de las hemicelulosas. En un balon de destilacion se mezclaron 2 g de
muestras libres de extractivos con 20 mL de &cido clorhidrico al 5 % en masa. La
mezcla se mantuvo a ebullicién durante 3 h en un equipo de reflujo colocado en
un bafio de agua. Al finalizar, la mezcla se dej6 enfriar hasta temperatura
ambiente y se filtr6 a vacio. Los residuos solidos de la filtracién fueron secados a

105°C durante 24 h, enfriados y pesados.

prH =M =M) 1109 (Ec. 2.2.1)
mO

Donde:

m,, Mmasa inicial de la muestra, g.

mi, masa del residuo, g.

El contenido de PFH también fue determinado a partir de los azlcares reductores

totales en el filtrado.

Polisacéaridos dificilmente hidrolizables (PDH):

Los residuos de la determinacion de los PFH fueron pesados e introducidos en
vasos de precipitado de 100 mL. A cada vaso se adiciond0 15 mL de &acido
sulfarico al 72% en masa, y la mezcla se mantuvo durante 2 h a temperatura
ambiente con agitacién periddica. Posteriormente, la mezcla fue transferida a un
balén de destilacion de 500 mL, se le adicion6 135 mL de agua destilada y se
reflujé durante 2 h en un bafo de agua. Finalmente, la mezcla se enfrid y se filtro
a vacio. El residuo de la filtracién se secé a 105°C durante 24 h, se enfrio y peso.

El contenido de PDH se calculo utilizando la siguiente expresion:



poH= M2 ~Ms) 100 (Ec. 2.2.2)
mO

Donde:
Mo, Mmasa inicial de la muestra, g.
m,, masa inicial del residuo de la determinacion de PFH, g.

m3, masa final del residuo de este proceso, g.

El contenido de PDH también fue determinado a partir de los azUcares reductores

totales en el filtrado.

e Lignina: Se determind mediante la cuantificacion gravimétrica del residuo
obtenido en la determinacibn de PDH. El contenido de lignina se calculd
utilizando la siguiente expresion:

- m,
% Lignina = —x100 (Ec. 2.2.3)
mO
Donde:
Mo, Mmasa inicial de la muestra, g.

m3, masa final del residuo de la determinacion de PDH, g.

2.3. Pretratamiento por hidrélisis 4cida diluida a los tallos de yuca.

Se realiz6 como método de pretratamiento a la materia prima, la prehidrélisis acida
diluida, con el objetivo de solubilizar gran parte de las hemicelulosas y obtener un
material enriquecido en celulosa. Se realiz6 a escala de laboratorio en un autoclave
(Advantage AL02-03-100, China) y a escala de banco en un reactor especialmente
disefiado para el procesamiento de materiales lignoceluldsicos (Regmed, Brasil). 2.3.1

Prehidrolisis 4cida a tallos de yuca en autoclave.

Como primer paso a la investigacion sobre pretratamiento de tallos de yuca, la materia
prima se tratd con acido sulfarico en un autoclave siguiendo un disefio de experimento
2%, en el que las variables independientes fueron el tiempo de reaccién y la

concentracion de &cido sulfurico (Tabla 2.3.1). La temperatura de trabajo (130°C) se



escogio teniendo en cuenta el valor madximo permitido para la operacion segura de la

autoclave.

Tabla 2.3.1 Condiciones experimentales para el pretratamiento acido en autoclave.

No. c¢(H.SO,4), Tiempo, Temperatura, Relacion
% min °C liquido-solido
1 0,5 30 130 9:1
2 0,5 60 130 91
3 1,5 30 130 9:1
4 1,5 60 130 9:1

Muestras de 5 g de tallos de yuca se mezclaron en un frasco de 0.5 L con una solucion
de acido sulfarico a la concentracién de trabajo hasta alcanzar 50 gramos de mezcla en
una relacion liquido-sdlido de 9:1. Las suspensiones obtenidas se trataron a 130°C en
un autoclave (Advantage AL02-03-100, China) durante el tiempo de pretratamiento
previamente seleccionado. Al concluir el pretratamiento, se dejé enfriar el autoclave
hasta 70°C, se retiraron los frascos, y su contenido fue filtrado a vacio. El residuo sélido
fue lavado primero con abundante agua destilada hasta alcanzar un pH neutro. El
filtrado se conservo a 4°C luego de tomar muestras para analisis de pH y de azlcares
reductores totales. Los sélidos lavados fueron secados a temperatura ambiente durante
cuatro dias. Luego se pesaron los sélidos y se determind su contenido de humedad
para poder cuantificar el rendimiento de soélidos pretratados (celulignina) mediante la

siguiente ecuacion:

Peso., .- (1—H,
Rendimiento = inat " ) - 100
Peso, ;e - (1 —Hy) (Ec. 2.3.1)

Donde:
H,, humedad del solido pretratado, %.
H:, humedad del sélido antes de tratar, %.



Posteriormente, se realizé la determinaciéon del contenido de celulosa, hemicelulosas y
lignina en los sélidos pretratados. Las hemicelulosas y la celulosa fueron determinadas
a través de los polisacéaridos facilmente y dificilmente hidrolizables, respectivamente,

utilizando los métodos descritos previamente.

A partir de la composicion quimica se calculd la recuperacion de la celulosa, las
hemicelulosas y la lignina, asi como la solubilizacion de las hemicelulosas. La

recuperacion de las hemicelulosas se calculé utilizando la siguiente expresion:

Rpen = M(PFH)inal/ mM(PFH)up*100 (Ec. 2.3.2)
Donde:
m(PFH):ina, masa de hemicelulosas en la celulignina, g.
m(PFH)up, masa de hemicelulosas en la materia prima, g.

R, recuperacion de hemicelulosas en la celulignina, %.

El calculo de la recuperacion de la celulosa y la lignina se hizo de manera similar al de
la recuperacion de las hemicelulosas. Para calcular la solubilizacion de las

hemicelulosas (Sprn) Se utilizo la siguiente expresion:
Sprn = 100 — R pey (EC. 233)

Se realizaron dos réplicas de todos los pretratamientos y tres réplicas de todos los
analisis. Los resultados experimentales se procesaron estadisticamente mediante el

paquete estadistico Statgraphics Plus versién 5.0 for Windows.

2.3.2 Prehidrdlisis acida de tallos de yuca en el reactor Regmed.

Las condiciones de experimentacion para ambas etapas en el reactor Regmed se
muestran en la tabla (2.3.2). Las condiciones de reaccién en la primera etapa se
seleccionaron a partir de los resultados de la experimentacion en el autoclave. Las
condiciones de la segunda etapa se basaron en reportes de la literatura especializada
(Taherzadeh y Karimi, 2007). El diagrama mostrado en la Fig. 2.3.1 facilita la

comprension de la secuencia experimental seguida.

Tabla 2.3.2 Condiciones experimentales para el pretratamiento acido en autoclave.



Etapas c¢(H.SO,), Tiempo, Temperatura, Relacion

% min °C liquido-solido
1 0,5 30 130 9:1
1 1,5 30 130 91
2 0,5 10 170 15:1

Primera etapa

Para la primera etapa de pretratamiento, se pesaron 600 gramos de tallos de yuca, se
mezclaron en el reactor con 30 gramos de &cido sulfarico concentrado (para el
experimento con concentracion al 0,5 %) y se le afiadié agua destilada hasta completar
6 kg de mezcla. La mezcla se calenté a 130°C durante treinta minutos, y luego se dejo
que el reactor se enfriase espontaneamente, lo que tomé unos 180 minutos. Para la
separacion de las fracciones y su posterior caracterizacion se siguié el mismo
procedimiento descrito previamente para los experimentos en el autoclave. Para el
pretratamiento con concentracion de acido al 1,5 % se repitié el mismo protocolo, pero
con la salvedad de que la masa de acido sulfurico concentrado usada fue 90 g. La
mayor parte de la celulignina obtenida en este pretratamiento acido se sometié a una
segunda hidrdlisis acida para completar el pretratamiento. Otra parte de la celulignina
fue deslignificada por tratamiento alcalino, y una pequefia cantidad fue sometida a

hidrolisis con celulasas para evaluar la convertibilidad enzimatica de la celulosa.



Tallos de yuca
A 4
172 etapa de hidrdlisis, 130°C
A 4 A 4
A, B
Residuo sélido Hidrolizado
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| Hidrolisis
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Figura 2.3.1. Secuencia experimental seguida para la hidrolisis y deslignificacion de los

tallos de yuca.
Segunda etapa

En esta etapa se utilizé una temperatura de 170°C, un tiempo de 10 minutos y una
relacion liquido-sdlido de 15:1. Se tomaron 350 gramos de la celulignina obtenida en la
primera etapa, y se mezclaron con acido sulfurico diluido totalizando una masa de 6 kg.
El resto del procedimiento fue similar al descrito para la primera etapa. La celulignina
obtenida se someti6 a deslignificion alcalina, excepto una pequefia cantidad que se

utilizé para la evaluacion de su convertibilidad enzimatica.
2.4. Deslignificacion alcalina.

Las celuligninas obtenidas en ambas etapas de pretratamiento acido fueron sometidas
a deslignificacion alcalina. Para ello, 10 g de muestra se mezclaron con 190 mL de

hidroxido de sodio al 2% en un balon de 500 mL. Posteriormente, la mezcla se calenté a



100°C y se reflujé durante 1 hora. Al concluir ese periodo, la fraccion liquida (licor
negro) se separo6 de la fraccion sélida (pulpa celulésica) por filtracion a vacio. La pulpa
se lavé con abundante agua, hasta alcanzar pH neutro, se secd al ambiente durante
tres dias y se pes6 para determinar el rendimiento. A la pulpa se le determind su
composicion quimica y su convertibilidad enzimatica. El licor negro se conservé a 4°C

para la precipitacion de la lignina.
2.4.1. Precipitacion de lalignina en los licores negros.

Para lograr la precipitacion de la lignina, los licores negros fueron acidificados con HCL
6 M hasta alcanzar un pH de 2. La lignina precipitada se separ6 de las aguas madres
mediante centrifugacion (Heal Force Neofuge 15R, China), se lavé con agua destilada
hasta lograr un pH neutro, se secO durante siete dias al aire y se pes6 para poder
cuantificar su rendimiento con respecto a la biomasa inicial y a la recuperacion de la

lignina contenida en la biomasa.
Rend'mlentoz(ml_|gn|na precipitada/mMP) XlOO% (ECU&CIC')I’I 241)

Recuperacion=(M_ignina precipitada/Mmp X LigNmp)x100% (Ecuacion 2.4.2)
Donde:
myp, Masa de la materia prima;

Lignwe, contenido de lignina en la materia prima.

2.5. Hidrdlisis enzimética.

Este proceso se realiza para determinar la convertibilidad enzimatica de la celulosa
contenida en las celuligninas de ambas etapas de pretratamiento acido, a las pulpas
celulésicas y a la materia prima. A la muestra sin tratar que va a ser utilizada como

patrén de comparacion, utilizando:

Muestras de 0.0200 g de biomasa se suspendieron en tubos 940 uL de tampdn de
citrato (0.1 M, pH 4.8) en tubos de Eppendorf de 1.5 mL cada uno. Posteriormente, a las
mezclas se afadieron preparaciones comerciales de celulasas (Celluclast 1.5 L,

Novozymes, Dinamarca) y de B-glucosidasa (Novozym 188, Novozymes, Dinamarca).



La carga enzimatica final fue de 30 FPU/g para las celulasas, mientras que la B-
glucosidasa se afadié en exceso. La mezcla se incub6 a 50°C y 150 rpm durante 72 h
en una incubadora con agitaciéon (Vortemp 56, EE.UU.). Al concluir el tiempo de
reaccion, se sacaron los tubos de la incubadora, se dejaron reposar durante 1 h a
temperatura ambiente, y posteriormente se tomaron muestras para determinar la

concentracion de azlcares reductores totales.

Con la concentracion de ART se calculo la convertibilidad enzimatica (CE) mediante las

siguientes ecuaciones:
Celulosa hidrolizada = ¢ (ART) x 0.9 (Ec. 2.5.1)

Donde:
¢ (ART), concentracién de ART, g/L.
CE= Celulosa hidrolizada/PDH en biomasa x 100% (Ec. 2.5.2)



Capitulo I11. Analisis de resultados

3.1. Composicion de la materia prima

Con el fin de determinar la composicion quimica de los tallos de yuca, se llevé a cabo
una rigurosa secuencia analitica, que incluyé la determinacion consecutiva de las
sustancias extractivas, polisacaridos y lignina, asi como el analisis en paralelo del
contenido de componentes minerales. Se siguié la metodologia clasica para el andlisis
guimico de maderas y residuos agricolas segun protocolos de la Academia Forestal de
San Petersburgo, Rusia (Obolenskaja, 1986). Algunas especificidades de la
metodologia empleada difieren de otros protocolos de amplio uso en la actualidad,
como los del vTl-Instituto de Tecnologia y Biologia de la Madera de Hamburgo,
Alemania (Puls, 1993), o los del Laboratorio Nacional de Energia Renovable de los
EE.UU. (Sluiter et al., 2008). No obstante, la marcha analitica seguida se basa en los
mismos principios, y los resultados experimentales, aunque son algo menos precisos
debido al no uso de técnicas cromatograficas, brindan una panoramica general bastante
atinada, por lo que pueden ser considerados adecuados para el tipo de estudio
realizado en el presente trabajo. Los resultados del andlisis revelaron que los tallos de
yuca, por su composicion quimica, son un material apropiado para distintos

aprovechamientos siguiendo un esquema de biorrefineria lignocelulésica.

Los principales componentes de los tallos de yuca son los carbohidratos estructurales,
los cuales constituyen dos terceras partes de la masa seca de la materia prima (Ver
anexo 1). La celulosa, determinada como la fraccibn de polisacaridos dificilmente
hidrolizables, representa el 37,3% del material, mientras que las hemicelulosas,
determinadas como polisacaridos facilmente hidrolizables, constituyen el 31,4 % (Tabla
3.1.1). El alto contenido de celulosa es una indicacion del potencial de los tallos de yuca
para la obtencion no solo de etanol celuldsico, sino también de otros productos, como
acido lactico, sorbitol, acido levulinico y otros. A partir del contenido de celulosa en los
tallos de yuca, y teniendo en cuenta el rendimiento agricola de la yuca (35-40 t/ha) y el
rendimiento de tallos (170 kg por tonelada de raiz de yuca) (Koopmans y Koppejan,
1997), se puede elucidar un rendimiento de etanol celulésico ascendente a 1 774 litros

de etanol al 95% por hectarea de plantacién.



Tabla 3.1.1. Composicién quimica de los tallos de yuca. La desviacion estandar se

muestra entre paréntesis.

Componentes Contenido (% en
masa)
Celulosa 37,3(0.21)
Hemicelulosas 31,4 (0.16)
Lignina 17,8 (0.03)
Extractos en agua 7,5 (0.02)
Extractos en 6,0 (0.2)
etanol

Cenizas 1,9 (0.07)

Las hemicelulosas también permiten diversas aplicaciones para los tallos de yuca, pero
la elucidacion real de su potencial no es posible en el marco actual debido a
limitaciones del método de andlisis empleado. Se conoce que las hemicelulosas son un
polisacarido muy heterogéneo, formado por diversos azlucares que incluyen pentosas,
hexosas, metilpentosas y acidos urénicos en distintas proporciones (Fengel y Wegener,
1989). Para poder revelar el potencial de aplicacion de las hemicelulosas de los tallos
de yuca se precisa emplear métodos de analisis que permitan cuantificar sus

componentes individuales.

El andlisis de la materia prima también reveld que la lignina es el tercer componente en
importancia de los tallos de yuca (Tabla 3.1.1). El contenido de lignina en los tallos de
yuca (17,8 %) es comparable al contenido de este componente en otros desechos
agricolas, e inferior al de las maderas duras y blandas (Fengel y Wegener, 1989; Hayn
et al., 1993; Martin et al., 2006b). El relativamente bajo contenido de lignina es
favorable para la conversion de los tallos de yuca, ya que puede permitir tratamientos
quimicos poco severos para hidrolizar los polisacaridos, y minimiza la inhibicion de la

hidrolisis enzimatica de la celulosa (Palonen et al., 2004).

En caracterizaciones de tallos de yuca reportadas previamente, la determinacion de los

extractos se limitd a la extraccion con etanol, mientras que se ignoro la cuantificacion de



extractos hidrosolubles (Martin et al., 2006b; 2007a). En el presente trabajo, con el fin
de lograr una mejor resolucion de las sustancias extractivas, se realizé la extraccion
sucesiva con agua y con etanol (Obolenskaja, 1986). El procedimiento resulté acertado,
ya que se logro elucidar la presencia de un contenido de extractos solubles en agua
caliente ascendente a 7,5% de la masa de la materia prima (Tabla 3.1.1). Ese contenido
es superior a los valores reportados para otros materiales (Sjostrom, 1993). El
contenido de extractos solubles en etanol detectado en este trabajo (6,0%) fue
ligeramente inferior al reportado previamente (7,2%) (Martin et al., 2006b), lo que es
una consecuencia de la mejor resolucion lograda en este trabajo. En el reporte previo
(Martin et al., 2006b), al no realizarse extraccion agua, una parte de los extractos
hidrosolubles fue extraida con etanol aumentando el contenido aparente de extractos

solubles en etanol.

Un resultado de interés es que entre los extractos hidrosolubles se detecté 1,2 g/L de
azucares reductores, los cuales pueden ser de interés para procesos fermentativos. Es
importante sefialar, que el contenido real de carbohidratos en la fraccion de extractos
hidrosolubles puede ser ain mayor, ya que el método analitico empleado no permitié
cuantificar los oligo- y polisacaridos. Para estudios futuros es recomendable hidrolizar
los carbohidratos oligoméricos de modo que los productos de la hidrélisis puedan ser
cuantificados posteriormente como azucares reductores totales. También seria de
interés aplicar andlisis cromatograficos para identificar cada uno de los azlcares

presentes en esa fraccion.

El contenido de componentes minerales coincide con lo reportado previamente para
tallos de yuca (Martin et al., 2006b), y es comparable con los valores encontrados en

otros materiales (Sjostrom, 1993).

3.2. Pretratamiento acido en autoclave.

Como resultado del pretratamiento se alcanzaron rendimientos de soélidos de
aproximadamente 78-82% (Fig. 3.2.1). La disminucién del rendimiento de sdlidos se
debe a la solubilizacion de algunos componentes, fundamentalmente las hemicelulosas.
La solubilizacion de las hemicelulosas resulta en un material cuyos principales

componentes son celulosa vy lignina, por lo que recibe el nombre de celulignina. El



rendimiento de celulignina fue ligeramente inferior en los pretratamientos que usaron
acido sulfarico al 1,5% (experimentos 3 y 4), lo que es resultado de una mayor accién
hidrolitica sobre las hemicelulosas a mayor concentracion de H,SO,. Por otra parte, a
igual concentracion de acido el rendimiento de solidos fue inferior en los pretratamientos
cuya duracién fue 60 minutos (experimentos 2 y 4), lo que es una consecuencia légica

de la mayor severidad de las condiciones experimentales.

100 ~
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0

1 | 2 | 3 | 4
Figura 3.2.1. Rendimiento de solidos en el pretratamiento &cido en autoclave (%)

La composicion quimica de las celuligninas obtenidas en las distintas condiciones se
muestra en la Tabla 3.2.1 (Ver anexo 2). Se puede observar que el contenido de
hemicelulosas descendid, como consecuencia de su hidrolisis acida, de 31,4% en la
materia prima (Tabla 3.1.1) a 10,6-12,5% en los solidos pretratados. Otro resultado de
la solubilizacion de las hemicelulosas es el incremento del contenido de celulosa y de
lignina. El contenido de celulosa fue més notable en los experimentos realizados con la
mayor concentracion de &cido sulftrico, donde pasé de 37,3% en la materia prima a

alrededor del 59% en la celulignina.

Tabla 3.2.1 Composicién quimica de las celuligninas obtenidas en el pretratamiento

acido en autoclave. Las desviaciones estandares se muestran entre paréntesis.

No. Hemicelulosas, Celulosa, Lignina, %
% %

1 12,53 (0,1) 49,3(0,2) 38,2(0,3)

2 10,57 (0,2) 47,5(0,1) 40,6 (0,1)

3 11,67 (0,3) 59,2 (0,1) 30,8(0,1)

4 10,70 (0,2) 58,9 (0,2) 30,5(0,2)




Materia prima —| Pretratamiento —— Celulignina
10 g de biomasa l 8,2 g de celulignina

89,5 g de H20 (3,7 g de celulosa, 0,5 g de
0,5 g de H2S04 hemicelulosas, 1,8 g de
lignina, 2,2 g de otros)

Prehidrolizado 0,9 g de agua
75 g de prehidrolizado
(0,80 g de ART)
Materia prima ——>»{ Pretratamiento —— Celulignina
10 g de biomasa 8,0 g de celulignina
89,5 g de H.0 l 0,8 g de agua
0,5 g de H2S04

Prehidrolizado
69 g de prehidrolizado
(0,77 g de ART)

Figura 3.2.2. Balance de masas del pretratamiento acido de los tallos de yuca en los

experimentos 1 (diagrama superior) y 4 (diagrama inferior).

El balance de masas del pretratamiento acido revela que la totalidad de la celulosa y de
la lignina contenidas en los tallos de yuca fueron recuperadas en la celulignina (Fig.
3.2.2). Los resultados del balance también permitieron cuantificar el grado de
solubilizacion de las hemicelulosas, el cual oscilé entre 67,4 y 72,9% del contenido
inicial de ese componente (Tabla 3.2.2). Las mayores solubilizaciones tuvieron lugar en
los experimentos 2 y 4, correspondientes al mayor tiempo de pretratamiento. Por otra
parte, el contenido de azucares reductores totales en los prehidrolizados resulté inferior
al valor que deberia esperarse a partir de la solubilizacion ocurrida de las
hemicelulosas. Esto indica que ocurrié la degradacion de una parte de los azucares
hemicelulésicos. La degradacion, que es consecuencia de la reactividad de los
monosacaridos en presencia de un medio acido a elevada temperatura (Fengel y
Wegener, 1989), fue mayor en el experimento 4 (Fig. 3.2.2), que fue el realizado a

mayor concentracion de acido sulfurico y durante un tiempo de reaccion mas largo.

Tabla 3.2.2. Solubilizacion de las hemicelulosas (%) y concentracion de azlcares

reductores totales (g/L) en los prehidrolizados.

No. Solubilizacion de Concentracion
hemicelulosas, % de ART, %
1 67,41 10,45
2 72,26 9,00




3 70,91 11,25
4 72,92 11,3

El procesamiento estadistico de los resultados de la experimentacion en autoclave
revela que el tiempo ejerce una influencia significativa sobre el rendimiento de sélidos
(Figura 3.2.3). El analisis de varianza muestra que el valor de p-value es menor que
0.05 con un nivel de confianza de 95%, es por ello que se decide trabajar en el reactor
con el menor tiempo (30 minutos). La concentracion de &cido sulflrico no ejerce

influencias significativas y tampoco la interaccion de ambos factores. (Ver anexo 3)

Diagrama de Pareto Rendimiento de Sélidos
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Figura 3.2.3. Diagrama de Pareto para el rendimiento de soélidos.

3.3Pretratamiento acido en el reactor:
3.3.1. Pretratamiento acido en una etapa.

A partir de los resultados obtenidos en el autoclave, y teniendo en cuenta la necesidad
de aplicar condiciones experimentales mas cercanas a la escala de una planta, se
investigd el pretratamiento acido en una y en dos etapas en un reactor a escala de
banco. El reactor empleado fue disefiado y construido especialmente para diferentes
tipos de tratamientos a materiales lignoceluldsicos, y permite el trabajo en un rango
amplio de temperaturas y presiones, asi como el uso de diferentes reactivos quimicos.
Ademas, esta equipado con un sistema de rotacién de la camara de reaccién, que

permite el mezclado de los reactantes durante el proceso (Rocha et al., 2011).



Al igual que en los experimentos realizados en el autoclave, en los pretratamientos en
una etapa en el reactor se utilizaron dos concentraciones de acido sulftrico: 0,5%
(pretratamiento A) y 1,5% (pretratamiento B). Por otra parte, la temperatura se fijo a

130°C, el tiempo de reaccion a 30 min y la relacién liquido-sélido 9:1.

Los rendimientos de celulignina (56,3-68,1%) resultaron inferiores a los obtenidos en los
experimentos en el autoclave (78-82%) (Ver anexo 4), indicando que en el reactor
ocurrid6 una mayor solubilizacion de la materia prima. Este fendmeno puede ser
atribuido a que el calentamiento y el enfriamiento en el reactor requirieron de tiempos
mas largos, lo que favorecié la solubilizacion de los componentes de los tallos de yuca
(Tabla 3.3.1). La mayor solubilizacion ocurrié en el pretratamiento B, lo que es un
resultado l6gico, pues el efecto catalitico del acido sulfarico sobre la hidrélisis de los
polisacaridos aumenta con el aumento de su concentracion (Taherzadeh y Karimi,
2007).

Tabla 3.3.1. Rendimiento y composicion de las celuligninas obtenidas en la primera
etapa de pretratamiento en el reactor, y concentracion de azucares en el prehidrolizado.

La desviacion estandar se muestra entre paréntesis. (Ver anexo 5)

Proceso Rendimiento de Hemicelulosas, Celulosa, Lignina, % c(ART),

celulignina, % % % g/L

A 68,1 26.22 (0,1) 50.52 23.28 26,7
0,2) 0,1)

B 56,3 18.33 (0,3) 52.62 30.22 44,5
(0,2) (0,2)

Como resultado del pretratamiento, aumento el contenido de celulosa en el material y
disminuy6 el de hemicelulosas (Tabla 3.3.1). El pretratamiento con la mayor
concentracion de acido sulfirico condujo a una mayor solubilizacibn de las
hemicelulosas, llevando a un contenido final de 18,3%, mientras que en el otro el
contenido final fue de 26,2%. Estos resultados estan en concordancia con la
concentracion de azucares reductores totales, la cual fue mayor en el prehidrolizado

procedente del pretratamiento B.
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Figura 3.3.1 Recuperacion de los principales componentes en la celulignina obtenida

por pretratamiento de los tallos de yuca con H,SO,4 al 0,5y al 1,5%.

El balance de masas del pretratamiento permitié cuantificar la recuperacion de los
principales componentes de los tallos de yuca en la celulignina, la cual se presenta en
la Figura 3.3.1. La menor recuperacion de las hemicelulosas en el pretratamiento B es
un resultado de su solubilizacién. Por su parte, el pretratamiento A, a pesar de alcanzar
una menor solubilizacion de las hemicelulosas, presentd una mayor recuperacion de la
celulosa (92,2%) que la alcanzada en el B (79,4%). O sea, la cantidad de celulosa
disponible para la hidrélisis enzimatica es mayor en la celulignina procedente del

pretratamiento que emple6 menor concentracién de acido sulfurico.

Como las hemicelulosas fueron el componente que mas afectado resultd en esta
primera etapa del pretratamiento, se realiz6 un balance de masas mas detallado. Se
muestra el balance de las hemicelulosas en el proceso B (Figura 3.3.2). Se puede
observar, que de 412 g de hemicelulosas que entraron al proceso, sélo se logro
recuperar 256,3 g (195,8 g en el prehidrolizado y 60,5 g en la celulignina), lo que indica
que ocurrieron pérdidas del 37,9% de ese componente como resultado de su
degradacion por la accion del acido (Fengel y Wegener, 1989). En el pretratamiento A

también ocurrié degradacién de las hemicelulosas.



Materia prima — Pretratamiento —— Fraccion sélida
600 g de biomasa l 336 g de celulignina (56,3%)

188 g de hemicelulosas (31,4%) 60,5 g de hemicelulosas (18,3%)

Fraccion liquida
4 400 g de prehidrolizado
195,8 g de azlcares (44,5 g/L)
Figura 3.3.2 Balance de las hemicelulosas en el pretratamiento de los tallos de yuca

con H,SO4 al 1,5% en el reactor.
3.3.2. Pretratamiento acido en dos etapas.

Para completar este pretratamiento, las celuligninas obtenidas en el experimento
anterior se sometieron a un nuevo tratamiento acido, pero a una temperatura mas
elevada (170°C) y por un tiempo mas corto (10 min), de acuerdo a lo expresado en la
literatura especializada (Taherzadeh y Karimi, 2007). El pretratamiento de la celulignina
procedente del proceso A se denominé pretratamiento C, mientras el procedente de la
B se designo pretratamiento D. En ambos casos la concentracion de acido sulfurico fue
0,5%.

Tabla 3.3.3. Rendimiento y composicion de las celuligninas obtenidas en la segunda
etapa de pretratamiento en el reactor, y concentracion de azucares en el prehidrolizado.

La desviacion estandar se muestra entre paréntesis.

Proceso Rendimiento de Hemicelulosas, Celulosa, Lignina, % c(ART),

celulignina, % % % g/L

C 71,0 13,3 (0.01) 53,1 35,5 9,1
(0.02) (0.01)

D 85,0 12,5 (0.02) 52,6 34,9 4,7
(0.01) (0.01)

Los rendimientos de celulignina (71,0-85,0%) (Tabla 3.3.3) fueron superiores a los
obtenidos en la primera etapa (56,3-68,1%) (Tabla 3.3.1), indicando que la segunda
etapa de pretratamiento la solubilizacion del material fue inferior a la ocurrida en la
primera etapa. Esto es una consecuencia de que en la primera etapa ya se habian

solubilizado la mayor parte de los componentes potencialmente solubilizables en



condiciones de pretratamiento acido. Al mismo tiempo, la solubilizacion fue superior
para la celulignina procedente del proceso A, lo que en cierto modo compensa la menor
solubilizacion que habia ocurrido en la primera etapa en el proceso con menor
concentracion de 4&cido. Los valores de concentracion de  azucares en los
prehidrolizados (9,1 g/L para el proceso C y 4,7 g/L para el proceso D) concuerdan con
el perfil de solubilizacién de los polisacaridos en esos dos pretratamientos. (Ver anexo
6)

Tabla 3.3.4. Recuperacion de los polisacaridos en la segunda etapa y recuperacion

global en todo el pretratamiento en dos etapas.

Proceso Hemicelulosas, % Celulosa, %
Segunda Global Segunda etapa Global
etapa
C 36,0 20,4 74,6 68,8
D 58,0 19,1 85,0 67,5

A diferencia de lo ocurrido en la primera etapa del pretratamiento, en la que la
recuperacion de polisacaridos fue mayor para el proceso A que en el B (Fig, 3.3.1)
durante la segunda etapa la recuperacién tanto de hemicelulosas como de celulosa fue
menor en el proceso C que en el proceso D (Tabla 3.3.4) (Ver anexo 7). Eso es
consecuencia de que en la celulignina procedente del proceso A quedaban mas
polisacaridos que no habian sido solubilizados en la primera etapa. Sin embargo,
resulta interesante que la recuperacion global de hemicelulosas (19,1-20,4%) y de
celulosa (67,5-68,8%) fue comparable para ambos procesos, y resultd apenas
ligeramente superior para el proceso, en el que la concentracion de acido sulfarico en la

primera etapa fue 0,5%.

3.4 Deslignificacion alcalina:

Para reducir el efecto inhibitorio de la lignina sobre la hidrdlisis enzimatica, se realizé la
deslignificacion de todas las celuligninas, incluyendo tanto las obtenidas por el

pretratamiento acido en una etapa, como las producidas en dos etapas.



Tabla 3.4.1 Resultados de la deslignificacion.

Origende la  Rendimiento  Solubilizacibn Recuperacidbn Recuperacion

celulignina de pulpa, %  delignina, % de celulosa en global de
pulpa, % celulosa, %
lera etapa 73,37 10,6 77,87 53,0
0.5%
lera etapa 74,42 31,0 80,79 45,2
1.5%
2da etapa 75,49 24,1 71,40 34,5
(1-0.5%)
2da etapa 72,6 49,9 80,40 38,3
(1-1.5%)

Como se puede observar en la Tabla 3.4.1, el rendimiento de pulpa oscilo entre 72,6 y
75,5%, lo que indica que apenas se alcanzé la solubilizacion de la cuarta parte del
material. Las mejores deslignificaciones se obtuvieron para el material pretratado en
dos etapas y para los procesos con mayor concentracion de acido. El tratamiento
alcalino de la celulignina obtenida por una sola etapa de hidrdlisis con 0.5% de acido
sulftrico conllevo a la solubilizacién de apenas el 10,6% de la lignina. La segunda etapa
de pretratamiento a esa celulignina permiti6 una mejoria en la deslignificaciébn hasta
24,1%. Por otra parte, la celulignina procedente de los procesos con uso de 1.5% de
acido sulfurico presenté una mejor deslignificacion, 31,0 y 49,9%, respectivamente para
los pretratamientos en una y en dos etapas. El mayor grado de deslignificacion se
alcanzo en el proceso que utilizd la celulignina procedente del pretratamiento en dos
etapas con 1,5% acido sulfurico en la primera etapa.

Los valores de recuperacion de celulosa en la pulpa indican que una parte de ese
componente se solubilizé en la deslignificacion. Esto fue mas evidente en el material
procedente del pretratamiento en dos etapas con 0,5% acido sulfarico en la primera
etapa, en el cual se recupero en la pulpa apenas el 71,4% de celulosa contenida en la
celulignina, indicando que el restante 28,6% se solubilizé en la deslignificacion (Tabla
3.4.1). La solubilizacion de la celulosa durante la etapa de deslignificacién esta

relacionada con las llamadas reacciones de peeling, las cuales son la primera causa de



las pérdidas de polisacaridos en condiciones alcalinas a elevadas temperaturas (Fengel
y Wegener, 1989). La ultima columna de la Tabla 3.4.1 muestra la recuperacion global
de celulosa, la cual se calcul6 teniendo en cuenta las pérdidas que ocurren no sélo en
la deslignificacion, sino también en las etapas previas. Este parametro permite
cuantificar el porcentaje de la celulosa en la materia prima que se recupera en la pulpa.
Como era légico esperar, la recuperacion global de celulosa fue mayor para los
procesos que incluyeron el pretratamiento en una sola etapa. La mayor recuperacion
(53%) se alcanz6 en el proceso que incluyd el uso de &cido sulfarico al 0,5% en el

pretratamiento.

3.5 Convertibilidad enzimatica:

Para poder estudiar el efecto de los distintos tratamientos sobre la susceptibilidad de la
celulosa a la hidrdlisis enzimatica, se incubaron con celulasas muestras de los sélidos
obtenidos en las distintas etapas. Como referencia, también se ensayo¢ la hidrolisis
enzimatica de la materia prima sin tratar. La Fig. 3.5.1 ilustra la secuencia seguida y
ayuda a comprender la nomenclatura utilizada. Las fracciones identificadas como Ay B
son las celuligninas resultantes de la prehidrélisis con H,SO, al 0,5 y al 1,5%,
respectivamente, mientras que las fracciones C y D corresponden a las celuligninas
provenientes de los pretratamientos acidos en dos etapas. Por otra parte, las demas
fracciones son las pulpas celuldsicas, las cuales fueron obtenidas al deslignificar las

celuligninas obtenidas en los pretratamientos en una (E y F) o en dos etapas (G y H).

Materia prima :I Hidrolisis enzimatica |
|—> 1 etapa de hidrdlisis A »| Hidrolisis enzimatica |
130°C, 0.5% H2S04, 30 min 7l
— E
Deslignificacién Hidrolisis enzimatica |
.| 29 etapa de hidrélisis C

T -
1700C, 0.5% H2S04, 10 min Hidrolisis enzimatica |

Hidrolisis enzimatica |

Deslignificacion



Materia prima :I Hidrolisis enzimatica |

1ra etapa de hidrolisi B
‘—> glapa de crolss »| Hidrolisis enzimatica |

130:C, 1.5% H2S04, 30 min
— F
Deslignificacién Hidrolisis enzimatica |

2da etapa de hidrolisis D
170°C, 0.5% H2S04, 10 min

»| Hidrolisis enzimética |

A 4

Hidrolisis enzimatica |

Deslignificacion

Figura 3.5.1. Secuencia seguida para la hidrélisis enzimatica de los tallos de yuca
pretratados con H,SO, al 0,5% (diagrama superior) y al 1,5% (diagrama inferior) en la

primera etapa.

En tratamiento de los tallos de yuca sin tratar con enzimas celuloliticas resulté en la
hidrolisis del 34,2% de la celulosa contenida en la materia prima (Fig. 3.5.2). Ese es un
valor relativamente alto en comparacién con lo alcanzado en otras materias primas,
como por ejemplo el bagazo de cafia de azucar (Martin et al.,, 2007b). Aungue no se
dispone de suficientes resultados como para una confirmacion contundente, esa
relativamente alta convertibilidad enzimatica debe relacionarse con la presencia de [3-
glucanos facilmente hidrolizables en las hemicelulosas de los tallos de yuca. Sin
embargo, esa convertibilidad no es suficiente como para justificar un proceso industrial

de hidrdlisis enziméatica de los tallos de yuca sin pretratamiento. (Ver anexo 8)
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Figura 3.5.2. Convertibilidad enzimatica (%) de los tallos de yuca pretratados con
H,SO4 al 0,5% (A) y al 1,5% (B) en la primera etapa.

La convertibilidad enzimatica alcanzada en la celulignina obtenida por pretratamiento de
los tallos de yuca con acido sulfarico al 0,5% resultd un 50,6% de la celulosa contenida

en la materia prima, lo que representa un incremento de un 47,8% con relacion a los



tallos sin tratar (Fig. 3.5.2-A). Por otra parte, cuando en el pretratamiento se utilizé acido
sulfarico al 1,5%, la hidrolizabilidad enzimética se incrementé hasta un 64,1% (Fig.
3.5.2-B), lo que equivale a un aumento de un 87%. A simple vista, podria parecer que la
mayor concentracion de acido sulfarico es mucho mas conveniente para el
pretratamiento. Sin embargo, si se tiene en cuenta que el uso de una mayor
concentracion de 4cido conllevé a una menor recuperacion de la celulosa (Fig. 3.3.3),
entonces la efectividad de ambos métodos es comparable. Asi, la convertibilidad
enzimatica global de la celulignina A, en la que se habia recuperado el 92% de la
celulosa en el pretratamiento seria soélo ligeramente inferior a la de la celulignina B, en

la que la recuperacion de celulosa fue de 79%.

Las celuligninas obtenidas en la primera etapa del pretratamiento fueron sometidas a
dos procesos alternativos: una segunda etapa de tratamiento acido o una
deslignificaciébn alcalina. Aunque ambas alternativas mejoraron la convertibilidad
enzimatica, el efecto de cada una de ellas fue diferente para cada celulignina. La
celulignina procedente de la prehidrélisis con la mas baja concentracién de acido
sulfarico fue la mas beneficiada, pues su convertibilidad enzimética aument6 a 62,8%
con la segunda etapa &cida y a 74,6% con la deslignificaciéon (Fig. 3.5.2-A). Esos
valores representan incrementos de 24,3 y 47,4% con respecto a la convertibilidad
enzimatica obtenida inmediatamente después de la primera etapa. Por su parte, la
celulignina producida en la prehidrélisis con é&cido sulfarico al 1,5% incrementd su
convertibilidad enzimatica a 66,5 y a 70,2, respectivamente con el segundo tratamiento
y con la deslignificacion (Fig. 3.5.2-B). Esos valores corresponden a incrementos de

apenas 4y 9,5% en comparaciéon con el resultado de la primera etapa.

Al contrario de lo anterior, la deslignificacion de la celulignina obtenida en la segunda
etapa de pretratamiento acido fue mas efectiva para el material procedente de la
prehidroélisis con acido sulfurico al 1,5%. La hidrolizabilidad enzimatica de la pulpa
celulésica obtenida en ese proceso fue de 82,6% (Fig. 3.5.2-B), mientras que la

procedente del proceso con menor concentracion de acido fue de 75,6% (Fig. 3.5.2-A).

Se puede concluir que el pretratamiento con acido sulfarico al 1,5% es efectivo en
producir una celulignina con una relativamente buena convertibilidad enzimatica

(64,1%), la cual puede aun mejorar mas (hasta 82,6%) después de una segunda etapa



de tratamiento &cido y deslignificacion. Por su parte, el pretratamiento con &cido
sulfrico al 0,5% produce una celulignina con una pobre convertibilidad enzimatica
(50,6%), pero que mejora considerablemente (hasta 74,6%) con una deslignificacion
directa.

A partir de estos resultados podria pensarse en dos alternativas de procesos:

1) Pretratamiento acido en dos etapas (con H,SO,4 al 1,5% en la primera etapa y al

0,5% en la segunda) seguido de deslignificacion alcalina.

2) Pretratamiento acido en una sola etapa (con H,SO, al 0,5%) seguido de

deslignificacion alcalina.

Si se tienen en cuenta las pérdidas de celulosa que ocurren en cada una de las etapas,
la alternativa 2 parece ser la mas favorable. Como en esta variante la recuperacion de
celulosa en la Unica etapa de prehidrdlisis acida fue 92,2% (Fig. 3.3.1), y en la
deslignificacion fue 77,9% (Tabla 3.4.1), los calculos revelan que el 53,6% de la
celulosa inicial fue hidrolizada por las enzimas. Por otra parte, en la variante 1 hay que
considerar que la recuperacion de celulosa fue 79,4 en la primera etapa acida, 85% en
la segunda y 72,6% en la deslignificacion, lo que llevaria a una convertibilidad global de
40,5%.

3.6Conclusiones Parciales:

1. La caracterizacién de la materia prima reveld que los carbohidratos estructurales
y la lignina representan, respectivamente, el 67,8 y el 17,8% del peso seco de los
tallos de yuca, por lo que ese material es apropiado como materia prima para

biorrefinerias lignocelulésicas.

2. En el pretratamiento acido en autoclave el rendimiento de solidos disminuyo con
el incremento del tiempo de reaccion, lo que se debid a la solubilizacion de las

hemicelulosas.

3. La solubilizacién de las hemicelulosas aumenté con el incremento del tiempo de

pretratamiento y con la concentracion de acido sulfarico, pero los balances de



materiales revelaron que ocurrié la degradacion de una parte de los azucares

hemicelulbsicos.

Los balances de masas demostraron que en el pretratamiento en dos etapas la
mayor recuperacion de celulosa en la celulignina se alcanza con la menor

concentracion de acido sulfurico en la primera etapa.

Los mayores grados de deslignificacion se alcanzaron en las celuligninas
obtenidas en los pretratamientos en dos etapas y con mayor concentracién de
acido sulfarico, pero la mayor recuperacion de celulosa en la pulpa resultante de

la deslignificacion se obtuvo en los materiales pretratados en una sola etapa.

Las mayores convertibilidades enzimaticas de celulosa se alcanzaron en las
pulpas procedentes de los procesos que incluyeron pretratamiento acido en dos
etapas y deslignificacion alcalina.



CONCLUSIONES

1. La mayor conversion en la hidrolisis enzimatica de la celulosa se alcanzo en el
pretratamiento por hidroélisis acida en dos etapas (1,5% de acido sulfarico en la
primera y 0,5% en la segunda) seguido de deslignificacion alcalina, pero el
mayor rendimiento global de celulosa se alcanz6 en el material procesado en
una sola etapa de pretratamiento (0,5% de &acido sulfarico) combinada con

deslignificacion, lo que valida la hipotesis planteada s6lo de manera parcial.

2. Los resultados de la composicién quimica revelaron que los tallos de yuca, son
un material apropiado para la produccion de etanol celuldsico y otros productos

siguiendo un esquema de biorrefineria lignocelulésica.

3. Se demostrd que el pretratamiento acido en una sola etapa (con acido sulfurico
al 0,5%) seguido de deslignificacion alcalina, por su relativamente alta
convertibilidad enzimatica, su sencillez de implementacion, y sus bajas pérdidas
de celulosa, es una alternativa prometedora para el procesamiento de los tallos

de yuca.



RECOMENDACIONES

1. En aras de minimizar la degradacion de los carbohidratos se recomienda
investigar el pretratamiento acido en dos etapas utilizando tiempos de
pretratamiento mas cortos, asi como la sustitucibn de la primera etapa de

hidrolisis &cida por una autohidrdlisis.

2. Hacer una evaluacion técnico-econbmica exhaustiva de las variantes

tecnoldgicas investigadas.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion quimica de la materia prima.

Composicion quimica de tallos de yuca
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Anexo 2. Composicion quimica de la celulignina obtenida en autoclave.

100 - Comijosicién de los solidos pretratados
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Anexo 3. Estimacion de superficie de respuesta para el rendimiento de sélidos obtenido

en autoclave.

Estimacion de Superficie de Respuesta

Rendimiento

Concentraciéon



Anexo 4. Rendimiento de soélidos en la primera etapa de hidrélisis acida.

Rendimiento de sodlidos en pretratamiento
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20 ~
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Anexo 5. Composicion quimica de la celulignina obtenida en la primera etapa en el
reactor.

Composicion de la celulignina
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Anexo 6. Rendimiento de soélidos en la segunda etapa y global.

100 1  Rendimientode soélidos en 2da etapa (%)
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Anexo 7. Recuperacion de hemicelulosas (1) y celulosa (2) en la segunda etapa del

reactor.
1.
100 - Recuperacion de PFH en 2da etapa (%)
80 -
05%H2504 1.5%H2S04
1.
100 - Recuperacion de PDH en 2da etapa (%)
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Anexo 8. Resultados de la convertibilidad enzimatica en cada material de tallos de

yuca.
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