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Resumen

En este trabajo se hace un andlisis de dos tipos de pretratamientos alcalino-oxidativo sobre el bagazo
de cafia de azucar: utilizando hidroxido de sodio (NaOH) e hidroxido de calcio (Ca(OH)2). El Bagazo
pretratado se utilizo para realizar hidrdlisis enzimaticas al 5 % w/v en reactor batch de 0.5 L durante 8
horas, empleando el complejo enzimatico comercial Cellic CTec de Novozymes® (NC-3). Se encontré
gue la hidrélisis enzimatica con bagazo pretratado con Ca(OH)2 obtuvo una concentraciéon de 18.29 g/L
de azucares fermentables lo que representa un rendimiento del 52.98 % con respecto a la cantidad de
bagazo inicial, mientras que para el bagazo pretratado con NaOH se logré obtener una concentracion
de 24.99 g/L de azucares fermentables, lo que representa un rendimiento de 62.69 % con respecto a la
cantidad de bagazo inicial. Debido a estos resultados se encontré que el pretratamiento donde se utiliza
NaOH es mas efectivo que el que pretratamiento con Ca(OH)a.

Abstract

In this study two kinds of alkaline-oxidative pretreatments on sugar cane bagasse had been analyzed:
using sodium hydroxide (NaOH) and calcium hydroxide (Ca(OH)2).The pretreated bagasse was used for
enzymatic hydrolysis to 5% wi/v in 0.5 L batch reactor for 8 hours, using the Cellic Novozymes® ctec of
commercial enzyme complex (CN-3). After this process was found that the enzymatic hydrolysis bagasse
pretreated with Ca(OH)2 resulted in a concentration of 18.29 g/L of fermentable sugars; representing a
yield of 52.98% g/g relative to the initial amount of bagasse, while for bagasse pretreated with NaOH it
was possible to obtain a concentration of 24.99 g/L of fermentable sugars, which represent 62.69% of
yield relative to the initial amount of bagasse. For these results it was found that pretreatment where
NaOH is used, was more effective than the pretreatment with Ca(OH)2.

Palabras Clave Pretratamiento alcalino-oxidativol; Bagazo de cafia de azucar 2; Hidroxido de sodio 3;
Hidréxido de calcio 4; Hidrdlisis enzimatica 5.
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INTRODUCCION

Los distintos problemas ambientales y energéticos
que han ido surgiendo en todo el mundo han
llevado al desarrollo de distintos métodos para la
obtencibn de biocombustibles y distintos
bioproductos de alto valor agregado como el
biobutanol, butanol, biodiesel, xilitol y &cido lactico.

La materia prima principalmente utilizada para la
obtencion de estos productos, es la biomasa
lignocelulésica. Los carbohidratos contenidos en
los materiales lignocelulésicos pueden ser
convertidos en azlcares mediante hidrdlisis
enzimatica y posteriormente utilizados para
diferentes tipos de fermentacion.

El principal problema que presentan los materiales
lignocelulésicos es la dificil accesibilidad de la
enzima para degradar la celulosa, causada por la
estructura rigida de lignocelulosa;[1] debido a esto,
es necesario que se realice un pretratamiento para
remover la lignina, hidrolizar la hemicelulosa a
azlcares fermentables, y reducir la cristalinidad de
la celulosa para liberar la glucosa.[2]

Durante el pretratamiento de la biomasa, no sélo la
estructura fisica se ve afectada; también una
cantidad significativa de componentes de la
biomasa, principalmente  hemicelulosa, se
disuelven en la solucién del pretratamiento. [3]

El pretratamiento alcalino es tipicamente usado en
materiales lignocelulésicos con un gran contenido
en lignina como la paja de trigo y el bagazo de
cafia de azucar. El pretratamiento alcalino es
realizado con bases como hidroxido de sodio,
calcio, potasio y amonio, ya que son efectivos para
modificar la estructura y solubilidad de la lignina.

El uso de un compuesto oxidante en combinacion
con un pretratamiento alcalino es cada vez mas
comun con el fin de mejorar la digestibilidad de los
residuos de los cultivos, en comparacién con un
pretratamiento alcalino.

El proceso se lleva a cabo normalmente a
temperaturas moderadas, utilizando peréxido de
hidrogeno (H-0-) e hidréxido de sodio (NaOH), que
conduce a una menor formacion de inhibidores
para procesos subsecuentes. [4]

En la etapa de hidrdlisis enzimatica convierte la
celulosa en mondémeros de glucosa (azucar de 6

carbonos) y la hemicelulosa principalmente en
xilosa (azUcar de 5 carbonos) por medio de
complejos enzimaticos que contienen enzimas
celulasas especificas y hemicelulasas. [5]

En este trabajo se presenta el efecto que tiene la
utilizacion de dos soluciones alcalinas diferentes
(NaOH y Ca(OH)2) durante el pretratamiento del
bagazo de cafla de azlicar para su posterior
utilizacion en la hidrélisis enzimatica.

MATERIALES Y METODOS

Sustrato

Los residuos de bagazo de cafia fueron
proporcionados por el ingenio “El Refugio”, el cual
pertenece a la unidad Central Motzorongo S. A de
C.V. y se encuentra localizado en el Municipio de
Carlos A. Carrillo Veracruz.

Se utilizé un tipo de bagazo de cafa de azlcar:
crudo/normal.

Primeramente se caracteriz6 la muestra de bagazo
(forma, textura, color, olor, % de humedad y pH),
después se puso a secar el bagazo en el horno a
una temperatura de 60°C durante 24h y se realiz
el tratamiento mecanico de molienda y tamizado
hasta tener muestras de distintos tamafios de
malla (20, 40 y 60).

Pretratamiento

Se utilizaron dos tipos de pretratamiento alcalino-
oxidativo: con hidréxido de sodio (NaOH) y con
hidréxido de calcio (Ca(OH)2).

En el pretratamiento alcalino-oxidativo con
hidréxido de calcio se utiliz6 el bagazo que quedé
entre las mallas 40 y 60 para el pretratamiento y
menor a la malla 60 para el pretratamiento con
hidroxido de sodio. Para cada pretratamiento se
utilizé 1 matraz Erlenmeyer de 2 L, una parrilla
eléctrica 'y un agitador magnético. El
procedimiento consistié en colocar 60 g de bagazo
natural para cada pretratamiento en el matraz
Erlenmeyer de 2 L, adicionar 925 ml de agua
destilada, 35 ml de NaOH al 50 % y 40 ml de
H20:2 al 50% para el pretratamiento con hidroxido
de sodio, mientras que para el pretratamiento con
hidréxido de calcio se le agregaron 90 ml de
Ca(OH)2 al 25% y 40 ml de H202 al 50%. Esta
adicion se hizo afadiendo y alternando 10 ml de
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NaOH y 10 ml de H202 y en el pretratamiento con
Ca(OH)2 se alternaron 20 ml de Ca(OH)2 y 10 ml
de H20: sucesivamente hasta completar el
volumen ya mencionado para cada reactivo, el pH
se ajustdé a 11.5, a una temperatura de 60 °C
durante 5h.

Hidrdlisis Enzimatica

Sistema Micro- reaccion

Para conocer las condiciones Optimas del
complejo enzimatico Cellic CTec, se llevd a cabo
por 1 hora en microtubos a un volumen de 1.5 mL
de ambos tipos de bagazo, a una temperatura de
45,50y 55 °C; pH de 4, 4.5 y 5; concentracion al 1
% plv, una agitacion de 900 rpm y una carga
enziméatica de 1.5, 3.5, 5.5y 7.5uL. Transcurrido el
tiempo se inactiva la enzima y se prosigue a medir
glucosa y xilosa.

Los datos obtenidos son analizados mediante el
software estadistico Minitab ver 17, por la
metodologia de superficie de respuesta,
encontrando los valores 6ptimos de los factores
(temperatura, carga enzimatica y pH) para luego
escalarlos a un sistema de reaccion de 0.5 Lde
0.5L.

Reactor por lotes de 0.5 L

Se ejecutaron 2 experimentos durante 8 horas(1
para cada tipo de pretratamiento) en un sistema de
reaccion de un volumen de 0.5 L en reator batch,
calentado por una parrilla que contaba con un
termopar y motor con agitacibon mecéanica La
hidrélisis enzimatica se realizé a las condiciones
de proceso 6ptimas, que fueron: una temperatura
de 45 °C, pH de 4.5, adicibn de enzima de 7.5
uL/0.015 gr-bagazo, a una concentracion 5 % plv
y una agitacibn mecanica de 150 rpm. Se tomo
muestra cada hora.

Medicion de Glucosa, Xilosa y Azucares
Totales

Para las micro reacciones se llevdo a cabo la
mediciéon de glucosa y xilosa en el analizador
bioguimico YSI 2700 Select, el cual arrojaba los
valores en concentracion de g/L.

Para el sistema de 05 L se realizd la
determinaciéon de azucares totales mediante la
técnica de DNS (acido 3,5 dinitro salicilico) [6].

RESULTADOS Y DISCUSION

En la siguiente tabla (Tabla 1) se presentan las
propiedades fisicas y quimicas del bagazo natural
utilizado.

Tabla 1: Propiedades del bagazo de caia analizado

Propiedades Earaze
natural
Forma Fibras largas
y delgadas
Textura Terrosa
Color Café claro
Pasto
Olor humedo
% de humedad 22.5%
pH 6.21

Los datos obtenidos del software estadistico
Minitab el cual analiz6 los resultados obtenidos en
las micro reacciones se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2: Valores 6ptimos para la hidrolisis enzimatica

Variable Va.1lor de. .
configuracion
Carga enzimatica 7.5
pH 4.6
Temperatura 45

Con los datos obtenidos después del analisis que
realiz6 el software de los resultados de las micro
reacciones se esperaria obtener las maxima
cantidad de conversion de azucares reductores
después de la hidrolisis enzimética; debido a esto,
estos datos son utilizados como condiciones para
la hidrdlisis enzimatica en los reactores de 0.5L.

Con los datos obtenidos de las hidrolisis realizadas
en los reactores de 0.5L se puede visualizar la
trayectoria que sigue la concentracidn de azucares
durante el tiempo de reaccion de la hidrdlisis
enzimatica. Esta trayectoria puede verse en la
Imagenl.

La Tabla 2 muestra el rendimiento de azucares
con respecto a la cantidad inicial de bagazo en
peso seco (25 g) con respecto al tiempo.
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Trayectoria de la concentracién de
azucares reductores con respecto del
tiempo
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IMAGEN 1: Trayectoria de la concentracion de azucares
reductores con respecto del tiempo para los dos tipos de
pretratamientos.

Se puede observar que en las dos Ultimas horas
de hidrélisis enzimatica, la concentracion de
azucares reductores totales no varia demasiado
por lo que se puede decir que la reaccién ha
llegado a su estado estacionario donde a pesar de
que transcurra el tiempo la concentracion no va a
variara demasiado, por este motivo se puede parar
la reaccion después de este tiempo.

El rendimiento obtenido con respecto a la cantidad
de muestra inicial es aproximadamente 10%
mayor al utilizar NaOH en el pretratamiento lo cual
nos puede indicar que el tipo de alcali utilizado si
afecta negativamente a la enzima, otro aspecto
por el cual se puede ver esta diferencia en el
rendimiento, y de manera general en la
concentraciéon de azucares obtenidos, es al
tamafio del bagazo utilizado, debido a que para el
pretratamiento con Ca(OH)2 se utiliz6 un tamafio
de particula mayor que el utlizado para el
pretratamiento con NaOH.

Trayectoria de Rendimiento

t(hr)

—@—Rendimiendo de Azlcares Totales (gr-G/gr-
Bagazo) - Pretratamiento NaOH

4= Rendimiendo de Azlcares Totales (gr-G/gr-
Bagazo) - Pretratamiento Ca(OH)2

IMAGEN 2: Trayectoria del rendimiento respecto al tiempo de
reaccion de la hidrdlisis enzimatica para los dos tipos de
pretratamiento.

Podria ser conveniente realizar mas experimentos
utilizando un tamafio de particula mayor al que se
usO para este trabajo para poder observar si se ve
influenciada la conversion de azucares debido al
tamafio de particula y del tipo de alcali que se
utiliza en el pretratamiento. Ademas de que podria
monitorizarse la reaccion durante un tiempo mayor
para poder conocer si después de este tiempo la
concentracion de azucares se mantiene muy
cercanos a los valores obtenidos después de 8
horas de reaccion.

CONCLUSION

En la literatura se presenta el pretratamiento
alcalino-oxidativo como uno de los mejores
métodos para deslignificar debido a que la
cantidad de inhibidores para las etapas
subsecuentes que se generan son minimos, por lo
gue resulta interesante conocer el efecto que se
puede tener en estas etapas al realizar el
pretratamiento con diferentes alcalis; pudiendo
observar con los resultados de este trabajo de
investigacion que si se ve afectada tanto la
concentracion de azucares al final de la hidrolisis
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como el rendimiento con respecto a la cantidad de
materia prima utilizada.

El pretratamiento donde se utilizé6 en NaOH resulté
con una concentracién de 24.99 g/L de azlcares
reductores totales y un rendimiento del 62.69%
con respecto a la cantidad inicial de bagazo.
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