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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de la concentracion de la celulasa, celobiasa y del
hidréxido de sodio en la hidrélisis de la celulosa del rastrojo de pifia. El rastrojo de la pifia de la variedad MD2
utilizado contiene: 86,4% de humedad, 12,06% de cenizas en base seca, 66,2% de holocelulosa y 8,3% lignina en
base seca libre de extractos. Se realiz6 el pretratamiento a diferentes concentraciones de NaOH y diferentes tiempos
encontrandose que el rendimiento mds alto corresponde a un tiempo de 25 minutos. Para muestras pretratadas con
NaOH al 1,00% y 1,25% (m/v) a una temperatura de 121 °C por 25 minutos, concentraciones de celulasa de 10, 15
y 20 FPU/g; una relacién celulasa:celobiasa (v:v) de 5:1, 7:1 y 9:1 respectivamente, estadisticamente no se encontrd
diferencia significativa entre la concentracién de hidréxido de sodio y la relacion de enzima celulasa:celobiasa en el
rendimiento de glucosa; por lo que se establece una concentracion de NaOH de 1,00% en la etapa de pretratamiento y
una relacion de enzimas de 7:1. En la sacarificacién y fermentacion simultdneas utilizando cantidades de rastrojo de
(25,105 35,10 y 50,30) g/L se determiné que los rendimientos fueron de 56,26%; 52,45% y 50,33% respectivamente;
resultados obtenidos al cabo de 25 horas de hidrélisis. La concentracion de etanol promedio obtenida es de 1,87% v/v.

Palabras clave: rastrojo de pifia; material lignoceluldsico; pretratamiento alcalino; etanol celulésico.
Abstract

The main goal of this research was to determine the effect of cellulase, celobiase and sodium hydroxide
concentration in the hydrolysis of cellulose of pineapple’s straw. The straw used was obtained from pineapple variety
MD?2 and had this composition: 86,4% of water, 12,06% of ash (d.b), 66,2% of holocellulose and 8,2% of lignin (d.b
free extracts).A pretreatment was executed at different times and concentrations of NaOH, and it was found that the
highest yield is obtained at 25 minutes.For pretreated samples at test conditions of NaOH at 1,00% and 1,25%(m/v),
121 °C for 25 minutes, a cellulase concentration of 10, 15 and 20 FPU/g and cellulase: celobiase ratio (v:v) of 5:1,
7:1 and 9:1, it was found that there is no statistical difference between NaOH concentration and cellulase: celobiase
ratio in the yield for obtaining glucose. It was fixed NaOH concentration of 1,00% for the pretreatment stage and
enzymes ratio of 7:1.In the simultaneous saccharification and fermentation for different concentrations of straw, it was
determined that for 25 hours of hydrolysis, the yields for obtaining glucose were 56,26% for a straw concentration of
25,10 g/L, 52,45% for a concentration of 35,10 g/L and 50,33% for a concentration of 50,30 g/L. The mean ethanol
concentration obtained was 1,87% v/v.
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INTRODUCCION

La demanda de etanol para su utilizacién
como combustible ha aumentado en los tltimos
afios. Segtin el Informe del Estado Global de
los Renovables (REN21, 2010), la produccién
de bioetanol en el mundo para el afio 2009
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sustituyé cerca del 4% de la produccién
mundial de gasolinas. La incertidumbre
relacionada con la disponibilidad de fuentes
de petréleo a largo plazo, la fluctuacién en
los precios del mismo asi como los problemas
de contaminacién, han promovido el uso de
etanol como aditivo de la gasolina.
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Las materias primas para la produccién
del bioetanol incluyen mieles y jugos ricos
en sacarosa de fabricas azucareras, productos
agricolas ricos en almidén y materiales
lignocelulésicos. Sin embargo, la produccién
de etanol a partir de productos que contienen
almidon estd cuestionada debido a que se esta
utilizando una fuente de alimentacién para la
produccién de energia, comprometiendo su
disponibilidad y aumentando los precios para
los consumidores.

Los materiales lignoceluldsicos se perfilan
como una fuente alternativa que no presenta
el problema de los materiales amildceos y
estan disponibles en grandes cantidades. Su
composicién es bdsicamente lignina, celulosa
y hemicelulosa. La celulosa y hemicelulosa
se pueden degradar en azicares fermentables
mediante el uso de enzimas y la aplicacién de un
pretratamiento previo para exponer las fibras de
celulosa a la accién de las enzimas.

Los estudios realizados con diferentes
materiales buscan disminuir los costos asociados
con el proceso de hidrdlisis y fermentacién
para la produccion de etanol. Esto ha llevado
a la utilizacién del método de Sacarificacion y
Fermentacién Simultdneas (SFS), un proceso
en el cual hay un aumento en la velocidad de
la hidrélisis, la cantidad de enzima requerida es
menor y el tiempo de proceso es mds corto.

El objetivo de esta investigacion es
determinar el efecto de la concentracién de
hidréxido de sodio (NaOH), de celulasa y de la
celobiasa en la hidrdlisis para la produccién de
etanol a partir del rastrojo de la pifia, utilizando
un sistema hidrélisis fermentacion.

2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Materiales lignocelulosicos

La lignocelulosa es el componente principal
de las paredes celulares vegetales, consiste
principalmente en celulosa, hemicelulosa vy
lignina junto con pequefias cantidades de pectina,
proteinas, clorofila, grasas y cenizas (Kumar,
Barret, Delwiche, & Stroeve, 2009).

El potencial de utilizar diferentes materiales
lignoceluldsicos han sido reportados por
Howard, Abotsi, Jansen & Howard (2003).

La celulosa es un polisacdrido formado por
subunidades de D-glucosa unidas por enlaces
B-1.4- glucosidicos. La unién de las moléculas
mediante puentes de hidrégeno en la celulosa forma
una estructura lineal ordenada que representa entre
un 50-90% de la celulosa total, 1a otra parte tiene un
arreglo desordenado o amorfo (Foyle, Jennings, &
Mulcahy, 2007). La celulosa constituye entre un 30
a 60% de la materia seca de la planta (Balat, 2010).

La celobiosa es el dimero repetitivo que
constituye las cadenas de celulosa. La celulosa
en su forma amorfa es mds susceptible a la
degradacién enzimética (Kumar et al, 2009).

La hemicelulosa es un polimero heterogéneo
que representa, en general, 15-35% de la biomasa
de la planta. Consiste en cadenas cortas y
ramificadas de aziicares. Contiene azicares de
cinco carbonos, generalmente xilosa y arabinosa y
azucares de seis carbonos (Girio et al, 2010).

La lignina tiene una estructura amorfa que
consiste en unidades diferentes de fenilpropano.
La funcién principal de la lignina es dar soporte
estructural a la planta, impermeabilidad,
resistencia contra ataques microbianos 'y
al estrés oxidativo. Es insoluble en agua y
Opticamente inactiva lo que la hace dificil de
degradar (Hendricks & Zeeman, 2009).

2.2 Rastrojo de pina

El rastrojo de pifia es un material
lignoceluldsico de desecho del sector agricola
generado en grandes volimenes. Su degradacion
es lenta por lo que se ha convertido en un
problema ambiental.

El rastrojo corresponde a las hojas de la
planta de pifa, las cuales son extremadamente
fibrosas, tenaces y abrasivas debido a su alto
contenido de silicio. Contienen también cordones
de fibra, especificos de la pifia que le confiere
gran resistencia a la torsién (Quesada, Alvarado,
Sibaja, & Vega, 2005).

Alrededor de 1,5 millones de toneladas
métricas de rastrojo se transforman en desecho
representando mas de la mitad de la biomasa



CORDOBA Y MOLINA: Determinacién del efecto de la concentracién... 37

implicada en el cultivo de la pifa (MINAET,
MAG, & PROAGROIN, 2009).

Las practicas agricolas aplicadas para eliminar
el rastrojo son perjudiciales para el medio ambiente
debido a que utilizan herbicidas para destruir la planta
y luego se queman. A su vez estos residuos promueven
la proliferacién de la mosca de los establos (Stomoxys
calcitrans) que afecta la produccién de leche y carne
al provocar estrés en el ganado.

2.3 Pretratamiento de materiales
lignocelulésicos

El objetivo del proceso de pretratamiento es
romper la estructura de la lignina y la estructura
cristalina de la celulosa, de tal forma que los 4cidos
o enzimas tengan acceso a la celulosa y la hidrolicen
(Yu,Vlasenko, Ding, Labavitch & Shoemaker,
1997; Howard et al., 2003; Mosier et al., 2005).

Haydiferentestiposde pretratamientodentro
de los cuales se encuentra el pretratamiento
alcalino. El pretratamiento alcalino tiene la
ventaja que se realiza a bajas temperaturas y
presiones comparado con otras tecnologias
para pretratamiento. Comparado con el
pretratamiento 4cido, el proceso alcalino causa
menos degradacién de azicares y la estructura
de la celulosa después del pretratamiento es
mas densa y termodindmicamente mds estable
que la celulosa natural (Hendricks & Zeeman,
2009; Kumar et al, 2009).

24 Hidrolisis y fermentaciéon de materiales
lignocelulésicos

La hidrdlisis se puede realizar con el uso de
celulasas las cuales son altamente especificas.
Los productos son azicares reductores
incluyendo glucosa.

Las celulasas sonuna mezclade varias enzimas,
los grupos principales son: endogluconasa,
exogluconasa o celobiohidrolasa y 3-glucosidasa.
Especificamente, los tres tipos de enzimas que
incluye una celulasa son: la endo- B-1,4-glucanasa
0 14- B-D-glucanglucanhidrolasa; la exo- (3-14-
glucanasa o 14- 3-D-glucancelobiohidrolasa y la
[-1.4-glucosidasa o 3-D-glucésido glucohidrolasa
(Ovando &Waliszewski, 2005).

La celobiosa, uno de los productos de la
hidrélisis, inhibe la accién de las glucanasas
limitando la degradacién de la celulosa, por lo
que es necesario utilizar una celobiasa para su
hidrélisis (Ovando & Waliszewski, 2005).

Después de la hidrdlisis, los azicares
liberados se fermentan para producir etanol.
En el proceso de sacarificacion y fermentacién
simultdnea (SSF) los azicares producidos en la
hidrdlisis son fermentados inmediatamente por
microorganismos, por lo que la formacién de los
productos inhibidores de la hidrélisis disminuye.

El microorganismo mds utilizado para la
fermentaciéon es la levadura Saccharomyces
cerevisiae. Esta levadura puede fermentar hexosas
pero no la xilosa; produce etanol con altos
rendimientos (Balat, 2010).

3. EQUIPO, MATERIALES Y
METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Equipo Experimental

Para estd investigacion se utiliz6é como
equipos principales:

a) Autoclave: se utiliza para realizar el
pretratamiento del material, ésta opera a un
ambito de presion de 0- 3 atm.

b) Incubadora: “Shaker” con control de tempe-
ratura (0 °C- 60 °C) y agitacion de (0 -500)
rev/ min. Este equipo se utiliza en la etapa de
hidrolisis.

c) Refractometro de Abbe: para la determina-
cién de la concentracién de etanol mediante
el indice de refraccidn.

3.2 Materiales

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron
los siguientes materiales:

Rastrojo de piiia: El rastrojo se adquiri6 de
una finca productora de pifia MD2 ubicada en
San Carlos. El material estaba libre de productos
quimicos. La fibra se extrajo mediante la
molienda en una licuadora.
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Enzimas: Para la etapa de hidrélisis se
utilizé una celulasa y una celobiasa. La celulasa
utilizada es la que se comercializa con el nombre
de ACCELLERASE® 1500 y la celobiasa como
[-glucosidasa Novozyme® 188. La celulasa es
producida a partir de una cepa modificada del hongo
Trichoderma reesei. Las condiciones Optimas de
operacién para esta enzima son: temperatura de
50°C a 65°C y pH entre 40 y 50. La cantidad de
[-glucosidasa utilizada se determiné mediante una
relacion de volumen/ volumen de celulasa: celobiasa.

Levadura: Para la fermentacién se
utilizé una cepa de Sacharomyces cereviseae,
adquirida en un mercado nacional.

3.3 Meétodos de analisis

Glucosa: La determinacion de la concen-
tracion de glucosa se realiz6 utilizando el mé-
todo de Trinder. Las lecturas se realizan a una
longitud de onda de 500 nm, empleando un
espectrofotometro Bio Mate 3.

Aziicares reductores: La determinacién
de la concentracién de azicares reductores se
realiz6 utilizando el método de Nelson Somogyi
(Southgate, 1976). Las lecturas se realizan a
una longitud de onda de 500 nm, empleando un
espectofotémetro Bio Mate 3.

Pentosas: La determinacién de pentosas se
realiz mediante el método de Bial modificado por
Horecker (Colowick y Kaplan, 1957). La absor-
bancia se mide a una longitud de onda de 670 nm.

Actividad de la celulasa: Para determinar la
actividad de la celulasa se utiliz6 el método de Ad-
ney & Baker (1996). Con este método, la actividad
de la enzima se expresa en unidades FPU (Filter
Paper Unit). El sustrato son 50 mg de papel de fil-
tro Whatman N°1. La celulasa se hidroliza durante
60 minutos a un pH de 4,8 y una temperatura de 50
°C. Se debe determinar la concentracién de enzi-
ma que libere 2 mg de azicares a las condiciones
mencionadas. Los azicares liberados se cuantifi-
can mediante el método de Nelson Somogyi.

3.4 Caracterizacion del rastrojo de la pifia

Para la caracterizacion de la composicion de la
pifia se utilizan los métodos de la American Testing

Materials (ASTM). Las cenizas se determinan
mediante el método ASTM-1102-56, la humedad
mediante secado a una temperatura de 105 °C;
extractos solubles en agua fria y caliente segin
el ASTM-1110-84, extractos solubles en etanol-
ciclohexano con el ASTM-1107-56, cantidad
de lignina con el ASTM-1104-56 y holocelulosa
con el ASTM-1105-96. Las determinaciones se
realizaron por triplicado.

3.5 Metodologia Experimental

Primera etapa:

Esta etapa tiene como propdsito determinar el
efecto de diferentes concentraciones de NaOH en el
pretratamiento del material lignoceluldsico y escoger
aquella que produzca el mayor rendimiento.

Se realiza el pretratamiento del rastrojo con
diferentes concentraciones de hidréxido de sodio:
0%;0,25%; 0,50%; 0,75%; 1,00%; 1,25%; 1,50%
y 1,75% y 2,00% (m/v). El rastrojo se prepara en
cuadros de 1-2 cm de lado, la fibra se extrae y se lava
paraeliminar todo material adherido, posteriormente
se seca. El material seco se pretrata con las diferentes
concentraciones de NaOH; el volumen de la
solucién alcalina es de 10 mL/g de rastrojo seco.
Estas muestras se introducen en la autoclave por 20
minutos a 121 °C. Luego, se lava el rastrojo con agua
hasta que el liquido de lavado sea claro.

Una vez finalizado los lavados, las muestras
se secan. La etapa de hidrdlisis se realiza en er-
lenmeyer de 250 mL, que se coloca en la incuba-
dora a 50 °C con una agitacién de 70 rev/min. El
pH se mantiene a 4,8 con un buffer de citrato de
sodio 0,05 M. La cantidad de rastrojo para la hi-
drélisis es de 11 g/L. La celulasa se agrega en una
concentracién de 10 FPU/g y una relacién volu-
métrica de celulasa: celobiasa de 3:1. El tiempo
de hidrdlisis fue de 48 horas. Transcurrido este
tiempo, se determina la concentracion de glucosa
mediante el método de Trinder.

Segunda etapa:

Esta etapa tiene por objetivo definir un
tiempo para el pretratamiento del material lig-
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Tabla 1. Composicién del rastrojo.

Analisis Valor (%)
Humedad 86,43
Cenizas 12,06% b.s
Solubilidad en agua fria 13,86
Solubilidad en agua caliente 20,50
Solubilidad en etanol-ciclohexano 17,28
Holocelulosa 66,2
Lignina 8,3%

Nota: * En base seca libre de extractos

Tomado de "Efecto del tamafio de particula y concentraciones de las enzimas celulasa y
celobiasa, en la hidrélisis del rastrojo de la pifia para la produccién de etanol" por A. L.

Rodriguez, 2012.

Y de "Determinacién del efecto de la concentracién de la base NaOH, de la celulosa y
celobiasa en la hidrdlisis para la produccién de etanol a partir del rastrojo de la pifia" por

M. Cérdoba, 2011

noceluldsico para cada una de las concentracio-
nes de NaOH utilizadas, a saber 0,75%; 1,0%;
1,25% y 1,5% (m/v), que produzca el mayor
rendimiento; las muestras de rastrojo a cada
concentracion del dlcali se pretratan a 10, 20,
30 y 40 minutos en el autoclave. Se procede de
la misma forma que en la etapa anterior para la
preparacion del material y la hidrélisis.

Tercera etapa:

El objetivo es evaluar el efecto de la
concentraciéon de hidréxido de sodio y la
concentracién de enzimas en el rendimiento de
la hidrolisis del material; se realiza un disefio
de bloques por duplicado con dos niveles de
concentracion de NaOH (1,00% y 1,25% m/v)
y tres niveles de concentracion de celulasa, que
corresponden a una relacion volumétrica celulasa:
celobiasa de 5:1, 7:1 y 9:1 respectivamente.

Cuarta Etapa:
El propésito es evaluar la produccién de glu-

cosay etanol utilizando un sistema SSF, utilizando
diferentes concentraciones de sustrato.

En esta etapa se realiza la hidrélisis y fermen-
tacion simultineas con las condiciones para el pre-
tratamiento e hidrolisis que producen los mayores
rendimientos de glucosa.

El material lignocelulésico se pretrata con
una solucién de hidréxido de sodio al 1,00% por
25 minutos y 121 °C; la hidrélisis se realiza con
una concentracién de celulasa de 15 FPU/g y una
relacién volumétrica celulasa: celobiasa de 7:1. La
temperatura de reaccion es de 50 °C en la etapa de
hidrolisis y 32 °C en la fermentacién a un pH de 4.8.
La agitacién se mantiene en 70 rev/min. El tiempo
de hidrdlisis fue de 25 horas y el de fermentacion
de 30 horas. Las cantidades de sustrato utilizadas
fueron: 25,10 g/L, 35,10 g/Ly 50,30 g/L.

4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Composicion del rastrojo.

En la Tabla 1 se presentan algunos de los
pardmetros evaluados. Sun & Cheng (2002)
reportan valores para la lignina en el olote de maiz
de 15%; para desechos de pastos, 18 a 30%; paja
de trigo, 15% y para pastos de crecimiento rapido,
12%. Tomando estos valores como referencia se
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Figura 1. Rendimientos de glucosa a diferentes concentraciones de hidréxido de sodio.

encuentra que el contenido de lignina en el rastrojo
es menor, aspecto que favorece el proceso de
deslinificacién durante el pretratamiento. Mientras
que para la holocelulosa, reportan valores de 80%
para el olote de maiz; 80% para la paja de trigo
y 76% para pastos de crecimiento rapido un 76%;
todos estos valores son mayores al valor de 66,2 %
para el rastrojo de pifia.

4.2 Pretratamiento a diferentes concentracio-
nes de NaOH

Con el objetivo de determinar los niveles
de concentracién de hidréxido de sodio a
utilizar en la etapa de pretratamiento, se realizan
ensayos a diferentes concentraciones de NaOH,
manteniendo fijo el tiempo de pretratamiento y
las condiciones del proceso de hidrdlisis.

La Figura 1 muestra los rendimientos de glu-
cosa después de 48 horas de hidrélisis enzimadtica,
con respecto a la concentracién de hidréxido de
sodio utilizada en el pretratamiento. Se observa
que hay un aumento en el rendimiento de gluco-
sa hasta una concentracién de 1,00% de NaOH,
posteriormente para concentraciones mayores de
NaOH en el pretratamiento hay una disminucién
de este rendimiento.

El rendimiento mas alto es de 62,28% para
una concentracion de 1,00% de hidréxido de
sodio y el mds bajo corresponde, como es de

esperar, a la concentracion de hidréxido de sodio
de 0% donde el rendimiento es de 27,64%. El
rendimiento para las concentraciones de 1,25% y
1,50% son de 53,80% y 61,93% respectivamente,
este ultimo resultado es cercano al obtenido con la
concentracion de NaOH de 1,00%.

La disminucién en el rendimiento de glucosa
al aumentar la concentraciéon de hidréxido de
sodio concuerda con lo reportado por Nlewem &
Thrash (2010), Amador (2009) y Torres (2009),
quienes determinaron que un aumento en la
concentracién de hidréxido de sodio provoca una
degradacién irreversible de la celulosa que se
pierde en los lavados del material por lo que los
rendimientos de la hidr6lisis disminuyen.

El contenido de lignina en el rastrojo de la pifia
es de 8,3%, un porcentaje bajo si se compara con
las especies maderables, por lo que no es necesario
utilizar altas concentraciones de NaOH en el
pretratamiento como lo menciona Sun & Cheng
(2002). Los autores indican que los pretratamientos
con hidréxido de sodio diluido originan buenos
rendimientos de glucosa para materiales con bajo
contenido de lignina (10-18%).

En la Figura 2 se muestra micrografias de
rastrojo sin pretratar, se observa tejido epidérmico
y abundante tejido parenquimdtico, el cual es
parte de la anatomia de las especies no maderables
como el rastrojo de la pifia. Durante el proceso de
trituracion para la extraccion de la fibra, se liberan
algunos haces de fibras.
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Figura 2. Micrografia de la muestra de rastrojo sin pretratamiento (aumento 4X).

Figura 3. Micrografia de la muestra de rastrojo pretratada con hidréxido de sodio al
1,00% (m/v), a) aumento 4X, b) aumento 10X.

Figura 4. Micrografia de la muestra de rastrojo pretratada con hidréxido de sodio al
1,25% (m/v), aumento 4X.
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Figura 5. Micrografia de la muestra de rastrojo pretratada con hidréxido de sodio al
1,50% (m/v), a) aumento 4X, b) aumento 10X.

Figura 6. Micrografia de la muestra de rastrojo pretratada con hidréxido de sodio al
2,00% (m/v), a) aumento 4X, b) aumento 10X.

En las Figuras 3, 4, 5 y 6, se presentan las
micrograffas de las muestras de rastrojo pretra-
tadas. Se observa que hay tejido parenquimaético
junto con los haces de fibras. Estas corresponden
a muestras pretratadas con 1,00%, 1,25%, 1,50%
y 2,00% de NaOH.

Segtin lo observado en las micrografias, uti-
lizar concentraciones de 1,50% y 2,00% origina
que los haces de fibras estén mas sueltos con res-
pecto a las otras concentraciones.

De acuerdo a los resultados obtenidos en
esta parte de la investigacion se toma como
niveles para la tercera etapa experimental,
concentraciones de NaOH de 1,00 % y 1,25%
en el pretratamiento del material.

4.3 Determinacion de tiempos de
pretratamiento

En esta segunda etapa, el propésito es
establecer un tiempo para el pretratamiento;
se realizaron corridas a diferentes tiempos y
concentraciones de NaOH. En la Figura 7 se
muestra la concentracién de glucosa y el tiempo
de pretratamiento para cada concentracion.

En el caso de las concentraciones de NaOH
de 0,75% y 1,00%, el maximo rendimiento de
glucosa es de 67,8% y 70,84% respectivamente
para un tiempo de 30 minutos de pretratamiento.

Para la concentracioén de 1,25% de NaOH, la
maxima concentracion de glucosa se alcanza a los
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Figura 7. Rendimientos de glucosa a diferentes tiempos y concentraciones de NaOH en
la etapa de pretratamiento.

Tabla 2. Resultados del anélisis de Varianza.

i Grados d i
Orlg.en .de las Suma de {'a os de Promedio de los FCalc F0.05
variaciones cuadros libertad cuadrados
Tiempo de . 1.60 2 0.801 1,00 5.14
pretratamiento (min)
Concentracién de
NaOH (%m/v) 0,38 3 0,125 0,16 4,76
Error 428 6 0,797
Total 6,76 11

40 minutos de pretratamiento que corresponde a un
rendimiento promedio de 71,03%; el rendimiento
de glucosa para esta concentracién para un tiempo
de pretratamiento de 20 minutos es de 2,52 unidades
menor. Se puede sefialar que la reduccién en
rendimiento porcentual es pequefio, considerando
que el tiempo de pretratamiento se reduce a la mitad.

Para la concentracion de NaOH de 1,50% el
mayor rendimiento de glucosa se obtiene a los
10 minutos de pretratamiento, produciéndose una
reduccion del mismo al aumentar el tiempo.

Con estos resultados, se encuentra que el
tiempo de pretratamiento estd entre 20 y 30
minutos, ya que a estos tiempos es donde se
obtiene la mayor concentracién de glucosa y por
ende los mayores rendimientos.

Los tiempos de pretratamiento en estudios
realizados con bagazo de cafia son mayores
a los obtenidos en la presente investigacion;
los rendimientos alcanzados son similares a
los de Torres (2009) y Amador (2009). Esto
tendria eventualmente un impacto positivo en
el aspecto econémico.

Se realiz6 un andlisis de varianza con
los rendimientos de glucosa obtenidos en
esta etapa, encontrdndose que no hay efectos
significativos entre la concentracién de NaOH
y el tiempo de pretratamiento, por lo que se
decide utilizar para las siguientes etapas un
tiempo de pretratamiento de 25 minutos. El
andlisis de varianza (ANOVA) se presenta en
la Tabla 2.
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4.4 Determinacion del efecto de la
concentracion de NaOH y de celulasa y
celobiasa en la hidrélisis enzimatica del
rastrojo de la pifa

Una tercera etapa experimental se estableci
para determinar el efecto de la concentracién de
NaOH en el pretratamiento del rastrojo de la pifia
y de la concentracién de celulasa y celobiasa en
la hidrélisis enzimdtica para la produccién de
etanol; se realizd esta etapa mediante un disefio
de bloques.

Uno de los problemas de la hidrdlisis
enzimadtica es la inhibicién de la actividad de la
celulasa debido a la presencia de la celobiosa que
impide la accién de las glucanasas limitando la

degradacién de la celulosa. Es por esto que se
utiliza en conjunto con la celulasa, la celobiasa
con el propésito que hidrolice la celobiosa a
glucosa conforme se va liberando en el proceso
de hidrdlisis.

Los niveles de concentracién de NaOH
utilizados son 1,00% y 1,25%, asi como la
concentraciéon de celulasa de 10 FPU/g, 15
FPU/g y 20 FPU/g que al mantener el volumen
de celobiasa fijo (50 pL/g), resulta en una re-
lacién celulasa: celobiasa de 5:1,7:1y 9:1 viv
respectivamente.

En la Tabla 3 se muestran los rendimientos
de glucosa. Del anélisis estadistico, se obtiene
que ni la relacién celulasa: celobiasa, ni la
concentracion de NaOH en el pretratamiento

Tabla 3. Rendimientos de glucosa.

Relacion celulasa: celobiasa (v :v)

Concentracion de NaOH

1,00% 1,25%
5:1 5447 54,74
5:1 60,17 56,55
7:1 54,74 60,71
7:1 58,63 60,71
9:1 50,31 5447
9:1 50,31 58,63
Tabla 4. Anélisis de Varianza.
Suma de Grados de Promedio de los
cuadros libertad cuadrados Feale F0.,05
Relacién celulasa: celobiasa 54,75 27,37 422 5,14
Concentracién de NaOH 23,05 23,05 3,56 5,99
Interaccion 37,46 18,73 2,89 5,14
Dentro del grupo 38,90 6 6,48

Total 154,15
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son significativas. La interaccién entre las
dos variables tampoco es significativa. Los
resultados del andlisis de varianza se presentan
en la Tabla 4.

El rendimiento promedio para la concen-
tracién de NaOH al 1,00% es de 54,82% y para
la concentracién de 1,25% es de 57,59%. Por
otra parte, el rendimiento para la relacién vo-
lumétrica celulasa:celobiasa de 5:1 correspon-
diente a una concentracién de celulasa de 10
FPU/g es de 56,55% en promedio, para la con-
centracion de 15 FPU/g es de 58,63% (relacion
de enzimas 7:1) y para la concentracién de 20
FPU/g es de 53,43% (relacién de enzimas 9:1).

El rendimiento de glucosa para la
concentraciéon de celulasa de 20 FPU/g es
menor que los rendimientos de glucosa para las
concentraciones de celulasa de 15 FPU/g y 10
FPU/g. Illanes (1994) citado por Torres (2009)
menciona que entre mayor es la concentracién
de enzima, el proceso de hidrdlisis es maés
rapido, sin embargo, segiin Tolan y Foody
(1999), hay un limite superior en cuanto a la
conversion de materiales lignoceluldsicos.
En este punto, la accesibilidad de la enzima a
la celulosa es limitada, por lo que aunque se
agregue un volumen mayor de enzima, los
rendimientos no aumentan.

Al no ser significativa la concentracién de
hidréxido de sodio en el rendimiento de glucosa
en el proceso de hidrdlisis, se trabajard en los

siguientes ensayos con una concentracién de
1,00%. En cuanto a la relacidn celulasa:celobiasa
se utilizara un nivel intermedio, en este caso 15
FPU/g que corresponde a una relacién de 7:1.
Tropper (2010), utilizando bagazo de cafia
obtuvo un rendimiento maximo de 53,98% de
glucosa al utilizar una relacién de enzimas de
5:1 después de 40 horas de hidrdlisis y una
concentracién de sustrato de 45 g/L.

4.5 Sacarificacion y fermentacion
simultaneas

Concentracion de glucosa y pentosas al inicio de
la fermentacion

Las condiciones utilizadas para la
fermentacion y la consecuente produccién
de etanol son: para el pretratamiento una
concentraciéon de hidréxido de sodio de 1,00%
(m/v), en la etapa de hidrdlisis una concentracién
de celulasade 15 FPU/g de rastrojo seco pretratado
y una relacién celulasa:celobiasa de 7:1 (v:v).

Al inicio de la fermentaciéon, las
concentraciones y rendimientos de glucosa se
presentan en la Tabla 5.

Los rendimientos de glucosa son menores para
una cantidad de rastrojo de 50,30 g/L. En la Figura 8
se observa que hay una tendencia lineal al aumento

Tabla 5. Concentracion y rendimiento de glucosa al inicio de la fermentacion.

. . Conc. de
Cantldat(ig(/iE)Rasth ° glucosa Rendimiento(%) Varianza Desviacion

(g/L) estandar

25,10 1391 5543
1,38 1,17

25,10 14,33 57,09

35,10 19,56 55,73
21,52 446

35,10 17,26 49,17

50,30 2531 50,33

0 0
50,30 2531 50,33
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Figura 9. Rendimientos de glucosa en el tiempo cero de fermentacion.

de la concentracion de glucosa con el aumento de
la cantidad de rastrojo. Sin embargo, al considerar
el rendimiento de glucosa contra la cantidad de
rastrojo, la tendencia es decreciente como se
muestra en la Figura 9.

Esto sucede porque el aumento en la carga
de rastrojo no implica un aumento de la misma
magnitud en la concentracién de glucosa,
por lo que los rendimientos disminuyen al
aumentar la concentracion del sustrato, como
consecuencia del aumento de la cantidad de
material parenquimatoso y otras sustancias que
no contribuyen en el proceso de hidrdlisis.

Para las cantidades de rastrojo de 25,10
g/L, 35,10 g/L 'y 50,30 g/L, las concentraciones
promedio de glucosa son de 14,12 g/, 18,41 g/L
y de 25,31 g/L respectivamente.

Si se aplica un ajuste lineal a los datos de la
Figura 9, se obtiene el siguiente modelo con un
coeficiente de correlacion de 0,9016:

R, = —0,2412- Cng + 62,751 "

Donde R; se refiere al rendimiento de
glucosa y Cny a la carga o cantidad de rastrojo.
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Figura 10. Andlisis de residuos para el rendimiento de glucosa.

Tabla 6. Concentracién y rendimiento de pentosas al inicio de la fermentacion.

Cantidad de rastrojo

Rendimiento de pentosas

(g/L) Conc. de pentosas (g/L) (%)
25,10 12,69 50,55
25,10 11,86 4725
35,10 10,73 30,58
35,10 10,46 29,80
50,30 13,19 26,22
50,30 12,56 25,16

Para este modelo, no se toma en cuenta
el rendimiento de 49,17% ya que se desvia
del modelo. Con esta relacion se calculan los
rendimientos para cada una de las cantidades de
rastrojo en estudio y luego se realiza el andlisis de
los residuos. La Figura 10 muestra el gréafico de
residuos y el grafico de normalidad.

Se determiné la concentracién de pentosas
al inicio de la fermentacion. Los resultados se
muestran en el Tabla 6.

Las concentraciones de pentosas son simila-
res para cada una de las cargas de rastrojo. La con-
centracion promedio de pentosas es de 12,27 g/L.,

10,60 g/L 'y 12,92 g/L para las cargas de rastrojo
de 25,10 g/L, 35,10 g/Ly de 50,30 g/L respectiva-
mente. Debido a que los rendimientos se calculan
con respecto a la cantidad inicial de rastrojo, estos
son mayores para la menor carga (25,10 g/L). En
la Figura 11 se muestra este comportamiento.

En la Figura 12 se presentan micrografias, en
ellas se observa tejido parenquimatico junto a los
haces de fibras que aporta pentosas.

Una opcién para la reduccién de material
parenquimdtico es someter previamente el
rastrojo a una molienda y mejorando las
condiciones de lavado se contribuye a que las
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Figura 11. Rendimientos de pentosas al inicio de la fermentacion.
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Figura 12. Micrografias de la fibra petratada con 1,00% (m/v) de NaOH.

Tabla 7. Concentracién de etanol para las diferentes cantidades de rastrojo.

Cantidad de rastrojo (g/L) Cantidad de rastrojo (g/L)
25,10 2,00
25,10 1,80
35,10 1,80
35,10 1,80
50,30 2,00

50,30 1,80
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Tabla 8 Concentracion de glucosa y azicares reductores al finalizar la fermentacion.

Cantidad de rastrojo

Conc. de azicares reductores

(g/L) Conc. de glucosa (g/L) (g/L)
25,10 036 142
25,10 0,36 144
35,10 0,39 1,12
35,10 0,44 1,25
50,30 0,59 1,17
50,30 434 8,63

fibras estén mds limpias en cuanto al tejido
parenquimdtico, para ello puede utilizarse
una pila holandesa para trabajo a nivel de
laboratorio. Estas acciones contribuyen a
mejorar la disponibilidad de la celulosa para
su hidrdlisis.

4.6 Produccion de etanol

El tiempo de hidrdlisis fue de 25 horas,
después de este tiempo se procedié a agregar
los nutrientes y la levadura para dar inicio a la
etapa de fermentacion. En la Tabla 7 se muestra la
concentracion de etanol.

Se obtiene una concentracién promedio de
etanol de 1,87% (v/v), que es una concentracién
baja si se compara con resultados obtenidos
del orden de 7% a 8% con otras fuentes de
carbohidratos utilizadas en la industria. Para
favorecer los rendimientos en la produccién de
etanol, podria utilizarse levaduras como Pichia
stipitis que fermenta la xilosa logrando obtener
rendimientos cercanos al tedrico de 0,51 g
etanol/g xilosa (Chu & Lee, 2007).

Las concentraciones promedio de glucosa
al finalizar el proceso de fermentacién son
0,36 g/L, 042 g/LL'y 2,47 g/L para las cargas de
rastrojo de 25,10 g/L, 35,10 g/L y 50,30 g/L
respectivamente; para esas mismas cargas
las concentraciones promedio de azucares
reductores son de 1,43 g/L, 1,19 g/L y 4,90
g/L respectivamente. Los resultados muestran

que practicamente toda la glucosa se consumié
en la etapa de fermentacién. En la Tabla 8 se
presentan estos resultados.

6. CONCLUSIONES

. Al pretratar el rastrojo de la pifia por
un tiempo de 20, 30 y 40 minutos con
concentraciones de NaOH de 0,75%, 1,00%,
1,25% y 1,50% (m/v) a una temperatura de
120 °C y 1,5 atm, estadisticamente, ni el
tiempo ni la concentraciéon de NaOH son
significativos respecto a los rendimientos
de glucosa. Los mayores rendimientos de
glucosa se alcanzan a 20 y 30 minutos de
pretratamiento.

. No hay diferencia estadistica entre utilizar
una concentraciéon de 1,00% y 125% de
hidréxido de sodio en el pretratamiento de
las fibras del rastrojo de pifia.

. Estadisticamente, no hay diferencia entre
utilizar una relacién celulasa: celobiasa
(viv) de 5:1, 7:1 y 9:1 en la hidrdlisis del
rastrojo de la pifa.

. Al aumentar la cantidad de rastrojo hay un
aumento en la concentracion de glucosa, as{
para cantidades de rastrojo de 25,10 g/L,
35,10 g/L'y 50,30 g/L la concentracién de
glucosa promedio es de 14,12 g/L, 18,41 g/LL
y de 25,31 g/L, utilizando una concentracién
de celulasa de 15 FPU/g y una relacién
celulasa:celobiasa de 7:1 (v:v).
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. Puesto que el rastrojo de pifia contiene
material parenquimadtico que interfiere tanto
en el pretratamiento como en la hidrdlisis es
necesario mejorar los sistemas de agitacién
y de lavado.

. Debido a los bajos resultados en la
produccién de etanol, serfa conveniente
someter el material a procesos de molienda
que contribuyan a la eliminacién del
material parenquimatoso y que aumente el
drea superficial para una mejor exposicion a
las enzimas.

. Al realizar la sacarificacién y fermentacion
simultdneas a diferentes concentraciones
de rastrojo se obtuvo una concentracidén
promedio de etanol de 1,87 % v/v.

. Aunque se alcanzaron altos rendimientos de
glucosa, las concentraciones de etanol son
bajas comparadas con las concentraciones
que se obtienen con otros sustratos
utilizados en la industria, razén por la que
es importante utilizar otra levadura que
fermente xilosas.
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