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RESUMEN

El creciente problema de contaminacion ambiental, las exigencias modernas de
combustibles limpios y renovables, la abundante diversidad de biomasa lignoceluldsica,
su limitado aprovechamiento y su composicion quimica compleja, han orientado la
investigacion, en el campo de los biocombustibles, hacia el desarrollo de tecnologias que
permitan la recuperacion optima de los azucares contenidos en este tipo de materiales.
Por otra parte, la madera de pino es un recurso natural renovable, muy abundante en el
norte de México. Su explotacion genera una cantidad apreciable de desperdicios con
escaso 0 nulo valor comercial, cuya disposicion constituye un serio problema para la
industria forestal nacional. Por lo anterior, el presente trabajo pretende encontrar las
condiciones de proceso, que permitan la conversion biotecnolégica del serrin de pino en
azucares fermentables, susceptibles de ser convertidos en etanol. Para ello se determind
la composicion quimica del aserrin, se compararon los métodos de pretratamiento acido,
alcalino y explosion con vapor, se eligio el pretratamiento alcalino porque produjo el
rendimiento méas alto de azucares reductores, se determind el efecto combinado de las
variables de pretratamiento e hidrolisis sobre los rendimientos de azlcar, se optimizé el
proceso de sacarificacion elegido y se evalué la fermentabilidad de los azlcares
producidos, en las condiciones Optimas encontradas. Los resultados muestran que el
aserrin de pino esta constituido por 26.58% de lignina, 20.41% de extraibles, 0.68% de
cenizas y 52.33% de carbohidratos. El pretratamiento con NaOH produjo rendimientos
de hidrdlisis tres veces mayores a los obtenidos con los pretratamientos acido y
explosion con vapor. Las variables que influyen significativamente en el proceso de
hidrélisis enzimaticas son, la concentracion de NaOH, la temperatura y el tiempo de
pretratamiento, el pH y el tiempo de hidrélisis. Las interacciones entre estas dirigieron la
optimizacion del proceso hacia las variables: concentracion de NaOH, tiempo de
pretratamiento y tiempo de hidrolisis. Los valores 6ptimos encontrados para estas
variables fueron: 240h para el tiempo de hidrdlisis, 8.24% para la concentracion de
NaOH, y 86.6 min para el tiempo de pretratamiento. El contenido de lignina en el
material pre tratado, en condiciones similares (7.87% de NaOH y 84.38 min de tp), fue
de 26% vy el rendimiento de sacarificacion en las condiciones optimas fue de 68%. Lo
anterior evidencia la estrecha relacién que existe entre el contenido de lignina y su
estado de agregacion con la facilidad de hidrolisis enzimatica de la celulosa contenida en
la biomasa lignocelulésica. La fermentacion de los azlcares obtenidos en las
condiciones Optimas, se realizd con una cepa autdctona de S. cerevisiae, durante 60 h.
Durante la misma se consumié el 68% de los azucares alimentados y de estos, s6lo un
11% se convirtid en etanol. Por tanto se concluye, que las condiciones Optimas de
operacion, para la sacarificacion enzimatica del aserrin de pino son: 8.24% de NaOH a
120 °C por 86.6 min y para la hidrolisis son: un pH de 4.5, con una carga enzimatica de
25 UPF/g de holocelulosa, durante 240 h. La baja fermentabilidad muestra la necesidad
de identificar apropiadamente las condiciones de fermentacion.
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ABSTRACT

The growing problem of environmental contamination, the modern exigencies for
clean and renewable fuels, the abundant diversity of lignocellulosic biomass, his limited
uses and its complex chemical composition, have oriented the investigation, in the field
of the biofuels, towards the development of technologies that allow the optimal recovery
of the sugar content in this type of materials. On the other hand, the pine wood is a
renewable and natural resource, very abundant in the north of Mexico. Its exploitation
generates an appreciable amount of wastes, with little or null commercial value and
whose disposition constitutes a serious problem for the national forest industry. For
instance in this work it is postulated that it is possible to use to pine sawdust like raw
material for the fermentable sugar production, susceptible to be turned to ethanol. In
order to demonstrate the previous thing, in the first place, the chemical composition of
the sawdust was determined, the methods of acid, alkaline pretreated and by vapor-
explosion was compared, the best method was chosen, using as a like main criterion, the
sugar yield, the combined effect of the pretreatement and hydrolysis variables, on the
sugar yields was obtained, the chosen process of saccharification was optimized and the
fermentability of produced sugars was evaluated, in the found optimal conditions. The
results show that the pine sawdust is constituted by 26.58% of lignin, 20.41% of
extractable, 0.68% of ashes and 52.33% of carbohydrates. That the alkali treatment with
NaOH produced the highest hydrolysis yields (three times greater than the thrown ones
by the other methods). The variables that influence significantly in the enzymatic
hydrolysis process are, the concentration of NaOH, the temperature, the time of
pretreatment, pH and the time of hydrolysis. The interactions between these directed the
optimization of the process for the variables: concentration of NaOH, time of
pretreatment time of hydrolysis. The found optimal values were: 240h for the time of
hydrolysis, 8.24% for the concentration of NaOH, and 86.6 min for the time of
pretreatment. The content of lignin in the material pretreated in the optimal conditions
was minimum (26%), whereas the yield of saccharification in the same conditions were
maximum (68% m/m). The previous thing demonstrates the narrow relation that exists
between the content of lignin, its state of aggregation and the facility of enzymatic
hydrolysis of the content of cellulose in the lignocellulosic biomass. The fermentation of
obtained sugars, in the optimal conditions, with a native stock of S. cerevisiae, during 60
h, consumed 68% of the fed sugars, which, only an 11% became ethanol. Therefore one
concludes, that was obtained the optimal conditions for the enzymatic saccharification of
the pine sawdust (8.24% of NaOH to 120 °C by 86.6 minutes and one hydrolysis to pH
of 4.5, using an enzymatic load of 25 UPF/g of holocellulose, during 240h) and that, the
low fermentability of these, only shows the necessity to make more intense studies, than
they allow to identify, appropriately the conditions of fermentation
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1 INTRODUCCION

La escasez potencial de petrdleo, el aumento en los niveles de CO, atmosférico, el
calentamiento global del planeta y la necesidad de aprovechar los recursos
lignoceluldsicos renovables que se producen y desperdician en el mundo, han
estimulado la busqueda de tecnologias que permitan el aprovechamiento de estos
ultimos, en la produccion de combustibles alternos para el sector transporte. Debido a
sus propiedades combustibles y su capacidad antidetonante, los esfuerzos se han
orientado principalmente hacia la produccion de etanol. Este se utiliza en la formulacion
de gasolinas oxigenadas en Brasil y Estados Unidos, quienes actualmente son los
principales productores y consumidores de etanol en el mundo. Estos paises utilizan a
los azlicares contenidos en la cafia de azucar y del maiz, respectivamente, como
principales materias primas para la produccién de etanol. Lo anterior ha ocasionado
desabasto (sobre todo de maiz) y una fuerte presion econdmica a nivel internacional. Sin
embargo, el etanol también se puede producir a partir de la biomasa lignoceluldsica, una
materia prima heterogénea, abundante, renovable y poco utilizada. La produccion de
etanol a partir de la biomasa lignocelulésica, puede disminuir la dependencia energética
del petrdleo, mejorar la calidad del aire, controlar los desperdicios agricolas, forestales,
industriales y municipales, generar nuevos negocios y oportunidades de empleo, abrir

nuevos mercados para los productos de desecho y nuevas oportunidades econdémicas
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para las tierras subutilizadas, ademas de estimular el crecimiento del sector rural. Sin
embargo, para poder utilizar a la biomasa lignoceluldsica como materia prima, es
necesario resolver el problema que implica la liberacion de los azucares contenidos en
ella, ya que se encuentran formando parte de largas cadenas de celulosa y hemicelulosa,
cuya estructura y composicion, depende de su origen. Para la recuperacion de estos
azlcares, es necesario realizar pretratamientos severos, costosos y agresivos para el
ambiente. Lo anterior justifica los esfuerzos de investigacién que contintian realizandose
en el campo de los biocombustibles, para el desarrollo de tecnologias apropiadas que
permitan el aprovechamiento de los diferentes tipos de biomasa disponibles en las
diversas regiones del mundo. En México recientemente (Noviembre de 2007) se estd
promoviendo la produccion de etanol combustible a partir de biomasa lignocelulosica.
Debido a ello y considerando que los recursos maderables del pais constituyen una
fuente importante de biomasa, de la cual se genera un volumen considerable de
desperdicios (1, 346, 000 Ton de aserrin por afio), con un elevado contenido de
carbohidratos (80%), que si se aprovechan es posible producir a partir de estos hasta
568,000 Ton de etanol por afio. Por lo anterior, el presente trabajo presenta los
resultados obtenidos para el establecimiento de las condiciones de proceso que permitan
el aprovechamiento biotecnoldgico del serrin de pino, como materia prima para la
produccion de azucares fermentables susceptibles de ser convertidos en etanol

combustible.
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2 HIPOTESIS

La estructura y composiciéon quimica de la biomasa lignocelulésica es compleja y
depende de su tipo y origen. La obtencién de azlicares fermentables a partir de la
biomasa producida localmente depende del empleo de procesos de pretratamiento
severos, tales como el 4cido, el alcalino y la explosion con vapor, asi como del
conocimiento los valores Optimos de las variables de pretratamiento e hidrolisis, tales
como el tipo y concentracidon de catalizador, la temperatura, el tiempo, el pH y la carga
enzimdtica. También se requiere del conocimiento de la influencia que estas variables
tienen sobre la fermentabilidad de los azucares generados, por microorganismos
conocidos, tales como Zymomona movilis o Saccharomices serevisiae. Considerando por
otra parte que el aserrin de pino es un recurso lignoceluldsico importante para el norte de
Meéxico y que se desconocen las condiciones de pretratamiento e hidrolisis para su
aprovechamiento, el presente trabajo postula que es posible utilizar este material como
materia prima para la obtencion de azucares fermentables susceptibles de ser utilizados
en la produccion etanol, a condicion de que se conozca el mejor método de

pretratamiento y los valores 6ptimos de las variables de pretratamiento e hidrolisis.

2.1 Justificacion

El aserrin de pino es un subproducto de la industria forestal mexicana que

actualmente se desperdicia y que constituye un serio problema de contaminacion del
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suelo en que se deposita. Este es un recurso que puede ser utilizado para la produccion
de etanol combustible, que al mezclarse con la gasolina, ademas de aumentar su
octanaje, puede contribuir a la reduccion de la concentracion de CO, atmosférico y a la
solucion del grave problema que representa el calentamiento global del planeta. Sin
embargo, el pino es una madera suave, cuya estructura es mas rigida y su contenido de
lignina mas elevado que el de las maderas duras o los residuos agricolas, por ello, es mas
dificil de hidrolizar por métodos enzimaticos. Como consecuencia, el aserrin de pino
debe ser sometido a tratamientos mas severos, con acidos, alcalis o explosion con vapor,
a fin de modificar su porosidad y mejorar la eficiencia de su hidrdlisis enzimatica. El
rendimiento global de etanol producido a partir de los materiales lognocelul6sicos, como
el aserrin de pino, depende del rendimiento de azucares fermentables, pero también de
su fermentabilidad, de la concentracion de enzima, del origen de la misma y del tiempo
y temperatura de hidrodlisis. Por lo tanto, la eleccion del método de pretratamiento y el
establecimiento de las condiciones Optimas para su realizacion al igual que el
conocimiento de las condiciones de hidrolisis enzimatica, son determinantes para lograr

los rendimientos de de azlicares fermentables mas altos posibles.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Desarrollar un proceso biotecnologico que permita la conversion enzimdtica del
aserrin de pino, en azucares fermentables susceptibles de ser utilizados en la produccion

de etanol combustible.

3.2. Objetivos particulares

3.1.2.1 Seleccionar un método de pre-tratamiento que permita la produccion
eficiente de azlicares fermentables.

3.1.2.2 Identificar la influencia de las variables del pre-tratamiento y la hidrdlisis,
sobre la eficiencia de sacarificacion enzimatica del aserrin de pino.

3.1.2.3 Optimizar el proceso de produccion de azucares, seleccionado, utilizando
el método de superficie de respuesta.

3.1.2.4 Evaluar la fermentabilidad de los azicares generados, utilizando para ello,

el proceso de produccion de etanol.
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4. ANTECEDENTES

4.1. El etanol combustible

El etanol es un alcohol liquido que se estd usando como combustible automotriz,
debido a que su combustion no produce emisiones de CO, disminuye las emisiones de
CO,, SO, y 6xidos de nitrogeno los cuales contribuyen a la formacion del ozono urbano.
También disminuye las emisiones de compuestos toxicos, como el benceno, tolueno,
xileno, tri-metil-benceno y particulas PM10, que son particulas con diametros menores a
10 micrometros (Atev et al.,, 1983; Farone y Cuzzens, 1996).

Para utilizarse como combustible automotriz, el alcohol debe ser anhidro (99,5
°GL), y debe mezclarse con la gasolina en proporciones inferiores o iguales al 20%, para
evitar modificaciones al disefio de los motores (Atev ef al.,, 1983; Farone y Cuzzens,
1996; Gramajo et al., 2004). En las tablas 1 y 2 se muestran las propiedades
combustibles y antidetonantes del etanol, respectivamente.

El etanol se puede producir a partir de substratos lignocelulosicos, mediante
métodos de conversion directa (MCD), (Kumar ef al., 2007) y procesos de Fermentacion
y Sacarificacion Simultaneas (SFS) y de Fermentacion y Sacarificacion Separadas,
(Wingren et al., 2003). La produccion de etanol se realiza generalmente en cinco etapas
(Figura 1). En éstas se distinguen como variables criticas la concentracion de enzima, la

composicion del complejo celulasa y la actividad enzimatica especifica de sus
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componentes (celobiasa, endoglucanasa y celobiohidrolasa 1 y II), la velocidad de
dilucion, la concentracion de alcohol, la velocidad de crecimiento de las levaduras y la
inhibicién de éstas por el etanol. De acuerdo con Philippidis y Hatzis (1997), para el
desarrollo del proceso SFS, sera necesario poner especial atencidon a los métodos de
pretratamiento, a la produccion de preparaciones de celulasa de alta actividad especifica
(bajo costo por unidad de enzima) y al desarrollo de organismos capaces de fermentar
tanto hexosas como pentosas. Ademas, de acuerdo con Desai y Converse (1997), es
necesario generar turbulencia, para mejorar la eficiencia del transporte de los polimeros

solubilizados desde la interfase solida hasta la fase liquida.

Tabla 1. Propiedades del etanol combustible'.

Propiedad Comentarios

El vapor de etanol es mas denso que el aire y tiende a
asentarse. Sin embargo, se dispersa rapidamente.

El etanol combustible se mezcla con el agua, pero cuando
Solubilidad en agua ésta se encuentra a concentraciones mayores al 0.5%, el etanol
se separa de la gasolina.

El etanol contiene menos energia por unidad de volumen
que la gasolina, porque el carbono esta mas oxidado.

La flama del etanol es menos brillante que la de la gasolina,
no obstante, es facilmente visible a la luz del dia

El etanol puro y las mezclas etanol-gasolina son mas
pesadas que la gasolina pura.

El etanol y sus mezclas son conductoras de la electricidad.

Densidad del vapor

Contenido de energia
Visibilidad de flama

Gravedad especifica

Conductividad . . -
En contraste con la gasolina, que es un aislante eléctrico.
Toxicidad El etanol es menos toxico que la gasolina o el metanol. En
el etanol puro no estan presentes compuestos carcindgenos.
. N LS
Inflamabilidad A bajas temperaturas (32 °F), el etanol es mas inflamable

que la gasolina, pero a temperatura normal es menos.

'Guidebook for Hanfling, Storing and Dispensing Fuel Ethanol. U.S. Department of Energy.
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Tabla 2. Propiedades de los combustibles metanol, etanol y gasolina'.

Gasolina
Propiedad Metanol Etanol

(87 Octano)
Octano” (R+M)/2. 100 98-100 86.94
Valor de calentamiento (Btu/Ib). 8,570 11,500 18,000-19,000
Equivalentes por galon . 1.8 1.5 1
Millas por galon. 55% 70% 100%
Tamafio relativo de tanque. 1.8 1.5 1
Presion de vapor (psi). 4.6 2.3 8.15
Punto de Ignicién en aire (°F) 800 850 495
Gravedad especifica (60/60 °F) 0.796 0.794 0.72-0.78
Calidad de arranque en frio Pobre Pobre Buena
Razon estequiométrica 6.45 9 14.7

aire/combustible (por peso)

'U.S. Department of Energy. 2006. Handbook for Handling, Storing, and Dispensing E85. DOE-
NREL. NEVC. 28 pp.

2E] Research Octane Number (RON) simula el funcionamiento del combustible para la operacion
del motor en condiciones de baja severidad y el Motor Octane Number (MON) simula la operacion
del motor en condiciones mas severas, tales como alta velocidad o carga elevada. En la practica, el
octanaje de una gasolina se reporta como el promedio del RON y el MON o (R+M)/2

Por otra parte, el proceso de produccion de alcohol requiere de la optimizacion de
las variables cinéticas de las levaduras, en relacion con el proceso empleado y mejorar la
disponibilidad biologica de la materia prima a utilizar (Kosaric et al., 1983). En la
produccion de etanol el rendimiento tedrico es de 0.51 g de alcohol/g de glucosa, sin
embargo, éste no se puede alcanzar, debido a que parte de los nutrientes se usan para la
sintesis de biomasa y para otras reacciones relacionadas con el mantenimiento celular.
Debido a ello, el rendimiento real se encuentra entre 46 y 49%. Los nutrientes y

cofactores requeridos para la produccion de etanol son: una pequefia concentracion de
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oxigeno (0.05 a 0.10 mm de Hg en el caldo), carbono, nitrogeno e hidrégeno, en menor
cantidad se requiere fosforo, azufre, potasio, magnesio y minerales como Mn, Co, Cu,
Zn, también factores de crecimiento orgdnico como aminoacidos, acidos nucléicos y
vitaminas, en cantidades traza. Algunos nutrientes pueden suministrarse como sales de
amonio y fosfato de potasio o a través de fuentes de bajo costo como el agua de

cocimiento de maiz.

Pretratamiento
dela

materia prima

- b 4

Produccion Hidrolisis
de enzimatica de
celulasas la celulosa

h 4

-+

fermentacion

de la glucosa
producida

b

Recuperacion
del
etanol

Figura 1. Proceso de transformacion de la biomasa lignoceluldsica en etanol (Philippidis GP
and Christos H. 1997. Biochemical Engineering Analysis of Critical Process Factors in the
Biomass-to-Ethanol Technology. Biotechnol. Prog. 13:222-231).

Las levaduras son muy susceptibles al etanol, concentraciones de 1 a 2% (m/v) son
suficientes para retardar su crecimiento y cuando alcanzan el 10% (m/v), el crecimiento

termina por detenerse. Aunque en fermentaciones largas, el alcohol etilico inhibe el
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crecimiento de las levaduras por el mecanismo no competitivo de Michaelis-Menten, se
ha demostrado que el etanol producido durante la fermentacion, produce mas inhibicion
del crecimiento celular que el adicionado desde el exterior (Novak ef al. 1981; Hoppe y

Hansford, 1982).

4.2. La biomasa lignoceluldsica

Se conoce como biomasa lignoceluldsica a toda la vegetacion de la tierra y a
muchos de los productos y subproductos que se obtienen de ella. La biomasa
lignoceluldsica se agrupa en cuatro categorias: residuos de madera, desechos sélidos
municipales, residuos agricolas y cultivos dedicados a la produccion de energia (Wyman
et al., 2005). Su contenido energético es tal, que si se aprovecha, puede disminuir la
dependencia energética del petrdleo, ademas de mejorar la calidad medioambiental,
controlar los desperdicios agricolas, forestales, industriales y municipales, generar
nuevos negocios y oportunidades de empleo, nuevos mercados para los productos de
desecho, nuevas oportunidades econdmicas para el fortalecimiento de la economia rural
(Klinton, 1999; Lynd et al, 1999; Wyman, 1999; Demain et al, 2005). La biomasa
lignoceluldsica esta constituida esencialmente por los mismos componentes quimicos
(celulosa, hemiceluldsa y lignina), pero la concentracion de estos y la complejidad de su
estructura, dependen tanto de factores genéticos como medioambientales (Lee et al.,
2007). En la Figura 2 se muestran dos microfotografias electronica, una corresponde a la
paja de trigo (Kristensen et al., 2008) y la otra a la madera de pino blanco (Coté, 1980).
En estas se aprecia la existencia de notables diferencias, sobre todo en el

empaquetamiento de sus estructuras celulares (Wyman, 1999; Yang et al., 2006), en
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tanto que la figura 3 es un modelo generalizado que muestra la manera en que se
encuentran estructurados los componentes de la biomasa. Como se observa, las fibras de
celulosa se encuentran unidas a la lignina por medio de puentes de hemicelulosa. La
celulosa da soporte y rigidez mecénica a la biomasa, la lignina soporta y protege a la
celulosa de ataques quimicos y bioldgicos (Barber y Mitchell, 1997) y la hemicelulosa
une a la lignina con la celulosa (Lee et al., 2007). De manera general, podemos decir que
la biomasa lignoceluldsica estd constituida por 30-50% de celulosa, 20-40% de
hemicelulosa, 15-25% de lignina y 35% de extraibles (Lee et al., 2007). En la Tabla 3 se

muestra la composicién quimica de algunos tipos de biomasa reportados en la literatura.

Figura 2. Diferencias morfologicas y estructurales entre la paja de trigo' (A y B) y la madera
de pino blanco” (C y D). ' Kristensen BJ, Lisbeth GT, Claus F, Henning J and Thomas E. 2008.
Cell-wall structural changes in wheat straw pretreated for bioethanol production. Biotechnology
for Biofuels, 1:514 y *Cote Wilfred A. 1980. Papermaking Fibers. Renewable Materials Institute
of the State University of New York. Ppxxii-xxiii.
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Figura 3. Estructura de la biomasa lignocelulosica, un complejo constituido por tres
polimeros (celulosa, hemicelulosa y lignina). Como se observa, las fibras de celulosa estan
unidas a la lignina a través de puentes de hemicelulosa. Tomada de Boudet AM, Kajita S,
Grima-Pettenati Jand Goffner D. 2003. Lignins and lignocellulosics: a better control of synthesis
for new and improved uses. Trends Plant Sci 8:576-581.

Tabla 3. Composicion quimica de algunos tipos de biomasa.

Material lignocelulésico Celulosa (%0) Hemicelulosa (%0) Lignina (%)
Pino' 46.4 22.9 29.4
Picea' 49.9 20.6 28.7

Céscara de nuez' 25-30 25-30 30-40
Paja de arroz' 32.1 24 18
Bagazo de cafia 40.2 26.4 25.2
Switch grass' 31 24.4 17.6
Paja de trigo’ 38.2 24.7 23.4
Pulpa de Abeto” 82.8 8.1 0.6

Mazorcas® 45 35 15
Paja de trigo* 39.8 27.3 22.6

lWiselogel AE, Agblevor FA, Johnson DK, Deutch S, Fennell JA and Sanderson MA. 1996.
Compositional changes during storage of large round switchgrass bales. Bioresource. Technology,
56:103—109. “Esteghlalian RA, Mahina B, Shawn DM, and John NS. 2001. Do Enzymatic Hydrolyzability
and Simons’Stain Reflect the Changes in the Accessibility of Lignocellulosic Substrates to Cellulase
Enzymes? Biotechnol. Prog., 17:1049-1054. 3Saha CB, Loren BI, Michael AC, and Victor YW. 2005.
Dilute Acid Pretreatment, Enzymatic Saccharification, and Fermentation of Rice Hulls to Ethanol.
Biotechnol. Prog., 21:816-822. *Kristensen BJ, Lisbeth GT, Claus F, Henning J and Thomas E. 2008.
Cell-wall structural changes in wheat straw pretreated for bioethanol production. Biotechnology for
Biofuels, 1:5-14.

La celulosa es un polisacarido lineal formado por residuos de glucosa unidos por
enlaces B 1-4. (Mejia et al., 2002). Las moléculas de celulosa tienen la tendencia a
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formar enlaces por puentes de hidrégeno inter e intra moleculares; los cuales influyen en
la reactividad de las cadenas y dan lugar a una estructura fibrilar de alta cristalinidad
(Malcolm, 1999). La interaccidn entre las cadenas de celulosa da lugar a la formacién de
microfibrillas, con regiones cristalinas altamente ordenadas que le dan las caracteristicas
de insolubilidad, rigidez y resistencia al ataque enzimatico (Mejia et al., 2002) y con
regiones amorfas (Figura 4), originadas por el rompimiento de los puentes de hidrogeno
inter e intra moleculares (McLean et al., 2002). La tasa de hidrolisis enzimatica de la
celulosa amorfa es de 3 a 30 veces mayor que la de la celulosa cristalina (Lynd et al,

2002).

Figura 4. Estructura de la celulosa. Cadena de celulosa en la que se indica la longitud de la
celobiosa (1), las cadenas que integran a la fibrilla elemental (2), los cristalitos de celulosa (3) y
la seccion transversal de la microfibrilla, mostrando los filamentos de las moléculas de celulosa
encajadas en una matriz de celulosa y de protolignina (4). Tomada de Pereira RL. 2003. The
chemistry involved in the steam treatment of lignocellulosic materials. Quim. Nova, 26:863-871.

La celulosa cristalina presenta al menos dos estructuras halomorfas, la celulosa I y

la celulosa II, ambas se sintetizan de manera natural en la naturaleza; sin embargo, la
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celulosa I es mas abundante que la celulosa II y es también la mas estable desde el punto
de vista termodinamico (Malcolm, 1999). La gran cantidad de enlaces por puentes de
hidrégeno que mantienen unidas a las cadenas de celulosa no se rompen con el agua,
pero los acidos fuertes, los dalcalis, las soluciones salinas concentradas y algunos
reactivos complejos pueden humectar, dispersar, disolver o incluso romper las
estructuras cristalinas altamente ordenadas de las cadenas de celulosa (Roncero, 2001).
La unidad estructural de la celulosa es la celobiosa, sin embargo, el tamafio de la cadena
de celulosa, esta determinado por el nimero de unidades de anhidro glucosa presentes en
una sola cadena y se expresa como el grado de polimerizacién de la celulosa (Pereira,
2003).

Por otra parte, las hemicelulosas (figura 5) son heteropolisacaridos complejos,
cuya naturaleza varia de tejido a tejido y de especie a especie (Saha et al., 2005), estan
constituidas por pentosas (xilosa, ramnosa y arabinosa), hexosas (glucosa, manosa y
galactosa) y acidos urdnicos (Laine, 2002). Las hemicelulosas pueden ser de cadena
lineal, ramificadas, helicoidales y pectinas (Pereira, 2003). En el modelo clasico, estan
ramificadas con cadenas laterales de azlicar que contribuyen a dar soporte a la pared
celular de las plantas (McLean et al., 2002). De acuerdo a este modelo, la hemicelulosa
no cristalina, forma una matriz que rodea a las fibrillas de celulosa, llenando los huecos

que se forman entre ellas y permitiendo su acoplamiento con la lignina.
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Figura 5. Estructuras de las principales hemicelulosas de las maderas suaves
(Shimizu, K. 2001. Chemistry of hemicelluloses; in: Wood and Cellulosic Chemistry.
Marcel Dekker Inc 2™ edition, New York, USA, pp. 177-214).

Recientemente se ha postulado que, durante la biogénesis de la pared celular, las
hemicelulosas influyen en la trayectoria de agregacion de la celulosa, regulando la
estructura de la pared celular en sus niveles secundario y terciario (el nivel primario
corresponde a la trayectoria de enlaces covalentes, el nivel secundario define las
conformaciones de macromoléculas individuales y el nivel terciario la asociacion de
estas en agregados ordenados). De manera que, cualquier modificacion en los niveles

secundario y terciario de la pared celular, puede cambiar las propiedades de los enlaces

28



celulosa-hemicelulosa y modificar el ambiente molecular donde se localizan (Atalla et
al., 1993).

En cuanto a la lignina (figura 6), se puede decir que es, después de la celulosa, el
polimero mas abundante sobre la tierra. Contiene 1.5 veces mas carbon que la celulosa y
se encuentra formando parte de la pared celular secundaria de las células especializadas
de los tejidos vegetales (Boudet, 1998; Liu et al., 1999; Ramos et al., 2001).

La lignina se ha definido a como un polimero de origen bioldgico derivado de los
alcoholes coumarico, coniferilico y sinapilico (Figura 7). La proporcién relativa de estos
varia entre las distintas especies (Monties, 1994; Barcelo, 1997; Boudet 1998) y aun
entre diferentes tipos de células y tejidos de la misma especie (Whetten et al.,, 1998).
Esta definicion de lignina es muy gruesa ya que existen muchas plantas que tienen
cantidades considerables de otros componentes no usuales y al parecer, no existen
plantas que contengan ligninas derivadas unicamente de los tres precursores primarios
(Ralph et al., 1998; Sederoff et al., 1999), Debido a ello, para aplicaciones especificas,
puede definirse a la lignina como la fraccidon de biomasa lignoceluldsica cuyos
componentes fendlicos no extraibles, no pueden ser fragmentados o degradados para
producir pulpa y papel. También puede definirse como un constituyente de la madera o
pulpa, insoluble en acido sulfurico al 72%. A la lignina definida de ésta ultima forma se

le conoce como lignina Klason (Ucar y Balaban, 2003).
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Figura 6. Estructura quimica de la molécula de lignina (Brunow et al., 1998.
Oxidative coupling of phenols and the biosynthesis of lignin; in: Lignin and Lignan
Biosynthesis, Eds. N.G. Lewis, S. Sarkanen, Am. Chem. Soc., ACS Symposium Series
697, Washington DC, USA, pp. 131-147).
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Figura 7. Principales monolignoles hidroxicinamilicos precursores de la lignina
(Sjostrom E. 1993. Wood Chemistry: Fundamentals and Applications. Academic Press).

En resumen: considerando que las hemicelulosas (a diferencia de la celulosa) se
disuelven en alcalis fuertes. (Goldstein, 1989) y que, por su estructura amorfa y su bajo
grado de polimerizacion, son mas susceptibles de ser hidrolizadas por la accion de los
acidos minerales, mas facilmente que la celulosa (Goldstein, 1989; Fardim, 2004), las
hemicelulosas se pueden separar del total de carbohidratos, rompiendo asi la compleja
estructura de la biomasa lignocelulosica y aprovechando las propiedades y usos de sus
distintos componentes. Pero, como el tipo de biomasa y la region geografica de su
procedencia, influyen notablemente en su composicidon, y ésta es el factor mas
importante en el proceso aprovechamiento de su contenido de azucares fermentables y
por lo tanto del etanol combustible (Hamelink et al., 2005; Hames et al., 2003), son
¢éstas diferencias las que justifican la investigacion para la busqueda de las condiciones
especificas de operacion para el fraccionado de los componentes de los distintos tipos de
biomasa que se producen en las diferentes regiones del mundo (Wyman, 1999; Yang et

al., 2006).
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4.3. Las enzimas celuloliticas

Las celulasas son enzimas producidas por una variedad de microorganismos, entre
los que destaca el hongo filamentoso Trichoderma reesei, el cual produce dos
celobiohidrolasas (CBHI y CBHII), ambas con una estructura modular formada por un
dominio catalitico y un dominio de enlace (DEC). La finalidad de éste ultimo es
enlazarse a la celulosa. Aunque las afinidades de enlace de ambas celobiohidrolasas son
aparentemente similares, el enlazamiento de sus dominios cataliticos al dominio de
enlace de la celulosa difiere marcadamente (Carrard y Linder, 1999). Ambas enzimas
son exoglucanasas, pero la CBHI actia en el extremo reductor y la CBHII en el extremo
no reductor de la cadena de glucana (Teeri, 1997). Se dice que las enzimas celulasas son
procesivas, porque en 1997, Viljdme y colaboradores descubrieron que mas del 70% de
las moléculas de enzima encontradas sobre la superficie de la celulosa son moviles, que
las velocidades de difusion superficial dependen de la superficie cubierta, que el
empacado de las celulasas y sus dominios cataliticos sobre la superficie de la celulosa es
un proceso dinamico, que la exclusion de sitios de enlace potenciales en la celulosa se
debe a los efectos estéricos de los enlaces de la vecindad y que la tasa de difusion
superficial no limita la actividad enzimatica de la celulasa. Por otra parte, en 1999,
Palonen y colaboradores encontraron que el enlazamiento de las celobiohidrolasas a la
celulosa es un paso crucial para su hidrolisis, que la densidad de la proteina enlazada
aumenta a medida que procede la hidrdlisis, que las afinidades de la enzima dependen
del enlace entre los dominios catalitico de la celulasa y de enlace de la celulosa y que las

celobiohidrolasas difieren entre si en la reversibilidad de su enlazamiento. Es importante
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seflalar que estos autores realizaron sus investigaciones sobre celulosa microcristalina
obtenida de V. ventricosa, un alga marina cuya pared celular tiene una estructura
multilaminar organizada de manera tal, que cada ldmina se encuentra posicionada
ortogonalmente a sus vecinas. Las laminas estan constituidas por microfibrillas de
celulosa ordenadas en forma paralela y las microfibrillas individuales son altamente
cristalinas. Esta estructura difiere notablemente de la estructura de los sustratos
lignoceluldsicos complejos, no obstante, la explicacion que dan estos autores, ayuda a
entender la importancia del pretratamiento, dado que la eliminacién de parte de la
lignina y hemicelulosas que éste provoca, logra que los dominios de enlace de la
celulosa (DECs) se descubran, haciéndolos disponibles al ataque de las celulasas, de esta
forma, la aparicion de los DECs depende, tanto de la variabilidad genética propia del
material a hidrolizar, como de la severidad del ataque quimico y del método de

pretratamiento utilizado (Palonen et a.,. 1999).

4.4. Madera de pino

La madera es una forma particular de biomasa lignoceluldsica, constituida por
células huecas y alargadas, arregladas paralelamente a lo largo del tronco del arbol. La
dureza, la apariencia y la resistencia de la madera estan asociadas con el espesor relativo
de la pared celular y con la proporcion de paredes delgadas y gruesas de sus células. Las
células de las maderas duras estan abiertas por ambos extremos para conducir la savia a
lo largo del arbol, mientras que las células de las maderas suaves conocidas como

traqueidos, son rectangulares, transportan la savia verticalmente y dan resistencia al
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arbol. Contienen pequefios orificios transversales (pits), cuya funcion es almacenar y
distribuir la savia horizontalmente.

La pared celular de la madera estd constituida principalmente por celulosa, un
polisacarido de hasta 4 um de longitud (Schultz y Burns, 1990). Las moléculas de
celulosa estan arregladas en estructuras llamadas microfibrillas, de 10-25 nm de ancho,
las microfibrillas se unen entre si para formar macrofibrillas de 0.5 yum de ancho y 4 um
de longitud. Las macrofibrillas a su vez, estan unidas con las hemicelulosas, las pectinas
y la lignina. Las hemicelul6sas constituyen entre 20 y 30% de la composicion de la
madera en base seca y difiere en caracteristicas, estructura y forma en las maderas
suaves con relacion a las maderas duras. En las maderas suaves las principales
hemicelulésas son galacto-glucomananas, mientras que en las maderas duras son
xilanas. Ademas de esto, las cantidades y tipos de sustituyentes de las xilanas, difieren
en las maderas duras con respecto a las maderas suaves. Sjostrom, (1993). La lignina de
las maderas suaves se conoce como guayacil-lignina y contiene mas de 95% de unidades
de alcohol coniferilico (4-hidroxi-3-metoxi-alcohol cinamilico) y los constituyentes
remanentes son principalmente alcohol p-coumdrico con cantidades traza de alcohol
sinapilico, mientras que las ligninas tipicas de las maderas duras se conocen como
guayacil-siringil-ligninas, debido a que estan formadas por unidades derivadas de
alcoholes sinapilico y coniferilico (Kubo and Kadla, 2005). Las xilanas y la lignina se
encuentran intimamente asociadas y covalentemente enlazadas en la madera.

El analisis de lignina degradada sugiere que su degradacioén ocurre por un proceso
que involucra una combinacion de oxidaciones y reducciones (Tuor ef al,, 1995). La
estructura de la lignina residual en las pulpas kraft difiere significativamente de la que

tenia en la madera y de la lignina kraft disuelta. Las pulpas kraft tienen menos lignina
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que la madera y consecuentemente, la matriz del polisacarido que encierran es mas
porosa (Reid and Pice, 1994).

El género Pinus, es de gran importancia ecoldgica y comercial para México. Este
género cuenta con mas de 100 especies (Richardson, 1998) y es el mas comun dentro de
la familia de las pindceas, la que a su vez, es la familia mas grande dentro de las
confiérales. El género Pinus es casi exclusivo del hemisferio Norte, ya que so6lo una
especie, P. merkusil, se extiende muy ligeramente al sur del ecuador. El numero de
especies varia ampliamente entre regiones, pero el principal centro de diversidad se
localiza en México y América Central (Mirov, 1967). En México se conocen 48
especies, con 18 variedades y 2 subespecies, estas crecen en las cadenas montafiosas de
todo el pais, desde los 300m hasta los 4,200m de altitud. Las especies mas importantes
de México son Pinus leiophylla, P. hartwegii, P. montezumae, P. pseudostrobus, P.
rudis, (P. michoacana, P. teocote, P. oocarpa, P. ayacahuit, P. pringlei, P.
duranguensis, P. chihuahuana, P. engelmani, P. lawsoni y P. oaxacana. El pinus
duranguensis (figura 8) es la especie comercial mas importante para el Estado de
Durango En el 2003, la produccion forestal de madera en rollo fue de 7 millones de m’,
destacando Durango (31.1%), como el primero entre los principales productores:

Chihuahua (20.5%), Michoacan (11.8%) y Jalisco (6.2%), (SEMARNAT, 2003).
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Figura 8. Pinus duranguensis.

4.5. Métodos de pretratamiento

La tecnologia para la produccion de etanol combustible a partir de maiz y otros
granos estd madura y suficientemente probada, no asi la tecnologia para producir etanol
a partir de biomasa, particularmente de maderas suaves, como la de pino, que se
encuentra todavia en desarrollo (Lin y Tanaka, 2006). Sin embargo, el uso de aserrin,
como materia prima, ofrece en el corto plazo un potencial econdmico muy importante
para la produccion de etanol (McCloy, 1999), solo que para esto ocurra, se precisa del

fraccionarlo de sus cuatro componentes principales: extractivos, celulosa, hemicelulosa,
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y lignina (Jollez ef al., 1997), ademés de transformar a su contenido de celulosa en sus
componentes monosacéridos (Akerholm y Salmén, 2001 y 2002; Schultz y Burns, 1990;
Marten et al., 1996). Esta transformacion puede realizarse mediante hidrolisis con acido
sulfarico (Torget et al, 2000) o por la accion concertada de enzimas celuloliticas
(Mansfield et al., 1999). La hidrolisis enzimdtica requiere que el aserrin sea sometido a
un pre-tratamiento que facilite el ataque de la celulosa por el complejo enzimatico,
favoreciendo su transformacién en aziicares fermentables (sacarificacion), (Akerholm y
Salmén, 2001 y 2002; Schultz y Burns, 1990; Marten et al., 1996). El pretratamiento, si
es alcalino, puede romper la estructura cristalina de la celulosa y reducir su contenido
de lignina, o puede hidrolizar a las hemicelulosas en azucares simples, ademas de
solubilizar parte del contenido de lignina del material (Akerholm y Salmén, 2001 y
2002; Schultz y Burns, 1990; Marten et al., (1996). Entre los métodos de pretratamiento
que se han explorado destacan: la explosion con vapor (Cara et al, 2008), el pre
tratamiento con acido sulfurico diluido (Schell ez al., 2003; Ojumu y Ogunkunle 2005) y

el pre tratamiento con hidréxido de sodio (Balaban y Ugar, 1999).

El pretratamiento con acido sulfurico diluido utiliza de 0.5 a 1.0% de 4cido y
temperaturas que oscilan entre 140 y 190 °C, produce una estructura porosa, mas
accesible a la accion enzimatica (Wyman, 1994), remueve y recupera de manera efectiva
a las hemicelulosas como azticares disueltos (hasta un 90%) y permite la digestion casi
completa de la celulosa (Hsu, 1996). Pero tiene como principales desventajas que
requiere de materiales de construccion caros, presiones altas, neutralizacion del acido y
acondicionado del material antes de su hidrolisis enzimatica, ademas, provoca que la

digestion de la celulosa sea lenta, debido al enlazamiento irreversible de las enzimas con
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la lignina residual (Wyman, 1999; Hsu, 1996; Oshima et al., 1990). El pretratamiento
por explosion con vapor, hace que las moléculas de agua penetren la estructura del
material, para que la liberacion abrupta de la presion en el sistema, haga que las
moléculas de agua introducida, escapen explosivamente del material (Bender, 1979;
Shimizu, 2001), rompan la estructura lignoceluldsica, aumenten la accesibilidad de la
celulosa al ataque enzimatico e incrementen el rendimiento de glucosa (Bender, 1979;
Tsao, 1987; Shimizu et al., 1994; Gregg and Saddler, 1996). El pretratamiento con
NaOH rompe los enlaces lignina-carbohidrato, remueve las hemicelulosas y parte de la
lignina, abre la estructura del material, aumenta el area interfacial, reduce el grado de
polimerizacion y cristalinidad de la celulosa, mejora su digestibilidad y favorece la
accion hidrolitica de las enzimas. Este método es un fuerte candidato para la

sacarificacion enzimatica de materiales lignocelulosicos (Soto et al., 1994).

4.6 Optimizacion estadistica

La superficie de respuesta es un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas
utiles para modelar y analizar problemas en los que la respuesta de interés es influida por
varias variables y el objetivo es optimizar esta respuesta. El disefio central compuesto y
la superficie de respuesta son procesos que combinan métodos matematicos con
estadisticos. En experimentos multifactoriales, estos métodos permiten examinar varios
parametros con un minimo de tiempo experimental, determinar los factores mads

relevantes, sus rangos de influencia y la interaccion entre los mismos (Ge et al., 2002).
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La metodologia de superficie de respuesta es una técnica secuencial cuyo
proposito es guiar al experimentador de manera rapida y eficiente a las cercanias del
punto optimo. Una vez que se ha logrado esto, se puede emplear un modelo mas
elaborado, por ejemplo, una superficie de respuesta de segundo grado y realizar un
analisis matematico del modelo, por el método de minimos cuadrados, para localizar el
optimo. En la mayoria de los problemas de Superficie de Respuesta, la forma de la
relacion entre las variables y la respuesta se desconoce, por ello, el primer paso consiste
en encontrar una aproximacion apropiada, que permita la relacién funcional real entre la
respuesta y el conjunto de variables independientes. Por lo general se emplea un
polinomio de orden bajo sobre alguna region de las variables independientes. Asi,
cuando la respuesta es descrita adecuadamente por una funcién lineal, de las variables

independientes, la funcién de aproximacion es un modelo de primer orden (ecuacién 1).

Y=0,+0x +Bx,+..+B,x, +¢& (1)
Donde:
Y = variable dependiente o de respuesta.
X, x2,...x; = variables independientes.
E = error estadistico, de naturaleza aleatoria.
By = término independiente.
By, o, ...pr = coeficientes de regresion.
Cuando existe curvatura en el sistema debe usarse un polinomio de mayor grado,

como por ejemplo, el modelo de segundo orden (ecuacion 2).

Y:ﬁo+zk:ﬂixi+Zﬁﬁxi2+22ﬁ”x[xj+g i<j (2)
i=1 i J
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Donde:

Y = variable dependiente o de respuesta.

X; = variables independientes.

X,-2 = efectos cuadraticos.

X;x; = efectos de interaccion entre variables independientes.
E = error estadistico, de naturaleza aleatoria.

By = término independiente.

B; = coeficientes de regresion de los términos lineales.

By = coeficientes de regresion de las interacciones.

B;;= coeficientes de regresion de los términos cuadraticos.
Una vez que se cuenta con el modelo, el método de minimos cuadrados sirve para

estimar los pardmetros del polinomio de aproximacion (Montgomery, 1991).
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5. METODOS

Se determind la composicion quimica del aserrin de pino colectado (holocelulosa,
lignina, extraibles y cenizas), se acondiciono por extraccion con etanol al 95% y se
sometido a los pretratamientos 4cido, alcalino y explosion con vapor. Las muestras
pretratadas se hidrolizaron con un concentrado enzimatico comercial (Celluclast 1.5 L),
bajo diferentes condiciones de concentracion de catalizados (4cido o alcalino),
temperatura y tiempo. Se eligié el método de pretratamiento que reporto los mejores
rendimientos de azlcares reductores, Se eligieron las variables a optimizar y la
optimizacion se realizd6 por el método de superficie de respuesta. Se midi6 la
fermentabilidad de los azlcares obtenidos, empleando una cepa autoctona de

Saccharomyces cervisiae.

5.1. Muestreo y acondicionamiento de la muestra

En Durango existen 52 aserraderos, seis en la capital y el resto distribuidos en el
estado. De los ultimos se seleccionaron tres para la toma de muestras (Maderas Pinelli,
Aserradero Halcon e Industrias Alfa), debido a que eran los que se encontraban
trabajando regularmente. En dos de ellos las muestras se colectaron de los montones de

aserrin generados durante una jornada de trabajo y en el otro se colecto la muestra
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aleatoriamente de un montén generado durante afios de trabajo. La cantidad de muestra
tomada de cada aserradero fue de 30 Kg, aproximadamente. Las muestras obtenidas se
atemperaron durante tres dias extendiéndolas sobre mesas de acero inoxidable, se
tamizaron y se recupero de ellas el aserrin que paso por el tamiz de malla 20 y se retuvo
en el de malla 40. Los tamizados se mezclaron cuidadosamente en igual proporcion (tres
kg de cada uno). La mezcla de aserrin se extrajo con etanol al 95 % durante 24 horas,
utilizando para ello un aparato de extraccion Soxhlet, se lavd con agua destilada, se secod
a 60 °C durante 24 h y se almacen6 a temperatura ambiente en recipientes de vidrio

cerrados herméticamente. Este material sera denominado, aserrin libre de extraibles.

5.2. Composicion quimica del aserrin

Antes de ser extraido con etanol al 95%, el aserrin se analizd por cuadruplicado,
para determinar su contenido de Humedad (Ehrman 1994a), Extraibles (Ehrman 1994b),
Cenizas (Ehrman 1994a) y Lignina (Templeton y Ehrman 1995). Su contenido de
carbohidratos totales (holocelulosa) se calculd6 mediante la ecuacion 3. Los resultados se

expresaron como porcentaje en base seca.

Holocelulosa = 100-(humedad+extraibles+cenizas+lignina) 3)

5.3. Eleccién del método de pretratamiento

Se probaron los métodos de pretratamiento con NaOH (alcalino), por explosion

con vapor y con H,SOy4 (4cido). Se determiné el efecto de las principales variables de
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proceso para cada uno de ellos, los resultados obtenidos se analizaron por el
procedimiento de andlisis de varianza (ANDEVA) y los mejores resultados se
determinaron mediante la comparacion de medias por el método de a diferencia minima
significativa (DMS). El método que produjo los rendimientos de azucares reductores
mas altos se identificd por comparacion de los mejores resultados de cada método, por

el procedimiento de ANDEVA.

5.3.1. Pretratamiento alcalino

El pretratamiento alcalino se realiz6 con hidréxido de sodio. El propdsito del
experimento fue determinar el efecto de las variables de pretratamiento: concentracion
de hidréxido de sodio (NaOH), temperatura (Tp) y tiempo de pretratamiento (tp), sobre
el rendimiento de sacarificacion, para ello se realizo un disefio experimental 2° factorial.
Los valores de las variables probadas fueron: 1 y 3% para la concentraciéon de NaOH, 60
y 120 °C para la temperatura y 30 y 90 min para el tiempo. Los experimentos se
realizaron por duplicado y los resultados se analizaron por los procedimientos de
ANDEVA y DMS, con un nivel de confianza de 95%. Para realizar el pretratamiento se
pesaron muestras de 10 g de aserrin libre de extraibles en matraces Erlenmeyer de 250
mL, se adiciond a cada matraz 100 mL de NaOH (1 6 3%), los matraces se sometieron a
pretratamiento, bajo las condiciones anteriormente especificadas, posteriormente se
enfriaron a temperatura ambiente y se filtraron en tela de nylon. El filtrado se lavo con
agua destilada hasta un pH cercano a 7. Las muestras lavadas se exprimieron, se pesaron
y almacenaron a temperatura de refrigeracion en recipientes de vidrio cerrados

herméticamente. Las muestras pretratadas se hidrolizaron, utilizando el procedimiento
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indicado en el apartado 5.3, bajo las siguientes condiciones de hidrolisis: Una
concentracion de enzima de 25 UPF/g de holocelulosa, una temperatura de incubacion

de 45 °C, un pH de 4.5 y un tiempo de hidrolisis de 72 h.

5.3.2. Explosion con vapor

Se realiz6 un experimento unifactorial con tres niveles y dos repeticiones, con el
proposito de determinar el efecto del tiempo de pretratamiento sobre los rendimientos de
hidrolisis y determinar las condiciones de proceso que producen los rendimientos mas
altos de azucares reductores. Para ello se pesaron muestras de 10 g de aserrin libre de
extraibles, se colocaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL. Se mezclaron con 100 mL
de agua destilada, se taparon y dejaron en reposo durante 48 h a temperatura ambiente,
se retiraron los tapones y se calentaron en autoclave a 120° C por periodos de 30, 60 y
90 minutos, se despresurizo la autoclave abriendo la vélvula de alivio y, cuando la
presion en el autoclave se equilibré con la atmosférica, se retiraron los matraces de la
misma, se enfriaron a temperatura ambiente, se filtraron y se lavaron con agua destilada.
Se exprimieron, se pesaron y se almacenaron a temperatura de refrigeracion, en
recipientes de vidrio cerrados herméticamente. La hidrolisis enzimatica se realiz6 como
se indica en el apartado 5.3. Las condiciones utilizadas para la hidrolisis fueron: Una
concentracion de enzima de 25 UPF/g de holocelulosa, una temperatura de incubacion
de 45 °C, un pH de hidrolisis de 4.5 y un tiempo de hidrolisis de 72 h. Los resultados se

analizaron por el procedimiento de ANDEVA, con un 95% de confianza.
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5.3.3. Pretratamiento acido

El proposito de éste apartado consiste en probar el efecto de la concentracion del
acido sulfurico (H,SO4) y del tiempo de pretratamiento (tp), sobre el rendimiento de
hidrolisis. Para ello se realizo un disefio experimental 2° factorial. Los valores de
variables probadas fueron, para la concentracion del 4cido (1 y 2%) y para el tiempo de
pretratamiento (40 y 120 min). Los experimentos se realizaron por duplicado a
temperatura de autoclave (120 °C). En éste pretratamiento se pesaron muestras de 10 g
de aserrin libre de extraibles en matraces Erlenmeyer de 250 mL y se adicion6 a cada
matraz 100 mL de H,SO4 de concentracion 1 6 2%. Los matraces se calentaron a 120 °C,
durante 40 6 120 minutos, se enfriaron a temperatura ambiente y se filtré su contenido
en tela de nylon. El filtrado se lavo con agua destilada hasta un pH cercano a 7. Las
muestras lavadas se exprimieron, pesaron y almacenaron a temperatura de refrigeracion
en recipientes de vidrio cerrados herméticamente. La hidrolisis enzimatica se realizod
como se indica en el apartado 5.3. Las condiciones de hidrolisis fueron: Una
concentracion de enzima de 25 UPF/g de holocelulosa, a 45 °C, un pH de hidroélisis de
4.5 y un tiempo de hidrdlisis de 72 h. Los resultados obtenidos se analizaron por los

procedimientos de ANDEVA y DMS, con un nivel de confianza del 95%.

5.3.4. Comparacion de métodos

Para la eleccion del mejor método de pretratamiento, se compararon los

rendimientos maximos de hidrolisis obtenidos en los pretratamientos acido, alcalino y
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explosién con vapor, mediante los métodos estadisticos de¢ ANDEVA y DMS, con un

nivel de confianza del 95%.

5.4. Hidrolisis enzimatica

Se pesaron 2.5 g de cada de la muestra pretratada htimeda, se colocaron en
recipientes de plastico de 20 mL, se adiciond a cada frasco 2 mL de azida de sodio
(0.1% m/v), se determind la actividad del extracto enzimatico comercial, por el método
del papel filtro (Ghose, 1987). Se calcul6 el volumen de preparado enzimatico requerido
para obtener la actividad enzimatica deseada, se adiciono la cantidad de buffer de
acetatos necesaria para obtener una mezcla de reaccion de 10g. Se pre incubd la mezcla
a 45 °C y se adiciono el volumen calculado de soluciéon enzimatica. Los frascos se
cerraron ¢ incubaron a 45 °C y 70 RPM durante los tiempos indicados para los diferentes
pretratamientos. Se preparo un blanco para el sustrato con buffer, agua y una cantidad
idéntica de sustrato y un blanco para la enzima con buffer, agua y una cantidad idéntica
de enzima. Concluida la hidrolisis, los frascos se agitaron vigorosamente y se
centrifugaron durante 15 minutos a 5000 rpm. Del sobrenadante se tomaron alicuotas de
0.1 mL y se determin6 su contenido de azucares reductores por el método de Miller,
(1959). El rendimiento de sacarificacion, expresado como Agr (% m/m), se calculd

mediante la ecuacion 4.

Ardoares reducrores | ;f- r e 100

Ar =

(4)

. o | — .
Sustrate | ':'?-_;:r Frocofiede polisaaarides en elaustr
e I FY
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5.5. Efecto de las variables de hidrdlisis

Se probo el efecto del pH (4.5 y 6.5), la concentracioén de enzima (25 y 50 UPF/g de
holocelulosa) y el tiempo de hidrolisis (72 y 168 h) sobre el rendimiento de
sacarificacion del aserrin de pino, el cual fue pre tratado con las condiciones que
produjeron los mejores rendimientos de sacarificacion, en el experimento anterior. Los

resultados se analizaron por el procedimiento de ANDEVA (p<0.05).

5.6. Identificacion de las variables a optimizar

Se prob¢ el efecto combinado de las variables de pretratamiento (NaOH, tp y Tp) e
hidrolisis (th, E y pH), sobre el rendimiento de sacarificacion, utilizando para ello un
disefio experimental 2° factorial. Los valores de las variables probadas se indican en la
Tabla 4. Los experimentos se realizaron por duplicado y los resultados se analizaron por
analisis de varianza, con un nivel de confianza del 95%, utilizando el software Statistica,

ver. 4.3.

5.7. Optimizacion del proceso de sacarificacion

De acuerdo con estos resultados del experimento anterior se eligieron como
variables a optimizar el tiempo de pretratamiento, el tiempo de hidrdlisis y la
concentracion de NaOH. Se decidi6 trabajar a 120 °C, por ser la temperatura maxima
alcanzable en el laboratorio. Como no afecto significativamente a la respuesta, se eligid

trabajar con una carga enzimatica de 25 UPF/g de holocelulosa, por ser el valor mas bajo
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utilizado anteriormente y se selecciond un pH de 4.5 para la hidrélisis, porque la
tendencia de optimizacion esta dirigida en la direccion de menor pH, ademas, el valor de
4.5 es el menor valor del pH que garantiza la maxima estabilidad de la enzima, de

acuerdo a lo indicado por el proveedor (4.5-5.5).

Tabla 4. Efecto combinado de las variables de pretratamiento e hidrélisis enzimatica
sobre el rendimiento de hidrolisis. Condiciones experimentales.

Nivel minimo de variacion Nivel maximo de variacion
Factores
(-1) 1)

NaOH 1 % 3%

Tp 60 °C 120 °C

tp 30 min. 90 min.

th 72 h 168 h

pH 4.5 6.5

E 25 UPF/g 50 UPF/g

Factores y niveles de variacion.

Para la optimizacion del proceso de hidrodlisis se utilizé el método de superficie de
respuesta (Montgomery, 1991). En primer lugar se realizd6 un ajuste lineal de los
resultados (Ecuacion 6). Una inspeccion del modelo muestra que la respuesta se mueve
0.80 unidades en la direccion de la concentracion de NaOH y 3.02 unidades en la
direccion del tiempo de hidrdlisis (th), por cada 4.76 unidades en la direccion del tiempo
de pretratamiento (tp). Con estas relaciones se definid la region experimental, en la
direccion de la trayectoria de optimizacion. Los resultados de ésta primera
aproximacion, se muestran en la Tabla 12. En estos se observa un cambio en la
tendencia de hidrdlisis para la concentracion de NaOH comprendida entre 4.25 y 5.75, el

tiempo de pretratamiento entre 83 y 97.8 min y el tiempo de hidrélisis entre 177.2 y
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215.34 h. Para verificar si este cambio obedecia a un efecto de curvatura del sistema, se
realizé un experimento 2° factorial con punto estrella, circundante a la condicion en que
se registrd el cambio de tendencia (5.75, 97.8, 215.34). Los resultados obtenidos (Tabla
13), se analizaron por analisis de variancia. El andlisis mostré que el tiempo de hidrdlisis
dej6 de influir significativamente en la respuesta. Por ésta razon, se continud la
optimizacion con las variables NaOH y tp, a tiempo de hidrolisis constante (240 h). Con
el procedimiento descrito en el apartado anterior, se realiz6 una segunda aproximacion,
cuyos resultados se muestran en la Tabla 14. El analisis de estos mostré un cambio en la
tendencia para una concentracion de 7.25% de NaOH y un tiempo de pretratamiento de
131.8 h. Considerando que los valores de la respuesta en éste experimento son muy
parecidos a los obtenidos en la etapa anterior, se realizd un experimento mas, utilizando
el método del disefio central compuesto alrededor del nuevo punto de inflexion. Los
resultados obtenidos (Figuras 10 y 11) se analizaron con el software estadistico Design

expert 6.0.

5.8. Fermentabilidad de los aztcares obtenidos

Con el proposito de identificar la facilidad de aprovechamiento de los azlicares
producidos, se realizaron pruebas de fermentacion, utilizando para ello una cepa
autdctona de Saccharomices cerevisiae, aislada del proceso de produccion del mezcal
producido en Durango y conservada en Agar Glucosa Sabouraud a pH 5,5. El inoculo se
prepar6 inoculando 100 ml de Caldo Glucosa Sabouraud, con incubacién a 28 °C por 24
horas. Transcurrido ese tiempo, se determind la cuenta total de levaduras por conteo en

Camara de Neubauer, se obtuvieron los hidrolizados enzimaticos, en las condiciones
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definidas por el proceso de optimizacion. Antes de su hidrolisis, los matraces se
esterilizaron a 121°C durante 15 min. Transcurrida la hidrolisis, se adiciond un
complemento salino (0.02% (m/v) de sulfato de amonio y 0.01% (m/v) de bisulfato de
sodio, esterilizado en filtros de celulosa de 0.45 um de didmetro de poro. Los matraces
con el hidrolizado se inocularon con 10° células/mL y se incubaron a 28°C durante 60 h.
Durante éste tiempo se tomaron muestras a las 0, 4, 8, 12, 24, 36 y 60 h de fermentacion,
se determind la concentracion de levaduras por conteo directo de células en la cdmara de
Neubauer. El contenido de glucosa y la concentracion de etanol se determinaron por
HPLC, utilizando para ello una columna de intercambio idnico marca PHENOMEX
Rezex ROA Organic acid H'(8%) de dimensiones 300X7.8 mm, con una precolumna
marca PHENOMEX ROA organic acid (8%) de dimensiones 50X7.8 mm, en un
detector de indice de refraccion modelo 2414 marca Waters, utilizando como fase movil
H,S0O4 0.005 N, a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min. La temperatura de la columna

fue de 65°C y la del detector de 35°C. Se utiliz6 un volumen de inyeccion de 5 pL.
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6. RESULTADOS

6.1. Composicion quimica del aserrin

En la Figura 9 se muestran los resultados obtenidos para la composicion quimica
del aserrin de pino. Este contiene 26.58+0.41% de lignina, 20.41+0.26% de extraibles,
0.68+0.02% de cenizas y 52.33+0.74% de carbohidratos totales (celulosa y

hemicelulosa.

; Extraibles
Cenizas )
0.68+0.02(%) 20.4120.36{"%)

Carhohidratos ’ -
A2.33:0.7H%)
L \/ Lignina

26.5820.41("%)

Figura 9. Composicion quimica del aserrin de pino en base seca. Se reportan los promedios
de cuatro repeticiones, (Ehrman, 1994* y b y Templeton y Ehrman, 1995). El contenido de
carbohidratos se calculd con la Ecuacion 3. Ehrman Tina. 1994% Chemical Analysis and Testing
Task LAP-005. Standard Method for Ash in Biomass. National Renewable Energy Laboratory, 6
pp; Ehrman Tina. 1994b. Chemical Analysis and Testing Task LAP-010. Standard Method for
the Determination of Extractives in Biomass. National Renewable Energy Laboratory, 7 pp y
Templeton D and Tina E. 1995. LAP-003. Determination of Acid-Insoluble Lignin in Biomass.
National Renewable Energy Laboratory, 13 pp).
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6.2. Eleccidn del método de pretratamiento

6.2.1. Pretratamiento alcalino

La Tabla 5 muestra los resultados de la hidrolisis enzimatica del aserrin de pino
pre tratado con NaOH, realizada con 25 UPF/g de holocelulosa, de un preparado
enzimatico comercial (Celluclast 1.5L NOVOZIME) a pH de 4.5 y 45 °C, por 72 h. El
analisis de varianza de los resultados (p<0.05) mostré6 que Unicamente el tiempo y la
temperatura afectan de manera significativa a la hidrélisis enzimatica. La comparacion
de medias por el método de la diferencia minima significativa (DMS, a 0.05), permitio
identifica al pretratamiento que produjo el rendimiento mas alto azlcares reductores
(Ar=29.72+0.57%). Este pretratamiento ¢ésta constituido por las condiciones mas

drasticas que fueron probadas (tp = 90 min., NaOH = 3% m/v, Tp = 120 °C).

Tabla 5. Hidrolisis enziméatica del aserrin de pino pre tratado con NaOH.

Tp NaOH Tp Azlcares reductores (% m/m)
(min) (% m/v) (°C) Media Desvest'
30 1 60 8.28 0.56
30 1 120 12.99 1.58
30 3 60 8.80 0.77
30 3 120 13.10 1.11
90 1 60 14.00 7.70
90 1 120 21.28 2.08
90 3 60 21.30 1.70
90 3 120 29.72 0.57

'Desvests se usa para abreviar el término desviacion estandar. La hidrélisis se realizo por
duplicado, con 25 UPF/g de holocelulosa de un concentrado enzimatico comercial (Celluclast
1.5 L, producido por NOVOZYME), a pH 4.5, durante 72 h a 45 °C. La media y desviacion
estandar se calcularon mediante el software Excel, de Mcrosoft Oficce.
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6.2.2. Explosiéon con vapor

Los resultados de la hidrolisis enzimdtica del aserrin de pino pre tratado por
explosion con vapor, se muestran en la Tabla 6. El analisis de varianza de estos (p<0.05)
mostrd que el tiempo de pretratamiento no afecta significativamente a la eficiencia de
sacarificacion, por ello, para el siguiente andlisis se tomd el valor promedio de la
concentracion de azucares reductores (9.85+1.87% m/m), de las tres condiciones

probadas. Las condiciones menos drasticas de pretratamiento 30 min a 120 °C.

Tabla 6. Hidrolisis enzimatica del aserrin de pino pre tratado por explosion con

vapor.
Tp Azlcares reductores (% m/m)
min Media Desvest
30 11.53 2.52
60 8.20 2.39
90 9.81 2.61

La hidrolisis se realizdé por duplicado, a pH 4.5, durante 72 h a 45 °C, con 25 UPF/g de
holocelulosa de un concentrado enzimatico comercial (Celluclast 1.5 L, producido por
NOVOZYME), La media y desviacion estandar se calcularon con el software Excel, de
Mcrosoft Oficce.

6.2.3. Pretratamiento acido

En Tabla 7 se reportan los rendimientos de azucar obtenidos para la hidrdlisis
enzimadtica del aserrin de pino pre tratado con H,SO4. El analisis de varianza (p<0.05)
mostrd que el tiempo de pretratamiento es la variable que influye significativamente en

el rendimiento de azicares reductores. La comparacion de medias (DMS, a 0.05)
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permitio elegir las condiciones en que se produjeron los mejores resultados de hidrolisis

(9.59£0.39%), por éste método. Estas fueron: 1% de H>SOy4, a 120 °C, durante 120 min.

6.2.4. Comparacion de métodos

Los rendimientos de hidrdlisis maximos (Tabla 8), se compararon entre si por
analisis de varianza (p<0.05). El método mostré diferencias significativas en los
rendimientos de hidrdlisis para los métodos de pretratamiento probados. La comparacion
de medias (DMS, a 0.05), indicé que los métodos de pretratamiento con 4cido y por
explosion con vapor, producen rendimientos de hidrdlisis estadisticamente similares,
pero, a su vez, estos son significativamente diferentes a los obtenidos para el
pretratamiento con NaOH. Este ultimo fue el que produjo los rendimientos de hidrolisis
mas altos. Por ello, fue seleccionado para continuar con los experimentos de

optimizacion.

Tabla 7. Hidrdlisis enzimatica del aserrin de pino pre tratado con H,SO4

H,SO4 T, Azucares reductores (% m/m)
(% m/v) (min) Media Desvest
1 40 7.92 0.93
1 120 9.18 1.20
2 40 7.31 1.08
2 120 8.82 1.15

El pretratamiento se efectu6 a 120 °C. La hidrdlisis se realizé por duplicado, a pH 4.5,
durante 72 h a 45 °C, con 25 UPF/g de holocelulosa de un concentrado enzimatico comercial
(Celluclast 1.5 L, producido por NOVOZYME), La media y desviacion estandar se calcularon
con el software Excel, de Mcrosoft Oficce.
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Tabla 8. Rendimientos de hidrolisis obtenidos con los pre tratamiento probados.

Pretratamiento Azucares reductores (% m/m)
Acido 9.18+1.2
Explosién con vapor 9.85+1.87

Alcalino 29.72+0.57

Se muestran los rendimientos maximos de hidrolisis enzimatica, obtenidos para e aserrin de
pino pre tratado por los métodos acido, alcalino y de explosion con vapor.

6.3. Efecto de las variables de hidrolisis sobre el rendimiento de sacarificacion

En la Tabla 9 se muestran los resultados del efecto del pH (4.5 y 6.5), la
concentracion de enzima (25 y 50 UPF/g de holocelulosa) y el tiempo de hidrolisis (72 y
168 h) sobre el rendimiento de sacarificacion del aserrin de pino pre tratado con 3% m/v
de NaOH, durante 90 min a 120 °C. El andlisis de variancia de los resultados (p<0.05)
mostré que el tiempo y el pH influyen significativamente en los rendimientos de
hidrolisis, en tanto que la concentracion de enzima no afaecta significativamente a los

mismos.

6.4. Identificacion de las variables de optimizacion

Con el proposito de determinar la influencia de las posibles interacciones entre las
condiciones de pretratamiento con las condiciones de hidrolisis, sobre la eficiencia de
sacarificacion, se realizé un experimento 2° factorial, mediante el cual se probaron las
condiciones de pretratamiento: NaOH (1 y 3%), Tp (60 y 120 °C) y tp (30 y 90 min.),

combinadas con las siguientes condiciones de hidrdlisis: pH (4.5 y 6.5), tiempo (72 y
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168 h) y concentracion del complejo enzimatico (25 y 50 UPF/g de holocelulosa). Los
resultados se muestran en la Tabla 10. El analisis de varianza (p<0.05) indico, que la
concentracion de enzima no influye en la produccion de azucares reductores por
hidrolisis enzimatica (corroborandose el resultado obtenido en anterior experimento),
pero el pH y el tiempo de hidrolisis, al igual que las variables de pretratamiento
(incluyendo la concentracion de NaOH), afectan significativamente al rendimiento de
sacarificacion. También es encontrd que se presentaron efectos de interaccion entre las

variables de pretratamiento e hidrélisis (Tabla 11).

Tabla 9. Efecto de las condiciones de hidrolisis sobre el rendimiento de
sacarificacion del aserrin de pino pre tratado con NaOH en las condiciones

seleccionadas.
E Th pH Azucares reductores (% m/m)
(UPF/g) (h) Media Desvest.

25 72 4.5 29.72 0.57
25 72 6.5 19.12 1.78
25 168 4.5 58.86 11.31
25 168 6.5 44.92 2.47
50 72 4.5 27.73 1.13
50 72 6.5 19.9 3.19
50 168 4.5 66.87 0.9
50 168 6.5 44.37 0.65

Se pre trato aserrin de pino con 3% de NaOH, durante 90 min a 120 °C y se hidroliz6 con el complejo
enzimatico celluclast 1.5 L de NOVOZYME. Los experimentos se realizaron por duplicado y la media y
la deviacion estandar se calcularon en Excel.

La presencia de interacciones entre las variable de dos procesos diferentes, indica
que la optimizacion debera contemplar la participacion combinada de estas. Los

resultados se ajustaron con el modelo estadistico mostrado en la Ecuacion 5. El ajuste se
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realizd con el software estadistico: Design Expert 6.0. El anélisis de efectos principales
mostrd que el tiempo de pretratamiento contribuye al ajuste del modelo con 31.65%, el
pH de hidrdlisis con 20.68%, la temperatura de pretratamiento con 14.20%, el tiempo de
hidrolisis con 9.99%, la concentracion de NaOH con 2.89%, el error puro con 14.93% y
el efecto combinado de las interacciones con 5.66%. De lo anterior se concluye, que
tanto las variables de pretratamiento, como las de hidrolisis deberan considerarse en los

experimentos de optimizacion.

Tabla 10. Efecto de las variables de pretratamiento e hidrélisis sobre la sacarificacion
enzimatica del aserrin de pino pre tratado con NaOH

tp NaOH Tp E Th pH Azucares reductores (% m/m)
(min) (Y%om/v) (°C) (UPF/g) (h) Media Desvest
30 1 60 25 72 4.5 8.28 0.56
30 1 60 25 72 6.5 5.61 0.64
30 1 60 25 168 4.5 16.96 1.98
30 1 60 25 168 6.5 10.12 0.86
30 1 60 50 72 4.5 7.09 0.47
30 1 60 50 72 6.5 5.42 0.72
30 1 60 50 168 4.5 12.79 1.24
30 1 60 50 168 6.5 8.45 1.36
30 1 120 25 72 4.5 12.99 1.58
30 1 120 25 72 6.5 8.27 0.78
30 1 120 25 168 4.5 18.49 0.71
30 1 120 25 168 6.5 12.53 0.50
30 1 120 50 72 4.5 13.25 0.84
30 1 120 50 72 6.5 7.65 0.49
30 1 120 50 168 4.5 17.44 0.92
30 1 120 50 168 6.5 12.22 1.58
30 3 60 25 72 4.5 8.80 0.77
30 3 60 25 72 6.5 6.17 0.58
30 3 60 25 168 4.5 13.52 1.57
30 3 60 25 168 6.5 9.20 0.81
30 3 60 50 72 4.5 10.95 1.24
30 3 60 50 72 6.5 7.18 1.78
30 3 60 50 168 4.5 14.61 2.92
30 3 60 50 168 6.5 6.31 2.30
30 3 120 25 72 4.5 13.10 1.11
30 3 120 25 72 6.5 9.53 0.29
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Tabla 10. Continuacion

tp NaOH Tp E Th pH Azucares reductores (% m/m)
(min) (%om/v) (°C) (UPF/g) (h) Media Desvest
30 3 120 25 168 4.5 27.65 8.16
30 3 120 25 168 6.5 21.11 6.05
30 3 120 50 72 4.5 12.82 1.49
30 3 120 50 72 6.5 9.03 1.68
30 3 120 50 168 4.5 26.61 6.16
30 3 120 50 168 6.5 16.88 5.03
90 1 60 25 72 4.5 14.00 7.70
90 1 60 25 72 6.5 9.55 4.25
90 1 60 25 168 4.5 26.10 13.51
90 1 60 25 168 6.5 20.62 11.93
90 1 60 50 72 4.5 14.69 6.38
90 1 60 50 72 6.5 9.16 4.19
90 1 60 50 168 4.5 26.04 15.43
90 1 60 50 168 6.5 20.87 12.34
90 1 120 25 72 4.5 21.28 2.08
90 1 120 25 72 6.5 13.24 1.36
90 1 120 25 168 4.5 47.91 13.50
90 1 120 25 168 6.5 36.36 1.84
90 1 120 50 72 4.5 22.44 1.17
90 1 120 50 72 6.5 13.51 1.32
90 1 120 50 168 4.5 47.25 6.19
90 1 120 50 168 6.5 31.90 5.06
90 3 60 25 72 4.5 21.30 1.70
90 3 60 25 72 6.5 12.47 2.29
90 3 60 25 168 4.5 42.97 3.61
90 3 60 25 168 6.5 22.08 13.14
90 3 60 50 72 4.5 17.99 6.41
90 3 60 50 72 6.5 14.04 3.42
90 3 60 50 168 4.5 27.58 15.77
90 3 60 50 168 6.5 22.76 13.62
90 3 120 25 72 4.5 29.72 0.57
90 3 120 25 72 6.5 19.12 1.78
90 3 120 25 168 4.5 58.86 11.31
90 3 120 25 168 6.5 44.92 247
90 3 120 50 72 4.5 27.73 1.13
90 3 120 50 72 6.5 19.90 3.19
90 3 120 50 168 4.5 66.87 0.90
90 3 120 50 168 6.5 44.37 0.65

Se probé el efecto de las variables de pretratamiento (NaOH, tp y Tp), combinadas con las variables de
hidrolisis (E, pH ty), mediante un disefio 2° factorial. Los experimentos se realizaron por duplicado. El
promedio y la desviacion estandar se calcularon con Excel.
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Tabla 11. Efectos de interaccion entre las variables de pretratamiento (NaOH, tp y TP), con

las variables de la hidrolisis (E, th y pH).

Factor Coeficiente GL Error estandar LIc LSC

Estimado 95% 95%
Modelo 43825.8 44 996.0 30.5 <0.0001
tp 14197.3 1 14197.3 434.9 <0.0001
NaOH 1475.6 1 1475.6 452 <0.0001
T 6056.1 1 6056.1 185.5 <0.0001
th-pH 10306.5 1 10306.5 315.7 <0.0001
pH 3526.1 1 3526.1 108.0 <0.0001
tp-NaOH 418.6 1 418.7 12.8 0.0004
tp-Tp 1140.0 1 1140.0 34.9 <0.0001
tp-th 2719.1 1 2719.1 83.3 <0.0001
tp-pH 382.1 1 382.1 11.7 0.0007
NaOH-Tp 300.3 1 300.3 9.1 0.0027
NaOH-th 136.9 1 136.9 4.2 0.0418
Tp-th 1397.5 1 1397.5 42.8 <0.0001
Tp-pH 157.8 1 157.8 4.8 0.0290
th-pH 258.7 1 258.7 7.9 0.0053
tp-Tp-th 418.5 1 418.5 12.8 0.0004
NaOH-Tp-th 246.8 1 246.8 7.7 0.0065

Resultados significativos del analisis de variancia, que muestran el efecto de la combinacion de las
variables de pretratamiento e hidrolisis, sobre los rendimientos de sacarificacion enzimatica (95% de
significancia). 'Limite inferior de control, *limite superior de control.

Log(Ar)=1.19944018+0.1562084*tp+0.04726824*NaOH+0.11123108*Tp-0.01202039*E

+0.12661408*t;;-0.08800825*pH+0.01812108*tp*NaOH+0.01461502*tp*Tp
-0.0036261*tp*E+0.02352139*tp*th+0.00451532*tp*pH+0.01042499*NaOH*Tp
+0.00066028*NaOH*E-0.00711444*NaOH*th- 0.00281944*NaOH*pH
+0.00597853* Tp*E+0.02163574* Tp*th+0.00328902* Tp*pH-0.0118 1499*E*th
-0.00050848*E*pH-0.00021888*th*pH-0.01009203*tp*NaOH*Tp
-00674107*tp*NaOH*E-0.00567261*tp*NaOH*th-00123105*tp*NaOH*pH
+0.00349758*tp*Tp*E-+0.00763214*tp* Tp*th-0.00342116*tp* Tp*pH
+0.0042428 1 *tp*E*th+0.00877007*tp*E*pH+0.0071734 1 *tp*th*pH
-1.3006E-5*NaOH*Tp*E+0.02209288*NaOH*Tp*th+0.00984654*NaOH* Tp*pH
-0.00340025*NaOH*E*th+0.00155822*NaOH*E*pH-0.00896372*NaOH*th* pH
+0.00856259* Tp*E*t;-0.00692964* Tp*E*pH-0.00249574*E*th*pH
+0.0115271*tp*NaOH*Tp*E-0.0141202 1 *tp*NaOH*Tp*th
-0.00093684*tp*NaOH*Tp*pH+ 0.01465689 *tp*NaOH*E*pH
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6.5. Optimizacion del proceso de sacarificacion

Para la optimizacién del proceso de hidrolisis se realizd un ajuste lineal de los

resultados del experimento anterior (Ecuacion 6).

Ar=9.69+4.76tp+0.80NaOH+1.88Tp+3.02th-1.66pH (6)

Como se observa, la respuesta se mueve 0.80 unidades en la direccion de la
concentracion de NaOH y 3.02 unidades en la direccion del tiempo de hidrolisis (th), por
cada 4.76 unidades en la direccién del tiempo de pretratamiento (tp). Con estas
relaciones se defini6 la region experimental para una primera aproximacion. Los
resultados se muestran en la Tabla 12. Una inspeccion de los mismos muestra un cambio
en la tendencia de hidrdlisis para la concentracion de NaOH comprendida entre 4.25 y
5.75, por ta motivo se realizé un experimento 2’ factorial con punto estrella, alrededor
de este punto, para verificar si este cambio obedecia a un efecto de curvatura. Los
resultados (Tabla 13) se analizaron por procedimiento de ANDEVA, encontrandose que
no existian efectos de curvatura y que el tiempo de hidrélisis dejo de afectar a la
respuesta. Se realizé un segundo experimento de aproximacion 2’ factorial con punto
estrella, a tiempo de hidrélisis constante (240 h), encontrandose (Tabla 14) un nuevo
cambio de tendencia para una concentraciéon de 7.25% de NaOH y un tiempo de
pretratamiento de 131.8h. La comparacion de los valores obtenidos para éste
experimento muestra que son muy parecidos a los obtenidos en la etapa anterior, por lo
que se realizé un experimento de segundo grado alrededor del nuevo punto de inflexion.
Los resultados obtenidos (Figuras 10 y 11) muestran un valor méximo para la respuesta,

el cual puede ser considerado como el 6ptimo para este par de variables.
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Tabla 12

. Regioén experimental en la direccion de la trayectoria de optimizacion para
las variables NaOH, tp y th. Primera aproximacion.

NaOH tp th Azucares reductores (% m/m)
(% m/v) (min) (h) 1 2 Media Desvest
2 60 120 0.6778 0.6856 0.6817 0.0055
2.75 68 139.07 0.7245 0.7232 0.7239 0.0009
3.5 75 158.13 0.7193 0.7115 0.7154 0.0055
4.25 83 177.2 0.8181 0.8207 0.8194 0.0018
5 90.3 196.27 0.9155 0.9155 0.9155 0.0000
5.75 97.8 215.34 0.7375 0.7401 0.7388 0.0018

Se eligieron las variables tp, NaOH y th para optimizarlas por el método de superficie de
respuesta. Se seleccion6 arbitrariamente un punto dentro del rango experimental probado y a
partir de este se calcularon los valores a experimentar, utilizando para ello las relaciones entre
sus pendientes, determinadas por el modelo lineal desarrollado (Ecuacion 6).

Tabla 13. Disefio 2° factorial con punto estrella alrededor del cambio de tendencia,
realizado con el proposito de verificar si éste obedece a un cambio en la curvatura del

sistema.

NaOH tp th Azucares reductores (% m/m)

(% m/v) (min) (h) 1 2 Media Desvest
5.75 97.8 215.34 24.31 24.35 24.33 0.02
4.75 87.8 195.34 21.24 21.17 21.20 0.05
4.75 87.8 235.34 22.52 22.52 22.52 0.00
4.75 107.8 195.34 24.51 24.62 24.57 0.07
4.75 107.8 235.34 24.31 24.41 24.36 0.07
6.75 87.8 195.34 26.24 26.31 26.27 0.05
6.75 87.8 235.34 25.93 25.93 25.93 0.00
6.75 107.8 195.34 27.08 27.08 27.08 0.00
6.75 107.8 235.34 27.66 27.72 27.69 0.05

Este experimento corresponde a un experimental 2° factorial con punto estrella, circundante a la
condicion en que se registr6 el cambio de tendencia (5.75, 97.8, 215.34), en el experimento anterior. El
analisis de variancia mostro que, para las nuevas condiciones analizadas, el tiempo de hidrolisis dejo de
tener influencia significativa en la respuesta, acotando la optimizacion para la concentracion de NaOH y el
tiempo de pretratamiento, a tiempo de hidrolisis constante (240 h).
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Tabla 14. Region experimental en la direccion de la trayectoria de optimizacion para
las variables NaOH, tp y th. Segunda aproximacion.

NaOH Tp Th Sacarificacion (% m/m)
(%) (min) (h) 1 2 Media Desvest
5.75 97.8 240 25.47 25.47 25.47 0.00
6.25 109.1 240 25.70 25.66 25.68 0.03
6.50 114.8 240 28.26 28.17 28.22 0.07
6.75 120.5 240 26.05 26.19 26.12 0.10
7.00 126.1 240 27.68 27.54 27.61 0.10
7.25 131.8 240 26.82 26.77 26.80 0.03
7.50 137.4 240 27.59 27.69 27.64 0.07

A partir del punto de inflexion anterior se calcularon los nuevos valores de las variables por optimizar.
En este experimento se mantuvo constante el tiempo de hidrélisis (240 h), debido a que el experimento
anterior demostré que ya no influia significativamente en la respuesta. Los resultados mostrados en la
tabla indican la aparicion de una nueva inflexion alrededor de la concentracion de 7.25% de NaOH, para
un tiempo de pretratamiento de 131.8h.
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Figura 10. Grafica de superficie de respuesta que muestra el comportamiento de los
rendimientos de hidrolisis alrededor del segundo cambio de tendencia. El méaximo
observado permitid el célculo de los valores de NaOH y tp que optimizan la produccién
de azucares por hidrolisis del aserrin de pino.
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El modelo ajustado para superficie de respuesta (Ecuacion 7), se resolvio por el
método de maximos y minimos, encontrdndose que los valores que optimizan la
respuesta corresponden a una concentracion de 7.24% de NaOH y un tiempo de

pretratamiento de 90.06 min.

Ar=-791.8+162.98*NaOH+4.02*tp-11.07*NaOH*+0.21 *tp*NaOH-0.03 *tp* (7)

92

%0 / 4 1 1] | — 36799

1| B — 37508

w i
= —— 39906
» S —a

41.594
. \ el / /] i

. / 1% / 43992
80 \ s )
N7/ o

78 — 46.390
\\\“M — 47189

76 — 479388
7 74 7.8 8.2 86 9 — 48.787

NAOH (% mi)

Figura 11. Curvas de nivel que muestran la combinacion Optima de las variables de
pretratamiento que maximizan la producciéon de aztcares reductores por hidrolisis
enzimadtica del aserrin de pino.

6.6. Efecto del contenido de lignina sobre el rendimiento de sacarificacion

En la Figura 12 se muestran los porcentajes de azucar obtenidos en relacion con el

contenido de lignina en los materiales pretratados sometidos a hidrolisis. Como puede
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verse, los rendimientos de azicar se agrupan en dos bloques, uno para los contenidos de
lignina comprendidos entre 26 y 27.3% y otro para los comprendidos entre 28 y 29.5%.
Los rendimientos de azicar mas altos se obtuvieron para los contenidos de lignina de
28.5% y 28.82%, sin embargo, los contenidos de lignina de las muestras sometidas al
proceso de optimizacion (Figura 13), mostraron un minimo para las condiciones de
pretratamiento de 7.87% de NaOH durante 84.38 min. Estos valores son muy parecidos
a los obtenidos para la produccion optima de azucares reductores (8.24% de NaOH

durante 86.6 min).
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Figura 12. Influencia del contenido de lignina residual en el aserrin pre tratado, sobre el
rendimiento de hidrdlisis enzimatica de su contenido de celulosa. Los valores graficados se
obtuvieron con las siguientes condiciones de pretratamiento e hidrolisis: [NaOH] (1-3%), tp (30-
90 min), Tp (60-120 °C), pH (4.5-6.5), th (72-168 h), Ty (45 °C) y E (25 UPF/g de
holocelulosa).
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Figura 13 Contenido de lignina en el aserrin pre-tratado, en las condiciones establecidas por
el disefio central compuesto. La grafica muestra la existencia de un minimo, obtenido en
condiciones similares a las encontradas para el méximo de sacarificacion.

6.7. Fermentabilidad de los aztcares producidos

Se hidrolizados enzimaticos obtenidos en las condiciones dptimas encontradas, se
utilizaron como fuente de carbono para el crecimiento de una cepa autdctona de S.
cerevisiae, para ello se mezclaron con factores de crecimiento, en condiciones estériles y
se inocularon con 10° cel/mL, se incubaron a 28 °C por 60 h, durante las cuales se
determind su comportamiento cinético (Figura 14). También se determind el
rendimiento de alcohol producido Yp/s (0.087), el azlGcar consumido durante la
fermentacion  (68%), la proporcion de azicares utilizados para el crecimiento
microbiano (57%), la fraccién utilizada para la produccion de etanol (11%) y la

proporcion de azucares residuales (32%).
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Figura 14. Fementacion de los hidrolizados obtenidos con las condiciones optimas de
pretratamiento e hidroélisis, utilizando una cepa autoctona de Saccharomyces cerevisiae.
Las condicines de fermentacion fueron 28 °C un, con pH de 5.0 duranter 60 horas.
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7. Discusion de resultados

7.1. Composicion quimica del aserrin de pino

El aserrin de pino utilizado como material de estudio tiene un contenido de
holocelulosa 25% menor que el reportado para Picea, una madera dura, pero es
comparable con el reportado para la céscara de nuez, la paja de arroz y una hierba
conocida como Switch grass (Wiselogel ef al. 1996). En cuanto a la lignina, contiene 9%
menos que el reportado para pino, 7.5% menos que la reportada para madera dura
(picea), 24% menos que la céscara de nuez, 48% mas que la paja de arroz y 51% mas
que la hierba Swiitch grass (Wiselogel et al. 1996). Considerando que la composicion de
la biomasa lignoceluldsica determina la eficiencia de su conversion en etanol (Hamelink
et al., 2005, Hames et al., 2003), se puede decir que, el aserrin de pino puede ser una

buena materia prima para la produccion de etanol.

7.2. Eleccion del método de pretratamiento

Con el proposito de elegir el mejor método, se probaron los pretratamientos con
acido sulftrico, explosion con vapor y con NaOH, en distintas condiciones. Se
identificaron las variables que definen su comportamiento de hidrolisis y se compararon

entre si los rendimientos de hidrolisis maximos obtenidos para cada uno de los
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procedimientos probados, por analisis de variancia. Los resultados obtenidos muestran
que el rendimiento maximo de los procedimientos de pretratamiento con acido sulfurico
(9.59+£0.39%) y por explosion con vapor (9.85+1.87%), es estadisticamente igual
(p<0.05). Estos rendimientos son tres veces menores que el maximo obtenido para la
hidrolisis del aserrin pre tratado con NaOH (29.72+0.57% m/m), son tres veces menores
a los reportados por Wingren y colaboradores (2008), para maderas suaves pretratadas
por explosion con vapor (160<T<190 °C) y también son tres veces menores a los
reportados por Saha y colaboradores (2005), para la hidrolisis de cascarilla de arroz y
son 7.3 veces menores que los reportadas por Ojumu y Ogunkunle (2005), para la
hidrolisis enzimatica del aserrin proveniente de Triplochiton scleroxylon, un arbol
tropical originario de Africa occidental. Los rendimientos de hidrolisis obtenidos con
estos procedimientos son bajos, esto puede atribuirse a la temperatura usada (120 °C), la
cual es menor a las utilizadas por los otros autores. Ademas, el pretratamiento por
explosion con vapor se efectud al pH natural del aserrin y algunos autores recomiendan
adicionar pequefias concentraciones de acidos minerales (Wyman et al, 2005;
Kristensen et al., 2008). Considerando que el efecto combinado del gradiente de presion,
la temperatura de pretratamiento, el contenido de humedad y la concentracion del acido
pueden mejorar los rendimientos de hidrélisis, Ojumu y Ogunkunle (2005) recomiendan
el uso combinado de los métodos de pretratamiento con &acidos minerales a baja
concentracion, y la explosion con vapor. Para el pretratamiento con NaOH, los
resultados obtenidos son comparables con los reportados por Wringler y colaboradores
(2008) y Ojumu y Ogunkunle (2005), pero son 7 veces mayores que los obtenidos por
Soto y colaboradores (1994), para cascos de girasol pre tratados con NaOH, en

condiciones similares (3% de NaOH, por 1.5 h a 120 °C). La combinacion de las
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variables temperatura-tiempo-concentracion del catalizador, disminuyen los contenidos
de lignina y hemicelulosa en el material, modifican la cristalinidad de la celulosa,
favorecen la formacion de sitios amorfos, facilitan la accion hidrolitica de las
endoglucanasas, se aumenta el nimero extremos terminales y se facilita la accion

hidrolitica de las celobiohidrolasas I y II (Carrard et al., 2000). (Linder y Teery, 1996).

7.3. Influencia de las variables de hidrolisis sobre el rendimiento de sacarificacion

enzimatica del aserrin de pino pre tratado con NaOH

El analisis de variancia de los resultados del estudio del efecto de las variables de
hidrolisis (pH, concentracion de enzima y tiempo) sobre el rendimiento de sacarificacion
enzimadtica del aserrin de pino, pre-tratado en las condiciones previamente establecidas,
muestra, que el tiempo y el pH de hidrolisis afectan significativamente a los
rendimientos de hidrdlisis, pero la concentraciéon de enzima no mostrd tener efecto
alguno. Estos resultados concuerdan con los reportados por Soto et al., (1994), quienes
establecieron que, a partir de 25 UPF/g de, la sacarificacion enzimatica de la celulosa se
hace independiente de la concentracion de enzima. Por otra parte, Pillipidis y Hatzis,
(1997), encontraron que el rendimiento de hidrdlisis aumenta linealmente con la dosis de
enzima, hasta 20 UPF/g, pero cuando ésta se aproxima a 40 UPF/g, se alcanza la
concentracion de saturacion del sustrato y el pardmetro deja de ser importante. Respecto
al pH de hidrolisis, los resultados apuntan en la direcciéon decreciente (<4.5), sin
embargo, el valor minimo utilizado corresponde al limite inferior de maxima estabilidad
de la enzima (Belkacemi et al., 1997; Cohen et al., 2005: Rosgaard y colaboradores,

2006) para el complejo enzimadtico (4.5-5.5) y respecto al tiempo de hidrdlisis, podemos
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decir que estd relacionado con la complejidad del material y con la estabilidad de los
enlaces glucosidicos, la cual estd determinada por el enorme nimero de puentes de

hidrégeno (Povh and Rosina. 2005).

7.4. Efecto de la combinacion de variables de pretratamiento e hidrdlisis, sobre la

eficiencia de sacarificacion

Para éste experimento, el andlisis de varianza muestra que, con excepcion de la
concentracion de enzima, las demds variables influyen significativamente en el
rendimiento de hidrélisis. También evidencia la presencia de interacciones entre las
variables de pretratamiento e hidrdlisis (Tablal5), mostrando que los cambios ocurridos
al sustrato, como consecuencia de las condiciones de pretratamiento, determinan la
eficiencia de sacarificacion. El andlisis de efectos principales mostré que el tiempo de
pretratamiento, el pH de hidrélisis y la temperatura de pretratamiento contribuyen con
un 48.7%, al ajuste del modelo, en tanto que las variables de hidrolisis lo hacen con
30.67%, el error puro con 14.93% y el efecto combinado de las interacciones con 5.66%.
Estos resultados muestran que la optimizacion del proceso de sacarificacion, no puede
soslayar la participacion, tanto de las variables de pretratamiento, como las de hidrdlisis,

por ésta razdn seran consideradas juntas en los experimentos de optimizacion.

7.5. Optimizacion del proceso de hidrolisis

Para la optimizacion se selecciond al tiempo de pretratamiento, la concentracion de

NaOH y el tiempo de hidrdlisis como las variables a optimizar. Ello obedeci6 a
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consideraciones tanto de tipo técnico, para la temperatura, como funcional, en el caso
del pH. Como resultado del proceso de optimizacion, se recuperd un maximo de 48 %
(m/m) de los azucares contenidos en el aserrin pretratado. Este rendimiento es muy
parecido al reportado para cascos de girasol (50%), por Soto y colaboradores, (1994).
Sin embargo, las condiciones de pretratamiento encontradas, son muy severas (7.24 %
m/v de NaOH, a 120 °C, durante 90 min), y estas pueden afectar la decisién de usar esta
importante materia prima para la producciéon de etanol combustible. Es conveniente
mencionar, que debe intentar la optimizacion de la temperatura de pretratamiento y del

pH de hidrolisis, ya que juntas contribuyeron con un 35% al ajuste del modelo.

7.6. Efecto del contenido de lignina sobre la eficiencia de sacarificacion

Los contenidos de lignina en las muestras pretratadas con NaOH, durante la
optimizacion del proceso de sacarificacion (Figura 6), muestran un comportamiento
suigeneris, ya que la funcion de la superficie muestra la presencia de un minimo para las
condiciones que propiciaron el 6ptimo de hidrélisis. (Figuras 3 y 6). Sin embargo, se
percibe la existencia de otros minimos de menor valor, pero que no producen los efectos
deseados en el material sometido a hidrdlisis. Los resultados sin embargo, satisfacen la
propuesta de Mansfield y colaboradores (1999), quienes al respecto mencionan, que la
eficiencia de hidroélisis de la celulosa depende del contenido de lignina residual en el
material pretratado. Por otra parte, la disolucién de hemicelulosas y ligninas durante el
pretratamiento (Akerholm y Salmén, 2002), permiten la incorporaciéon de una cantidad
considerable de agua al interior del material pretratado, provocando la formacion de

canales de flujo, que facilitan el desplazamiento y la accion hidrolitica de las celulasas
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(Akerholm y Salmén, 2002). En el caso del aserrin, como consecuencia del
pretratamiento, su contenido de humedad aumento de 6 a 7 veces, en relacion con el
aserrin sin tratar (11.1327+0.27%). Esta captacion de agua esta relacionada con la
perdida de estabilidad de las cadenas de celulosa (Heiner et al, 1998), debida
probablemente a cambios de estructurales que favorecen el movimiento procesivo de las
celobiohidrolasas I y II, y el desplazamiento aleatorio de las endoglucanasas, entre los
sitios erosionados de las fibras de celulosa (Viljame et al., 1999; Viljime et al., 2001,
Cohen et al., 2005). Estas transformaciones estan relacionadas con la concentracion del

hidroxido de sodio y con el tiempo de pretratamiento (Tuor ef al., 1995).

7.7. Fermentabilidad de los azucares producidos

La prueba de fermentabilidad consistid6 en hacer crecer una cepa autdctona de
Saccharomyces cerevisiae, en un medio de cultivo, cuya fuente de carbono estaba
constituida por los aziicares obtenidos de la hidrélisis enzimatica del aserrin de pino pre
tratado con NaOH. En relacion con la produccion de etanol (Figura 8), se obtuvo un
rendimiento de fermentacion de 0.087 g de etanol/g de azlcar alimentado, éste
rendimiento es bajo y su valor puede atribuirse a que durante la fermentacion se presentd
un crecimiento constante del cultivo microbiano. Durante la misma el 57% de los
azlcares suministrados se consumio, en el crecimiento de la poblacion microbiana y sélo
el 11% en la produccion de etanol. Ademas, después de 60 h de fermentacion, aun se
recuperd un 32% de azucares residuales en el mosto. Estos resultados se compararon con

los obtenidos por Saha y colaboradores (2005) y se encontrdé que los rendimientos de
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azlcar obtenidos por ellos, por hidrolisis acida de 214+2.5%, para Lantana cémara,
produjeron un rendimiento maximo de 7.5+0.15% de etanol, con respecto al contenido
de aztcar alimentado en el sistema. Lo anterior significa que, aunque la fermentabilidad
de los aztcares producidos durante la hidrolisis enzimatica del aserrin de pino es baja,

no ésta tan alejada de la reportad en la literatura.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados reportados y su anélisis permiten concluir que:

1.La composiciéon quimica del aserrin de pino colectado en Durango-México, se
encuentra dentro del rango reportado por la literatura, para este tipo de
materiales.

2.Su contenido de carbohidratos totales (holocelulosa) y su abundancia en la region
de estudio, lo sitian como una materia prima potencialmente importante para la
produccion de etanol combustible.

3. Respecto a los procedimientos de pretratamiento probados, el alcalino es el que
produce los rendimientos mas altos de azlcares reductores, en el proceso de
hidro6lisis enzimatica, por ello, fue elegido sobre los pretratamientos por
explosion con vapor y con acido sulfurico.

4.En relacion con las variables de hidrdlisis se encontrd, que la concentracion de
enzima mayor a 25 UPF/g, dejan de ser importantes en el rendimiento de
hidrolisis.

5.La optimizacion del procedimiento de sacarificacion debe realizarse con la
inclusion combinada de las variables de pretratamiento e hidrolisis, de no hacerse
asi, se pueden obtener valores Optimos, para las variables del proceso, alejados

del valor verdadero.
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6.Se demostro que el rendimiento de sacarificacion depende del contenido de lignina
residual en el material pre tratado y que el comportamiento de la disminucién de
¢ésta, es exactamente inverso al del rendimiento de hidrélisis. Ademads, puede
decirse que tanto la lignina extraida (expresada como la diferencia en peso de la
lignina en el material pretratado respecto del material extraido), al igual que los
azucares producidos en la hidrdlisis enzimatica, dependen de la intensidad del
pretratamiento.

7.La intensidad del pretratamiento estd determinada por la combinacion de las
variables de temperatura, tiempo y concentracion de NaOH y la cantidad de agua
absorbida por el material durante el mismo, contribuye al incremento en la
velocidad de hidrolisis.

8.La fermentabilidad de los azlcares es baja (68%). El 84% de los azucares
consumidos se utilizaron para el crecimiento celular y el 16 % restante para la
produccion de etanol (es decir, s6lo el 11% de los azucares alimentados se
usaron en la produccion de etanol). Por consecuencia, el rendimiento obtenido
fue bajo (Yp/s=0.087).

9.Las condiciones de proceso que permiten alcanzar el maximo rendimiento de
azucares fermentables (48%m/m) a partir del aserrin de pino son: Tiempo de
pretratamiento (85 minutos), Concentracion de NaOH (8%), Temperatura de
pretratamiento (120 °C), Tiempo de hidrolisis (240 h), pH de hidrdlisis (4.5) y

Carga enzimatica (25 UPF/g de aserrin pre tratado)
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azlcares fermentables.

RESUMEN

Con el propdsito de aprovechar un recurso que en la actualidad es un
desecho contaminante generado durante el aserre de la madera en
Durango, México, se probaron los métodos de pretratamiento alcalino,
acido y explosion con vapor a temperatura de autoclave, para realizar la
hidrolisis enzimatica de aserrin de pino obtenido de tres aserraderos de la
Ciudad de Durango y recuperar los azucares contenidos en él. Se
encontré que el pretratamiento con NaOH a 120 °C proporciona mejores
resultados que los tratamientos con acido sulfurico diluido y por explosion
con vapor a 121 °C. Se optimiz6 el pretratamiento alcalino por el método
de superficie de respuesta. Los resultados muestran que la concentraciéon
Optima de azlcares reductores, con un valor de 48 %, se obtuvo después
de un pretratamiento con 8 % de NaOH durante 85 minutos a 120 °C, a un
pH de hidrdlisis de 4.5, durante 240 h, con una carga enzimatica de 25
UPF/g de carbohidratos totales. Por comparacion con los resultados
reportados en la literatura, se encuentra que el procedimiento obtenido es

susceptible de ser utilizado para el aprovechamiento de este recurso.
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ABSTRACT

This paper discusses the use of an industrial residue to reduce the pollution
produced at sawmills in Durango, Mexico. Pine sawdust was alkali, acid and
vapor pretreated in order to make an enzymatic hydrolysis of the sawdust coming
from three different sawmills in the city of Durango and therefore recover the
fermentable sugar present in the sawdust. The alkaline pretreatment at autoclave
temperature of 120°C delivers the best results compared to the sulfuric acid
pretreatment and steam explosion at 121°C. The alkaline pretreatment was
optimized by the use of the surface response method. The results show that the
highest sugar yield happened at concentrations of 8 % NaOH at 120°C for 85 min
and a hydrolysis at pH 4.5 for 240 h, at an enzyme concentration of 25 FPU/g of
total carbohydrates. The results show that the method used may be applied to

take advantage of the sawdust.

INTRODUCCION

El aserrin es un producto altamente estable con escasas alternativas de
uso; su acumulacion constituye un serio problema de contaminacion en los
suelos en que se deposita (Starbuck 1997). El aserrin puede causar
enfermedades como asma, bronquitis crénica y otros problemas
respiratorios asociados con alergias (Malstrom et al. 1999); también puede
causar dermatitis, ronchas, canceres pulmonares, gastrointestinales y
nasales (Seguros de Texas 2004). Tradicionalmente se ha usado la
combustion como alternativa para reducir la acumulacion, pero su quema,
ademas de ser ilegal, contribuye a la emision a la atmésfera de mas de
200 compuestos organicos potencialmente peligrosos (Wolfang et al.
1998), tales como hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS), que son
potencialmente mutagénicos y carcinogénicos (Claessens et al. 1987,
Ramdahl y Becher 1982).

Por otra parte, tanto el aserrin como los demas desperdicios de la
explotacion de las maderas suaves pueden ser utilizados como materia

prima para la produccién de etanol combustible y otros quimicos (Palonen
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et al. 2004) por ser los materiales lignocelulésicos dominantes en el
hemisferio norte (Galbe y Zacchi 2002). En México, la industria del aserrio
genera alrededor de 0.35 m® de aserrin de pino por m® de madera
(SEMARNAP 2000), lo cual representa en promedio 206,000 m* al afio
(INEGI 2008). Considerando que su densidad promedio es de 500 kg/m®
(Valencia 1999), esta produccion equivale a 103,000 ton anuales, a partir
de los cuales se podria obtener alrededor de 33X10° | de etanol
combustible. No obstante, la mayor limitante para la produccién de etanol
combustible a partir de aserrin es la recuperacion de los azucares que
contiene y ésta a su vez esta determinada por el procedimiento de
hidrélisis que se utilice (&cido o enzimatico). El procedimiento enzimético
esta limitado por la presencia de lignina y la cristalinidad de la celulosa
(Millet y Baker 1975, Kent y Chang 1981, Marten et al., 1996, Schell et al.
2003, Akerholm y Salmén 2001 y 2002, McLean et al. 2002), por ello se
han venido utilizando diversos procedimientos de pretratamiento, entre los
que destacan el alcalino, el acido y la explosién con vapor (Schultz y Burns
1990, Marten et al. 1996, Akerholm y Salmén 2001 y 2002). Cada uno
produce cambios particulares en las materias primas; asi, el pretratamiento
con &cido diluido hidroliza principalmente a las hemicelulosas, dejando una
estructura porosa formada principalmente por celulosa y lignina, la cual es
mas accesible a la accidon de las enzimas (Wyman 1994). La explosion con
vapor rompe la estructura del material y aumenta la accesibilidad de la
celulosa al ataque enzimatico (Bender 1979, Shimizu et al. 1994, Gregg y
Saddler 1996) y el pretratamiento con hidréxido de sodio (NaOH) rompe
los enlaces lignina-carbohidrato, retira parte de la lignina y de las
hemicelulosas, abre las estructuras del material, incrementa el area
interfacial y reduce el grado de polimerizacion y cristalinidad de la celulosa,
favoreciendo la sacarificacion enzimética de la misma (Tuor et al. 1995).
De acuerdo con Wyman et al. (2005), la biomasa lignocelulosica debera
ser pretratada para elevar los rendimientos; no obstante, éste es uno de

los pasos mas costosos, de manera que debera prestarsele particular
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atencion a fin de ganar ventaja de esta operacion. En 1977, Martinez et al.
encontraron que es posible producir cambios muy similares en la
composicion quimica del sustrato lignocelulésico durante el pretratamiento,
utilizando diferentes combinaciones de las principales variables de
operacion (temperatura, tiempo y concentracién). Por lo anterior, el
presente trabajo tiene como objetivo identificar y optimizar las condiciones
de pretratamiento e hidrdlisis enzimatica del aserrin de pino, con el
propésito de utilizar un material considerado un contaminante
potencialmente riesgoso, como materia prima para la obtencion de
azucares fermentables susceptibles de ser utilizados en la produccion de

etanol combustible.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo y caracterizacion de la materia prima

Las muestras fueron colectadas de tres aserraderos de la ciudad de
Durango, tamizadas con un tamafio de particula comprendido entre las
mallas 20 y 40, y almacenadas a temperatura ambiente. Se determind por
cuadruplicado su contenido de humedad (TAPPI T 258 om-89), extraibles
(TAPPI T 204 om-88), cenizas (TAPPI T 211 om- 85) y lignina (TAPPI T
222 om-88). El contenido de carbohidratos totales se obtuvo por céalculo

(100-humedad-extraibles-cenizas-lignina).
Seleccion del método de pretratamiento

El aserrin se extrajo durante 24 h con etanol al 95 %, se lavd con agua
destilada, se secOd a 70 °C durante 24 h y se almacen6 a temperatura
ambiente. Se probaron los métodos de pretratamiento con NaOH, H,SO,4 y
explosion con vapor. El material pretratado se sometidé a hidrolisis
enzimatica, utilizando para ello un preparado comercial, Celluclast 1.5L
proporcionado por NOVOZYM de México. Se determind el contenido de
azucares reductores en el hidrolizado por el método de Miller (1959). Los

resultados se multiplicaron por 0.9 para corregir el agua afadida a la
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molécula durante la hidrélisis de la celulosa. Se calculé el porcentaje de
sacarificacion respecto a los azlcares potencialmente hidrolizables
(ecuacion 1). Las condiciones experimentales se muestran en la figura 1.
Se utilizé el disefio experimental 2" factorial, con k igual a 3 para los
pretratamientos acido y alcalino, e igual a 2 para el pretratamiento por
explosion con vapor. Todos los experimentos se realizaron por duplicado.
Los resultados se analizaron por el procedimiento de ANOVA vy las
mejores condiciones de pretratamiento se identificaron por el método
estadistico de la diferencia minima significativa (LSD). Las mejores
condiciones de pretratamiento e hidrélisis obtenidas para cada uno de los
procedimientos probados se compararon entre si mediante la prueba de t
para muestras dependientes (Montgomery 1991). Se selecciond el mejor
procedimiento y se optimizé por el método de superficie de respuesta
(Montgomery 1991, Soto-Cruz et al. 1999, Ge et al. 2002). Los resultados
se analizaron con el software Statistica 5.5 de Statistics INC.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion quimica de la materia prima
La composicion quimica del aserrin (Cuadro |) es similar a la reportada por
FAO (1997) para madera, Lee (1992) para materiales lignocelulésicos y
Sojstrom (1981) y Mosier et al. (2005) para madera blanda. Las diferencias
encontradas dependen del tipo de biomasa, el lugar de crecimiento, los
fertilizantes usados, el tiempo de cosecha y las condiciones de

almacenamiento (de Boer y den Uil 1997).

Seleccidon del método de pretratamiento

El analisis de varianza de los resultados de la hidrélisis enzimatica del
aserrin de pino pretratado con NaOH (Cuadro II) mostré que las variables
probadas y sus interacciones (con excepcion de la interaccidon tiempo de

pretratamiento-tiempo de hidrdlisis), influyen significativamente (p<0.05)
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sobre los rendimientos de hidrdlisis. EI método de la diferencia minima
significativa (LSD) muestra que es posible obtener rendimientos de
hidrolisis similares bajo condiciones diferentes de pretratamiento e
hidrolisis y que las condiciones de pretratamiento que produjeron el mejor
rendimiento (33.2624+0.24 %) son 3 % de NaOH, 90 minutos de
pretratamiento a 121 °C y 168 h de hidrdlisis a un pH de 4.5 con una carga
enzimatica de 25 UPF/g de celulosa potencial (Cuadro II). Este
rendimiento es 1.5 veces menor que el reportado por Soto et al. (1994)
para cascarilla de girasol pretratada con 0.5 % de NaOH, a 120 °C durante
90 minutos, e hidrolizada con Celluclast suplementada con Novozym 188,
para una carga enzimatica de 25 UPF/g de celulosa. Por otra parte, es
1.75 veces menor que la reportada por Latif et al. (1994), quienes
pretrataron pasto Kallar con NaOH al 2 % a 121 °C e hidrolizado con un
concentrado enzimatico obtenido de Clostridium thermofillus; la hidrolisis
se efectud a 60 °C durante 90 h. Adicionalmente, es 1.85 veces mayor que
la reportada por estos mismos autores para el mismo sustrato sometido a
las mismas condiciones de pretratamiento, pero hidrolizado con un
concentrado enzimatico obtenido de una cepa autoctona de T. reesei
(VTT-D-79125).

Para el pretratamiento con H,SO,, el andlisis de varianza muestra que el
tiempo de hidrdlisis y las interacciones (concentracion de H,SO4 tiempo de
pretratamiento y concentracion de H,SO,4, tiempo de pretratamiento, tiempo
de hidrdlisis) influyen significativamente (p<0.05) sobre los rendimientos de
azucar. La comparacion entre tratamientos dentro de este grupo (LSD,
p<0.05) senala que los mejores resultados (9.59+0.39 %) se obtuvieron
para las siguientes condiciones de hidrélisis: H,SO4 = 2 %, tp = 40 min a
121 °C y th = 240 h, pH = 4.5, con una carga enzimatica de 25 UPF/g de
celulosa potencial. Este rendimiento es dos veces menor que el reportado
por Saha et al. (2005) para cascarilla de arroz pretratada durante 1 h a 121
°C con HySO, al 1 %, hidrolizada con una mezcla de enzimas comerciales

(Celluclast y Novozym 188), adicionadas con Twen 80, a pH 5.0, durante
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72 h. A su vez, es 5.5 veces menor que la obtenida de la hidrdlisis de
desperdicios de papel pretratado con 1.1 % de H,SO, a 160 °C por 10
minutos, con 10 g/L de un concentrado enzimético de T. reesei (con una
potencia de 0.184 FPU/mg), adicionada con Tween 80 y Tween 20 como
surfactantes (Wu y Kwang 1998). Kadam et al. (2004) pretrataron rastrojo
de maiz con H,SO,4 a 50 °C y obtuvieron una concentracion de glucosa de
52 % en el material pretratado. Por otra parte, Rosgard et al. (2006)
hidrolizaron paja de cebada pretratada por explosién con vapor a 170 °C,
después de haberla humectado con H,SO4 al 1 % (v/v), con una mezcla de
Celluclast y Novozym 188, obteniendo una conversion del 95 % en 6 h 'y
de casi el 100 % después de 48 h de hidrdlisis. Estas diferencias pueden
atribuirse al tipo de sustrato o a las diferentes condiciones utilizadas
durante la experimentacion, aunque es definitivo que la composicion del
preparado enzimatico y la presencia de surfactantes afectan
benéficamente a la sacarificacion enzimatica (Wu y Kwang 1988). El
pretratamiento con &cido sulfurico remueve a las hemicelulosas de manera
casi completa e incrementa el rendimiento de la glucosa proveniente de la
hidrolisis enzimatica de la celulosa (Wyman et al. 2005); sin embargo, es
claro que la eficacia del método depende del material a hidrolizar, asi
como de las condiciones del pretratamiento y la hidrélisis. Podemos decir
gue para el aserrin de pino, en las condiciones probadas, el pretratamiento
con &cido diluido es poco efectivo para hidrolizar la celulosa que contiene.

Para el pretratamiento por explosion con vapor, el analisis de varianza
muestra que los tratamientos probados y su interaccion producen
resultados estadisticamente diferentes. La comparacion entre tratamientos
del mismo grupo (LSD, p<0.05) muestra que el rendimiento maximo
(17.875+£1.49 %) de azlcares reductores se obtuvo para un tiempo de
pretratamiento de 90 minutos a 121 °C y un tiempo de hidrdlisis de 240 h,
a un pH de 4.5, con una carga enzimatica de 25 UPF/g de celulosa
potencial. Palmarola et al. (2004) reportan que la hidrélisis de una mezcla

de fibra de la industria de almidon (libre de almidén) con 5 % de agua
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desionizada y calentada a temperaturas entre 110-210 °C durante 20 y 60
minutos (pretratada por explosion con vapor), e hidrolizada con Celluclast
1.5 L y Ultraflo L de Novozyme, a pH de 5 durante 48 h, a 200 rpm,
produjo rendimientos dos veces mayores que para el aserrin de pino en 48
h de hidrdlisis. Es claro que un rendimiento del 17.87 % sigue siendo bajo,
por lo que el procedimiento de explosion con vapor utilizado no es
recomendable para el procesamiento del aserrin de pino.

Es importante mencionar que los contenidos de lignina en el material
pretratado son muy parecidos a los del aserrin sin tratar (26.58+0.37 %) y
gue la maxima delignificacion se obtuvo para el pretratamiento con NaOH
al 1 %, mientras que la concentracidn maxima de azlcares reductores se
obtuvo para el pretratamiento con NaOH al 3 %. Lo anterior hace suponer
gue las modificaciones ocurridas en el material pretratado tienen una
influencia mayor sobre los rendimientos de sacarificacion que el contenido

mismo de lignina.

Seleccién del método de pretratamiento

Como puede observarse, los rendimientos obtenidos durante la hidrolisis
enzimatica del aserrin de pino pretratado con NaOH fueron 3.5 veces
mayores que los logrados por el tratamiento con H,SO, y 1.86 veces
mayores que el obtenido por el procedimiento por explosion con vapor. La
comparacion estadistica de los rendimientos de hidrdlisis maximos se
compararon con la prueba de t para muestras dependientes, y se encontré
gue son estadisticamente diferentes (p>0.05), por lo cual se eligié al
pretratamiento con NaOH para su optimizacion.

Optimizacion del proceso de hidrélisis enzimatica del aserrin de pino
pretratado con NaOH

Para la definicion del espacio experimental se determinaron las tendencias
de optimizaciébn mediante un ajuste lineal de los resultados (Ecuacion 1),

las cuales estan especificadas por las Ecuaciones 2 y 3. El espacio
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experimental explorado se obtuvo para incrementos de la concentracion de
NaOH de 0.75 % en la direccion de tendencia (Cuadro lll).

Ared = -5.580+0.130*p+0.380*C+0.086*T+0.052*th-1.495*pH (1)
0.1251*p = 0.3785*C ()
0.0521*h = 0.3785*C 3)

El experimento se realiz6 en dos etapas. El analisis de varianza de la
primera etapa mostrO que la temperatura de hidrdlisis dejo de tener
influencia significativa después de 240 °C; por ello, la segunda se realizé a
temperatura constante (240 °C). Los resultados de esta ultima mostraron
gue los rendimientos de hidrdlisis son muy parecidos entre si para las
condiciones probadas, por lo que se procedido a la realizacion de un
experimento final mediante un disefio central compuesto en la regién
definida en la segunda etapa. Los resultados de ésta se presentan en la
figura 2, donde se muestra que la produccion Optima de azlcares
reductores (48 %) fue obtenida para una concentracion de NaOH del 8 % y
un tiempo de pretratamiento de 87 minutos a 120 °C, con un tiempo de
hidrélisis 240 h, a pH de 4.5 y una carga enzimética 25 UPF/g de celulosa.
Los resultados obtenidos en el presente trabajo fueron superiores a los
reportados por Lee et al. (1995), quienes pretrataron madera por explosion
con vapor a 121°C durante 3 min, para obtener un rendimiento de glucosa
de 4 %; tales resultados son muy similares a los reportados por Yang et al.
(2002) para astillas de madera pretratada con 0.4 % de NaOH a 60 °C, y
cuyos rendimientos obtenidos fueron de 45 % respecto al material
pretratado y ligeramente inferiores (2 %) a los reportados por Latif et al.
(1994) para pasto Kallar. Lo anterior permite afirmar que bajo las
condiciones especificadas, este material puede ser utilizado como materia
prima para la obtencion de acidos organicos, pigmentos y etanol
combustible. No obstante, las condiciones de pretratamiento obtenidas en

el presente trabajo son mas severas que la mayoria de las reportadas en
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la literatura, por ello es recomendable buscar la reutilizacion del hidroxido
de sodio, a fin de mejorar la viabilidad econdmica del proceso y eliminar

las cargas contaminantes que produciria su descarga al ambiente.

CONCLUSIONES

El pretratamiento alcalino es el que mas favorece a la hidrélisis enzimética,
ya que produce los rendimientos mas altos de azucares reductores. Con
este pretratamiento se obtiene un rendimiento de sacarificacion 134 %
mayor que con el pretratamiento con acido sulfarico y 246 % mayor que el
de explosién con vapor. La optimizacion del tratamiento alcalino por el
método de superficie de respuesta mostré que las condiciones optimas
son: tiempo de pretratamiento de 85 minutos, concentracion de NaOH al 8
%, temperatura de pretratamiento de 120 °C, tiempo de hidrdlisis de 240 h.
Bajo estas condiciones se obtuvo un rendimiento de 48 % de azuUcares
reductores respecto a los azucares potencialmente hidrolizables. Estos
resultados permitiran el desarrollo de una tecnologia para el
aprovechamiento del aserrin de pino en la generacion de un combustible
alterno para la industria automotriz y eliminardn un contaminante del suelo
potencialmente riesgoso para la salud de los habitantes del bosque, al

igual que la necesidad de quemarlo a cielo abierto para disponer de él.
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411

412 Cuadro 1. Composicién quimica del aserrin de pino en comparacién con las reportadas por Sojstrom (1981), Lee
413  (1992), FAO (1997) y Mosier et al. (2005).

Componente Experimentales FAO" Lee” Sojstrom’® Mosier et al.”
(%) (%) (%) (%) (%)
Celulosa - 40 - 55 30-60 40 — 45 46.4
Hemicelulosa - 20-35 30-60 20-30 8.8
Carbohidratos totales 55.233+0.74 60 - 90 60 - 90 60- 75 55.2
Lignina 26.58+0.41 25-30 10-30 26 -32 294
Extraibles 24.41+0.36 5-20 10-20 -- --
Cenizas 0.68+0.02 0.2-2.0 - -- -

414  madera, “materiales lignocelulésicos y * *maderas blandas.
415
416
417



418

419 Cuadro 2. Rendimientos de sacarificacion del aserrin de pino para los pretratamientos
420  evaluados.

Concentracion | Tiempo de |Tiempo de Azlcares
de reactante | Pretratamiento | Hidrdlisis reductores
Pretratamiento Experimento (%) (min.) (h) (%)

Al 72 5.02+0.26

30
A2 168 6.89+0.10

1
A3 % 72 11.50+0.19
A4 168 22.40+0.76
Alcalino
A5 30 72 5.21+0.28
A6 168 8.11+0.23
3

A7 % 72 13.12+0.64
A8 168 33.2610.24
B1 72 7.92+0.93

40
B2 L 240 12.97+0.39
B3 72 12.11+1.27

120
3 B4 240 7.31+1.08

Acido

B5 72 9.18+1.20

40
B6 ) 240 14.23+1.80
B7 72 12.96+1.37

120
B8 240 8.18+1.16
El 30 72 6.24+0.54
Explosion con E2 0 240 8.15+0.88
Vapor E3 % 72 4.83+0.15
E4 240 9.62+2.05

421  Los pretratamientos fueron realizados a 120 °C. La hidrolisis enzimatica se efectud a pH 4.5, con una
422  carga enzimatica de 25 UPF/g de carbohidratos totales en el aserrin. Estos experimentos fueron realizados
423 por duplicado.

424
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Cuadro 3. Espacio experimental para incrementos de NaOH de 0.75 % en la direccién de

tendencia.
Condiciones
Etapa NaOH (%) Tp (min) Th (h)
1 2-575 60 — 97.80 120 -215.34
2 5.75-7.50 97.8 -137.40 240
3 75-8.71 77.95-92.05 240
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Figura 1. Seleccion del procedimiento de hidrélisis. Procedimiento experimental.

Il g I

Acido  Alcali Vapor
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1-3 % 1-3 %
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Acido Alcali Vapor
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72-240h 72168 h 72-240 h
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25 UPFig darb hidrolizables
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Pretratamiento

_l—P Licor alcalino
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z=-791.812+162.978*x+4.017*y-11.07*x*x+0.21*x*y-0.033*y*y

Qaazy

Figura 2. Gréfico del disefio central compuesto en la regién del segundo cambio de tendencia.
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