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RESUMEN

Los residuos agroindustriales son recursos renovables ampliamente
distribuidos en la naturaleza, por lo cual se ha suscitado un fuerte interés para
la produccién de biocombustibles debido a su composicion quimica, alta
disponibilidad y no interferencia con la seguridad alimentaria de la poblacion.
Sin embargo, su uso se ve limitado por la compleja estructura del material,
generacion de inhibidores de la fermentacion, bajos rendimientos de azucares
fermentables y de etanol. El objetivo de este trabajo fue evaluar la eficiencia en
la obtencion de azucares fermentables del pericarpio de maiz hidrolizado
(PMH) y su utilizacion para la produccion de bioetanol. Se evalué mediante un
disefio experimental el efecto de pretratamientos con &cidos diluidos (sulfarico
y fosférico), sobre la liberacibn de azlcares simples y la formacién de
compuestos inhibidores de la fermentacion. Ademas, se determind el efecto del
complejo enzimético Cellic CTec2 sobre la sacarificacion de celulosa del
material sélido pretratado. Se establecieron los parametros de fermentacion de
las fracciones liquidas de PMH, cuando se usé Scheffersomyces stipitis para
producir bioetanol. La composicion del pericarpio de maiz (% p/p) fue
hemicelulosa (48.7), solubles (33.16), celulosa (16.78) y lignina (1.19). El
pretratamiento de pericarpio de maiz (20 % p/v) con acido sulfarico al 2 % (v/v),
durante 60 min a 121 °C, permitid la mayor liberacion de glucosa (9.192 *
0.336 g/L), arabinosa (13.908 + 0382 g/L) y xilosa (29.871 = 0.856 g/L), y la
generacion de 3.311 + 0.035 g/L de acido acético. La sacarificacion enzimética
de la fraccion sdlida del PMH usando 5 % y 7 % (p/v) de sélidos y 40 UPF/mL
de Cellic CTec2, a 50 °C, permitié una produccién de 29.997 + 2.376 y 34.172
+ 2.407 g de glucosal/l, respectivamente, con una conversion de celulosa de
99.988 + 5.941 % a las 48 h usando 5 % sélidos, ademés, 83.691 + 7.950 % a
las 72 h con 7 % soélidos con la respectivamente. La mayor concentracion de
etanol (14.219 + 0.986 g/L) y la eficiencia mas alta (0.585 + 0.041 g de etanol/g
de azucares consumidos), asi como la menor generacion de biomasa (0.009 +
0.000 g/g azucares consumidos) fueron obtenidos empleando la fraccién
liquida del PMH como sustrato, destoxificado con carbén activado al 8 % (p/v).
La glucosa se consumié completamente a las 96 h y la xilosa a las 120 h de
fermentacion, tiempo en el que se obtuvo la mayor concentracion de etanol. El
pericarpio de maiz es una fuente de biomasa lignocelulésica con potencial para
la obtencion de azucares simples que puedan ser fermentados a bioetanol,
mediante hidrdlisis con &cido sulfarico diluido.

Palabras clave: Biomasa lignocelulosica, bioetanol, fermentacion, pericarpio
de maiz, pretratamiento, sacarificacion.



ABSTRACT

Agroindustrial wastes are renewable resources widely distributed in nature, and
due to their chemical composition, high availability without interfering with the
food supply, there is strong interest in their application for biofuels production.
However, their use is limited by the complex structure of the material,
generation of products that are fermentation inhibitors, and low yields of
fermentable sugars and ethanol. The objective of this work was to evaluate the
efficiency of fermentable sugars released from hydrolyzed maize pericarp
(PMH) and its use for the production of bioethanol. The effect of pretreatment
with dilute acids (sulfuric and phosphoric), on the release of simple sugars and
the formation of fermentation inhibiting compounds was evaluated by an
experimental design. In addition, the effect of the Cellic CTec2 enzymatic
complex on cellulose saccharification from the pretreated solid material was
determined. The fermentation parameters of the PMH liquid fractions were
established when Scheffersomyces stipitis was used to produce bioethanol. The
composition of maize pericarp (% w/w) was: hemicellulose (48.7), soluble
material (33.16), cellulose (16.78), and lignin (1.19). Pretreatment of corn
pericarp (20 % wi/v) with 2 % (v/v) sulfuric acid for 60 min at 121°C allowed the
highest release of glucose (9.192 + 0.336 g/L), arabinose (13.908 + 0.382 g/L)
and xylose (29.871 = 0.856 g/L), and the generation of 3.311 + 0.035 g/L acetic
acid. The enzymatic saccharification of the PMH solid fraction using 5 % and 7
% (w/v) solids and 40 FPU/mL Cellic CTec2, at 50°C, produced 29.997 + 2,376
and 34.172 = 2.407 g of glucose/L, respectively. The cellulose conversion was
99.988 + 5.941 % at 48 h, 5 % solids, and 83.691 + 7.950 % at 72 h, 7 % solids,
respectively. When the PMH liquid fraction, detoxified with 8 % (w/v) activated
carbon, was used as substrate gave the highest ethanol concentration (14.219
+ 0.986 g/L), the highest efficiency (0.585 = 0.041 g ethanol/g consumed
sugars), but the lowest biomass generation (0.009 + 0.000 g/g consumed
sugars). Glucose was completely consumed at 96 h, while xylose lasted up to
120 h of fermentation, time at which the highest ethanol concentration was
achieved. Corn pericarp is a source of lignocellulosic biomass showing potential
to obtain simple sugars by dilute sulfuric acid hydrolysis, which can be
fermented to produce bioethanol.

Key words: Lignocellulosic biomass, bioethanol, fermentation, corn pericarp,
pretreatment, saccharification.
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1. INTRODUCCION

La creciente preocupacion por suplir las necesidades energéticas para cada
sector de la economia moderna y el reto medioambiental que ello implica, ha
conducido al estudio de fuentes alternas de energia. Actualmente, en los
sectores comercial, domeéstico, industrial, agricola y de transporte se utilizan
principalmente combustibles fosiles como el petréleo y derivados, gas natural y
carbon mineral para generacion de energia. Sin embargo, la tendencia a la
disminucién de estos recursos y las probleméaticas ambientales que generan,
han resaltado el interés por el empleo de recursos renovables para la

produccion de fuentes energéticas alternas.

Los combustibles alternativos muestran un gran potencial frente al uso de
combustibles fdsiles, principalmente aquellos de segunda generacién, que
pueden ser producidos a partir de biomasas lignocelulésicas como lo son los
residuos agroindustriales. Estos combustibles alternativos de segunda
generacion, a diferencia de los de primera generacién, no compiten por el uso

del suelo y agua, y no comprometen la seguridad alimentaria de la poblacién.

Entre los combustibles alternativos, el mas producido a nivel mundial es el
bioetanol, el cual pude ser usado en lugar de la gasolina, o bien en mezcla con
ésta. Se obtiene principalmente a partir de maiz y cafia de azucar. Sin
embargo, el uso de biomasa lignocelulésica como pajas, cascarillas, bagazos,
residuos forestales y cultivos energéticos, se muestran con gran potencial para
la produccion de este biocombustible por su alta disponibilidad y composicion
estructural. Ademas de la generacion de valor agregado a estos materiales. El
pericarpio de maiz, obtenido a partir de procesamiento del maiz, representa

una fuente potencial para su uso en la produccion de bioetanol.

Por otro lado, aunque se han desarrollado diversas metodologias para la
produccion de bioetanol a partir de diferentes materiales lignocelulésicos, aun
es costoso obtenerlo debido a la complejidad de las etapas clave del proceso

(pretratamiento, sacarificacion y fermentacion) y a los bajos rendimientos que



se obtienen. Es por esto que es necesario el estudio detallado del proceso, asi
como la optimizacion del mismo, ajustado al tipo de biomasa que se pretenda

utilizar.



2. ANTECEDENTES

2.1. Combustibles

2.1.1. Panorama

Aunque los combustibles fosiles son la principal fuente para suplir la demanda
energética del mundo, la tendencia actual apunta a que éstos se tornaran
escasos y costosos en la medida en que aumenta la poblacion mundial y que
las economias se industrializan (IBRD, 2015). Ademas, debido a que su
combustion produce gases de efecto invernadero que afectan la tasa de
cambio climatico (World Bank, 2017), ha aumentado el interés en el desarrollo
de combustibles alternativos que sean renovables, sustentables,
econémicamente viables y que reduzcan el efecto sobre el clima mundial. Entre
las alternativas de energia que han sido estudiadas para la sustitucion de
combustibles fésiles estan el hidrégeno, el gas natural, el gas de sintesis y los
biocombustibles, siendo estos ultimos la fuente de energia mas amigable con el
ambiente, provienen de fuentes renovables, y son biodegradables (Bhatti et al.,
2008; Nigam y Singh, 2011). La IEA reporta que desde los anos 70’s la
produccion de biocombustibles ha aumentado ligeramente, pasando de 640.84
millones de toneladas equivalentes de petréleo en 1973 a 1,413.06 en 2014
(IEA, 2016).

2.1.2. Combustibles alternativos

Aunque los combustibles fosiles representan la principal fuente energética en el
mundo, sus reservas se estan agotando y son conocidos sus efectos negativos
sobre el ambiente. Lo anterior se debe su contribucion en la emision de gases
de efecto invernadero, provocando pérdida de biodiversidad, cambio climatico,
aumentos del nivel del mar, etc. Ademas, su alta demanda ocasiona el
aumento en los precios de los mismos, como es el caso del petrdleo (Gaurav et
al., 2017). Lo anterior ha conllevado al desarrollo de fuentes alternativas de
energia como los biocombustibles. Los biocombustibles o combustibles

alternativos son aquellos combustibles obtenidos a partir de materiales



biolégicos derivados de plantas, animales, microorganismos y desechos (IEA,
2011; Acheampong et al., 2017).

Tipos de biocombustibles

Acheampong et al. (2017), clasifican a los combustibles con base en la fuente o

tecnologia de produccion en las siguientes generaciones:

a. Primera generacion

Los biocombustibles de esta generacion hacen referencia a aquellos que son
producidos a partir de los azlUcares y almidones de fuentes primarias como
maiz, cafla de azlcar, remolacha azucarera. Ademéas de la utilizacion de
semillas oleaginosas, entre las que se encuentran el girasol, soya y aceite de
palma, etc. (Acheampong et al., 2017; Pedroli et al., 2013). La produccion de
biocombustibles a partir de semillas, granos y azlcares, ha sido analizada
exhaustivamente, debido a su potencial para dar cumplimiento a las demandas
energéticas como sustitutos del petréleo, cumplir con el objetivo de crecimiento
econdémico y mitigar el cambio climético. Sin embargo, esta limitado por los
altos costos de producciéon y procesamiento que no permiten competir con los
productos derivados del petréleo (Doornbosch y Steenblik, 2008), competencia
por la tierra y el agua para la produccién de alimentos y fibras (Fargione et al.,
2008; Sims et al., 2010) y variaciones en las evaluaciones de emisiones de
gases de efecto invernadero (Sims et al., 2010).

b. Segunda generacion

Las probleméticas anteriormente mencionadas para la produccion de
biocombustibles de primera generacion han direccionado investigaciones para
la produccién de combustibles de segunda generacién a través de procesos
técnicos avanzados donde se emplean biomasas provenientes de residuos
agricolas y forestales, urbanos e industriales que son mas econdmicas,
abundantes en la naturaleza y cuyo contenido energético es comparable a las

utilizadas en la primera generacion (Lebaka, 2013).



c. Tercera generacion

Los biocombustibles de tercera generacion surgen a partir de las mejoras en la
produccion de biomasa, donde a través de biotecnologia avanzada, las algas y
otras materias primas usadas como fuentes energéticas son disefiadas (Chisti,
2007; Bonin y Lal, 2012; Acheampong et al., 2017). En el caso de las algas,
podrian tener un gran potencial como fuente energética, pero su disponibilidad
comercial es limitada y aun son objeto de investigacion (Acheampong et al.,
2017).

d. Cuarta generacion

Esta generacion consiste en un campo emergente que se basa en la
conversion directa de energia solar en combustible usando materias primas
inagotables, baratas y de alta disponibilidad, desarrolladas a partir de biologia
sintética, la cual comprende el disefio y construccion de nuevos sistemas y
partes biologicas, y el mejoramiento de los sistemas biolégicos naturales (Aro,
2016).

2.2. Bioetanol

El etanol (C2HsOH) es un compuesto quimico inflamable, claro, biodegradable y
ligeramente toxico. Es el tipo de biocombustible mas dominante que puede ser
utilizado como combustible puro o en combinacién con gasolina, y es producido
principalmente a partir de azucar (cafia de azucar, remolacha, sorgo dulce,
etc.,) y almidon (maiz, trigo, yuca, etc.), biomasa de algas y materiales
lignoceluldsicos (Talebnia, 2015). Estos ultimos han tenido mayor relevancia
por su gran disponibilidad y bajo costo (Balat, 2011). Ademas de que su uso de
manera eficaz minimiza la contaminacién ambiental, no acarrea problematicas
de seguridad alimentaria y resulta ser un proceso adecuado para la disposicion

de residuos agricolas (Potumarthi et al., 2013).

El bioetanol es considerado el biocombustible mas utilizado en el mundo para

el transporte y se ha convertido en una alternativa al consumo de petréleo



crudo y en una propuesta que permite la reduccién de la contaminacion
ambiental (Balat, 2011). En la Figura 1 se presenta la produccion mundial de
etanol durante los afios 2007-2015, mostrandose un incremento notorio en la
produccion de este biocombustible. Estados Unidos y Brasil son los mayores
productores, quienes pasaron de 24 y 19 billones de m2 de etanol para el afio
2007 a producir 56 y 26 billones de galones para el 2015, respectivamente,
representando para este ultimo afio alrededor del 85 % de la produccion
mundial (RFA, 2015). Aunque se debe considerar que el etanol producido es

obtenido principalmente de maiz (Estados Unidos) y azucar (Brasil).
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Figura 1. Produccion mundial de etanol. Fuente: Renewable Fuels Association, tomada
de www.afdc.energy.gov/data/

2.3. Fuentes de biomasa para la produccion de bioetanol

2.3.1. Fuentes de azUcares

El bioetanol puede ser obtenido a partir de materias primas cuyas principales
constituyentes son azucares (Nwufo et al., 2016; Zabed et al., 2017). Estas

fuentes representan un alto rendimiento de azlcares y bajos costos de


http://www.afdc.energy.gov/data/

conversion a etanol; sin embargo, su principal factor limitante es su

disponibilidad estacional (Vohra et al., 2014).

2.3.2. Fuentes de almiddén

Dentro de las principales fuentes de biomasa para la produccion de bioetanol
se encuentran los cultivos de almidon (cereales, tubérculos y raices,
leguminosas y frutos verdes e inmaduros). Los cuales se estan ampliamente
distribuidos en el mundo, son de facil conversion, pueden ser almacenados
durante largos periodos de tiempo y presentan altos rendimientos de etanol
(Zabed et al., 2017).

2.3.3. Fuentes de biomasa lignoceluldsica

La biomasa es un material organico proveniente de animales y plantas, y es un
recurso natural renovable ampliamente distribuido en la naturaleza, el cual
puede ser utilizado como fuente de energia (Klass, 1998). La biomasa
lignocelulésica es la forma mas frecuente de carbono renovable en el planeta
(Jae et al.,, 2010). Grandes cantidades de este residuo se obtienen de la
agricultura, silvicultura, centros municipales y otras actividades de caracter
industrial (Zheng et al., 2014). Ejemplos de este tipo de biomasa son
angiospermas (maderas duras), gimnospermas (maderas blandas) y gramineas
(pastos, trigo, carrizo, etc.) (Quiroz-Castafieda y Folch-Mallol, 2013). En el
Cuadro 1 se presentan las fuentes de biomasa lignoceluldsica con potencial

para la produccion de bioetanol (Zabed et al., 2017).

La biomasa lignocelulésica es un recurso que tiene un gran potencial para
satisfacer la demanda mundial de energia, productos quimicos y materiales de
fuentes renovables y sustentables (Payne et al.,, 2015). Siendo esta una
alternativa al uso de recursos fosiles no renovables y sus derivados que
actualmente generan una gran preocupacién ambiental por su efecto sobre el

calentamiento global (Cherubini, 2010; Laothanachareon et al., 2015).



Cuadro 1. Biomasa lignocelulosica con potencial como materia prima para
produccion de etanol. Adaptado de Zabed et al. (2017).

Biomasa

Principales caracteristicas

Hierbas
perennes

Plantas
acuaticas

Residuos
agricolas

Biomasa
forestal vy
residuos

Residuos
sélidos
municipales

Alto rendimiento de biomasa, alto contenido de celulosa y facil
de cultivar y cosechar.

Tiene potencial para cubrir el 50-70 % de las materias primas
totales para produccién de bioetanol.

El rendimiento puede oscilar entre 0.9 y 37 t de materia
seca/Ha y el rendimiento potencial de etanol es de 160-460 L/t
de biomasa.

Su crecimiento es rapido y se da en cuerpos de agua sin
competir con tierras cultivables.

Se pueden utilizar también para purificacibn de agua,
extraccion de nutrientes y metales pesados.

Abundante en ciertas partes del mundo, lo que las han
convertido en una materia prima adecuada para la produccion
de etanol.

Altamente disponible y su uso minimiza la dependencia de la
biomasa forestal, maderera y reduce la deforestacion.
Valorizacion 'y gestion ecolégica de los residuos
agroalimentarios.

El rendimiento potencial de etanol es de 235-450 L/t de
biomasa.

Tiene un menor contenido de cenizas en comparacién con los
residuos de los cultivos.

Una de las mayores biomasas inexplotadas y subutilizadas.

Los rendimientos potenciales de etanol son 220-275 L/t para
maderas blandas y 280-285 L/t para maderas duras.

Su valorizacién para produccién de etanol puede correlacionar
tanto la seguridad energética como la gestion de residuos.

Su abundancia estimada es de 20.7 millones de t/afio para un
area urbana con 217 millones de habitantes.

El rendimiento potencial de etanol es de 154 L/t de biomasa.

Esta biomasa se compone principalmente de tres tipos de polimeros, como se

ilustra en la Figura 2: celulosa (40-50 %), hemicelulosa (20-40 %) y lignina (20-
30 %) (Quiroz-Castafieda y Folch-Mallol, 2013; Zabed et al., 2017); donde la

celulosa y hemicelulosa son polisacaridos fermentables después de su

hidrolisis, o que hace de esta biomasa una materia prima adecuada para la

produccion de bioenergia (Zheng et al., 2014).



Celulosa

Hemicelulosa

Lignina

Figura 2. Principales componentes estructurales de la biomasa lignocelulésica.
Adaptado de Toribio-Cuaya et al. (2014).

Los componentes de la biomasa lignocelulésica estan unidos entre si en una
matriz heterogénea y su cantidad varia segun la fuente de éste recurso
(Chandra et al.,, 2007; Horn et al.,, 2012). Entre otros componentes, ésta
biomasa también esta constituida por agua y una pequefia cantidad de
proteinas y otros compuestos que no participan significativamente en la

formacion de la estructura del material (Potumarthi et al., 2013).

Dentro del complejo lignoceluldsico, la celulosa conserva la estructura de fibras
cristalinas que parecieran ser el nacleo del complejo. Por su parte, la
hemicelulosa se encuentra ubicada entre las micro y macrofibras de la
celulosa. Finalmente, la lignina tiene un papel estructural en la matriz donde

estan presentes la celulosa y la hemicelulosa (Potumarthi et al., 2013).

Celulosa

La celulosa es el principal componente de las paredes celulares
lignocelulésicas, que contienen glucosa unida a través de enlaces glucosidicos
B-1.4. Las cadenas de celulosa interaccionan entre si a través de enlaces de

hidrégeno y fuerzas de Van der Waals, originando microfibrillas que tienen alta
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resistencia a la traccion (Zheng et al.,, 2014) y alta cristalinidad (Jae et al.,
2010), lo que contribuye a tener un compuesto solido y dificil de degradar en
los materiales lignocelulésicos (Gomes et al., 2015). Este homopolisacérido
tiene la mayor proporcion de potencial energético disponible en materiales
lignoceluldsicos; a través de su hidrdlisis se obtienen unicamente moléculas de
glucosa que pueden ser utilizadas facilmente por la mayoria de los
microorganismos fermentadores empleados tradicionalmente, como es el caso
de Saccharomyces cerevisiae (Gomes et al., 2015). En la Figura 3 se presenta
la organizacion estructural de la pared celular de las plantas, con hincapié en la
celulosa cristalina y la molécula de celulosa. Su estructura quimica se muestra

en la Figura 4.

Pared celular

Acoplamiento en capas de
microfibrillas en la pared de
la célula vegetal

Microfibrilla —

Celulosa cristalina

AL L AL R L LR L LR L]

Glucosa Celobiosa et S T
AL AL I AT LA ST IR I LTI L]

Figura 3. Organizacion estructural de la pared celular de la planta y molécula de
celulosa (Quiroz-Castafieda y Folch-Mallol, 2013).

6
CH,OH
CH,OH .

HO OH p 0 HO OH "

HO 0 o o gy %%
: .
cHoH © 3 OH * ch,on'© n-2 o o
6

Grupo terminal Unidad de anhidroglucosa Grupo terminal

no reductor (n: Grado de depolimerizacion) reductor

Figura 4. Estructura de la celulosa (Agbor et al., 2011).
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Hemicelulosa

La hemicelulosa es el segundo polimero méas abundante de la naturaleza,
presente principalmente en la pared celular de las plantas (Haghighi et al.,
2013). Es un polimero heterogéneo y ramificado, con una estructura aleatoria y
amorfa, que esta compuesta por heteropolimeros como el xilano, arabinoxilano,
galactomanano, glucuroxilano, xiloglucano y glucomanano (Isikgor y Becer,
2015). Los heteropolimeros de hemicelulosa estdn compuestos por pentosas
(B-D-xilosa y a-L-arabinosa), hexosas B-D-glucosa, a-D-galactosa y B-D-
manosa) y azucares acetilados (a-D-glucurénico, a-D-galacturénico y a-D-4-O-
metilgalacturénico) (Limayem y Ricke, 2012; Saha, 2003); su estructura

quimica se presenta en la Figura 5.

OH
~o0 o HO 0 HO
o o 0 = OH
0 0 o 0
o) OH
OH 0

HO

H
HaCO 0

)
CH,OH CHOH [

— —n

Figura 5. Estructura quimica de la hemicelulosa. Tomado de Fernandes et al. (2013).

Las hemicelulosas tienen diferente composicién; en el caso de biomasas
procedentes del sector agricola, estas se componen principalmente de xilano, y
la hemicelulosa presente en las maderas blandas contiene principalmente
glucomanano (Agbor et al., 2011). Los xilanos son un diverso grupo de
polisacéaridos que tienen en comun una cadena principal de residuos de xilosa
unidos por enlaces -(1—4) (Scheller y Ulvskov, 2010), que ademas puede
contener arabinosa, acido glucurénico, o sus acidos 4-O-metil éter, acido

acetico, ferulico y p-cumarico (Agbor et al., 2011).
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Por otro lado, la hemicelulosa tiene diversas aplicaciones industriales de alto
valor agregado, como hidrogeles a base de este polisacérido, termoplésticos,
recubrimientos y aditivos en fabricacion de papel, productos cosméticos y
farmacéuticos (Farhat et al., 2017; Fredon et al., 2002; Jain et al., 2000; Qi et
al., 2016). La extraccion de este polisacarido a partir de biomasa es muy
importante para la fabricacion de biomateriales, productos quimicos y diversos
combustibles (Farhat et al., 2017). En el caso del empleo de biomasa
lignoceluldsica para produccion de biocombustibles, la hemicelulosa presente
en el material debe ser removida con la finalidad de aumentar la
fermentabilidad de la celulosa debido a que esta cubre las fibrillas de celulosa,
lo que limita su disponibilidad para la hidrélisis enzimética (Agbor et al., 2011;
Haghighi et al., 2013). La eliminacién de la hemicelulosa aumenta el tamafio
medio de los poros del material lignocelulésico, aumentando la accesibilidad y
la probabilidad para que la celulosa sea hidrolizada (Alvira et al., 2010;
Chandra et al., 2007). La hidrélisis de la hemicelulosa es relativamente f4cil,
debido a su estructura amorfa y ramificada, asi como por su bajo peso
molecular (Horn et al., 2012; Haghighi et al., 2013; Gomes et al., 2015).

Alvira et al. (2010), sugieren que, para obtener mayores rendimientos de
azucares fermentables para su posterior conversion a combustibles como el
etanol, deben recuperarse los azucares de la hemicelulosa. Se han estudiado
diferentes métodos para la remocion de la misma, entre los que se encuentran
los pretratamientos con &cido diluido y agua caliente (Lehto et al., 2017),
extraccion alcalina (Farhat et al., 2017), microondas (Bai, Xiao, y Sun, 2015),
etc., o combinacion de ellos (Liu et al.,, 2017; Singh et al., 2017). Para la
seleccion de los métodos a usarse en la remocion o la hidrolisis de la
hemicelulosa debe considerarse las condiciones de operacion, tiempo y
temperatura, debido a que es relativamente sensible y el control de estos
pardmetros podria evitar la formacion de compuestos no deseados (furfural y/o
hidroximetilfurfural), que son inhibidores en el proceso de fermentacion
(Haghighi et al., 2013).
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Lignina

La lignina es un polimero amorfo, después de la celulosa y la hemicelulosa es
uno de los mas abundantes en la naturaleza, presente en la pared celular de
las plantas, cuyas funciones principales son dar soporte estructural a la planta,
impermeabilidad y resistencia contra el estrés oxidativo y ataques microbianos
(Hendriks y Zeeman, 2009). Tiene una estructura quimica fendlica y es un
complejo en red conformado por diferentes unidades de fenilpropanol como
alcoholes p-cumarilico, coniferilico y sinapilico (Figura 6) (Gomes et al., 2015;
Horn et al., 2012; Jae et al., 2010) actian como un escudo protector de la

microestructura de la celulosa y hemicelulosa (Laothanachareon et al., 2015).

La lignina es un heteropolimero insoluble en agua y 6pticamente inactivo, lo
que hace que su degradacion sea dificil. Bajo condiciones neutras, la lignina
comienza a hidrolizarse a los 180 °C, al igual que la hemicelulosa; su
solubilidad en ambientes acidos, neutros y alcalinos depende, sin embargo, de

los alcoholes precursores o combinaciones de éstos (Hendriks y Zeeman,

2009).
MeO
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OH OH
MeO.
0 \
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Figura 6. Estructura quimica dela lignina. Adaptado de Lee et al. (2014).
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En el Cuadro 2 se presenta el contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina
para algunas biomasas lignoceluldsicas con potencial como materia prima para

la produccién de bioetanol.

Cuadro 2. Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina para biomasas
lignoceluldsicas. Adaptado de Zabed et al. (2017).

Biomasa Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
Pasto varilla 5_20 30-50 10-40
Miscanthus 38-40 18-24 24-25

Hierbas

generales 25-40 25-50 10-30

Residuos sélidos
urbanos 33-49 9-16 10-14
Papel periédico 40-55 25-40 18-30
Elote 42-45 35-39 14-15
Rastrojo de maiz 38-40 24-26 7-19

Bagazo de cafia
de azlcar 42-48 19-25 20-42
Paja de arroz 28-36 23-28 12-14
Paja de trigo 33-38 26-32 17-19
Paja de cebada 31-45 27-38 14-19

Bagazo dulce de
sorgo 34-45 18-27 14-21
Paja de avena 31-37 27-38 16-19
Paja de centeno 33-35 27-30 16-19
Céscara de arroz 25-35 18-21 26-31
Madera blanda 27-30 35-40 25-30
Madera dura 20-25 45-50 20-25

2.3.4. Pericarpio de maiz

El pericarpio de maiz es un subproducto obtenido a partir de la molienda
himeda del maiz para produccién industrial de almidon, que estd compuesto
por la cascarilla del maiz y el almidon residual no extraido durante este proceso
(Géspar et al., 2007) y representa el 5.3 % (p/p) de todo el grano de maiz
(Watson y Ramstad, 1987). Se estima una produccion anual en el mundo de 4
millones de toneladas (Yoshida et al., 2013) , siendo altamente disponible en
México (0.1 millones de t/afio), lo que podria representar una materia prima de

facil acceso y de bajo costo (Diaz-Malvaez, et al., 2013).
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El pericarpio de maiz es generalmente utilizado como ingrediente en la
alimentacion animal con la adicion de proteina de maiz (Shukla y Cheryan,
2001), pero se estudian aplicaciones de mayor valor. Yoshida et al. (2012),
evaluaron la extraccion de la mezcla de arabinoxilano y B-glucano del
pericarpio de maiz mediante el disolvente NaOH-urea, concluyendo que el
proceso de extraccion es eficaz y que los materiales extraidos podrian ser
fuente para biopeliculas. Diaz-Malvaez et al. (2013), aislaron y evaluaron las
propiedades de [B-xilosidasas producidas a partir de fermentacion en estado
sélido con Aspergillus niger GS1 y pericarpio de maiz como sustrato pretratado
con agua electrolizada, encontrando una enzima con propiedades bioquimicas,
estructurales y termodinamicas diferentes a las reportadas. Sin embargo,
recomiendan realizar otros estudios para determinar sus aplicaciones en
procesos industriales. Por otro lado, Monroy et al. (2016), evaluaron la
extraccion de compuestos bioactivos a partir de la mazorca y el pericarpio de
maiz morado (Zea mays L.) por extraccion secuencial en extractor de lecho fijo
utilizando CO:2 supercritico, etanol y agua como disolventes, obteniendo altos
rendimientos de extraccion, lo que muestra el posible potencial de mercado
para los compuestos extraidos.

En cuanto a su composiciéon, Watson y Ramstad (1987) reportan que el
pericarpio de maiz comprende un 70 % (p/p) de hemicelulosa. Por su parte,
Sugawara et al. (1994) determinaron que la hemicelulosa es el mayor
componente del pericarpio de maiz con un 72 % (p/p), conteniendo alrededor
de 30 % (p/p) de arabinosa y 50 % (p/p) de xilosa, por su parte la celulosa esta
presente en un 16 % y la lignina en un 2 %. Este resultado concuerda con el
reporte de Yoshida et al., (2012), donde polisacaridos hemicelulésicos
representan alrededor del 73.6 % (p/p) de la composicién del pericarpio de
maiz, constituido principalmente de arabinoxilano (66.1 % p/p). Por su parte,
Diaz-Malvaez et al. (2013), encontraron también que el polimero que se
encuentra en mayor proporcion en el pericarpio de maiz es la hemicelulosa
(64.25 % pl/p), seguido de la celulosa (18.12 % p/p) y finalmente lignina (2.58
%). La composicion proximal de pericarpio de maiz se muestra en el Cuadro 3.

Entre otros componentes del pericarpio de maiz estan almidén (7.3 % p/p),
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proteina (3.7 % p/p), acidos grasos (1 % p/p) y cenizas (0.8 % p/p) (Shukla y
Cheryan, 2001).

Cuadro 3. Composicion proximal del pericarpio de maiz. Tomado de Diaz-
Malvaez et al. (2013).

Composicion quimica Pericarpio de maiz (% base seca)

Humedad 8.15 + 0.06*

Proteina 5.47 £0.03
Extracto etéreo 0.25+£0.03
Fibra detergente neutra 0.80+0.03
Fibra detergente acida 84.95 +0.77
Cenizas 20.70 £ 0.23*
Hemicelulosa 64.25 + 0.96*
Celulosa 18.12 + 0.23*
Lignina 2.58 £ 0.40*

*Media de tres réplicas *+ desviacién estandar

2.4. Proceso de produccion de bioetanol a partir de biomasa

lignoceluldsica

El proceso de produccion del bioetanol varia dependiendo de la materia prima
involucrada, dado que deben manejarse diferentes condiciones de temperatura,
presion y microorganismos (Bajpai, 2013). Para la produccién de este
biocombustible a partir de biomasa lignocelulésica es fundamental degradar la
red lignoceluldésica a sus fracciones individuales (celulosa, hemicelulosa y
lignina) mediante un pretratamiento. La celulosa y hemicelulosa liberadas se
hidrolizan posteriormente quimica o enzimaticamente en azulcares solubles,
gue se convierten en etanol durante el proceso de fermentacion; éste se
recupera y purifica por destilacion (Zabed et al., 2017). Las principales etapas

del proceso productivo de etanol se presentan en la Figura 7.
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Figura 7. Principales etapas del proceso de produccion de bioetanol. Adaptado de
Merino y Cherry (2007). 1. Reduccion del tamafio de particula de la biomasa;
2.Aplicacion de pretratamiento termoquimico para exponer polimeros de azlcar a la
fase liquida; 3. Hidrdlisis enzimatica para convertir polimeros de azlcares en azlcares
monomeéricos; 4. Fermentacién de azlcares monomeéricos a etanol; 5. Recuperacion
de etanol mediante destilacion. C5 hace referencia a pentosas (procedentes de la
hemicelulosa) y C6 a hexosas (derivados de la celulosa).

En lo referente a la obtencion de bioetanol a partir de recursos lignoceluldsicos,
la biotecnologia se enfrenta a tres grandes retos, el primero incluye la etapa de
pretratamiento, que es generalmente la etapa méas costosa. El segundo reto se
centra en el desarrollo de enzimas o microorganismos de bajo costo para la
produccion de azucares a nivel industrial. El tercer reto se enfoca en la
optimizacién del proceso de fermentacion para la obtencién de etanol a partir

de microorganismos que toleren condiciones adversas (Batidzirai et al., 2012).

2.4.1. Pretratamiento de biomasa lignocelulésica

El pretratamiento es una de las principales etapas en la conversién de energia
a partir de biomasa lignoceluldsica (Hongyan Chen et al., 2017). Sus objetivos
son reducir el tamafio de particula (Graf y Koehler, 2000); exponer sus
componentes estructurales para posterior hidrélisis en azlcares simples
(Mosier, 2005); reducir el grado de cristalinidad de la matriz de celulosa (Patel,
Onkarappa, y Shobha, 2007) y proveer mejor acceso de las enzimas para la
hidrolisis de carbohidratos en azlcares fermentables (Sanchez y Cardona,
2008). Lo anterior sugiere la necesidad de elegir un pretratamiento eficaz que

permita la liberacién de azlcares, evite la degradacion de éstos y la formacién
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de productos inhibidores de la fermentacion, reduciendo las demandas
energéticas y los costos del proceso (Aditiya et al., 2016; Gupta, 2016). La
eleccion del pretratamiento depende de la materia prima, enzimas vy
organismos a utilizar (Hongyan Chen et al., 2017). El efecto de pretratamientos

sobre materiales lignocelulésicos se muestra en la Figura 8.

Keikhosor et al. (2013), citan los aspectos que son deseables cuando se
aplican pretratamientos sobre materiales lignoceluldsicos; mencionando que se
desean altos rendimientos en la hidrélisis enziméatica con baja cantidad de
enzimas u operaciones de fermentacion con costos minimos; bajo consumo
quimico para pretratamiento, neutralizacion y posterior acondicionamiento;
posibilidad de reutilizacion del producto quimico usado en el pretratamiento;
minima produccion de residuos; reacciones quimicas rapidas y no corrosivas
para reducir costos del pretratamiento en el reactor. Ademas, la concentracion
de azucares de la hemicelulosa para el pretratamiento debe ser mayor al 10 %
para mantener el tamafo del reactor para la fermentacion a niveles razonables
y con ello facilitar la recuperacion de residuos liquidos y finalmente, el
pretratamiento debe facilitar la recuperacion de lignina para la conversion a

subproductos valiosos.

Lignina Hemicelulosa

/\,']-

Figura 8. Efecto de diferentes pretratamientos sobre la estructura lignocelulésica.
Adaptado de Chaturvedi y Verma (2013).

Se han estudiado diversos métodos de pretratamiento sobre la biomasa
lignoceluldsica para facilitar la hidrolisis de celulosa, hemicelulosa y lignina, que
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se dividen en diferentes categorias: fisicos, quimicos, fisico-quimicos y

bioldgicos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Comparacion de diferentes métodos de pretratamiento de biomasa
lignocelulésica. Adaptado de Hongyan Chen et al. (2017).

Métodos de pretratamiento Ventajas Desventajas

Astillado Reduce el tamafio de No se puede eliminar
mecanico particula y la cristalinidad lignina y hemicelulosa, y se
de la celulosa requiere alta energia
Microondas Operacion sencilla, ahorro  Alto costo
de energia, poco tiempo
Ultrasonido Mejora la accesibilidad y Negativo a hidrdlisis
Pretratamiento la reactividad de la enzimatica
fisico celulosa
Radiacion de Reduce el grado de Alto costo

electrones de
alta energia
Pirdlisis de
electrones a
alta

polimerizacion de celulosa

Descompone rapidamente
la celulosa

Alto consumo de energia 'y
baja productividad

temperatura

Acido Alta conversion de azicar  Altamente téxico y
concentrado corrosivo, de alto costo
Acido diluido Réapido y no necesita Alta temperatura y presion,

Pretratamiento

reciclar el acido
Temperatura ambiente,

formacién de inhibidores
Menor degradacién del

alcalino destruye la lignina azucar
Pretratamiento  Pretratamiento Elimina eficazmente la Alto costo
guimico de oxidacién lignina

Pretratamiento
con solventes

Obtencion de lignina pura,
celulosa y hemicelulosa

Alto costo, ciertos efectos
sobre el medio ambiente y

organicos la fermentacion
Pretratamiento ~ Amplio rango de Alto costo
con liquido temperatura
iénico
Explosion de Transformacién de la Alta temperatura y presién
vapor lignina y solubilizacion de
la hemicelulosa
Econémico
Método AFEX Aumento del area Alto costo, No es eficiente
Explosion de superficial de la celulosa para el material crudo de
Pretratamiento  CO:2 Ausencia de sustancias alto contenido de lignina
fisico-quimico inhibitorias
Catalisis No produce compuestos Alta presion, no afecta la
eléctrica inhibidores lignina y la hemicelulosa

Rentable

Aumenta la superficie
Elimina lignina
eficazmente

Menor eficiencia

Pretratamiento
biolégico

Degrada la lignina y la
hemicelulosa
Bajo consumo de energia

Bajo indice de hidrdlisis
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Pretratamientos fisicos

Los pretratamientos fisicos estan orientados principalmente a la reduccion del
tamafo de particula de la biomasa, reduciendo tanto la cristalinidad como el
grado de polimerizacion de la celulosa (Mohapatra et al., 2017). Métodos
mecanicos de trituracién, microondas, ultrasonido y de radiacion de electrones
pertenecen a esta clasificacion (Chen et al., 2017). Tienen como ventaja que no
producen subproductos o inhibidores toxicos en el sustrato, pero son procesos

costosos debido al alto requerimiento energético (Gupta y Verma, 2015).

Pretratamientos quimicos

Los pretratamientos quimicos se usan principalmente para degradar la lignina y
hemicelulosa presentes en la biomasa, mediante la ruptura de los enlaces
internos de estos polimeros (Behera et al., 2014); es decir, de los enlaces
quimicos entre residuos de lignina y residuos de las cadenas laterales de la
hemicelulosa, como son galactosa y arabinosa (Chen, 2014), esto se puede
realizar mediante el uso de acidos (clorhidrico y sulfarico), bases (hidréxido de
sodio), liquidos ionicos y acidos organicos (acido oxalico, &cido acetilsalicilico y

acido salicilico) (Behera et al., 2014).

Los pretratamientos quimicos son los mas comunmente empleados para
biomasa lignocelulésica donde los polisacéaridos, principalmente hemicelulosas
son hidrolizados a monosacaridos que permiten una mayor accesibilidad de la
celulosa para hidrélisis enzimatica (Haghighi et al., 2013). Estos
pretratamientos son los mas comunmente empleados (Taherzadeh y Karimi,
2008). Sin embargo, estos pretratamientos presentan como desventajas la
necesidad de contar con equipos resistentes a la corrosion, la exclusion de
diversos productos quimicos y problematicas de contaminacion ambiental
(Chen, 2014).

Taherzadeh y Karimi (2008), reportan que los pretratamientos acidos se
pueden realizar ya sea en virtud de la concentracion de &cido, baja y alta

temperatura o con alta concentracion de acido y temperatura mas baja. Girio et
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al. (2010), hacen referencia al uso de &acido concentrado como el mas
econémico debido a que es un proceso que se hace a bajas temperaturas, sin
embargo, se reporta una alta toxicidad, corrosion de equipos vy dificil
recuperacion del acido (Sun y Cheng, 2002). Otros autores también sefalan
degradacion de glucosa y produccién de inhibidores como 5-hidroximetil furfural
y 2-furfuraldehido (Almeida et al., 2007; Pedersen et al., 2010; Haghighi et al.,
2013), razones por las cuales no es conveniente su uso. Al emplearse altas
temperaturas, los inhibidores producidos, como el furfural, pueden degradarse
a acidos férmico y levulinico (Larsson et al., 1999). Hsu et al. (2010), reportan
que el pretratamiento con &cido diluido genera cantidades mas bajas de
inhibidores de la fermentacién, por lo que es el mas atractivo para su aplicacion
a nivel industrial. En el Cuadro 5 se presentan las ventajas y desventajas de los

pretratamientos con &cido concentrado y diluido.

Cuadro 5. Comparacion entre métodos de hidrdlisis con acido concentrado y
diluido. Adaptado de Taherzadeh y Karimi (2008).

Método de Ventajas Desventajas
hidrdlisis
Proceso con e Operado a bajas e Alto consumo de
acido temperaturas. acido.
concentrado e Alto rendimiento de e Corrosion de
azucar. equipos.

e Alto consumo de
energia para la
recuperacion del
acido.

e Largos tiempos de
reaccion (2-6 h).

Proceso con e Baja consumo de e Operado a alta
acido diluido acido. temperatura.

Poco tiempo de
residencia.

Bajo rendimiento de
azucar

Corrosion de
equipos.

Formacioén de
productos
indeseables.
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En diferentes estudios se reporta el uso de acidos para el pretratamiento de
materiales lignocelulésicos, entre los que se encuentran los acidos sulfurico,
clorhidrico, fosforico y nitrico diluidos. EI &cido mas utlizado para
pretratamiento de materiales lignocelulésico es el acido sulfdrico y se ha
reportado que se obtienen altos rendimiento durante la hidrdlisis (Alvira et al.,
2010). Schell et al. (2003) obtuvieron entre 70 y 77 % de rendimiento de xilosa
y un 80 a 87 % de celulosa al pretratar rastrojo de maiz con acido sulfurico
diluido (0.5-1.4 % p/p). Saha et al. (2005) obtuvieron un rendimiento de
sacarificacion del 74 %, al someter paja de trigo a pretratamiento con este
acido al 0.75 % (v/v) a 121 °C durante 1 h. Por otro lado, Cara et al. (2008)
obtuvieron de la hidrolisis de biomasa de arbol de oliva 76.5 % de rendimiento
al usar este acido al 1.4 % y a 210 °C. Hsu et al. (2010), utilizaron &cido
sulfdrico al 1 % (p/p) sobre paja de arroz y evaluaron su efecto sobre las
propiedades estructurales e hidrélisis enzimética; mientras que Shen y Wyman
(2011), utilizaron acido sulfarico al 0.5 % (p/p) sobre rastrojo de maiz,
obteniendo rendimientos de xilosa de 93.1 %. En cuanto al rendimiento de
etanol, Rocha et al. (2009) reportan que al tratar bagazo de manzana de
marafién con H2SO4 (0.8 mol/L) a 121 °C durante 15 min obtuvieron etanol con

rendimiento de 0.47 g/g glucosa.

Por su parte, Marcotullio et al. (2011), pretrataron paja de trigo con HCI (100
mM en agua pura) para la produccion combinada de carbohidratos derivados
de hemicelulosa y un residuo solido. Zheng et al. (2009) estudiaron la cinética
del pretratamiento de rastrojo de maiz con acido nitrico diluido a
concentraciones de 0.2, 0.4 y 0.6 %, siendo esta ultima la que permitié una
mayor efectividad durante la hidrélisis del material que puede ser utilizado para
produccion de metano. Diversos estudios han demostrado que el uso de &cido
fosforico (2-6 % p/p) como pretratamiento, hidroliza eficientemente la
hemicelulosa presente en rastrojo de maiz (Um et al., 2003), bagazo de cafia
de azucar (Gamez et al., 2006) y paja de sorgo (Vazquez et al., 2007). Este
acido (1 % p/p) fue empleado por Geddes et al. (2010) sobre bagazo de cafia
de azlcar para evaluar su efectividad sobre la hidrélisis de hemicelulosa a
azucares mondémeros, siendo un pretratamiento eficaz para la posterior

hidrolisis enzimatica; de igual forma, Boonmanumsin et al. (2012), reportaron
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rendimientos de 62.28 % de azucares monoméricos en Miscanthus senensis

pretratada con 1.78 % (v/v) de &cido fosforico.

Pretratamientos fisico-quimicos

Los pretratamientos fisico-quimicos permiten la alteracion de la estructura de la
lignina y la disolucién de la hemicelulosa, mejorando la accesibilidad de la
celulosa para enzimas hidroliticas (Hendriks y Zeeman, 2009). En esta
categoria se incluyen métodos de explosion de vapor, agua liquida caliente,
explosion de fibra de amoniaco, oxidacidbn humeda, amoniaco acuoso Yy
explosion con CO2 (Kumar et al, 2009; Behera et al., 2014; Hongyan Chen et
al., 2017).

Pretratamientos biol6gicos

Los pretratamientos biolégicos envuelven el uso de microorganismos
productores de enzimas que descomponen lignina, hemicelulosa y polifenoles
presentes en las biomasas (Behera et al., 2014). Los microorganismos mas
utilizados son los hongos pudridores de madera (hongos blancos y marrones) y
hongos de pudricion blanda (Chen et al., 2017). Se conoce que algunos hongos
como Phanerochaete chrysosporium, Trichoderma reesei, Trichoderma viride,
Aspergillus niger, y algunas bacterias como Clostridium sp., Cellulomonas sp.,
Bacillus sp., Thermomonospora sp., Yy Streptomyces sp., hidrolizan

biopolimeros naturales (Sharma et al., 2017).

Los pretratamientos bioldgicos para la produccion de etanol a partir de biomasa
tienen como ventajas que econdmicamente viables para mejorar la tasa de
sacarificacion enzimética, no liberan compuestos toxicos y no hay necesidad de
reciclar productos quimicos (Sindhu et al., 2016). Sin embargo, son procesos
gue requieren de mucho tiempo, control de las condiciones de crecimiento de
los microorganismos y amplios espacios para su desarrollo (Chandra et al.,
2007).
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2.4.2. Hidrdélisis de la biomasa

Galbe y Zacchi (2007) sugieren a la biomasa lignocelulésica como materia
prima para la produccion de bioetanol de segunda generacion. Para llevar a
cabo dicho proceso, Gusakov (2011) plantea que se requiere de una etapa
crucial, donde la hemicelulosa y la celulosa sean hidrolizadas en azlcares
simples que seran fermentados posteriormente. La hidrolisis de la lignocelulosa
puede realizarse quimicamente mediante el uso de acidos como el sulfarico o
enzimaticamente con el empleo de enzimas celuloliticas y/o hemiceluloliticas
(Zhang et al., 2012).

La hidrdlisis enzimética se presenta como una etapa adecuada debido a que se
requiere de equipos simples, las condiciones son suaves, bajo consumo
energético y menor contaminacion. Sin embargo, su aplicacion industrial es
limitada debido a costos de preparacion de las enzimas, tasa de hidrolisis lenta
y a la carencia de un sistema de respuesta eficaz para satisfacer la compleja
reaccion catalitica (Chen, 2014). Kumar et al. (2009), sugieren que el proceso
de hidrélisis enzimética se puede dividir en dos etapas: durante la primera
etapa, se forman oligdmeros solubles a partir de la hidrélisis de las cadenas
largas; posteriormente, estos se hidrolizan a monémeros de azlcar en una

segunda etapa.

La hidrélisis enzimatica puede realizarse empleando diferentes enzimas
fungicas y bacterianas como lacasas, hemicelulasas y celulasas, que degradan
lignina, hemicelulosa y celulosa de manera eficiente, respectivamente (Quiroz-
Castafieda y Folch-Mallol, 2013). Las enzimas que se usan principalmente para
la hidrdlisis de biomasa lignocelulésica son celulasas (Khare et al., 2015),
debido a que la celulosa es el componente mayoritario de la mayoria del

material a hidrolizar (Singhania et al., 2013).

Las celulasas son biocatalizadoras altamente especificos que degradan la
lignocelulosa para generar principalmente glucosa (Chen, 2014). Es un sistema
que comprende diversas enzimas con efectos sinérgicos entre si (exo-1,4-p-

glucanasa, endo-1,4-B-glucanasa, B-glucosidasa y celobiasa). La apropiada
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combinacion de sus actividades determina la eficiencia de la sacarificacion,
pero varia segun el tipo de biomasa (Khare et al., 2015). Estas enzimas son
producidas por hongos (Trichoderma spp. y Aspergillus spp.), bacterias
(Cytophaga y Cellulomonas spp) y actinomicetos (A. roseus y A. cellulosae);

siendo los hongos los principales productores de celulasa (Chen, 2014).

Las exoglucanasas hidrolizan las unidades de glucosa de los extremos no
reductores, y las endoglucanasas actiuan aleatoriamente sobre los enlaces
glucosidicos internos, en la region amorfa de la celulosa, liberando diversos
oligosacaridos. En la Figura 9 se presenta un modelo clasico de la degradacion

de celulosa por enzimas celuloliticas.

L Region cristalina—' — Regiénamorfa — — Regién cristalina—

Figura 9. Modelo clasico de la degradacion enzimatica de celulosa. NR: extremo no
reductor de la celulosa; R: extremo reductor de la celulosa; CBH II: exo- (-1,4-
celobiohidrolasa; B-G: B-glucosidasa; EG: endo-3-1,4-glucanasa; CBH I: exo- B-1,4-
celobiohidrolasa. Adaptado de Dutta et al. (2014).

En cuanto a la hidrélisis de la hemicelulosa, ésta requiere de un grupo de
enzimas mas complejo, conocidas como hemicelulasas, entre ellas se
encuentran la endo-B-1,4-xilanasa que actia aleatoriamente sobre los enlaces
internos del xilano para liberar xiloligosacaridos, la 3-xilosidasa que hidroliza los
extremos no reductores de las cadenas de xilano para liberar xilosa, y diversas
enzimas auxiliares como a-L-arabinofuranosidasa, a-galactosidasa, acetil
xilanoesterasa y esterasa de &cido ferdlico (Maitan-Alfenas, Visser, y
Guimaraes, 2015). ElI modelo clasico de hidrélisis de la hemicelulosa se

muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Modelo clésico de la degradacion enzimatica de hemicelulosa. a-GLU: a-D-
Glucuronidasa; XYN: endo-B-1,4-Xilanasa; a-AF: a-L-Arabinofuranosidasa; (-D-
Xilosidasa; FE: feruloil esterasa; AXE: acetil xilano esterasa; a-GAL: a-D-
Galactosidasa. Adaptado de Dutta y Wu (2014).

Se han reportado diversos estudios de hidrolisis enzimatica de biomasas
lignoceluldsicas bajo diferentes condiciones. Arantes et al. (2014), hidrolizaron
enzimaticamente astillas de madera blanda y dura (2 % p/p), previamente
pretratadas con vapor usando SOz como catalizador o con etanol, a 50 °C
durante 72 h, obteniendo rendimientos de hidrdlisis de celulosa menores al 20
%. Por su parte, Caspeta et al. (2014), pretrataron bagazo de agave (2, 5y 10
% p/v) y lo sometieron a hidrélisis enzimatica para su posterior conversion a
etanol, utilizando celulasa [5 unidades de papel filtro (UPF)/g seido] Y PB-
glucosidasa [30 unidades de celobiohidrolasa (CBU)/g ssiido], Obteniendo 14.7
g/L y 34 g/L de glucosa después de 24 h de hidrdlisis para 2 y 5 % de bagazo
de agave, respectivamente, con una conversion de celulosa del 98 y 92.3 %
para cada caso; para 10 % de bagazo obtuvieron 47.2 g/L de glucosa con
porcentaje de conversién del 62.5 % a las 24 h. Rodrigues et al. (2015),
hidrolizaron paja de trigo usando 10 UPF de 2 enzimas comerciales por
separado (Cellic-CTec2 y Celluclast); la eficiencia de la hidrolisis para Cellic-
Ctec2 fue >98 %, mientras que para Celluclast sin suplementar fue de 52 % vy
81 % cuando se suplement6 con PR-Glucosidasa. Por otro lado, Brar et al.
(2016), hidrolizaron enzimaticamente mazorca de maiz (10 % p/v) previamente
pretratada con acido sulfarico diluido, evaluando diversas enzimas comerciales
celulasas/xilanasas, donde la concentracibn mas alta de azucares totales fue

de 732 mg/g sustrato. También, Auxenfans et al. (2017), sometieron diversas
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biomasas lignoceluldsicas pretratadas con explosion de vapor a hidrélisis
enzimatica (2 % p/v) con 40 UPF/g a partir de una mezcla enzimética

comercial, y reportaron concentraciones de glucosa <11 g/L.

Finalmente, la compleja estructura de los materiales lignocelulésicos ha
limitado la produccién de biocombustibles de segunda generacién, debido a su
dificil degradacion, lo que ha conducido a la produccién de celulasas y otras
enzimas eficientes para mejorar la sacarificacion de dichos materiales (Andric¢
et al., 2010; Chao et al., 2012).

2.4.3. Fermentacién

La fermentacion es el término utilizado para describir la oxidacién de un
compuesto quimico por la acciéon de organismos vivos, para producir energia.
Este es el ultimo paso para la produccion de bioetanol a partir de hidrolizados
de materiales lignoceluldsicos. ElI material hidrolizado contiene de azlcares
fermentables que son utilizados directamente por microorganismos
etanologénicos, entre los que se encuentra las levadura S. cerevisiae, que ha
sido ampliamente utilizada para la produccion comercial de etanol debido a que
tiene rapida tasa de crecimiento, eficaz utilizacion de la glucosa, eficiente
produccion de etanol y una alta tolerancia a altas concentraciones de etanol y
bajos niveles de oxigeno (Binod et al., 2013).

Ademas de las levaduras, otros hongos y bacterias pueden producir etanol bajo
diferentes condiciones de fermentacion. Un gran nimero de microorganismos
tienen la capacidad de fermentar carbohidratos, principalmente pentosas o
hexosas, en alcoholes. Binod et al. (2013) reportaron cepas bacterianas y

fungicas productoras de etanol, entre las que se encuentran:

a. Cepas bacterianas: Clostridium acetobutylicum, Klebsiella pneumoniae,
Leuconostoc mesenteroides, Sarcina ventriculi, Zymomonas mobilis.
b. Cepas de hongos y levaduras: Aspergillus oryzae, Endomyces lactis,

Kloeckera sp., Kluyveromyees fragilis, Mucor sp., Neurospora crassa,
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Rhizopus sp., Saccharomyces beticus, S. cerevisiae, S. ellipsoideus, S.

oviformis, S. saki, Torula sp., Trichosporium cutaneum.

Los componentes fundamentales en un proceso fermentativo son el
microorganismo y el sustrato; y los principales factores que determinan la
eficiencia total de la fermentacién son el control del proceso, ausencia de
contaminaciones, una alta velocidad de fermentacién y el rendimiento (Binod et
al., 2013).

La técnica de fermentacion de la biomasa lignocelulésica para la produccion de
etanol es igual a la fermentacién convencional, siendo su Unica diferencia la
fuente de carbono de la biomasa (Binod et al., 2013). En el proceso de
fermentacién, los productos hidrolizables, que incluyen mondémeros como
hexosas (glucosa, manosa y galactosa) y pentosas (xilosa y arabinosa), son
transformados a productos de valor agregado tales como etanol (Bhatia et al.,
2012). Estos azucares pueden ser fermentados por S. cerevisiae modificada
genéticamente, bajo condiciones anaerdbicas y a 30°C como temperatura
Optima, hasta convertirse en etanol (Limayem y Ricke, 2012), como se observa

en la Figura 11.
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Figura 11. Visién esquemética de la produccion de biocombustibles a partir de
biomasa lignocelulésica por levadura transformada. XR: xilosa reductasa. XHD: xilitol
deshidrogenasa. XK: xilulosa cinasa. ACS: acetil-CoA sintetasa. AADH: acetaldehido
deshidrogenasa. ADH: alcohol deshidrogenasa. Adaptado de Wei et al. (2015).

La fermentacion de biomasa hidrolizada puede ocurrir en una variedad de
diferentes procesos; hidrolisis y fermentacion separados, sacarificacion y
fermentacidon simultanea y simultdnea sacarificacion y cofermentacién (Bajpai,
2013). Limayem y Ricke (2012), mencionan que, de forma tradicional, tanto la
hidrélisis y la fermentacion de materiales para obtener alcohol han sido de
manera separada, lo que permite que ambos procesos puedan ser controlados
y optimizados de manera individual. Sin embargo, la implementacion
simultdnea de hidrdlisis y fermentacion para la produccién de bioetanol a partir
de materiales lignocelulosicos ha sido una alternativa a la manera tradicional

por presentar mayores rendimientos; durante estos procesos simultaneos, se
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combinan las enzimas y los microorganismos fermentadores en un reactor,
produciéndose en un solo paso los azucares y la conversion a alcohol (Bajpali,
2013). Segun Kumar et al. (2009), la inhibicion enzimética puede verse
superada dado que la concentracién de glucosa se mantiene baja y el etanol no
puede inhibir la actividad de las enzimas; sin embargo, en la actualidad, ningan
microorganismo puede llevar a cabo la hidrdlisis y la fermentacion de una
manera rentable (Granados, 2015). Entre los principales microorganismos
fermentadores se encuentra S. cerevisiae, que presenta altos rendimientos de
alcohol (90 %), con alta tolerancia (>10 % v/v), sin embargo, es incapaz de
fermentar xilosa y arabinosa, ademas, es termolabil y sensible a hidrolisis
enzimatica; también estd Schizosaccharomyces stipitis, cuya ventaja radica en
que fermenta xilosa con un rendimiento de conversion a etanol del 82 % y
fermenta hexosas; pero como desventajas tiene que es intolerante a bajas
concentraciones de etanol (40 g/L aproximadamente), no fermenta xilosa a pH

bajo, es sensible a inhibidores quimicos, etc. (Limayem y Ricke, 2012).

S. cerevisiae es uno de los microorganismos mas utilizados para la produccién
de bioetanol a partir de biomasa celulésica, debido a sus altos flujos de
carbono en el centro de vias metabdlicas y maleabilidad genética (Wei et al.,
2015). Esta levadura tiene una alta eficiencia, alta tasa de conversion de
azucares a etanol (Van et al., 2011), alta tolerancia al etanol y excelente
resistencia a los inhibidores que puedan estar presentes en la biomasa
lignocelulésica hidrolizada (Cai et al., 2012; Li et al., 2016).

Sin embargo, S. cerevisiae no puede fermentar naturalmente xilosa, que es uno
de los componentes mas abundante en los hidrolizados lignoceluldsicos,
debido a la falta de una via de asimilacion funcional y a que el metabolismo de
xilosa es altamente reprimido en presencia de glucosa, lo que dificulta su
fermentacién cuando se tienen hidrolizados que contienen ambos azlcares
(Wei et al.,, 2015). Debido a la necesidad de mejorar la eficiencia de S.
cerevisiae, se han desarrollado y utilizado cepas capaces de fermentar xilosa.
Romani et al. (2015), reportan la produccion de etanol por las cepas
recombinantes PE-2 y CAT-1 de S. cerevisiae y utilizando mazorcas de maiz

sometidas a sacarificacion y co-fermentacion simultanea, se observo que PE-2
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fermenta xilosa y glucosa al mismo tiempo en presencia de inhibidores,
mientras que CAT-1 consume primero glucosa y posteriormente xilosa. La
primera cepa mostré el mayor rendimiento de etanol tras la fermentacion, que

fue de 0.47 g/g azicares totales, representado el 92 % del rendimiento tedrico.

De otro lado, estd Scheffersomyces stipitis, que pertenece al grupo de
levaduras aisladas de madera en descomposicion y de las larvas de insectos
qgue habitan en madera (Toivola et al., 1984). Es capaz de producir etanol a
partir de glucosa, galactosa, manosa, xilosa y celobiosa, con altos rendimientos
y bajas cantidades de xilitol (Agbogbo y Wenger, 2006); también puede
producir biomasa a partir de L-arabinosa (Nigam, 2002). Se conoce ademas
que a altas tasas de aireacion, S. stipitis produce solamente biomasa y a bajas

tasas se produce etanol (Du-Preez, 1994).
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3. JUSTIFICACION

Los residuos agroindustriales son los recursos renovables mas abundantes en
la tierra; éstos son generados durante los diferentes procesos productivos tanto
del sector agricola como del industrial en forma liquida, semiliquida y sélida.
Aunque una parte de estos residuos son destinados principalmente para la
alimentacion animal o son incinerados, para ser utilizados como fuente de
carbono y minerales en los suelos. La disposicion de los residuos
agroindustriales aun continda siendo motivo de discusion, ya que existe un
desconocimiento del manejo que se les debe dar. Ademas no se cuenta con la
tecnologia apropiada para tratarlos y proporcionarles un destino final, y se
carece de legislaciones y politicas publicas que promuevan su gestion,
conllevando a que estos subproductos se conviertan en una probleméatica

ambiental.

Durante los ultimos afios se ha suscitado el interés por el estudio de este tipo
de residuos debido a que contienen azlUcares y compuestos fendlicos que
podrian tener un alto valor agregado, pudiendo ser utilizados en las industrias
alimentaria, quimica, farmacéutica y de energia, etc. Los residuos
agroindustriales difieren segun la materia prima y el proceso que los produjo.
Sin embargo, una de las principales caracteristicas en comun es que contienen
materia organica, compuesta de proporciones diversas de lignina, celulosa y
hemicelulosa. Lo que los hace una fuente energética ideal si estos
componentes son tratados o separados con éxito, confiriendo un gran
potencial para ser utilizados para la alimentacion animal, obtencién de

productos quimicos y produccién de combustibles.

Por su parte, el uso de estos residuos renovables para la produccion de
combustibles se muestra como una alternativa al uso de materiales no
renovables como los combustibles fésiles para la generacion de energia.
Debido a que el proceso de obtencion de estos ultimos al igual que su
utilizacién en diferentes industrias, principalmente en la de transporte, genera
una considerable contaminacion ambiental, especialmente por las emisiones de

CO y SOz al ambiente. Sin embargo, a pesar del potencial que tienen los
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residuos agroindustriales para la produccion de fuentes alternas de energia,
debido a su composicién quimica, alta disponibilidad y a que no compromete la
seguridad alimentaria de la poblacion. La produccion de biocombustibles a
partir de esta fuente se ha visto limitada por la compleja estructura del material,
bajo rendimiento de azucares fermentables, generacién de inhibidores de la
fermentacién y baja produccion de etanol. Requiriéndose el desarrollo de
metodologias para realizar pretratamientos al material y estrategias aplicables
industrialmente para la optimizacion de los procesos de hidrélisis y
fermentacion que conduzcan a un aprovechamiento eficiente del material

pretratado y a la obtencién de altos rendimientos de etanol.
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4.1.

4.2.

4. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la eficiencia en la obtencién de azucares fermentables del

pericarpio de maiz hidrolizado y su utilizacion para la produccién de
bioetanol.

Objetivos especificos

Evaluar el efecto de los pretratamientos acidos sobre la produccién de
azucares fermentables y la formacion de productos de degradacién en

pericarpio de maiz.

Determinar el efecto de un complejo enzimatico sobre la sacarificacion

pericarpio de maiz pretratado.
Establecer los parametros de fermentacién del hidrolizado de pericarpio

de maiz para la produccion de etanol y determinar la eficiencia de la

produccion de etanol a partir de pericarpio de maiz hidrolizado.
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5. METODOLOGIA

5.1. Materiales

Se empled pericarpio de maiz (PM) proporcionado por la compafia Ingredion
(San Juan del Rio, Querétaro, México). El material fue secado en horno de
conveccién forzada AP60 Air Performance (Froilabo, E.U.A.) a 50 °C durante
48 h, molido en un molino de cuchillas Krups GX410011 (Groupe SEB, Francia)
y clasificado en tamices de acero inoxidable (Montiel, México). Se utilizo el

producto retenido en la malla No. 40, con tamafio de particula de 420 pm.

También se trabajé con pericarpio de maiz lavado. El lavado se realiz6 con la
finalidad de remover los solubles presentes, y consistio en calentar agua de
grifo a 60 °C y verterla sobre el material, mezclando manualmente hasta que el
agua de lavado se torné clara (5 lavados). Finalmente se dio un ultimo lavado
sumergiendo el pericarpio en agua a 60 °C durante 30 min. El material lavado
fue filtrado, molido y tamizado bajo las mismas condiciones que el material sin
lavar. Se determind el contenido de humedad (SECOFI, 2001), contenido
proteina cruda (AOAC, 2005), cenizas (AOAC, 2002), fibra detergente neutra
(FDN) y fibra detergente acida (FDA) (Vogel et al., 1999).

5.2. Evaluacion del efecto de pretratamientos acidos sobre la
produccion de azucares fermentables y la formacion de

inhibidores de fermentacién en pericarpio de maiz

5.2.1. Pretratamiento de pericarpio de maiz

Se sometid pericarpio de maiz sin lavar a pretratramientos quimicos con acido
diluido, evaluando el efecto del tipo de acido (sulfdrico y fosférico),
concentracion del acido (2 y 4 % vl/v), concentracion de pericarpio de maiz (15
y 20 % p/v) y tiempo de tratamiento (30 y 60 min) (Cuadro 6). Se aplico un
disefio factorial 2* en parcelas divididas donde el tiempo de tratamiento fue la
parcela (Cuadro 7); los factores evaluados se seleccionaron con base en

estudios previos (Granados, 2015).
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Cuadro 6. Factores y niveles evaluados en el pretratamiento quimico de
pericarpio de maiz.

Niveles
Factores 1 1
Tipo de acido Sulfurico Fosforico
Concentracion del acido (% v/v) 2 4
Cantidad de pericarpio de maiz 15 20
(% p/v)
Tiempo de tratamiento térmico 30 60
(min)

Los tratamientos se realizaron en tubos de polipropileno (tipo Falcon) de 50 mL
con fondo conico. Se trabaj6é con un volumen de 30 mL, realizando mezclas de
pericarpio de maiz y acido diluido segun las condiciones mencionadas
anteriormente. Las mezclas se homogenizaron mediante una mezcladora Maxi-
Mix-Il (Barnstead-Thermolyne) durante 30 s y se sometieron a tratamiento
térmico en autoclave vertical a 121 °C. Se detuvo la hidrdlisis acida del
pericarpio por enfriamiento en hielo hasta temperatura ambiente vy
posteriormente se centrifugé a 5,000 rpm por 10 min. Las fracciones sdlidas se
secaron en horno a 50 °C durante 24 h o hasta peso constante y las fracciones
liquidas se neutralizaron con NaOH en perlas hasta llevar a pH 5.0 y se filtraron
en unidades swinnex-13 (Millipore Corporation, China) con membranas
durapore tipo GVPP de 0.22 pm (Millipore Corporation, Irlanda). A las
fracciones liquidas se les determind la concentracion glucosa a través del kit
enzimatico (R-BIOPHARM, Alemania) (Anexo 1) y xilosa por el kit K-xilosa
08/14 (MEGAZYME, Irlanda) (Anexo 2). Los pretratamientos se realizaron por
triplicado, los resultados de las variables se expresaron como la media *
desviacion estandar (DE) y se realiz6 un analisis de varianza en el software
estadistico JMP 8.0 (SAS Institute Inc, EE. UU).

36


https://en.wikipedia.org/wiki/SAS_Institute

Cuadro 7. Diseio experimental por parcelas divididas.

Tiempo de Tipo de acido Concentracion Cantidad
Parcela pretratamiento de acido pericarpio de
(min) (% p/iv) maiz
(% viv)
60 Sulfarico 4 20
60 Sulfarico 2 15
60 Sulfdrico 4 15
1 60 Fosférico 2 20
60 Fosférico 2 15
60 Fosférico 4 15
60 Sulfdrico 2 20
60 Fosférico 4 20
30 Fosforico 4 15
30 Sulfarico 2 20
30 Sulfarico 4 15
2 30 Sulfarico 2 15
30 Fosférico 4 20
30 Fosférico 2 15
30 Sulfdrico 4 20
30 Fosférico 2 20
60 Sulfarico 4 20
60 Sulfarico 2 15
60 Sulfdrico 4 15
3 60 Fosférico 2 20
60 Fosférico 2 15
60 Fosférico 4 15
60 Sulfdrico 2 20
60 Fosférico 4 20
30 Fosférico 4 15
30 Sulfarico 2 20
30 Sulfarico 4 15
4 30 Sulfdrico 2 15
30 Fosférico 4 20
30 Fosférico 2 15
30 Sulfdrico 4 20
30 Fosférico 2 20
60 Sulfdrico 4 20
60 Sulfdrico 2 15
60 Sulfdrico 4 15
5 60 Fosférico 2 20
60 Fosférico 2 15
60 Fosférico 4 15
60 Sulfarico 2 20
60 Fosférico 4 20
30 Fosférico 4 15
30 Sulfarico 2 20
30 Sulfdrico 4 15
30 Sulfdrico 2 15
6 30 Fosférico 4 20
30 Fosférico 2 15
30 Sulfdrico 4 20
30 Fosférico 2 20

Con base en las concentraciones de azlcares y sus rendimientos para los

pretratamientos aplicados usando acido fosférico, se considerd estudiar
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anicamente el efecto de los pretratamientos con &cido sulfarico sobre el
pericarpio de maiz esta vez previamente lavado, los demas factores y niveles
se mantuvieron iguales, asi como la metodologia utilizada. Se aplicé un disefio
factorial 22 en parcelas divididas donde el tiempo de tratamiento fue la parcela

(Cuadro 8); los pretratamientos se realizaron por triplicado.

Cuadro 8. Pretratamiento quimico de pericarpio de maiz.

Muestra Parcela Concentracion de Cantidad de Tiempo de
acido sulfarico pericarpio de tratamiento en
(% viv) maiz autoclave (min)
(% p/v)
1.1 1 4 20 60
2.1 1 2 15 60
3.1 1 4 15 60
4.1 1 2 20 60
2.2 2 2 15 60
4.2 2 2 20 60
3.2 2 4 15 60
1.2 2 4 20 60
2.3 3 2 15 60
3.3 3 4 15 60
1.3 3 4 20 60
4.3 3 2 20 60
5.1 4 4 20 30
6.1 4 4 15 30
7.1 4 2 20 30
8.1 4 2 15 30
5.2 5 4 20 30
8.2 5 2 15 30
7.2 5 2 20 30
6.2 5 4 15 30
5.3 6 4 20 30
7.3 6 2 20 30
6.3 6 4 15 30
8.3 6 2 15 30

Se determiné la concentracion de azlcares reductores en la fraccion liquida de
los hidrolizados &cidos de pericarpio de maiz (PMH), usando el método del
DNS (Wood et al.,, 2012). La técnica consisti6 en mezclar 9 pL de muestra
previamente diluida (1:4 muestra: agua destilada) con 171 uL de la solucién de
DNS (relacién 1:20, muestra: reactivo DNS); las mezclas se calentaron a 100
°C durante 10 min, se enfriaron en hielo por 10 min y se llevaron a temperatura
ambiente, luego 90 pL de cada mezcla se colocaron en una microplaca de 96

pozos y se midié su absorbancia a 570 nm en un varioskan flash Thermo
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Scientific (MA, EE. UU). Se realiz6 una curva estdndar de glucosa con
concentraciones de 0.2, 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 M por triplicado (Anexo 3).

Se realiz6 la identificacion de los monosacaridos presentes en los hidrolizados,
usando estdndares de glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa, manosa y
fructosa, y de los polisacéridos celobiosa y maltosa, a través de un equipo
UPLC Acquity (WATERS, EUA) acoplado a un detector de indice de refraccion
(IR), empleando la columna Aminex HPX-87H (BioRad). Se establecieron las
condiciones experimentales con base en reportes para el uso de esta columna
con modificaciones (Landaeta et al., 2013; Gong et al., 2015; Sa et al., 2015).
Se utilizd H2S04 0.05 M con un flujo de 0.4 mL/min, la velocidad de flujo de las
muestras fue de 10 yL/min, la temperatura de la columna fue de 55 °C y la del
detector IR fue de 50 °C. Debido a que se identificé Unicamente la presencia de
glucosa, xilosa y arabinosa, se realizaron las curvas correspondientes para su
cuantificacion; glucosa (mM): 5, 15, 25, 35 y 45; xilosa (mM): 5, 50 100, 150 y
200; y arabinosa (mM): 5, 20, 40, 60 y 80 (Anexo 4, Anexo 5, Anexo 6).

Ademas, se realizd la identificacion de inhibidores de la fermentacion que
pueden formarse al aplicar tratamientos quimicos y térmicos a biomasa
lignocelulésica (Landaeta et al., 2013; Ribeiro et al., 2015), usando estandares
de acido acético, furfural, hidroximetilfurfural, vainillina, 4-hidroxibenzaldehido y
siringaldehido, bajo el método descrito previamente, usando un detector de
arreglo de fotodiodos (PDA) a 210 nm para el acido acético y 280 nm para los
demas compuestos. Se identificé la presencia de acido acético y furfural en los
hidrolizados, pero solamente fue posible determinar la concentracion de acido

acético mediante una curva estandar (mM): 10, 15, 20, 25y 30 (Anexo 7).

A la fraccidon solida recuperada de la hidrdlisis quimica con H2SO4 (FSPH) a
partir del pretratamiento que permitié la mayor liberacién de azlcares, se le
determiné la fibra detergente neutra (FDN) y acida (FDA) basado en
metodologia reportada por Vogel et al. (1999). La concentracion de lignina,
celulosa y hemicelulosa se obtuvieron segun las Ecuaciones 1y 2 (Luterbacher

et al., 2010), respectivamente. Los solubles se obtuvieron segun la Ecuacion 3
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(Pernalete et al., 2008). También se realizaron los mismos analisis al pericarpio

de maiz lavado sin pretratamiento quimico (PM).

Celulosa (%) = FDA (%) — Lignina (%) (1)
Hemicelulosa (%) = FDN (%) — FDA (%) (2)
Solubles (%) = 100 — FDN ( %) (3)

Ademas, se aplicé un analisis de microscopia electrénica de barrido (SEM)
para evaluar los cambios microestructurales en el pericarpio de maiz pretratato
y sin tratar, previamente secado, usando un microscopio Carl Zeiss modelo evo
50 (Alemania). Las muestras fueron puestas en una cinta de doble cara de
carbono y recubiertas con una capa metalica de oro con el metalizador de
vacio (6.7 Pa) (Denton vacuum, 40 mA/s); las micrografias se tomaron
mediante un software ImageJ 1.501 (USA).

5.2. Determinacion del efecto de complejos enzimaticos sobre la
sacarificacion de la fraccion sélida de pericarpio de maiz

pretratado quimicamente

5.2.1. Enzima

Se utilizé la solucién enzimética Cellic-CTec2 (Novozymes A/S, Bagsvaerd,
Denmark), la cual contiene celulasas principalmente, ademas de pB-

glucosidasas y hemicelulasas.

5.2.2. Determinacién de actividad enzimatica

Se determind la actividad enzimatica de celulasas a Cellic-CTec2 mediante la
metodologia estandar de Ghose (1987), expresada como unidades de papel
filtro (UPF), es decir, como la cantidad de enzima requerida para producir 2 mg
de azucares reductores a partir de 50 mg de papel filtro Whatman No. 4 y una
solucion amortiguadora de citrato de sodio 0.5 M (pH 4.8) en 1 h. Se realizo
una curva estandar de glucosa (1-3.5 mg/0.5 mL) (Anexo 8), tiendo un blanco

de sustrato y un blanco de enzima. Para calcular las UPF se us6 la Ecuacion 4.
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UPF = 037 unidades/mlL (4)

Concentracion enzima para liberar 2 mg de glucosa

El valor de 0.37 se deriva del factor de conversion de 2 mg de equivalentes de
glucosa generados durante el ensayo a mmoles de glucosa. Se realizo la

cuantificacion de azucares reductores por el método de DNS.

5.2.3. Hidrdlisis enzimética

La fraccion solida del pericarpio de maiz hidrolizado (FSPH) resultante del
pretratamiento acido con mayores concentraciones de azucares y mayores
rendimientos fue sometida a hidrolisis enzimatica utilizando la solucion
enziméatica Cellic Ctec2. Se aplicd un disefio factorial 22 completamente
aleatorizado, donde los factores fueron el tipo de material y la cantidad de
sélidos (Cuadro 9). Los experimentos se realizaron por triplicado; se realizé
andlisis de varianza y comparacion de medias por Tukey en el programa
estadistico JMP. Los niveles evaluados fueron seleccionados con base la
bibliografia (Caspeta et al., 2014; Michelin y Teixeira, 2016).

Cuadro 9. Factores y niveles para tratamientos de hidrdlisis enzimética.

Factores Niveles
Tipo de sdlido Pretratado (FSPH) Sin pretratar (PM)
Cantidad de 5 7

sélidos (% p/v)

Para remover solidos solubles, la FSPH fue lavada con agua destilada hasta
conseguir un agua de lavado transparente y se secé a 50 °C durante 12 h.
Posteriormente, ambos materiales (FSPH y PM) fueron sometidos a hidrolisis
enzimatica, en matraces de 125 mL, con 30 mL de una solucién amortiguadora
de citrato 0.5 M (neutralizado con NaOH 1N), pH 4.8, 7 uL/mL de cicloheximida
al 10 % (v/iv) como agente antimicrobiano (Resch et al., 2015) y una dosis
enzimatica de 40 UPF/gQ ceuosa (Auxenfans et al., 2017). Los tratamientos se
realizaron por triplicado (Cuadro 10). Las soluciones se incubaron a 50 °C y
150 rpm durante 96 h, muestreando 1 mL en los tiempos 0, 4, 8, 12, 24, 48, 72
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y 96 h. Se inactivd la enzima a 100 °C durante 10 min, posteriormente las
muestras se enfriaron en hielo hasta temperatura ambiente y se centrifugaron a
10,000 rpm por 15 min (De Almeida et al., 2011; Caspeta et al., 2014; Brar et
al., 2016).

Cuadro 10. Tratamientos hidrolisis enzimética de la fraccidbn sdlida de
pericarpio de maiz pretratado con acido sulfurico (FSPH) y del pericarpio de
maiz (PM) sin pretratar.

Cantidad de solidos

Tratamiento Tipo de sdlido (% p/v)
1 FSPH 5
2 FSPH 7
3 PM 5
4 PM 7

Se determiné la concentracion de azlcares reductores por DNS (Wood et al.,
2012), mediante una curva de calibracién de glucosa (Anexo 9), glucosa a
través del kit enzimatico R-Biopharm en un espectrofotometro Genesys 10S
UV-Vis (THERMO SCIENTIFIC, EE. UU), y el porcentaje de conversion de
celulosa a glucosa (g glucosa/100 giucano), Segun la Ecuacion 5 (Michelin y
Teixeira, 2016).

%4

m*CGn

Conversién de celulosa (%) = CG * 100 (5)

CG: Concentracion de glucosa (g/L)
V: Volumen de hidrolisis (L)
m: Masa de sélido empleado en la hidrdlisis (g)

Csn: Contenido de glucanos (celulosa) presente en el sélido empleado (g/g).

5.3. Establecimiento de los parametros de fermentacién del

hidrolizado de pericarpio de maiz para la produccion de etanol

5.3.1. Microorganismos
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La fermentacion de la fraccion liquida del pericarpio de maiz pretratado se llevo
a cabo con Scheffersomyces stipitis ATCC28217 y Saccharomyces cerevisiae
Monastery Ale WLP500.

5.3.2. Activacién de la cepa de levadura

Las conservas de levaduras de S. cerevisie y S. stipitis almacenadas a -70 °C
se activaron en caldo estéril de YPD para S. cerevisie (g/L) (extracto de
levadura (DIFCO): 10, peptona de caseina (DIFCO): 20, glucosa (SIGMA): 10)
y YPX para S. stipitis (g/L) (extracto de levadura: 10, peptona de caseina: 20,
xilosa (SIGMA): 10), el in6culo fue de 10 % v/v. Se incubaron a 30 °C durante
24 h a 180 rpm en una incubadora con agitaciéon orbital INO 650V9 (PRENDO,
México) (Granados, 2015).

5.3.3. Fermentacion de la fraccion liquida de pericarpio de maiz

pretratado

5.3.3.1. Crecimiento de levaduras en hidrolizados acidos de

pericarpio de maiz

Se evalud el crecimiento de S. stipitis y S. cerevisiae en FSPH sin destoxificar
diluidos en agua destilada (1:2 p/v) y con hidrolizados previamente
destoxificados con carbén activado (5:1 v/p) durante 10 min, las muestras de
FSPH usadas se observan en el Cuadro 11. El pH de los hidrolizados se ajusto
a 5.0 con NaOH y se enriquecieron con extracto de levadura (10 % p/v) y
peptona de caseina (20 % p/v), y se esterilizaron por filtracion en unidades
swinnex-13 (Millipore) con membranas durapore tipo GVPP de 0.22 pm
(Millipore). En cada pozo se pusieron 145 pL del hidrolizado y 5 pL de levadura
con una densidad optica (DOeoo) de 0.3. La fermentacion se llevé a cabo a 30
°C con agitacion a 150 rpm durante 96 h. Se determiné el perfil de crecimiento
de la levadura en los hidrolizados.
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Cuadro 11. Condiciones de pretratamientos de hidrolizados acidos de
pericarpio de maiz usados para fermentacion.

Tratamiento Tipode Concentraciéon Concentracion Tiempo de

acido del acido de PM pretratamiento
(% viv) (% p/v) (h)
1 H2S04 2 15 30
2 H2S04 2 15 60
3 H2SO4 2 20 30
4 H2S0a4 2 20 60

5.3.3.2. Destoxificacion de hidrolizados

La fraccién liquida del pericarpio de maiz pretratado (FLPH) se destoxificé con
carbon activado (C9157, Sigma) siguiendo la metodologia descrita por Mateo
(2013). La FLPH se llevé a pH 2 con NaOH y se mezclé con carbon activado al
2 %y 8 % p/v durante 30 min a 200 rpm y 30 °C; posteriormente se centrifugd
a 5,000 rpm durante 10 min. Se determind el indice R2so (Ecuacion 6) por
espectrofotometria a 280 nm, para conocer la efectividad del carbon activado
sobre la remocion de inhibidores de fermentacion. El indice R2so permite saber
la efectividad aproximada del carbon activado en la remocién de furanos y
compuestos fendlicos (Miyafuji et al., 2003). También se determind la

concentracion de azucares reductores por DNS (Wood et al., 2012).

__ Absorbancia del hidrolizado tratado con carbén activado

R280 = (6)

Absorbancia del hidrolizado sin tratar

5.3.3.3. Fermentacién de la FLPH usando S. stipitis

Con base en los resultados de los pretratamientos y al perfil de crecimiento de
S. stipitis en los hidrolizados, fue estudiada la fermentacion del FLPH que
presentd mayor concentracion de azucares y la FLPH que beneficié en mayor
medida el crecimiento de la levadura. Se aplicé un disefio factorial 22
completamente aleatorizado, por triplicado, donde los factores son el tipo de
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pretratamiento y la concentracion de carbdén activado usado para destoxificar
(Cuadro 12).

Cuadro 12. Factores y niveles evaluados sobre la fermentacion de la fraccion
liquida de pericarpio de maiz pretratado.

Niveles
Factores 1
Tipo de pretratamiento a
Concentracion de carbon 2 8

activado usado para destoxificar
(% p/v)

a H2S04 al 2% (viv), PM 15% (p/v) y 30 min de pretratamiento.
b H2S04 al 2% (viv), PM 20% (p/v) y 60 min de pretratamiento.

Se ajustd el pH de los hidrolizados a 5.0 con NaOH, se enriquecieron con 10
g/L de extracto de levadura y 20 g/L de peptona de caseina, y se esterilizaron
por filtracion en unidades swinnex-13 (Millipore Corporation, China) con
membranas durapore tipo GVPP de 0.22 pum (Millipore Corporation, Irlanda);
posteriormente fueron inoculados con 5% (v/v) de S. stipitis crecida en caldo

YPX con una absorbancia (Aeoo) de 1.7.

La fermentacion se realizé en matraces de 125 mL con un volumen final de 25
mL en una incubadora con agitacion orbital INO 650V9 (Prendo, México) a 100
rom y 30°C, durante 120 h. Se tomaron muestras en los tiempos 0, 12, 24, 48,
72, 96, y 120 h., a las cuales se les determind la concentracion de azlcares
reductores (Wood et al., 2012), glucosa, xilosa y etanol por HPLC (curvas de
calibracién en Anexo 10, 11 yAnexo 12), ademas de la biomasa producida, por
diferencia de peso. Se calculd la eficiencia de la fermentacién Er (Ecuacion 7),
rendimiento producto/sustrato Yess (Ecuacion 8), rendimiento biomasa/sustrato
Yxis (Ecuacion 9), y la productividad volumétrica del consumo de azucares
reductores, glucosa, xilosa, y etanol (Ecuacion 10); ademas, se determind la
velocidad especifica de crecimiento de S. stipitis (Ecuacion 11). Donde, Res
tedrico es el maximo rendimiento de etanol a partir de xilosa (principal

constituyente de los hidrolizados acidos de pericarpio de maiz fermentados), P
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y P; son la concentracion final e inicial de etanol, respectivamente, Sy y S; son
la concentraciébn de azucares final e inicial consumidos para la produccion
maxima de etanol, t es el tiempo de fermentacién donde se produjo la maxima
concentracion de etanol, u es la tasa de crecimiento de la levadura, Lny y Lnxo
son el logaritmo natural la biomasa para el tiempo de fermentacion y la

biomasa inicial, respectivamente.

Er (9/9) = —2—(7)

Rps tesrico

Yp/s (g etanol/g de azicares consumidos) = I;f-SPi 8)
i=Sf

. ’ . Bf—B;
Yx/s (g biomasa/g azlcares reductores consumidos) = ﬁ (9)
i=Sf

(Pf—=P;) 6 (Sp—Si)
Pyor (g/L * h) = === (10)

1 dx Ln,t—Ln
ﬂ(g*h)=_*_= , xt—xo __(q9)
L x dt Tiempo de fermentacion
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Composicion quimica proximal del pericarpio de maiz

En el Cuadro 13 se presenta la composicion proximal del PM; entre sus
principales constituyentes se encontré la fibra detergente neutro (FDN) (66.84
%), que es una medida de la fibra insoluble total, cuyos componentes
principales son la hemicelulosa, celulosa, lignina y algunas fracciones
proteicas. Por su parte, la fibra detergente acido (FDA) (17.97 %), representa a
los componentes menos digestibles de las plantas, donde estan incluidos la
celulosa y lignina (IANR, 2017); también se encontr6 10.86 % de proteina, 5.12
% de cenizas y una humedad de 4.43 %. Yoshida et al. (2012) y Diaz-Malvaez
et al. (2013), reportan proporciones inferiores de proteina (5 y 5.47 %,
respectivamente) y cenizas (1.1 y 0.8 %, respectivamente); estos Ultimos
investigadores también encontraron mayor concentracion de FDN (84.95 %) y
FDA (20.70 %).

Cuadro 13. Composicion proximal del PM.

Componente Cantidad del componente
(%)
Proteina cruda* 10.86
Cenizas* 05.19
Fibra detergente neutro* 66.84
Fibra detergente acido* 17.97
Humedad 04.43

*Porcentaje en base seca.

6.2. Evaluacién del efecto de pretratamientos &cidos sobre la
produccion de azlucares fermentables y la formacion de

inhibidores de fermentacién en pericarpio de maiz

6.2.1. Pretratamientos acidos

En el Cuadro 14 se presentan las concentraciones de xilosa y glucosa, asi
como sus rendimientos, encontrados en la FLPH con &cidos diluidos bajo

diferentes condiciones. Se obtuvieron concentraciones de xilosa entre 1.20 +
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0.41 y 19.58 + 2.61 g/L, con rendimientos que van desde 0.60 hasta 10.46 g
xilosa por cada 100 gramos de PM. Las menores cantidades de xilosa (<5 g/L)
y los menores rendimientos (<3 g/100 g pericarpio) S€ encontraron en las
fracciones liquidas del material tratado con &cido fosférico. Las mayores
concentraciones de xilosa se obtuvieron al pretratar PM (20 % p/v) con &cido
sulfarico al 2 % y 4 % (v/v) durante 60 min en autoclave (tratamientos 12 y 16),
encontrandose 17.96 £ 2.46 y 19.58 + 2.61 g/L, respectivamente. Sin embargo,
los mayores rendimientos de xilosa se obtuvieron cuando se pretraté PM (15 %
p/v) con acido sulftrico al 2 % (v/v) durante 30 y 60 min en autoclave
(tratamientos 9 y 10), con 10.46 y 10.04 g de xilosa por cada 100 g de material.

En el caso de la glucosa, se obtuvieron concentraciones desde 2.69 + 0.76
hasta 20.10 £ 0.43 g/L y rendimientos de 1.43 a 10.05 g/100 g pm. Al igual que
para xilosa, los pretratamientos realizados con &cido fosforico fueron los que
arrojaron las menores concentraciones y rendimientos. El empleo de &cido
sulfurico al 4 % (v/v), con una carga de sélidos del 20 % (p/v) y un tiempo de
pretratamiento de 30 y 60 min en autoclave permiti6 la mayor liberacion de
glucosa (17.89 + 0.87 y 20.10 + 0.43 g/L, respectivamente); siendo éste Ultimo

el de mejor rendimiento.

La concentracion de glucosa obtenida para el PM pretratado con &cido fosférico
es similares a los reportados en otros estudios para algunas biomasas. Por
ejemplo, Gamez et al. (2006) obtuvieron 3.0 g gucosa/L cuando pretrataron
bagazo de cafia con H3POs4 (4 % v/v) a 121 °C durante tiempos mas
prolongados a los evaluados (300 min). Sin embargo, bajo estas mismas
condiciones obtuvieron 17.6 g xiosa/L, concentracion muy por encima de la
obtenida en este trabajo. Por su parte, Vazquez et al. (2007) pretrataron paja
de sorgo con HsPOs4 (4 % v/iv) a 134 °C durante 300 min y obtuvieron
concentraciones de 4 g xiosa/L Y 2.9 g glucosa/l, valores similares a los obtenidos
en este estudio, aunque con condiciones de pretratamiento mas severas a las

usadas en esta investigacion.

48



Cuadro 14. Concentracion de glucosa y xilosa presente en la fraccion liquida de
pericarpio de maiz pretratado y rendimientos. Los resultados se expresan como
la media = DE.

Tto Tipo Acido PM t Tto Xilosa R de Glucosa R de
acido (%) (%) (min) (g/L) xilosa (g/L) glucosa
(g/10 (g/100 g
Og PM)
PM)

1 HsPO4 2 15 30 1.80+0.42 1.20 3.03+0.49 2.02
2 HsPO4 2 15 60 1.73+0.59 1.15 2.90+1.17 1.93
3 HsPO4 2 20 30 120+ 041 0.60 287+024  1.43
4 HsPO4 2 20 60 150 +0.45 075 3.29+1.05 1.64
S HsPO4 4 15 30 414+070 276 3.41+055 227
6 HsPO4 4 15 60 337+1.44 225 2.69+0.76 1.80
7 HsPO4 4 20 30 338+087 169 4.05+065 202
8 HsPO4 4 20 60  436+053 218 4.60+0.39 230

9 HoSO 2 15 30 15.69 + 12.44 +
o4 1.59 10.46 1.26 8.29

10 H2SO4 2 15 60 15.06 + 12.54 +
1.55 10.04 1.65 8.36

11 H2SO4 2 20 30 15.68 + 11.76 +
0.66 7.84 1.75 5.88

12 H2SO04 2 20 60 17.96 + 11.88 +
2.46 8.98 2.20 5.94

13 H2SO04 4 15 30 13.82 + 13.51 +
0.26 9.21 0.87 9.01

14 H2SO04 4 15 60 14.20 + 14.06 +
1.33 9.47 0.63 9.37

15 H2SO4 4 20 30 16.02 + 17.89 +
3.13 8.01 0.87 8.95

16 H-SO4 4 20 60 19.58 + 20.10 +
2.61 9.79 0.43 10.05

Tto: Nimero de tratamiento.
t Tto: Tiempo de tratamiento

R: Rendimiento.

Los resultados obtenidos evidenciaron que el acido sulfurico es mas efectivo

que el acido fosférico para pretratar PM. Lo anterior concuerda con lo reportado

por Um et al. (2003), donde después de pretratar rastrojo de maiz (2-5% p/v) a

121 °C durante 30-120 min, con estos acidos diluidos, encontraron que el

H2SO4 incrementa significativamente las concentraciones de glucosa y xilosa

comparado con HsPOa. En otro estudio comparativo, donde se pretratd bagazo
de cafia de azucar (1% p/p) con H3POsy H2SO4 (2% v/v) a 160 °C por 10 min,

Geddes et al. (2010), obtuvieron un efecto similar para ambos acidos.

En el Cuadro 15 presenta el andlisis de varianza para los factores analizados y

sus interacciones sobre la liberacion de xilosa. Se obtuvo un efecto significativo
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del tipo de &cido (p<0.0001), la concentracion de PM (p=0.0216), las
interacciones tipo de acido*concentracion del &cido (p=0.0153), tiempo de
tratamiento en autoclave*concentracion de PM (p=0.0405) y tipo de
acido*concentracion de PM (p=0.0106) Debido a que los factores individuales
que resultaron ser significativos estan en las interacciones dobles que también

lo fueron, se analizaran estas ultimas.

Cuadro 15. Andlisis de varianza de los factores estudiados y sus interacciones
sobre la liberacion de xilosa.

Factores Nparm gl gld Valor de Prob > F
larazén F

Tiempo de tratamiento en autoclave 1 1 4.113 3.3921 0.1373
Tipo de acido 1 1 27.5 735.8827 <.0001*
Tiempo de tratamiento en 1 1 275 1.4446 0.2396
autoclave*Tipo de acido
Concentracion del &cido 1 1 275 3.9627 0.0565
Tiempo de tratamiento en 1 1 27.5 0.4573 0.5045
autoclave*Concentracion del &cido
Tipo de é&cido*Concentracion del 1 1 275 6.6868 0.0153*
acido
Tiempo de tratamiento en 1 1 27.5 0.4785 0.4949
autoclave*Tipo de
acido*Concentracién del acido
Concentracion de PM 1 1 27.5 5.9300 0.0216*
Tiempo de tratamiento en 1 1 275 4.6227 0.0405*
autoclave*Concentracién de PM
Tipo de acido*Concentracion de 1 1 27.5 7.5273 0.0106*
PM
Tiempo de tratamiento en autoclave 1 1 27.5 1.1352 0.2959
*Tipo de acido*Concentracion de PM
Concentracién del 1 1 275 2.3256 0.1387
acido*Concentracién de PM
Tiempo de tratamiento en autoclave 1 1 27.5 0.1225 0.7291
*Concentracion del
acido*Concentracién de PM
Tipo de A&cido*Concentracion del 1 1 275 0.9706 0.3331
acido*Concentracién de PM
Tiempo de tratamiento en autoclave 1 1 275 0.1201 0.7315

*Tipo de &acido*Concentracion del
acido*Concentracion de PM
*La informacién sefialada en negrita hace referencia los factores y/o interacciones que
resultaron significativas.
Nparm: Numero de pardmetros.
gl: Grados de libertad
gld: Grados de libertad del denominador.

En la interaccion tipo de acido*concentracion de acido (Figura 12) se observo
que hay un mayor efecto del acido sulfirico sobre la liberacion de xilosa en

comparacion con el acido fosférico, no encontrandose diferencias al variar las
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concentraciones del acido para el primer caso (acido sulfarico), mientras que
para el fosférico se evidencio mayor efecto al trabajar con éste al 4 %.

20 Fosfarico =r
15 — . Sulflrico ==

10

Xilosa (a'l)

2 ' 4
Concentracion del Acido (% viv)

Figura 12. Efecto de la interaccién tipo de acido*concentracion de acido sobre la
liberacion de xilosa.

En el caso de la interaccion entre tiempo de tratamiento en autoclave*
concentracion de PM (Figura 13), pretratar 15 % de PM durante 30 y 60 min
tiene el mismo efecto sobre la liberacion de xilosa. Para un 20 % de PM, la
mayor liberacion de éste azucar se observa al pretratar durante 60 min

. No se
observaron diferencias al pretratar 15 % y 20 % de PM por 30 min.

20 0
151 B0

Xilosa (L)

15 ' 20
Concentracion de pericarpio de maiz (% piv)

Figura 13. Efecto de la interaccién tiempo de tratamiento en autoclave* concentracion
de PM sobre la liberacion de xilosa.

En cuanto a la interaccion tipo de acido*concentracion de pericarpio de maiz
(Figura 14), el acido sulfarico presentd el mayor efecto sobre la liberacion de
xilosa, permitiendo obtener la mayor concentracién cuando se pretraté 20 % de
PM. En el caso del &cido fosférico, este tiene el

mismo efecto
independientemente de la concentracion de PM usado.

Fosforico =
15 — Sulflrico

¥ilosa (ol

0 15 ' 20
Concentracion de pericarpio de maiz (% piv)

Figura 14. Efecto de la interaccion tipo de &cido* concentracion de PM sobre la
liberacién de xilosa.
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Los factores tipo de acido (p<0.0001), concentracion de &cido (p<0.0001) y
concentracion de PM (p<0.0001) mostraron un efecto significativo sobre la
liberacion de glucosa, al igual que las interacciones tipo de acido*concentracion
de acido (p<0.0001), tipo de acido*concentracion de PM (p=0.0231),
concentracion de &cido* concentracion de PM (p<0.0001), y tipo de
acido*concentracion del &cido*concentracion de PM (p=0.0012) (Cuadro 16).
Por ser esta Ultima una interaccion triple (efecto de un mayor namero de

factores), es la que se analizara a continuacion.

Cuadro 16. Andlisis de varianza para factores estudiados y sus interacciones
sobre la liberacion de glucosa.

Factores Nparm gl gld Valor de Prob >
la razén F
F

Tiempo de tratamiento en autoclave 1 1 4.252 2.2102 0.2072
Tipo de acido 1 1 27.6 1110.295 <.0001*
Tiempo de tratamiento en autoclave*Tipo 1 1 27.6 1.1609 0.2906
de acido
Concentracién del &cido 1 1 27.6 56.1212 <.0001*
Tiempo de tratamiento en 1 1 27.6 0.6367 0.4317
autoclave*Concentracion del acido
Tipo de acido*Concentracién del acido 1 1 27.6 29.5974 <.0001*
Tiempo de tratamiento en autoclave*Tipo 1 1 27.6 1.2778 0.2680
de &cido*Concentracion del acido
Concentracion de PM 1 1 27.6 20.5431 0.0001*
Tiempo de tratamiento en 1 1 27.6 1.7904 0.1918
autoclave*Concentracion de PM
Tipo de acido*Concentracion de PM 1 1 27.6 5.7856 0.0231*
Tiempo de tratamiento en autoclave *Tipo 1 1 27.6 0.0032 0.9551
de acido*Concentracion de PM
Concentracién del &cido*Concentracion 1 1 27.6 28.8484 <.0001*
de PM
Tiempo de tratamiento en autoclave 1 1 27.6 0.8258 0.3713
*Concentracion del acido*Concentracion de
PM
Tipo de acido*Concentracién  del 1 1 27.6 12.9231 0.0012*
acido*Concentracién de PM
Tiempo de tratamiento en autoclave *Tipo 1 1 27.6 0.1200 0.7317
de acido*Concentracion del

acido*Concentraciéon de PM

*La informacién sefialada en negrita hace referencia los factores y/o interacciones que
resultaron significativas.

Nparm: Numero de pardmetros.

gl: Grados de libertad

gld: Grados de libertad del denominador.

En la Figura 15 se presenta el efecto de la interaccion de los factores tipo de
concentracion, concentracion del acido y de PM. En el caso del acido fosforico,

cuando se trabajo al 2 % (v/v) no se evidenciaron diferencias de su efecto entre
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las concentraciones de PM manejadas, tampoco con 4 % del acido y 15 % de
PM. El mayor efecto se observo al pretratar 20 % de PM con este acido al 4 %.
Sin embargo, los mayores efectos sobre la liberacion de glucosa tras los
pretratamientos se obtuvieron usando &cido sulfdrico, encontrandose
concentraciones mas altas de este azucar cuando se pretraté con H2SO4 al 2 %
y 15 % PM. La mayor liberacion de glucosa se obtuvo con PM al 20 % y H2SO4
al 4 %.

Ceoncentracion
del dcido (% viv)

2 =
4 -+

oaloyse

Glucosa (9L)

Glucosa (9L)
f
]
|
|
oalnIng

15 ' 20
Concentracidn de pericarpio de maiz (% piv)

Figura 15. Efecto de la interaccion tipo de acido*concentracion del
acido*concentracion de pericarpio de maiz sobre la liberacién de glucosa.

6.2.2. Pretratamientos con acido sulfurico y pericarpio de maiz lavado

Andlisis de la fraccion liquida

a. Determinacion de azlUcares reductores

Los tratamientos acidos permitieron la hidrolisis del PM y con ello la liberacion
de azucares reductores encontrandose desde 67.570 + 8.677 hasta 109.387 +
6.738 g/L, con rendimientos que van desde 44.673 = 2.983 hasta 60.421 +
4.328 g/100 g PM (Cuadro 17). Los pretratamientos de PM (20 % p/v) con
H2SO4 al 2 % por 30 y 60 min (tratamientos 2 y 6) permitieron una mejor
hidrolisis del PM, lo que se vio reflejado en la liberacion de concentraciones
mayores de azulcares reductores, en comparacion con los otros tratamientos,
con 109.387 + 6.738 y 102.848 + 5.310 g/L, respectivamente. El empleo de

H2SO4 al 2 % sobre 15 % de PM y 60 min de reaccion en autoclave genero la
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menor liberacion de azucares (67.570 + 8.677 g/L). Los mayores rendimientos
se alcanzaron al pretratar 15 % de pericarpio con H2SOsal 2 y 4 % (p/v), por 30
y 60 min, respectivamente (tratamientos 1 y 7). Granados et al. (2017),
pretrataron PM (20 % p/v) con H2SOa4 al 3.37 % (v/v) durante 22.3 min a 121 °C
y obtuvieron 78.9 £ 1.9 g azucares reductores/L y un rendimiento de 68.8 g/100 g pw,
concentracion inferior y rendimiento superior a los obtenidos en este trabajo,
usando igual cantidad de PM con H2SOs al 2y 4 % % (p/v), aunque en este
caso el mayor tiempo de reaccion pudo haber permitido la mayor liberacion de
los azUcares. Por su lado, Saha y Bothast (1999) pretrataron fibras de maiz (15
% p/v) con H2SO4 al 0.5, 0.75 y 1 % (v/v) a 121 °C durante 15-60 min y
encontraron que a tiempos prolongados y mayores concentraciones de acido
se favorece la liberacion de azucares con un rendimiento maximo de 70.3
g/100 g biomasa, siendo 28.5 % mas que el rendimiento usando PM (20 % p/v)
con H2S0aal 2 %, por 30 min, 121 °C.

Cuadro 17. Concentracibn de azUcares reductores y rendimientos
determinados para los hidrolizados acidos de PM.

Tto Azucares reductores (g/L) Rendimiento de
azucares reductores
(g/100 g PM)

1 88.841 + 7.703 59.228 +5.136
2 109.388 + 6.738 54.694 + 3.369
3 88.002 + 7.930 58.668 + 5.287
4 89.345 + 5.967 44.673 + 2.983
5 67.570 £ 8.677 45.047 £5.784
6 102.848 + 5.310 51.424 + 2.655
7 90.631 + 6.492 60.421 + 4.328
8 93.087 + 6.853 46.544 + 3.427

Tratamiento (Tto): (1) H2SO4 2 %, 15 % PM, 30 min en autoclave; (2) H2SOa4 2 %, 20 % PM, 30
min en autoclave; (3) H2SO4 4 %, 15 % PM, 30 min en autoclave; (4) H2SO4 4 %, 20 % PM, 30
min en autoclave; (5) H2SO4 2 %, 15 % PM, 60 min en autoclave; (6) H2SO4 2 %, 20 % PM, 60
min en autoclave; (7) H2SO4 4 %, 15 % PM, 60 min en autoclave; (8) H2SO4 4 %, 20 % PM, 60
min en autoclave. La informacién sefialada en negrita corresponde a los tratamientos donde se
obtuvieron las mayores concentraciones de azlcares reductores.

b. Identificacion de la presencia de azucares en hidrolizados de PM

Se determinaron los tiempos de retencion para glucosa, xilosa, galactosa,

manosa, fructosa y arabinosa, maltosa y celobiosa con la finalidad de
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determinar posteriormente la presencia de éstos en la FLPH (Cuadro 18). Se
detecto la presencia de: xilosa, arabinosa y glucosa (Anexo 13).

Cuadro 18. Tiempos de retencion para carbohidratos a determinar en
hidrolizados de PM

Carbohidrato Tiempo de retencién Carbohidrato
(min) identificado en las
FLPH

Maltosa 10.164 ND
Celobiosa 10.471 ND
Glucosa 12.532 D
Xilosa 13.485 D
Galactosa 13.566 ND
Manosa 13.86 ND
Fructosa 14.105 ND
Arabinosa 14.723 D

D: Detectado; ND: No detectado.

En la Figura 16 se presentan las concentraciones medias de los azlcares
identificados en los hidrolizados &cidos de pericarpio de maiz. EI monosacarido
mas abundante encontrado en la FLPH fue la xilosa, donde se obtuvieron
concentraciones de 21.620 + 0.230 a 29.871 + 0.856 g/L, seguido de arabinosa
(10.440 + 0.345 a 13.908 + 0382 g/L) y finalmente glucosa (6.55 + 0.097 a
9.192 £ 0.336 g/L). La presencia mayoritaria de xilosa y arabinosa en la FLPH
se debe a que el acido diluido cataliza la degradacién de hemicelulosa a altas
temperaturas con bajos tiempos de reaccion (Chandel et al., 2012). Usando
concentraciones menores de H2SO4 (1.85 %) a baja temperatura (90 °C) y por
un largo periodo (18 h). Nigam (2001), pretratd6 paja de trigo obteniendo
concentraciones de xilosa, glucosa y arabinosa inferiores a las determinadas
en este estudio, teniendo 12.8, 1.7 y 2.6 g/L, respectivamente. Por otro lado,
Baek y Kwon (2007) pretrataron paja de arroz con H2SO4 (1.5 %) a 130 °C
durante 10 min, obteniendo concentraciones de xilosa, glucosa y arabinosa de
17.2, 43 y 3.3 g/L, respectivamente, de igual manera menores a las
encontradas en este estudio. Al pretratar rastrojo de maiz con H2SOas al 2.13 %,
a 121 °C durante1l80 min, Cao et al. (2009) encontraron concentraciones de
9.09, 2.13 y 1.01 g/L de xilosa, glucosa y arabinosa, respectivamente. Por su

parte, las concentraciones de xilosa y arabinosa obtenidas por Carvalheiro et
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al. (2004) al pretratar granos gastados de una cervecera con H2S04 (3 %) a
130 °C durante 15 min estan en el rango de concentraciones obtenidas, siendo
26.7 g xilosa/lL y 12.8 g arabinosa/L; Sin embargo la cantidad de glucosa es mucho
menor a la encontrada en este estudio (4 g/L). Por su parte Granados et al.
(2017) obtuvieron una mayor concentracion de glucosa (11.7 + 0.8 g/L)
pretratando PM con H2SOa4 al 3.37 %.

El tratamiento 6 (HS204 al 2 %, 20 % de pericarpio de maiz y 60 min de
pretratamiento en autoclave) fue el que permitié la mayor hidrolisis del PM vy
con ello la mayor liberacion de azucares, con rendimientos de 0.149 + 0.004 g
xilosa/g PM, 0.070 = 0.002 g arabinosa/g PM y 0.046 + 0.002 g glucosa/g PM.
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Figura 16. Concentracion de glucosa, xilosa arabinosa presente en los hidrolizados
acidos de pericarpio de maiz. (1) H2SO4 2 %, 15 % PM, 30 min en autoclave; (2)
H2SO4 2 %, 20 % PM, 30 min en autoclave; (3) H.SO4 4 %, 15 % PM, 30 min en
autoclave; (4) H.SO4 4 %, 20 % PM, 30 min en autoclave; (5) H.SO4 2 %, 15 % PM, 60
min en autoclave; (6) H.SO. 2 %, 20 % PM, 60 min en autoclave; (7) H.SO4 4 %, 15 %
PM, 60 min en autoclave; (8) H2SO4 4 %, 20 % PM, 60 min en autoclave. Los
resultados se expresan como la media de tres réplicas + DE.

e Efecto de los pretratamientos acidos sobe la liberacion de glucosa

En el Cuadro 19 se presenta la estimacion de componentes de varianza, donde
se muestra que la parcela (tiempo de pretratamiento en autoclave) representa
un 7.577 % del error experimental. En el andlisis de varianza de los factores

evaluados y sus interacciones sobre la liberacién de glucosa (Cuadro 20) se
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presentan en negrita los factores e interacciones que resultaron significativas,
encontrdndose que el tiempo de pretratamiento en autoclave (p=0.026), la
concentracion de PM (p=0.0004) y la interaccion concentracion de
acido*concentracion de PM (p=0.006), tienen un efecto significativo sobre la

cantidad de glucosa liberada tras la aplicacion de los pretratamientos 4cidos.

Cuadro 19. Estimacion de componentes de varianza por maxima probabilidad
residual (REML) para glucosa.

Efecto Relacion Componente Error Limitede Limitede Porcentaje

aleatorio de de varianza  estandar confianza confianza del total

varianza inferior superior

del 95 % del 95 %

Parcela 0.0820 0.0210 0.0657 -0.1078 0.1498 7.577
Residual 0.2561 0.1076 0.1296 0.7236 92.423
Total 0.2771 0.1019 0.1507 0.6689 100.000
R?: 0.808

Rzajustado: 0718

Cuadro 20. Andlisis de varianza para los factores evaluados y sus interacciones
sobre la liberacién de glucosa, usando el disefio de parcelas divididas.

Fuente de variacion Nparm gl gld Razén F Valor p
Tiempo de pretratamiento 1 1 4.256 11.203 0.026*
en autoclave
Concentraciéon de acido 1 1 11.61 0.677 0.427
Tiempo de pretratamiento en 1 1 11.61 0.035 0.855
autoclave*Concentracion de
acido
Concentracién de PM 1 1 11.61 23.730 0.0004*
Tiempo de pretratamiento en 1 1 11.61 2.080 0.176
autoclave*Concentracion de
PM
Concentracion de 1 1 11.61 11.499 0.006*
acido*Concentracion de
PM
Tiempo de pretratamiento en 1 1 11.61 1.224 0.291

autoclave*Concentracion de
acido*Concentracién de PM
*La informacion sefialada en negrita hace referencia los factores y/o interacciones que
resultaron significativas.
Nparm: Numero de pardmetros.
gl: Grados de libertad
gld: Grados de libertad del denominador.

o Efecto del tiempo de pretratamiento en autoclave

El efecto del tiempo de pretratamiento en autoclave sobre la liberacion de

glucosa en la FLPH se muestra en la Figura 17, en la cual se observa que con
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pretratamientos acidos de 60 min en autoclave se obtiene la mayor
concentracion de glucosa (8.160 + 0.168 g/L).

Glucosa (gL
[a ]
1 1
=i

6 30 ; 60

Tiempo de pretratamiento en autoclave (min)

Figura 17. Efecto del tiempo de pretratamiento en autoclave sobre la liberacién de
glucosa en hidrolizados acidos de pericarpio de maiz.

e Efecto de la interaccion concentracion de acido*concentracion de
PM

En la Figura 18 se presenta el efecto de la interaccién concentracion de
acido*concentracién de pericarpio de maiz sobre la liberacién de glucosa en
hidrolizados acidos, donde se observa que al pretratar 15 % de pericarpio de
maiz con acido sulfurico al 4 % se obtiene una concentracién mayor de glucosa
(7.820 = 0.245 g/L) que al usar el acido al 2 % (6.951 + 0.215 g/L); pero al
pretratar 20 % de pericarpio, la mayor cantidad de glucosa se obtiene cuando
se utiliza acido al 2 % (8.726 + 0.215 g/L), siendo esta condicion la que mas

favorece la liberacion de este carbohidrato.
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Figura 18. Efecto de la interaccion concentracion de &cido*concentracion de pericarpio
de maiz.
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e Efecto de los pretratamientos &cidos sobe la liberacion de xilosa

Para la variable de respuesta xilosa, no se encontré aporte de la parcela
(tiempo de pretratamiento en autoclave) al error experimental (Cuadro 21). El
andlisis de varianza se muestra en el Cuadro 22 y se presentan en negrita los
factores e interacciones que resultaron significativos, donde los factores
concentracion de acido (p<.0001) y concentracion de PM (p<.0001), asi como
su interaccion tienen un efecto importante sobre la xilosa liberada (p=0.0010).
Los factores individuales significativos forman parte de la interaccion que

mostro significancia, por lo cual se analiza Unicamente esta Ultima.

Cuadro 21. Estimacion de componentes de varianza por maxima probabilidad
residual (REML) para xilosa.

Efecto Relacion Componente Error Limite de  Limite de Porcentaje

aleatorio de devarianza estandar confianza confianza del total

varianza inferior superior

del 95 % del 95 %

Parcela -0.0621 -0.0631 0.1719 -0.3999 0.2736 0.000
Residual 1.0170 0.4246 0.5163 2.8532 100.000
Total 1.0170 0.4248 0.5163 2.8532 100.000
R?: 0.928

Rzajustado: 0894

Cuadro 22. Andlisis de varianza para los factores evaluados y sus interacciones
sobre la liberacion de xilosa.

Fuente de variacién Nparm gl gld Razon F Valor p
Tiempo de pretratamiento en 1 1 4.255 1.7426 0.2534
autoclave
Concentracién de acido 1 1 11.83 61.9299 <.0001*
Tiempo de pretratamiento en 1 1 11.83 0.1092 0.7468
autoclave*Concentracion de
acido
Concentracién de PM 1 1 11.83 113.7432 <.0001*
Tiempo de pretratamiento en 1 1 11.83 0.4449 0.5176
autoclave*Concentracion de
PM
Concentracion de 1 1 11.83 19.0367 0.0010*
acido*Concentracion de PM
Tiempo de pretratamiento en 1 1 11.83 0.1287 0.7261

autoclave*Concentracion  de
acido*Concentracién de PM
*La informacion sefialada en negrita hace referencia los factores y/o interacciones que
resultaron significativas.
Nparm: Numero de parametros.
gl: Grados de libertad
gld: Grados de libertad del denominador.
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e Efecto delainteraccidn concentracion de acido*concentracion de
PM

Al pretratar PM al 15 o0 20 % con acido sulfurico al 2 % se obtienen las mayores
concentraciones de xilosa (23.215 = 0.399 y 29.628 + 0.399 dgiL,
respectivamente) comparado con acido al 4 % para ambas concentraciones de
PM; siendo el pretratamiento con acido sulfarico al 2 % sobre 20 % de PM, el

gue mas favorece la liberacion de xilosa (Figura 19).
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Figura 19. Efecto de la interaccion concentracion de acido*concentracion de pericarpio
de maiz.

e Efecto de los pretratamientos &acidos sobe la liberacién de

arabinosa

La parcela (tiempo de pretratamiento en autoclave) tiene una incidencia del
37.067 % sobre el error experimental (Cuadro 23). Los factores y sus
interacciones que resultaron significativos para la liberacion de arabinosa
fueron la concentracion de acido (p=0.003) y concentracién de PM (p<.0001) y

se presentan en negrita (Cuadro 24).

Cuadro 23. Estimacion de componentes de varianza por maxima probabilidad
residual (REML) para arabinosa.

Efecto Relacion Componente Error Limite de Limite de  Porcentaje
aleatorio de devarianza estandar confianza confianza del total
varianza inferior superior
del 95 % del 95 %
Parcela 0.5890 0.2661 0.2720 -0.2670 0.7993 37.067
Residual 0.4519 0.1845 0.2324 1.2313 62.933
Total 0.7180 0.3017 0.3633 2.0298 100.000
R?: 0.868

Rzajustado: 0.810
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Cuadro 24. Analisis de varianza para los factores evaluados y sus interacciones
sobre la liberacion de arabinosa.

Fuente de variacion Nparm gl gld Razén F Valor p
Tiempo de pretratamiento en 1 1 4 0.035 0.860
autoclave
Concentracién de acido 1 1 12 14.304 0.003*

Tiempo de pretratamiento en 1 1 12 0.174 0.684

autoclave*Concentracion de

acido

Concentracién de PM 1 1 12 55.107 <.0001*
Tiempo de pretratamiento en 1 1 12 0.522 0.484
autoclave*Concentracion de PM
Concentracion de 1 1 12 3.009 0.108
acido*Concentracion de PM
Tiempo de pretratamiento en 1 1 12 1.179 0.299
autoclave*Concentraciéon de

acido*Concentracién de PM

*La informacién sefalada en negrita hace referencia los factores y/o interacciones que
resultaron significativas.

Nparm: Numero de parametros.

gl: Grados de libertad

gld: Grados de libertad del denominador.

e [Efecto de la concentracion de acido

En la Figura 20 se muestra el efecto de la concentracion de acido sobre la
liberacién de arabinosa. Aunque no se observan diferencias entre los niveles
de concentracion de é&cido, se obtiene mayor cantidad de xilosa al pretratar
pericarpio de maiz con acido sulftrico al 2 % (12.413 + 0.286 g/L).
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Figura 20. Efecto de la concentracion de acido sobre la liberacion de arabinosa en
hidrolizados acidos de pericarpio de maiz.

e Efecto de la concentracion de pericarpio de maiz

El efecto de la concentracion de pericarpio de maiz se presenta en la Figura

21. Se evidencio diferencias entre los niveles evaluados para este factor,
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encontrandose que al usar un 20 % de pericarpio de maiz, se obtiene la mayor
cantidad de arabinosa (12.913 + 0.286 g/L).
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Figura 21. Efecto de la concentracién de pericarpio de maiz sobre la liberacién de
arabinosa en hidrolizados acidos de pericarpio de maiz.

e FEfecto de la concentracién de acido

El efecto de la interaccion concentracion de acido*concentracion de pericarpio
de maiz sobre la liberacion de arabinosa en hidrolizados acidos se muestra en
la Figura 22. Aunque la prueba de efecto fijo no sefial6 diferencias significativas
para la interaccion entre los niveles evaluados de los factores (valor de p=
0.1084), se analiza esta debido a que ambos factores individuales tuvieron
efecto significativo sobre la concentracién de arabinosa liberada durante los
pretratamientos. Se observan diferencias significativas entre todas las
interacciones, donde, independientemente de la concentracion del acido, las
mayores cantidades de arabinosa se obtuvieron cuando se pretraté 20 % de
pericarpio de maiz, siendo el mejor tratamiento el que combina acido sulfurico
al 2 %y 20 % de material lignoceluldsico, con el cual se liberaron 13.670 g/L de
arabinosa.
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Figura 22. Efecto de la interaccion concentracion de 4cido*concentracion de pericarpio
de maiz sobre la liberaciéon de arabinosa en hidrolizados acidos.
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Los analisis estadisticos sugieren que la mejor condicion para pretratar
pericarpio de maiz que permita la mayor liberacion de glucosa, xilosa y
arabinosa es el uso de acido sulfurico al 2 % sobre 20 % de biomasa,
independientemente del tiempo, sin embargo, se observé que con 60 min de
tratamiento en autoclave, es posible obtener para concentraciones mas altas
de estos azucares. Hsu et al. (2010), reportan que entre la concentracion del
acido diluido, la temperatura y el tiempo de reaccion, la variacion de este ultimo

mostro la mayor sensibilidad sobre la liberacion de azucares.

c. ldentificacion de la formacién de productos de degradacion durante
pretratamientos &cidos de pericarpio de maiz

Se determinaron los tiempos de retencion de los productos de degradacion de
pretratamientos: acido acético, furfural, hidroximetilfurfural, vainillina, 4-
hidroxibenzaldehido y siringaldehido para posteriormente comprobar la
presencia de éstos en la FLPH (Cuadro 25). Bajo las condiciones en que se
realizd el andlisis de estos compuestos por UPLC, se determinaron segun los
tiempos de apariciébn de los picos en cromatogramas de la FLPH, que los
productos de degradacion formados durante la hidrdélisis acida de la biomasa
fueron acido acético y furfural, debido a los limites de deteccién del equipo, de
estos dos solamente fue posible determinar la concentracion de acido acético
en los hidrolizados (Anexo 14). El acido acético es liberado de grupos acetilos
de la hemicelulosa y el furfural es producto de la degradacién de pentosas
(Almeida et al., 2007). Diversos estudios donde se empled H2SOas diluido
reportaron la generacién de estos compuestos, por ejemplo, Gonzales et al.
(2016), encontraron furfural al pretratar biomasa con H2SO4 al 5 % (v/v), 10 %
sélidos (p/v) y 121 °C; Nigam (2001), Carvalheiro et al. (2004), Baek y Kwon
(2007) y Cao et al. (2009), reportan la degradacion de azucares a este
compuesto en diferentes biomasas, obteniendo valores inferiores a 1 g/L. Estos
inhibidores proporcionan ambientes estresantes para los microorganismos
fermentativos, conduciendo a una menor utilizacion de azucares y baja

eficiencia de la fermentacion (Gonzales et al., 2016).
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Cuadro 25. Tiempos de retencion para productos de degradacion a evaluar en
FLPH.

Compuesto Tiempo de retencion Producto de degradacién
(min) identificado en las FLPH
Vainillina 18.582 ND
4- ND
Hidroxibenzaldehido 20.841
Acido acético 21.732 D
Hidroximetilfurfural 29.295 ND
Furfural 42.897 D

D: Detectado; ND: No detectado.

En la Figura 23 se presentan las concentraciones de acido acético que se
formé durante la aplicacion de los pretratamientos con acido sulfarico a PM. Se
encontraron cantidades de acido acético que van de 2.105 + 0.096 (tratamiento
3) hasta 3.311 £+ 0.035 g/L (tratamiento 2); concentracion similar, 2.7 g acido
aceético/L, obtuvo Nigam (2001), al pretratar paja de trigo con H2SO4 al 1.85 %;
mientras que Cao et al. (2009) y Carvalheiro et al. (2004), obtuvieron
concentraciones de acido acético menores, siendo de 1.48 g/L al pretratar
rastrojo de maiz con H2SO4 al 2.13 % y 1.5 g/L al pretratar granos gastados de

una cervecera con H2S0O4 al 3 % a 130 °C durante 15 min, respectivamente.
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Figura 23. Concentracion de acido acético formado durante pretratamientos
acidos de pericarpio de maiz. (1) H2SO4 2 %, 15 % PM, 30 min en autoclave;
(2) H2SO4 2 %, 20 % PM, 30 min en autoclave; (3) H2SO4 4 %, 15 % PM, 30
min en autoclave; (4) H2SO04 4 %, 20 % PM, 30 min en autoclave; (5) H2SOa4 2
%, 15 % PM, 60 min en autoclave; (6) H2SO4 2 %, 20 % PM, 60 min en
autoclave; (7) H2SO4 4 %, 15 % PM, 60 min en autoclave; (8) H2SO4 4 %, 20 %
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PM, 60 min en autoclave. Los resultados se expresan como la media de tres

réplicas + DE.

e Efecto de los pretratamientos acidos sobe la formacion de acido

acético

La estimacion de componentes de variancia para la variable acido acético se
presenta en el Cuadro 26, donde se observa que la parcela (tiempo de
pretratamiento en autoclave) representa un 36.617 % del error experimental.
En la prueba de efecto fijo para los factores evaluados y sus interacciones
sobre la formacion de &cido acético (Cuadro 27Cuadro 20) se presentan en
negrita los factores e interacciones que resultaron significativas, encontrandose
que la concentracion de acido (p<0.0001) y la concentracion de PM (p<.0001),
asi como la interaccion de estos dos factores (p=0.0001) y la interaccion tiempo
de pretratamiento en autoclave*concentracion de PM (p=0.0047) tienen un
efecto relevante sobre la cantidad de acido acético formado durante la

aplicacion de los pretratamientos &cidos.

Cuadro 26. Estimacion de componentes de varianza por maxima probabilidad
residual (REML) para acido acético.

Efecto Relacién Componente Error Limitede Limitede Porcentaje
aleatorio de devarianza estandar confianza confianza del total
varianza inferior superior
del 95 % del 95 %
Parcela 0.578 0.007 0.007 -0.007 0.020 36.617
Residual 0.011 0.005 0.006 0.0328 63.383
Total 0.018 0.008 0.009 0.052 100.000
R?: 0.962

Rzaj ustado- O 944
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Cuadro 27. Analisis de varianza para los factores evaluados y sus interacciones
sobre la formacion de acido acético.

Fuente de variacion Nparm gl gld Razén F Valor p
Tiempo de pretratamiento en 1 1 4.039 0.3046 0.6101
autoclave
Concentracion de acido 1 1 11.2 54.4261 <.0001*
Tiempo de pretratamiento en 1 1 11.2 0.7376 0.4084
autoclave*Concentracion  de
acido
Concentracion de 1 1 11.2 233.0381 <.0001*
pericarpio de maiz
Tiempo de pretratamiento 1 1 11.2 12.3917 0.0047*

en autoclave*Concentraciéon
de pericarpio de maiz

Concentracion de 1 1 11.2 32.8491 0.0001*
acido*Concentracion de PM
Tiempo de pretratamiento en 1 1 11.2 2.6715 0.1299

autoclave*Concentracién de
acido*Concentracion de PM

*La informacion sefialada en negrita hace referencia los factores y/o interacciones que
resultaron significativas.

Nparm: Numero de parametros.

gl: Grados de libertad

gld: Grados de libertad del denominador.

e Efecto de la interaccién tiempo de pretratamiento en

autoclave*concentracion de acido*concentracion de PM

Aungue la interaccion triple no mostro significancia, se observa que al cambiar
la concentracion del PM hay un efecto significativo sobre la formacion de acido
acético, al igual que al modificar la concentracion de acido sulfurico cuando se
trabaja con 20 % de PM, para 30 y 60 min de pretratamiento en autoclave
(Figura 24). Si se desea la formacién de la menor concentracion de este
producto de degradacién, lo mas conveniente es pretratar 15 % de este

material lignocelulésico, con acido sulfdrico al 4 % y 30 min de pretratamiento.
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Figura 24. Efecto de la interaccibn tiempo de pretratamiento en
autoclave*concentracion de 4cido*concentracion de pericarpio de maiz.

Analisis fraccion sdlida

a. Composicion estructural pericarpio de maiz sin pretratar

Se determiné la composicion estructural del PM y PMH (H2SO4 al 2 %, 20 %
PM y 60 min de tratamiento en autoclave), que se muestra en el Cuadro 28. Se
encontré que la hemicelulosa es el componente mas abundante del PM (48.7
%), seguido de solubles (33.16 %), celulosa (16.78 %) y lignina en menor
cantidad (1.19 %). Estudios reportan que la hemicelulosa y la celulosa son los
principales constituyentes de la fibra de maiz, con valores que estan entre un
30-50 % de hemicelulosa y del 15-20 % de celulosa en base seca (Leathers,
1988); ademas, presenta 10-25 % de almidon y concentraciones bajas de
lignina (Leathers, 2003). Por su parte, Saha et al. 1998), mencionan contenidos
de hemicelulosa del 33 %, 20 % almiddon y 15 % de celulosa. Diaz-Malvaez et
al. (2013), encontraron cantidades superiores de hemicelulosa (54.25 %) y
celulosa (18.12 %) para PM, ademas reportan un contenido de lignina del 2.58
% en base seca; mientras que (Granados et al., 2017), encontraron que el
pericarpio de maiz sin pretratar contiene 21.48 % de hemicelulosa, 8.41 % de

celulosay 0.37 % de lignina.
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En cuanto a la FSPH, se determiné como principal constituyente la celulosa
(60.56 % p/p), seguido de solubles (33.36 % p/p), lignina (3.59 % p/p) y una
minima parte de hemicelulosa (2.49 % p/p). Las proporciones de celulosa y
lignina aumentaron en un 201.68 % y 260.90 %, respectivamente, con relacion
a las determinadas para PM sin pretratar. La proporcion de solubles se
mantuvo similar con respecto al material sin pretratar. Por su parte, la
proporcion de hemicelulosa fue la Unica que se redujo al aplicar el
pretratamiento acido, el cual permitio la remocion del 94.90 % de este
polisacéarido, este valor es mayor al reportado por Brar et al. (2016), quienes
lograron la remocion del 80.5 % (p/p) de hemicelulosa empleando H2SO4 (1 %

v/v) sobre elote (1:15 liquido-solido).

La evidente reduccion de la hemicelulosa en la FSPH, se atribuye al efecto de
pretratamientos con &cido sulfdrico a 121 °C, debido a que este es capaz de
hidrolizar completamente la hemicelulosa (Saha, 2003). Ademas, Agbor et al.
(2011), mencionan que los pretratamientos con &cido diluido hidrolizan las
unidades de hemicelulosa a sus unidades monomeéricas, lo que hace que la
celulosa estd méas disponible, haciéndola mas susceptible a otros procesos

como la sacarificacion enzimatica (Jung y Kim, 2015).

La reduccion de la hemicelulosa en la FSPH con acido sulfarico concuerda con
los resultados obtenidos para la fraccion liquida de los hidrolizados, donde se
encontré principalmente xilosa y arabinosa, monosacéaridos que son producto

de la hidrélisis de hemicelulosa.

Cuadro 28. Composicion estructural del PM pretratado y con pretratamiento

Muestra Hemicelulosa Celulosa Lignina Solubles
(%) (%) (%) (%)
PM 48.87 16.78 1.19 33.16
FSPH 2.49 60.56 3.59 33.36

*Los resultados se expresan como % en base seca.

b. Microscopia electrénica de barrido
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La microscopia electronica de barrido (SEM) es un método comunmente
empleado para describir las caracteristicas anatomicas, la degradacion celular
y la nano-resolucion de la superficie de la biomasa. Esta se aplicé a PM sin
pretratar y pretratado (H2S0s4 2 %, 20 % PM, 60 min en autoclave); las
micrografias para cada material se presentan en las Figura 25 y Figura 26,
respectivamente. Las imagenes de SEM muestran claramente diferencias
estructurales del PM sin pretratar y pretratado. En la Figura 25 se observa que
la biomasa sin pretratar tiene una estructura rigida, compacta, fibrosa, con
fracciones de material agregado a la misma, y sin presencia aparente de dafio,
lo que concuerda con lo descrito por algunos autores para PM nativo
(Gutiérrez-Cortez et al., 2016; Myat y Ryu, 2014; Yoshida et al., 2012). En el
PM pretratado (Figura 26), se evidencia dafio de la estructura superficial, con la
exposicion de microfibrillas de celulosa y solubilizacion de la hemicelulosa
(Fonseca et al., 2014), posible pérdida de cristalinidad y reduccion del grado de
polimerizacion, lo que hace mas susceptible el material a la degradacion

enzimatica (Myat y Ryu, 2014).

+ ADQOkY | 80 mm

7.6 mm

Figura 25. Micrografias de pericarpio de maiz sin pretratar. El cuadro pe fue
amplificado en la microscopia de su lado derecho (1.07 kX).
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Figura 26. Micrografias de ericarpio de maiz pretratao. El cuadro pequefio fu
amplificado en la microscopia de su lado derecho (1.05-1.07 kX).
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6.3. Determinacion del efecto de complejos enzimaticos sobre la
sacarificacion de la fraccion sélida de pericarpio de maiz

pretratado quimicamente

6.3.1. Determinacion de actividad enzimética

Se determind la cantidad de glucosa liberada para tres concentraciones de
enzima Cellic CTec2 donde se evalu6 su actividad usando como sustrato papel
filtro Whatman No.4 (Cuadro 29). A partir de estos resultados se realizé una
curva de tres puntos entre los que estuviera 2 mg giucosa/0.5 mL de solucién
para determinar la concentracion de la enzima necesaria para liberar dicha
concentracion de azucar en 60 min (Figura 27), que resulté en la fraccion
equivalente a 0.0019, representando una actividad enzimatica de 194.737
UPF/mL. Para el complejo enzimatico Cellic CTec2, se reportan diversas
actividades enziméticas; Goncalves et al. (2016), encontraron una actividad de
126 UPF/mL, Michelin y Teixeira (2016), determinaron una actividad de 160
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UPF/mL, mientras que Ishola et al. (2015), Zhao et al. (2015) y Rodrigues et al.
(2015), reportaron actividades de 185, 189 y 223 UPF/mL, respectivamente.

Cuadro 29. Liberacion de glucosa por la enzima Cellic CTec2 usando papel
filtro Whatman No. 4 como sustrato.

N° Dilucion Amortiguador Enzima Concentracion Glucosa
de citrato 0.5 diluida 1:20 enzima* liberada
M (mL) (v/v) (mL) (mg/0.5 mL)
1 0.97 0.03 0.0015 1.714
2 0.95 0.05 0.0025 2.412
3 0.9 0.1 0.005 4.580

*E| término concentracién enzima representa la proporcién de la solucién original de
enzima presente en la dilucién adicionada a la mezcla.
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0.005 - y=0.0012x-0.0005
u un45 ] Rzajustad0:0.996

0.004 5
0.0035
0.003
0.00254 -
0.002
0.00154] «
0.001

Concentracion
enzima

T T | T T
1 2 25 3 35 4 45 5

Glucosa (mg/0.5 mL)

Figura 27. Actividad de la enzima Cellic CTec2 usando papel filtro Whatman No. 4
como sustrato.

6.3.2. Hidrdlisis enzimética

Se realiz6 la sacarificacion enzimatica de la FSPH y PM (H2S04 2 %, 20 % PM,
60 min en autoclave) con Cellic CTec2 (40 UPF/g celulosa), evaluando 5y 7 %
(p/v) de solidos. Se determind la concentracion de azucares reductores y
glucosa producidas durante las 96 h de hidrdlisis (Figura 28 yFigura 29,
respectivamente) y el porcentaje de conversion de celulosa a glucosa (Figura
30). Se encontrd efecto significativo de la sacarificacion enzimatica sobre la
produccion de azucares reductores, glucosa y la conversion de celulosa a
glucosa (Cuadro 30).
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Cuadro 30. Andlisis de varianza para un disefio factorial completo, sobre la
sacarificacion enzimética de PM sin pretratar (PM) y la fraccion sélida de
pericarpio hidrolizado (FSPH), sobre la produccion de azucares reductores,
glucosa y conversion de celulosa a glucosa.

Fuente Grados de Suma de Cuadrado medio Valor de F Prob > F
libertad cuadrados
AzUcares reductores
Modelo 23 220398.71 9582.55 230.5975 <.0001*
Error 46 1911.54 41.56
C. Total 69 222310.25
R2 0.991401
Rzajustado 0.987102
Glucosa

Modelo 23 12810.112 556.961 193.0433 <.0001*23
Error 46 132.718 2.885
C. Total 69 12942.829
R? 0.989746

Rzajustado 0.984619

Conversioén de celulosa a glucosa

Modelo 23 74812.779 3252.73 133.5961 <.0001*
Error 46 1119.985 24.35

C. Total 69 75932.763

R? 0.98525

Rzajustado 0.977875

Los perfiles de sacarificacion enzimatica presentan similar comportamiento
para ambas concentraciones de sélidos, tanto para el PM, como para las
FSPH. La hidrolisis enzimatica del PM después de 96 h, permitié la obtencion
de 29.346 * 1.310 g azicares reductores/L Y 4.310 + 0.412 g gucosa/L cuando se
trabajé con 7 % de soélidos, mientras que para 5 % de soélidos se obtuvieron
concentraciones mas bajas: 22.430 + 2.651 g azicares reductores/L y 3.071 + 0.527
g/L. Asimismo, la conversion obtenida de celulosa a glucosa para estas
muestras fue de 36.215 + 3.463 % y 36.123 = 6.200 %, respectivamente.

Al término del tiempo de hidrélisis enzimatica, las FSPH presentaron 129.7485
+ 7.709 g azicares reductores/L Y 29.997 + 2.376 g glucosa/L, cuando se trabajé con 5
% de solidos, mientras que cuando se trabajé con 7 % se obtuvieron 148.774 +
9.562 g azicares reductores/L 'y 34.172 + 2.407 g gucosa/L. La concentracion de
azucares reductores incrementd 5.785 (5 % sdlidos) y 5.070 (7 % soélidos)
veces al pretratar el PM y la cantidad de glucosa también increment6 9.768 y
7.930 veces para 5 % y 7 % de sdlidos hidrolizados, respectivamente. El

porcentaje de conversion de celulosa a glucosa para estos tratamientos para
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las 96 h de hidrdlisis fue de 98.352 + 7.790 y 80.028 + 5.637 %, para la FSPH
(5% y 7 % de solidos, respectivamente). Sin embargo, la conversion maxima
de celulosa para la FSPH cuando se empled 5 % de sélidos fue de 99.988 +
5.941 % a las 48 h, y al usar 7 % de sdlidos la conversion mas alta fue de
83.691 + 7.950 % a las 72 h de hidrdlisis.

La prueba de comparaciéon de medias por Tukey arrojo que hay diferencias
significativas (a=0.05) de los valores encontrados para las variables medidas
para todo el tiempo de hidrdlisis, lo que significa que el PM y la FSPH son
diferentes entre si (Figura 28, Figura 29 y Figura 30). No se encontraron
diferencias significativas entre las concentraciones de azUcares reductores,
glucosa y la conversibn de celulosa a glucosa para PM hidrolizado
enzimaticamente con 5 % y 7 % de soélidos. Para la FSPH sometida a
sacarificacion con 5 % y 7 % de sdlidos, no se observaron diferencias
significativas de las concentraciones de azUcares reductores y glucosa,
excepto para las 72 h de hidrélisis enzimética, donde mostraron ser
significativamente diferentes; para este caso, cuando se uso un 7 % de sélidos
se encontraron mayores cantidades de azucares. En la conversion de celulosa
a glucosa para FSPH, durante toda la hidrolisis se evidenciaron diferencias
significativas, independientemente del tiempo, la conversion usando 7 % de
sélidos fue inferior a la de 5 %, excepto para las 72 h; cuando se empled 5 %
de sélidos la conversién fue significativamente mayor a las 48 h, sugiriendo que

la mejor conversion se obtiene usando 5 % de la FSPH.
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Figura 28. Produccién de azlcares reductores durante la hidrélisis enzimatica de
FSPH y PM. (a) Pericarpio de maiz sin pretratar (5 % sélidos); (b) Pericarpio de maiz
sin pretratar (5 % solidos); (c) Fracciéon solida de pericarpio de maiz hidrolizado con
H>S04 al 2 % durante 60 min con 20 % de PM (5 % solidos); (d) Fraccion sélida de
pericarpio de maiz hidrolizado con H,SOsal 2 % durante 60 min con 20 % de PM (7 %
sélidos). Promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Los niveles no conectados
por la misma letra son significativamente diferentes.
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Glucosa (giL)

Tiempo hidroélisis enzimatica (h)

Figura 29. Produccién de glucosa durante la hidrélisis enzimética de FSPH y PM. (a)
Pericarpio de maiz sin pretratar (5 % sélidos); (b) Pericarpio de maiz sin pretratar (5 %
sélidos); (c) Fraccion sélida de pericarpio de maiz hidrolizado con H;SO4 al 2 %
durante 60 min con 20 % de PM (5 % solidos); (d) Fraccién soélida de pericarpio de
maiz hidrolizado con H2SO. al 2 % durante 60 min con 20 % de PM (7 % sdlidos).
Promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Los niveles no conectados por la
misma letra son significativamente diferentes.
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Figura 30. Conversion de celulosa a glucosa durante la hidrélisis enzimética de FSPH
y PM. (a) Pericarpio de maiz sin pretratar (5 % soélidos); (b) Pericarpio de maiz sin
pretratar (5 % sélidos); (c) Fraccion sélida de pericarpio de maiz hidrolizado con H.SO,
al 2 % durante 60 min con 20 % de PM (5 % soélidos); (d) Fraccion sélida de pericarpio
de maiz hidrolizado con H,SO4 al 2 % durante 60 min con 20 % de PM (7 % sdélidos).
Promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Los niveles no conectados por la
misma letra son significativamente diferentes.

Auxenfans et al. (2017), realizaron la sacarificacion enzimatica de Micanthus x
giganteus, alamo y paja de trigo (2 % p/v), pretratado (H2SOa diluido) y sin
pretratar, con la enzima comercial Cellic CTec2 (40 UPF/g glucano), durante 48
h a 50 °C y 200 rpm; y encontraron concentraciones de glucosa de 1.82, 0.71y
4.41 g/L para cada material sin pretratar, respectivamente, al terminar la
hidrolisis; las cantidades de glucosa reportadas para las dos primeras

biomasas fue inferior al obtenido en este estudio durante el mismo tiempo de
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hidrolisis, como se observa en la Figura 30, siendo entre 1.2 y 1.9 veces menor
en el caso de Micanthus x giganteus y de 3.2 a 5.0 veces inferior para el alamo.
Lo anterior sugiere que a mayor concentracion de solidos, mayor hidrélisis y
conversion de glucosa; sin embargo, en el caso de paja de trigo a las 48 h de
hidrdlisis enzimatica se produjo entre 1.3 y 2.0 veces mas glucosa que lo
obtenido para el PM, lo que podria indicar que la paja de trigo presenta una
estructura menos compleja que el PM que permite un mejor acceso de las
enzimas. En cuanto a la biomasa pretratada, ellos obtuvieron concentraciones
de glucosa maximas de 10.67, 10.15 y 10.46 g/L para Micanthus x giganteus,
alamo y paja de trigo, respectivamente; cantidades que estan por debajo de las
alcanzadas para FSPH tratado con el mismo acido, lo que podria sugerir que el
pretratamiento impartido al pericarpio permiti6 una mayor exposicion de la

celulosa y mejor acceso a las enzimas.

Se reporta el empleo de diversos complejos enzimaticos para la sacarificacion
de algunas biomasas lignocelul6sicas, con diferentes concentraciones de
glucosa y conversion de celulosa, segun el material y pretratamiento aplicado,
enzimas usadas y cantidades, concentracion de sélidos y tiempo de hidrélisis.
Caspeta et al. (2014), hidrolizaron bagazo de agave pretratado (mezcla de
H2SO4, etanol y agua), empleando concentraciones de 2, 5y 10 % de solidos
/100 mL), obteniendo concentraciones maximas de glucosa de 15.1, 34.0 y 42
g/L, con 100, 93.0 y 62.5 % de conversion de celulosa respectivamente, al usar
15 UPF de celulosa y 30 unidades de celobiosa (CBU) mediante el uso de (3-
glucosidasa por cada gramo de sélido. Gongalves et al. (2015), utilizaron Cellic
CTec2 y Cellic HTec2 (30 UPF, 75 CBU y 130 IU por gramo de una mezcla de
fibora de coco madura, cascara de coco verde, cdscara de coco madura y
cactus), obteniendo un porcentaje de conversion de glucosa del 92.52 % (0.43
g/g) después de 96 h de hidrdlisis. Por su parte, Sindhu et al. (2011),
hidrolizaron cafia de azucar (11.25 % p/p), previamente pretratada con HCI y
H2SO4, con una celulasa comercial (50 UPF/ g material pretratado), durante 60 h,
obteniendo un rendimiento maximo de 0.685 g azicares reductores/  material pretratado.
Vintila et al. (2010), hidrolizaron paja de trigo, rastrojo de maiz pretratado y
Miscanthus, con celulasas comerciales, obteniendo rendimientos de
sacarificacion de 52 %, 59 % y 61 %.
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Los resultados obtenidos para la hidrélisis enzimética de PM evidencian que
para la obtencion de altas concentraciones de azucares fermentables como la
glucosa, es necesaria la previa aplicacion de pretratamientos (Saha et al.,
1998), que permitan la disminucion del grado de cristalinidad de la celulosa
(Sanchez y Cardona, 2008), aumentado la exposicion de sus principales
componentes (Mosier, 2005) y mejorando la accesibilidad de las enzimas
hidroliticas en la superficie de la biomasa (Patel et al., 2007). El acido sulfarico
diluido degrada principalmente la hemicelulosa haciendo que la celulosa sea
mas susceptible a la digestion enzimatica (Esteghlalian et al., 1997). El medio
rico en glucosa obtenido de la sacarificacion enzimatica podria ser usado para
la produccién de bioetanol usando S. cerevisiae, dado que es una levadura
comunmente usada para la produccion de este biocombustible debido al rapido

consumo de glucosa y alta tolerancia al etanol (Li et al., 2017).

6.4. Establecimiento de los pardmetros de fermentacién del
hidrolizado de pericarpio de maiz para la produccién de etanol

6.4.1. Fermentacion de la fraccion liquida de pericarpio de maiz

pretratado

6.4.1.1. Crecimiento de levaduras en hidrolizados acidos de pericarpio de

maiz

En la Figura 31 se presentan las curvas de crecimiento de S. stipitis y S.
cerevisiae, cuyos sustratos fueron la FLPH destoxificados y sin destoxificar
diluido (1:2). No se observan curvas de crecimiento caracteristicas de las
levaduras en los hidrolizados acidos, debido posiblemente a la composicién de
los sustratos, probablemente asociado a una mayor complejidad que al medio
tradicional (YPD). Para S. stipitis, cuando se destoxificaron los hidrolizados
(Figura 31 A), se evidencio un lento desarrollo con un mayor crecimiento en la
FLPH destoxificado (1), con una DO de 1.7 al finalizar 94 h de fermentacion;
seguido de la FLPH destoxificado (3); en los demas sustratos se observo un

crecimiento minimo (2 y 4). Cuando se diluyeron los hidrolizados sin
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destoxificar (Figura 31 B) los tratamientos 1 y 4 presentaron el mejor
comportamiento de crecimiento de la levadura, con una DO méxima de 1.8. En
el caso de S. cerevisiae, se evidencia un lento crecimiento, sobre todo cuando
se destoxificaron los medios (Figura 31 C), en ese caso la DO mas alta
(alrededor de 1.5) se alcanz6 con el tratamiento 2. En los medios diluidos
(Figura 31 D), S. cerevisiae presentd un crecimiento mas rapido; sin embargo,
al finalizar el tiempo de fermentacion alcanzé una DO similar a la del medio
destoxificado (DO méaxima de 1.57), el crecimiento mas alto se alcanzé con el

tratamiento 3.
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Figura 31. Curvas de crecimiento de S. stipitis y S. cerevisiae. (A) Crecimiento de S.
stipitis en FLPH destoxificado; (B) Crecimiento de S. stipitis en FLPH diluido (1:2) sin
destoxificar; (C) Crecimiento de S. cerevisiae en FLPH destoxificado; (D) Crecimiento
de S. cerevisiae en FLPH diluido (1:2) sin destoxificar. (1) H.SO4 al 2 % (v/v), PM 15 %
(p/v) y 30 min de pretratamiento; (2) H.SO4 al 2 % (v/v), PM 15 % (p/v) y 60 min de
pretratamiento; (3) H.SO4 al 2 % (v/iv), PM 20 % (p/v) y 30 min de pretratamiento; (4)
H.SO4 al 2 % (v/v), PM 20 % (p/v) y 60 min de pretratamiento. Los datos se expresan
como la media * la desviacién estandar (bandas de colores).

Al observar la Figura 31, se deduce que los resultados de destoxificacion no
produjeron mejores condiciones de crecimiento para ambas levaduras, usando

concentracion de carbon activado de 2 % y un tiempo de reaccion de 10 min.
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6.4.1.2. Destoxificaciéon de hidrolizados

La FLPH de los tratamientos: a. H2SOa4 al 2 %, 20 % PM y 60 min en autoclave;
b. H2SO4 al 2 %, 15 % PM y 30 min en autoclave, fueron destoxificados con
carboén activado al 2 y 8 %. Los resultados de indice Rzso y los azucares
reductores para estos medios se muestran en el Cuadro 31. Se obtuvo la
reduccion del indice Rzso para ambos hidrolizados, entre mas proporcion de
carbon activado se us6, mas disminuy6 este indice, lo que concuerda con los
reportado por (Miyafuji et al., 2003). Para la FLPH (a), la concentracion de
azucares reductores se redujo minimamente cuando se emple6 2 % de carbén
activado (3.985 %), pasando de 102.848 + 5.310 a 98.750 + 2.034 g/L, lo que
indica que la concentracion de carbdn activado no tuvo un efecto sobre estos
azucares, esto concuerda con lo reportado por Miyafuji et al. (2003) y Mateo et
al. (2013), quienes usaron hidrolizados de madera y residuos de poda de olivo.
Cuando usaron 8 % de carbon activado obtuvieron 83.911 + 3.132 g/L de
azucares reductores, con una disminucion del 18.413 %, mientras que para el
hidrolizado de poda de olivo los azUcares reductores disminuyeron en mayor
medida, 27.058 y 30.882 % para las 2 concentraciones de carbdén activado
usadas en la destoxificacion (2 y 8 %, respectivamente). La disminucion de
azucares utilizando este método de destoxificacion esta entre el 20y 30 % (Lee
et al., 2011; Wang y Chen, 2011), dependiendo de la composicion del
hidrolizado, las condiciones de adsorcion, concentracion de carboén activado,
pH, temperatura y tiempo de contacto y la remocion de compuestos de

degradacion que son inhibidores (Mussatto, 2004; Mateo et al., 2013).

Cuadro 31. Destoxificacion de la fraccion liquida de pericarpio de maiz
hidrolizado (FLPH).

N° Destoxificado Absorbancia indice AzUcares
Muestra (280 nm) R2s0 reductores
(g/L)
1 ND 1.851 +0.013 1 102.848 + 5.310
2 D2% 1.805 + 0.005 0.975 98.750 + 2.034
3 D8 % 1.583 + 0.006 0.855 83.911 +3.132
4 ND 1.807 +0.013 1 88.841 + 7.703
5 D2% 1.783 +0.011 0.987 64.802 + 2.010
6 D8 % 1.444 + 0.005 0.799 61.405 + 4,915

El ndmero de muestra representa el tratamiento dado a las FLPH. ND: No destoxificado; D:
Destoxificado.
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6.4.1.3. Fermentacion de hidrolizados usando S. stipitis

Las FLPH que fueron destoxificadas se emplearon como medio de
fermentacion para S. stipitis. La Figura 32 muestra el consumo de azucares
reductores y el aumento de la biomasa durante las 120 h de fermentacion. En
la Figura 32 a, se presentan los resultados cuando es trabajé con el PMH (20
% pl/v, H2S04 2 %, y 60 min en autoclave), destoxificado con carbén activado al
2 % (p/v); se observa el consumo del 14.586 % de azUcares hasta las 72 h de
fermentacion, tiempo después del cual, se incrementa la concentracion de los
mismos, lo que pudo deberse a que S. stipitis a la hidrdlisis de xilo-
oligosacaridos a través de que pudieron estar presentes en la FLPH mediante
una xilanasa producida por la levadura (Yang et al., 2011). La biomasa, tuvo un
comportamiento constante desde las primeras 12 h y se generaron 2.6 g/L al
finalizar el tiempo de fermentacion [0.0028 g/(L*h)]. El bajo consumo de
azucares y la poca generacion de biomasa indica que la levadura no fue capaz
de crecer en este medio, lo que puede deberse a la presencia de productos de
degradacion que se formaron junto con la liberacion de azlcares simples
durante el pretratamiento con el &cido diluido (Park et al., 2013), lo que puede
evidenciar que la destoxificacion de este sustrato con 2 % de carbon activado

no fue eficiente en la remocién de estos compuestos.

En la Figura 32 b, se muestra el consumo de azucares y el incremento de
biomasa cuando se usé como medio de fermentacion el hidrolizado de PM (20
% pl/v) pretratado con H2SO4 al 2 % y 60 min en autoclave, destoxificado con
carbon activado al 8 % (p/v); se observa un consumo del 53.961 % de los
azlcares y una generacion de 11.6 g biomasa/L al finalizar las 120 h de
fermentacion, se determiné ademas, una tasa de crecimiento de 0.0092 g/L*h y
un rendimiento de 0.261 g biomasa/ g azicares reductores CONSuMidos. Por otra parte,
en la Figura 32 c, se presentan los resultados cuando se empleé como medio
de fermentacion el hidrolizado de PM (15 % p/v) pretratado con H2SO4 al 2 % y
30 min en autoclave, destoxificado con carbon activado al 2 % (p/v); para este
caso, se presentd un consumo del 59.915 % de azuUcares y la generacion de
12.75 g viomasa/L, con una tasa de crecimiento mayor a la obtenida para los
medios anteriores (0.0109 g/L*h) y una eficiencia de 0.352 g biomasa/ g azucares
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reductores CONSUMIidos. El mayor consumo de azucares reductores (77.229 %), la
generacion mas alta de biomasa (13.8 g/L), la mayor tasa de crecimiento de la
levadura [0.0114 g/(L*h)] y el menor tiempo de duplicacién de S. stipitis (60.362
h) durante las 120 h de fermentacion fueron observadas cuando se usé como
medio de fermentacion el PMH (15 % p/v, H2SO4 2 %, 30 min en autoclave),
destoxificado con carbdn activado al 8 % (p/v), aunque su eficiencia fue menor
a la obtenida para los anteriores dos sustratos (0.236 g biomasa/Q azicares reductores

consumidos) (Figura 32 d).

La tasa de crecimiento de la levadura para todos los hidrolizados fue menor a
la reportada por Granados (2015) para un hidrolizados acido de la misma
biomasa (0.016 g/L*h), es decir, S. stipitis tardé mas en adaptarse a los medios
de fermentacibn aqui estudiados, lo que pudo deberse a que en la
investigacion citada, el indculo utilizado para las fermentaciones fue crecido en
un hidrolizado acido de PM, permitiendo su mejor adaptacién al medio; siendo
ésta una estrategia utilizada para mejorar el rendimiento de las fermentaciones
en hidrolizados de materiales lignoceluldsicos (Tomas-Pejo et al., 2010). Con
referencia a la biomasa generada, los resultados obtenidos son mayores a los
reportados por algunos autores, por ejemplo, Lee et al. (2000) encontraron que
con 20 g/L iniciales de glucosa o xilosa la concentracion de biomasa generada
fue de 7 g/L durante las primeras 20 h de fermentacién, mientras que Agbogbo
y Wenger (2006) encontraron concentraciones de biomasa de 5.96 y 7.95 g/L,
para medios de xilosa y glucosa, respectivamente, con concentraciones
iniciales de azucar de 60 g/L. En cuanto al consumo de azucares reductores,
éste se presenté menor al obtenido por Granados (2015) que fue de 78.84 %
en hidrolizados no suplementados, al igual que de los reportados por Agbogbo
y Wenger (2006) y Arslan y Eken-Saragoglu (2010), quienes reportan

consumos del 83 y 80 %, respectivamente.
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Figura 32. Biomasa y consumo de azlcares reductores de S. stipitis durante la
fermentacion hidrolizados &cidos de PM. (a). Hidrolizado de PM (20 % p/v) pretratado
con H,SO4 al 2 % y 60 min en autoclave, destoxificado con carbén activado al 2 %
(p/v); (b) Hidrolizado de PM (20 % p/v) pretratado con H»SO4 al 2 % y 60 min en
autoclave, destoxificado con carbon activado al 8 % (p/v); (c) Hidrolizado de PM (15 %
p/v) pretratado con H>SO4 al 2 % y 30 min en autoclave, destoxificado con carbén
activado al 2 % (p/v); (d) Hidrolizado de PM (15 % p/v) pretratado con H.SO. al 2 % y
30 min en autoclave, destoxificado con carbon activado al 8 % (p/v).

Se determind el consumo de glucosa y xilosa por parte de S. stipitis durante la
fermentacién de la FLPH que presentaron consumo de azUcares reductores
mayores al 50 % y que evidenciaron la generacion de biomasa (Figura 33 A, B
y C). Para cada una de las FLPH se observd un consumo del 100 % de glucosa
y xilosa, a diferentes tiempos de fermentacion. El consumo mas rapido de estos
azucares se obtuvo para la FLPH (15 % p/v, H2SO4 2 %, 30 min en autoclave),
y destoxificado con carbdn activado al 8 % (p/v), en el cual para las primeras 24
h la glucosa se habia consumido totalmente y la xilosa hasta las 48 h de
fermentacién (Figura 33 C), con tasas de consumo de 0.172 y 0.639 [g/(L*h)],
respectivamente. En el caso de la FLPH (15 % p/v, H2SO4 2 %, 30 min en

autoclave), destoxificado con carbon activado al 2 % (p/v), la glucosa fue
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consumida totalmente a las 48 h de fermentacion y la xilosa a las 96 h (Figura
33 B), con una tasa de consumo de 0.0880 y 0.157 [g/(L*h)], respectivamente.
El consumo mas lento de glucosa y xilosa se observo para el hidrolizado de PM
(20 % p/v) pretratado con H2SO4 al 2 % y 60 min en autoclave, destoxificado
con carbon activado al 8 % (p/v) (Figura 33 A), el cual presentd un consumo del
100 % de glucosa a las 96 h de fermentacion y un consumo total de xilosa al
término de la fermentacion, con una tasa de consumo respectivo de 0.105 y
0.356 g/L*h; esto pudo deberse a una inhibicion por sustrato, donde debido a la
alta concentracion de azlcares iniciales, que era mayor que en los otros
medios, requiri6 de mayor tiempo de fermentacion para conseguir su consumo
total (Farias et al., 2014).
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Figura 33. Consumo de glucosa y xilosa de S. stipitis durante la fermentacion
hidrolizados &cidos de PM. (A). Hidrolizado de PM (20 % p/v) pretratado con H>SO, al
2 % y 60 min en autoclave, destoxificado con carb6n activado al 8 % (p/v); (B)
Hidrolizado de PM (15 % p/v) pretratado con H,SO4 al 2 % y 30 min en autoclave,
destoxificado con carbon activado al 2 % (p/v); (C) Hidrolizado de PM (15 % p/v)
pretratado con H>SO4 al 2 % y 30 min en autoclave, destoxificado con carbén activado
al 8 % (p/v).
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La Figura 34 muestra las concentraciones de bioetanol producidas por la
fermentacién de azlcares presentes en los hidrolizados acidos de PM
destoxificados, mediante S. stipitis, y los rendimientos del mismo. El hidrolizado
de PM (20 % p/v) pretratado con H2SO4 al 2 % y 60 min en autoclave, y
destoxificado con carbon activado al 8 % (p/v), presentdé una fermentacién
lenta, la produccién de etanol comenzo6 a las 72 h; sin embargo fue el medio en
el que S. stipitis produjo mayor concentracién de etanol, teniéndose 14.219 +
0.986 g/L al finalizar las 120 h de fermentacién; para el hidrolizado de PM (15
% pl/v) pretratado con H2SO4 al 2 % y 30 min en autoclave, destoxificado con
carbon activado al 2 % (p/v), la produccion de etanol empez6 después de las
24 h, siendo su maximo a las 72 h, alcanzando una concentracion de 9.790 +
1.240 (g/L), después de ese tiempo se evidencia reduccion del etanol, lo que

sugiere el consumo del mismo por parte de la levadura.

En cuanto a la FLPH (15 % p/v, H2SOa4 2 %, 30 min en autoclave), destoxificado
con carbon activado al 8 % (p/v), la produccién de etanol comenzé alas 12 hy
tuvo su méaximo a las 48 h de fermentacion, produciéndose 9.075 + 1.667 (g/L)
(Figura 34 A). Las concentraciones de etanol producidas fueron mayores a las
reportadas por Canilha et al.-(2010) y Granados (2015), para hidrolizados de
bagazo de cafia de azucar y PM, respectivamente, que fueron 6.1y 3.46 g/L, a
las 48 y 120 h. Goncalves et al. (2016) obtuvieron 11.29 g/L después de 48 h
de la sacarificacion y fermentacion simultdnea de hidrolizados de fibra de coco
deslignificada, concentracién inferior a la obtenida para la FLPH con el que se
obtuvieron mejores resultados, que fue de 14.219 ¢g/L, siendo esta
concentracion mayor a las obtenidas para los demas medios fermentados. Por
su parte, Nigam (2001), obtuvo 22.3 g etano/L a partir de la fermentacion de
hidrolizados &cidos de paja de trigo usando Pichia stipitis, con un consumo del

85.8 % de azUcares.

En la Figura 34 B se presentan los rendimientos de etanol por cada gramo de
azucares (glucosa y xilosa) obtenidos durante la fermentacién; el maximo
rendimiento de etanol se obtuvo para el hidrolizado de PM (20 % p/v)
pretratado con H2SO4 al 2 % y 60 min en autoclave, y destoxificado con carbén

activado al 8 % (p/v), resultando en 0.269 £ 0.019 g etanol/g azicares al finalizar las
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120 h de fermentacién; los rendimientos para los otros medios fueron de 0.186
+ 0.024 y 0.172 + 0.000 g etanol/g azicares, que se dieron para las 72 y 48 h,
respectivamente (hidrolizado de PM (15 % p/v) pretratado con H2SO4 al 2 % y
30 min en autoclave, destoxificado con carbon activado al 2 % y 8 % (p/v)). Los
rendimientos encontrados son mayores a los obtenidos por Granados (2015),
para la FLPH (0.076 g/g). Sin embargo, son menores comparados con el valor
tedrico de Rps=0.46 g/g y con otros estudios, donde concentraciones iniciales
de xilosa de 7 a 150 g/L, otros investigadores han obtenido mayores
rendimientos de etanol (Rps=0.39-0.50) empleando S. stipitis (Slininger et al.,
1985; Linko et al., 1986; Farias et al., 2014). La eficiencia de fermentacion para
los sustratos (Er) empleados fue 0.5850.041, 0.405 £+ 0.051 y 0.373 £ 0.000 g/g
(Cuadro 32), siendo la FLPH (20 % p/v, H2SO4 2 %, 60 min en autoclave), y
destoxificado con carbon activado al 8 % (p/v) el que permiti6 la mayor
eficiencia, lo que pudo deberse a que era el sustrato con mayor concentracion
de azucares, sin embargo sigue siendo una baja eficiencia del proceso de

fermentacion.
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Figura 34. Produccion de etanol (A) y rendimientos de etanol (B) durante la
fermentacion hidrolizados acidos de PM con S. stipitis. (a) Hidrolizado de PM (20 %
p/v) pretratado con H>SO4 al 2 % y 60 min en autoclave, destoxificado con carbén
activado al 8 % (p/v); (b) Hidrolizado de PM (15 % p/v) pretratado con H.SO. al 2 % y
30 min en autoclave, destoxificado con carbén activado al 2 % (p/v); (c) Hidrolizado de
PM (15 % pl/v) pretratado con H>SO4 al 2 % y 30 min en autoclave, destoxificado con
carbén activado al 8 % (p/v).

Canilha et al. (2010), evaluaron la produccion de bioetanol a partir de

hidrolizados hemicelulésicos de bagazo de cafa de azlcar sin destoxificar y
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destoxificados con carbén activado y resina de intercambio ionico, utilizando
Pichia stipitis; el medio destoxificado con resina de intercambio iGnico resultd
en rendimientos mas altos de biomasa (0.37 g/g), 12.5 g csiulas/L, 7.5 g etanol/L Y
un rendimiento de etanol de 0.3 g/g para un tiempo de fermentacion de 48 h.
Por otro lado, cuando usaron tratamiento con carbon activado, obtuvieron 0.27
g biomasa/g, 8.5 g células/L, 6.1 g etanol/L y un rendimiento de este producto similar
al utilizar el sustrato anterior, para 48 h de fermentacion. Los parametros para
el hidrolizado sin destoxificar fueron de 0.21 g biomasa/g, 8.0 g cswaS/L, 4.9 g
etano/L y un rendimiento de etanol de 0.20 g/L para las 120 h de fermentacion.
Las concentraciones de etanol y sus rendimientos para las FLPH, resultaron
mas altos que para los valores que se observan en la literatura, de igual
manera, se presentd una mayor generacion de biomasa y rendimientos. En otro
estudio, concentraciones de xilosa entre 30 y 50 g/L en sustratos para
fermentacién, fueron convertidos a 12.3 y 17.7 g/L de etanol, con rendimientos
de 0.37 y 0.36 g etanol’g, respectivamente, y 7.0 g niomasa/g (Lee et al., 2000); en
este caso la concentracion de etanol con 30 g/L de xilosa esta por encima de
las obtenidas para los sustratos con similar cantidad de xilosa, también, para
todos los casos, los rendimientos de etanol fueron méas bajos, ademas de

menor concentracion de biomasa.

Aunque Scheffersomyces stipitis es un biocatalizador potencial para la
produccion de combustibles de segunda generacién, como el bioetanol, a partir
de biomasa lignocelulosica, debido a que fermenta naturalmente pentosas
(Farias et al., 2014; Slininger et al., 2014), es preciso mejorar los rendimientos
y la productividad a través de la optimizacibn del proceso para que la
produccion de etanol a partir de materiales lignocelulésicos sea rentable (Farias
et al., 2017).
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Cuadro 32. Parametros de fermentacion para FLPH usando S. stipitis.

a b c
Concentracion maxima de etanol  14.219+0.986 9.790+ 1.240 9.075+ 1.667
(9/L)

Er(g/9) 0.585+0.041 0.405+0.051 0.373+0.000

Yris (9/9) 0.269+0.019 0.186+0.023 0.172 +0.000

Yws (9/9) 0.261 £0.013 0.352+0.000 0.236 = 0.004

Etanol producido [g/(L*h)] 0.118 £ 0.008 0.136+0.017 0.189+0.035

AzUcares reductores consumidos 0.370+£0.011 0.324 +£0.007 0.395+0.0189
[9/(L*h)]

Glucosa consumida [g/(L*h)] 0.105+0.001 0.088+0.006 0.172+0.004
Xilosa consumida [g/(L*h)] 0.356 £ 0.002 0.157+£0.006 0.639 +0.007
Biomasa generada [g/(L*h)] 0.009 £0.000 0.012+0.000 0.020+0.011
Tiempo de fermentacién (h) 120 72 48

Hidrolizado de PM (20 % p/v) pretratado con H2SO4 al 2 % y 60 min en autoclave,
destoxificado con carbén activado al 8 % (p/v); b. Hidrolizado de PM (15 % p/v) pretratado con
H2SO4 al 2 % y 30 min en autoclave, destoxificado con carbén activado al 2 % (p/v); c.
Hidrolizado de PM (15 % p/v) pretratado con H2SO4 al 2 % y 30 min en autoclave, destoxificado
con carbon activado al 8 % (p/v).
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7. CONCLUSIONES

Los pretratamientos con acido sulfarico diluido permitieron la liberacion de
glucosa, xilosa y arabinosa del PM, asi como exposicion de la celulosa para
la sacarificacion enzimética del hidrolizado acido. Sin embargo, la formacion
de compuestos de degradacion (furfural, acido acético), debieron ser

removidas de los hidrolizados antes de fermentarlos.

La hidrdlisis de PM (20 % p/v) con &cido sulfarico al 2 % (v/v), durante 60
min a 121 °C, fue el tratamiento que tuvo produjo las mayores

concentracioens de azuicares fermentables.

La sacarificacion enzimatica de la fraccion sdlida del PM obtenida con la
mayor liberacion de azlcares fermentables, permitio la conversion de
celulosa a glucosa hasta en un 100 % en 96 h. El pretratamiento de la
biomasa lignocelulosica fue clave para mejorar el acceso de las enzimas a

la celulosa.

Es necesario optimizar la etapa de fermentacion de la FLPH usando S.
stipitis para la produccion de bioetanol con el fin de incrementar
rendimientos del proceso, productividad volumétrica de etanol y la eficiencia
del mismo. La mayor concentracién eficiencia de fermentacion y produccion
de bioetanol se obtuvo usando como sustrato la FLPH (20 % p/v, H2SO4 2

%, a 121 °C, por 60 min), y destoxificado con carbon activado al 8 % (p/v).
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9. ANEXOS

Anexo 1. Método UV para la determinacion de D-glucosa en alimentos y otros

materiales. Medicién en microplaca.

Kit R-Biopharm, catdlogo N° 10 716 251 035

e Principio del método

La D-glucosa es fosforilada a D-glucosa-6-fosfato (G-6-P) en la presencia de la
enzima hexoquinasa (HK) y adenosin-5'-trifosfato (ATP) con la formacion

simultdnea de adenosin-5'-difosfato (ADP).

D-glucosa + ATP --(HK)--> G-6-P + ADP

En la presencia de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH), G-
6-P es oxidada por nicotinamida-adenina dinucleotido fosfato (NADP) a D-
gluconato-6-fosfato con la formacion de nicotinamida-adenina dinucleotido
fosfato reducido (NADPH).

G-6-P + NADP* --(G6P-DH)--> D-gluconato-6-fosfato + NADPH+ H*

La cantidad de NADPH formada en esta reaccién es estequeométrica a la
cantidad de glucosa. El incremento en NADPH es medido por los promedios de

su absorbancia de la luz a 340 nm.

a. Preparacién de las soluciones

Solucién 1: Se disuelve el contenido de uno de los botes N° 1 (que contiene
7.2 g de una mezcla en polvo: solucion tampon de trietanolamina, pH 7.6;
NADP, 110 mg; ATP, 260 mg; sulfato de magnesio) en 45 ml de agua
bidestilada (agua HPLC) (estable 4 semanas a 2-8 °C o0 2 meses de -15 a -20
°C).
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92425;” = 12.5ml agua bidestilada

*Preparacion con 2 g del polvo: 2

Suspensién 2: Usar el contenido del bote N°2 (1.1 ml suspension:
hexoquinasa, 320 U; glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 160 U), segun indica la
tabla 1 (estable a 2-8 °C).

b. Procedimiento

Longitud de onda: 340 nm (la absorcion maxima de NADPH es a 340 nm; en
espectrofotometros, las mediciones son tomadas a la absorcion maxima).
Temperatura de reaccién: 20-25 °C.

Volumen final: 0.302 ml.

Solucién muestra: 1-100 ug de la glucosa del ensayo (en 0.100-0.200 ml del

volumen de la muestra).

Pipetear Blanco Muestra
Al
Solucién 1 100 ul 100 ul
Solucién muestra - 10.0 pl
Agua bidestilada 200 ul 190 ul

Mezclar y leer la absorbancia de la solucion Al después de 3 min. Empezar la

reaccion por la adicion de:

A2
Suspensién 2 2.0 pl 2.0 pl

Mezclar, esperar hasta que la reaccion termine (aproximadamente 10-15 min) y leer la

absorbancia de la solucién A2.

Si la reaccién no ha terminado después de 15 min, continuar la lectura de las
absorbancias en intervalos de 2 min hasta que la absorbancia incremente

constantemente por 2 min.

Si la absorbancia A2 incrementa constantemente, extrapolar la absorbancia al

tiempo de reaccion de la suspension 2.
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Determinar la diferencia entre absorbancias (A2-Al) para el blanco y las
muestras. Restar diferencia de absorbancias del blanco con la diferencia de

absorbancias de las muestras.

AA = (A2 — Al)muestra — (A2 — Al)blanco

Las diferencias de la medicion de la absorbancia deberan, como una regla, ser
menor a 0.100 unidades de absorbancia para lograr resultados suficientemente

precisos.

c. Calculos

La ecuacién general para calcular la concentracion es:

AAmuestra g i
Glucosa (g/L) = Adostandar T estandar * F

d. Instrucciones para ensayo
La cantidad de D-glucosa presente en las muestras del ensayo deben estar

entre 1-50 ug a 340 nm. Para obtener una suficiente diferencia de absorbancia,

la solucion muestra debe ser diluida hasta tener de 0.08-0.5 g/L.
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Tabla de dilucién

Cantidad estimada de D-

Diluciéon con agua

Factor de dilucion

glucosa por litro medida a F
340 nm
<0.5¢ - 1
0.5-5.0¢9 1+9 10
5.0-50 g 1+99 100
>50 g 1+999 1000
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Anexo 2. Método UV para determinacion de xilosa.

Kit K-Xilose 08/14 de Megazyme

a. Principio

La interconversion de las formas alfa y beta-anoméricas de la D-Xilosa es

catalizada por la enzima xilosa mutarotasa (XMR)

a-D-Xilosa <--(XMR)--> B-D-xilosa

La B-D-Xilosa es oxidada por NAD+ a D-Acido xilonico en presencia de -
Xilosa deshidrogenasa (3-XDH) a pH 7.5:

B-D-Xilosa + NAD* <--(B-XDH)-->D-acido xilénico + NADH + H*
La cantidad de NADH formado en esta reaccion es estequeométrico con la
cantidad de D-xilosa. NADH se mide por el incremento de la absorbancia a 340
nm.
b. Kit enzimatico

El kit contiene el método de ensayo completo mas:

Botella _1: tampon (45 ml, pH 7,5) mas azida de sodio (0,02 % p/v) como
conservante. Estable durante > 2 afios a 4 °C.

Botella 2: (x2) NAD + méas ATP. Polvo liofilizado. Estable durante> 5 afios a -20
°C.

Botella 3: suspension hexoquinasa (2.2 ml). Estable durante> 2 afios a 4 °C.

Botella solucién 4: XDH/XMR (5.6 ml). Estable durante> 2 afios a -20 °C.
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Botella 5: solucién de D-xilosa estandar (5 ml, 0.25 mg / ml). Estable durante >

2 afos a 4 °C.

c. Preparacion de las soluciones reactivos/suspensiones

1. Utilizar el contenido del bote 1 en las cantidades que indica la tabla. Estable

por >2 afos a 4 °C.

2. Disolver el contenido de uno de los botes 2 en 21 mL de agua destilada.
Dividir en alicuotas de tamafio adecuado y guardarlas en tubos de polipropileno
a -20 °C, mantenerse fresco durante el uso, si es posible. No disuelva el
contenido de la segunda botella hasta que se requiera. Estable por >2 afios a -
20 °C.

3. Utilizar el contenido de la botella 3 en las cantidades que indica la tabla.
Antes de abrir por primera vez, agitar la botella para eliminar cualquier proteina
que pueda haber quedado en el tapdn de goma. Posteriormente, almacenar la

botella en una posicion vertical. Estable por >2 afios a 4 °C.

4. Utilizar el contenido de la botella 4 en las cantidades que indica la tabla.
Antes de abrir por primera vez, agitar la botella para eliminar cualquier proteina
qgue pueda haber quedado en el tapon de goma. Posteriormente, almacenar la

botella en una posicion vertical. Estable por >2 afios a -20 °C.

5. Utilizar el contenido de la botella 5 en las cantidades que indica la tabla.

Estable durante> 2 afos a 4 °C.

d. Procedimiento del ensayo en microplatos

Longitud de onda: 340 nm.
Microplaca: 96 pozos.
Temperatura: 25 °C.

Volumen final; 0.297 mL.
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Linealidad: 0.1-10 pug de D-xilosa por pozo (en 0.01-0.2 mL del volumen de la

muestra).
Pipetear en cada Blanco (mL) Muestra (mL) Estandar (mL)

pozo

Agua destilada 0.210 0.200 0.200

Soluciéon muestra - 0.010 -

Solucion estandar - - 0.010

Solucién 1 (buffer) 0.040 0.040 0.040

Solucion 2 0.040 0.040 0.040

(NAD+/ATP)

Suspensién 3 0.002 0.002 0.002

(Hexoquinasa)

Mezcla*, leer la absorbancia de las soluciones (Al) después de aproximadamente 4

min y empezar la reaccion por la adicion de:

Solucion 4 0.005 0.005 0.005
(XDH/XMR)

Mezclar*, leer la absorbancia de las soluciones (A2) al final de la reacciéon

(aproximadamente 6 min).

e. Calculos

. AAmuestra g i
Xilosa (g/L) = Aostandar Zestandar * F

*Si se diluye la muestra durante la preparacion, el resultado se debe multiplicar

por el factor de dilucién, F.

f. Preparacion de muestras

La cantidad de D-xilosa presente en la cubeta (es decir, en el 0.1 ml de la
muestra que se esta analizando) debe oscilar entre 2 y 100 mg. Por tanto, la
solucion muestra debe ser diluida lo suficiente para producir una concentracion
de D-xilosa entre 0.002y 1.00g /L.
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Estimacion de la

concentracion de D-

Factor de dilucion (F)

Dilucién con agua

Xilosa (g/L)
<1.00 No requiere dilucion 1
1.00-10.0 1+9 10
10.0-100 1+99 100
>100 1+999 1000
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Anexo 3. Curva estandar de glucosa para determinacion de azlcares

reductores de FLPH.

Absorbancia
o
(o]
1

T T T T T T T T
0 0.05 0.1 0.15 0.2
Concentracion de glucosa (M)

Ecuacion
Absorbancia = 0.000279 + 5.8521664*Concentracion de glucosa (M)

R?  0.99185
R2adj 0.991636
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Anexo 4. Curva estandar de glucosa para FLPH.

1500000 —
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4 1000000
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©
o
< 500000 -}
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Concentracién
glucosa (mmol/L)
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Area (UV*sec) = -26574.45 + 36144.27*Concentracion glucosa (mmol/L)

RZ

0.998611

R2aqp 0.998534

117



Anexo 5. Curva estandar de xilosa para FLPH.
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Ecuacion
Area (UV*sec) = 26192.485 + 27094.872*Concentracion xilosa (mmol/L)

R?  0.998959
R2aqj 0.998902
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Anexo 6. Curva estandar de arabinosa para FLPH.
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= 1000000
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arabinosa (mmol/L)

Area (uV*sec) = 48730.836 + 26651.243*Concentracion arabinosa (mmol/L)

Ecuacion

RZ

R2Adj

0.980702
0.979629
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Anexo 7. Curva estandar de &cido acético para FLPH.

1600000
1400000
T 1200000 -
*U)
2 1000000 -
@®©
o
£ 800000 -

600000 —

400000

T T T T T T
10 15 20 25
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Area (uV*sec) = -38202.05 + 51010.935*Concentracién acido acético (mmol/L)

R? 0.991334
R2aqy 0.990852
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Anexo 8. Curva estdndar de glucosa para determinacion de actividad

enzimatica de celulasa para Cellic CTec2.

0.2
0.15
€
£
2 0.1 4
<
0.05
T T T T T T T T T
1 2 3 4 5
Glucosa (mg/mL)

Ecuacion
Abs (nm) = 0.0140674 + 0.0344442*Glucosa (mg/mL)

R?  0.999682
R?aqy 0.999576

121



Anexo 9. Curva estandar de glucosa para determinacion de azlcares

reductores en FSPH y PM.
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Anexo 10. Curva estandar de xilosa para los fermentados de la FLPH.

20000000

15000000 |
@©
2 10000000
<

5000000 —

0 T
0 5

T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40 45

Concentracion xilosa (g/L)

Area (uV*sec) = 2149959.2 + 453301.02*Concentracion xilosa (g/L)

Ecuacion

RZ

0.988937

R2agi  0.98525

123



Anexo 11. Curva estandar de glucosa para fermentados de la FLPH.
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Anexo 12. Curva estandar de etanol para fermentados de la FLPH.
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Anexo 13. Cromatograma para los carbohidratos identificados en hidrolizados
acidos de pericarpio de maiz. Fase mévil (H2S04) (a), glucosa (1), xilosa (2),

arabinosa (3).
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Anexo 14. Cromatogramas de compuestos de degradacion identificados en
hidrolizados acidos de pericarpio de maiz. Fase mévil (H2SO4) (a), &cido
acético (1), furfural (2).
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