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Resumen

Los biocombustibles provenientes de biomasa agroindustrial se plantean como una
alternativa de solucidn a la demanda energética, ya que, al encontrar los procesos
adecuados y 6ptimos que modifiquen la matriz de lignocelulosa permiten que esta
alternativa sea mas accesible. Se desarrollé una investigacion bibliografica de los
pretratamientos que se pueden aplicar a los desechos lignocelulésicos con mayor afluencia
de la provincia de Cotopaxi como son el bagazo de caia de azucar, racimo vacio de palma
africana, raquis de banano y cascara de cacao. Se determiné la importancia de la aplicacion
de pretratamientos a las materias primas, pues brindan beneficios en los rendimientos de
los productos finales deseados. Para cada desecho se realizé un analisis del porcentaje de
aumento de celulosa y del porcentaje de reduccion de hemicelulosa y lignina antes y
después de aplicar un proceso de pretratamiento. Se observé la morfologia de las muestras
por SEM. Se determiné que el pretratamiento alcalino es el que presenta mejores resultados
en comparacién con los demas procesos estudiados para realizarse en un laboratorio. A
escala industrial para la produccién de quimicos y biocombustibles se utilizan procesos
termoquimicos, siendo la gasificacién uno de ellos. De manera que, el secado es el
pretratamiento sugerido. Lo que se desea obtener con el pretratamiento de secado es
deshidratar la biomasa mds no romper su estructura para aprovechar al maximo los

componentes.

Palabras clave:

e PRETRATAMIENTO
e LIGNOCELULOSA

e GASIFICACION
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Abstract

Biofuels from agro-industrial biomass are proposed as a solution alternative to energy
demand, as finding the right and optimal processes that modify the lignocellulose matrix
make this alternative more accessible. A bibliographic research was developed on the
pretreatment that can be applied to lignocellulosic wastes with the greatest influx of
Cotopaxi province such as sugarcane bagasse, empty African palm cluster, banana rachis and
cocoa peel. The pretreated processes were studied both at laboratory and industrial level. In
addition, the importance of pretreated to raw materials was determined as they provide
benefits in the yields of the desired end products. For each waste, an analysis was
performed of the percentage of cellulose increase and the percentage reduction of
hemicellulose and lignin before and after a pretreatment process was applied. In turn, SEM
sample morphology was observed to compare behavior when applying a pretreatment
process or not. The four wastes were studied and compared to the application of alkalis,
acids, hydrogen peroxide, steam explosion, among others. Alkaline pretreatment was found
to have the best results compared to the other processes studied for laboratory.
Thermochemical processes are used on an industrial scale for the production of chemicals
and biofuels, with gasification being one of them. This type of procedure takes advantage of
the components of the raw material. So, drying is the suggested pretreatment. What you
want to obtain with pretreated drying is to dehydrate the biomass no longer break its

structure to make the most of the components.

Keywords:

e PRETREATMENT
e LIGNOCELLULOSE

e  GASIFICATION
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CAPITULO |

1. Generalidades

1.1 Antecedentes

En los ultimos afios el uso de biomasa tuvo un incremento significativo, aplicados en
tres aspectos importantes como son: creacidn de energia, productos quimicos y generacion
de biocombustibles, permitiendo asi que el uso de biomasa lignoceluldsica se convierta en
un tema clave para el desarrollo sostenible, visto que los recursos bioldgicos en cuestidén son
renovables y con emisiones en CO, mucho menores, lo que no ocurre con los combustibles
fosiles. Ademas, los productos de base lignoceluldsica pueden tener propiedades Unicas en
comparacion con los productos derivados de hidrocarburos, por ejemplo, biodegradabilidad
y biocompatibilidad (Gallezot, 2007). “The Biomass Program” (US) e “Implementation Action
Plan 2006 of SUSCHEM” (Europa), son programas que promueven el aprovechamiento de
materias renovables, no solamente en la producciéon de combustibles, sino también de otros
productos quimicos.

No obstante, la biomasa lighoceluldsica renovable generada a través de un proceso
bioldgico tiene el gran potencial de saciar las crecientes demandas de energia, pero existen
desafios asociados con su complejidad estructural. La biomasa lignoceluldsica proveniente
de residuos agroindustriales son una versatil fuente de hexosas y pentosas gracias a su alto
contenido de celulosa y hemicelulosa. Es por esto que se requiere encontrar un proceso que
permita lograr la transformacién de esta materia prima y asi poder obtener los polimeros
(celulosa, lignina y hemicelulosa). Por tal razdn, al existir un alto contenido de lignina, la cual
impide la separacidon de los polisacaridos para su posterior hidrdlisis, es necesario emplear
tratamientos fisicos, quimicos, bioldgicos o a su vez la combinacién de los ya mencionados,

para de esta manera lograr la separacion de los polimeros requeridos, considerando que no
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se requiere generar reacciones secundarias de estos azlcares en productos no deseados
(Cortes, 2014).

El pretratamiento presenta altos costos en el proceso para la conversién de biomasa
lighoceluldsica a azlcares fermentables, el cual posee un gran potencial en la eficiencia de
todo el proceso en general. El pretratamiento es un importante factor de coste de la
conversion de lignocelulosa en biocombustible, pues el procedimiento altera la red de Ia
pared celular del desecho agroindustrial y separa parcialmente los principales componentes
del polimero. Sin embargo, no es tan facil de seleccionarlo debido a que esta etapa debe ser
escogida en funciéon de la composicidon de material lignoceluldsico presente en el desecho y
debe cumplir con varios requisitos para considerarse eficiente (Reales et al., 2016).

La combinacién de hemicelulosa y lignina proporciona una capa protectora alrededor de
la celulosa, que debe modificarse o eliminarse antes de que pueda ocurrir una hidrélisis
eficaz de la celulosa, y la estructura cristalina de la celulosa la hace altamente insoluble y
resistente al ataque. Por tal motivo, el proceso de pretratamiento posee ventajas y
desventajas. Entre los procesos de pretratamiento ya estudiados, el quimico da como
resultado un rdpido y buen rendimiento de azucar después de la hidrdlisis. El pretratamiento
bioldgico tiene buenos resultados, pero la tasa de conversién es mucho mas lenta y el precio
de las enzimas hacen que el proceso no sea factible. Ademas de la radiacidn, otros procesos
de pretratamiento fisico exigen un aporte de alta energia para que esta fase sea exitosa
(Sasmal & Mohanty, 2018).

Con el fin de aprovechar los residuos generados por empresas agroindustriales, se
seleccionan desechos organicos (broccoli, bagazo de cafia de azlcar, tallos de flores, etc.) de
las que generan mayor volumen de residuos en la provincia de Cotopaxi. Por razones antes
mencionada es importante encontrar tecnologias de pretratamiento para separar las

caracteristicas recalcitrantes de la biomasa lignoceluldsica, una vez que se determine un



19

proceso eficaz y factible se podra continuar con el desarrollo de tecnologias de una

biorrefineria para la obtencién de biocombustibles y productos quimicos de valor agregado.

1.2 Planteamiento del problema

La investigacion y el desarrollo de biorrefinerias se ha convertido en un esfuerzo casi
global en respuesta a una variedad de factores, que incluyen la seguridad energética, el
desarrollo rural y preocupaciones ambientales. Un informe de Policymakers in the
Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) reporta que “La influencia humana en el
sistema climatico es clara. Esto es evidente por las crecientes concentraciones de gases de
efecto invernadero en la atmdésfera, el forzamiento radiactivo, el calentamiento observado y
la compresidn del sistema climatico”. Estos hallazgos afiaden urgencia a la necesidad de
desarrollar tecnologias de biorrefinacion viables y sostenibles que maximicen los
rendimientos de combustibles renovables, materiales quimicos y bioenergia (Stocker, 2013).

Tomando en cuenta que las materias primas que se utilizan para producir combustibles
de primera generacidn no son sostenibles, se ha iniciado a nivel mundial la investigacidn
hacia los combustibles de segunda generacidn, que pueden obtenerse a partir de fuentes no
alimentarias como residuos agricolas. Pero existe un gran inconveniente con el material
lignocelulésico de los desechos agroindustriales, pues su contenido varia, por ende, se
considera importante aplicar un pretratamiento a los residuos de brdcoli, cafia de azucar,
tallos de flores siendo estos los que poseen mayor porcentaje de generacion de desechos
agroindustriales en la provincia de Cotopaxi.

Un pretratamiento ideal es aquel que permite el facil fraccionamiento y recuperacién de
las fracciones de lignina, hemicelulosa y celulosa mientras proporciona un componente
celuldsico que pueda hidrolizarse facilmente. Sin embargo, la lignina es dificil de disociar de

la fraccion celuldsica (Ragauskas et al., 2014).
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Existen diversos estudios en los Ultimos afios de los tipos de pretratamientos mas
utilizados para separar materias primas lignocelulésicas, los cuales muestran resultados
prometedores con respecto a la eficiencia del material. Es por ello, que resulta importante
encontrar un pretratamiento adecuado para obtener un mayor rendimiento en la obtencién

de biocombustibles y productos quimicos.

1.3 Justificacidon e importancia

Segun (Riera et al., 2018) la agroindustria ecuatoriana representa un sector de
participacién importante para la economia. Su funcionamiento genera residuos que, por su
composicion y posibilidad de procesamiento, se convierte en un material de interés para ser
aprovechado como materia prima en la elaboracion de biocombustibles y productos
guimicos de valor agregado. Se estima que en 2018 anualmente la agroindustria del pais
generé cerca de 2200 millones de kilogramos, los cuales en su mayoria estdn compuestos
por almiddn o recursos lignoceluldsicos, que con transformaciones fisicas, quimicos o
biolégicas, pueden emplearse como materia prima en una biorrefineria.

Se debe tener en cuenta que las tecnologias de pretratamiento ya investigadas no
permiten obtener conversién del 100% de biomasa a azlicares monoméricos, pues dichas
tecnologias presentan pérdidas de biomasa, lo cual afecta al rendimiento final. Aunque el
pretratamiento de biomasa lignoceluldsica con la combinacidn de dos o mas procesos de
pretratamiento ha mostrado resultados prometedores, todavia se cree que existe la
necesidad de una investigacién exhaustiva en esta area para que se desarrolle un nuevo
pretratamiento eficiente o se mejore un proceso existente para dar resultados
prometedores (Maurya et al., 2015).

Es por ello que este proyecto tiene la finalidad de realizar una busqueda bibliografica de
las tecnologias de pretratamientos para la biomasa lignocelulésica con mayor produccién en

la provincia de Cotopaxi y de esta manera poder elegir una opcidn eficiente para el
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desarrollo del estudio de una biorrefineria de donde se pueda obtener biocombustibles y

productos quimicos.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Analizar las tecnologias para la conversion selectiva de la biomasa lignoceluldsica de
los desechos agroindustriales existentes en la provincia de Cotopaxi para seleccionar un
pretratamiento adecuado, el cual maximice la produccién de biocombustibles y productos
guimicos de valor agregado.

1.4.2 Objetivos especificos

e Determinar la influencia de los procesos de pretratamiento de la biomasa
lignoceluldsica presente en los desechos agroindustriales para elaborar productos
guimicos y biocombustibles mediante una investigacién bibliografica.

e Identificar métodos de pretratamiento de biomasa tanto fisicos, quimicos,
fisicoquimicos y bioldgicos, para identificar de manera bibliografica cual es el
método con mayor viabilidad y eficiencia que podria llevarse a cabo en los
laboratorios de Petroquimica.

® Proponer un pretratamiento de biomasa lignoceluldsica de los desechos
agroindustriales de la provincia de Cotopaxi para desarrollar el disefio de una

biorrefineria.

1.5 Hipotesis
Las tecnologias de pretratamiento de biomasa lignocelulésica de los desechos
agroindustriales permitiran una fragmentacion de los componentes lignocelulésicos,
proporcionando un producto de biomasa con polisacdridos altamente reactivos para la

produccién de biocombustibles y productos quimicos.



1.6. Variables dependientes e Independientes

1.6.1. Variables dependientes
Desecho industrial, caracteristicas fisicas y quimicas para el proceso de

fragmentacién de material lignocelulésico y formacién de inhibidores.

1.6.2. Variables independientes

Tecnologias para la conservacion de material lignoceluldsico.

22
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CAPITULO II

2. Fundamentacion tedrica

2.1. Biomasa

La biomasa es la materia prima a base de carbono obtenida de organismos vivos
como plantas, animales y microorganismos. De tal manera que proporciona una fuente de
energia renovable. Existen distintos tipos: las biomasas agricolas (residuos de las cosechas),
biomasas forestales (residuos procedentes de limpiezas de bosques, los restos de podas),
biomasas ganaderas (residuos del ganado como los estiércoles) y biomasas industriales
(residuos organicos procedentes de la industria alimentaria como las fabricas de aceite de
oliva o las conservas). La bioenergia se da cuando se genera electricidad, calefaccion o

biocombustibles a partir de la transformacién de las biomasas (Chandra et al., 2016).

2.2. Biomasa lignocelulésica

La biomasa lignoceluldsica constituye la mayor fuente de material organico
renovable en el planeta. Este tipo de biomasa incluye residuos forestales (astillas y aserrin),
agroindustriales (rastrojo de maiz, paja de arroz, bagazo de cafia de azlcar, granos usados
de cerveceria, etc.), materiales lefiosos (ramas, cortezas, troncos de madera, asi como
desechos de fabricas de papel) y de sélidos urbanos (Mussatto & Dragone, 2016).

George et al. (2015) sefialan que: “La biomasa lignoceluldsica presenta una serie de ventajas
como, el bajo costo, abundancia de suministros, la no competencia con el grano como
alimento, en comparacidn con la biomasa de primera generacién (alimentos, derivados de
almidon)”.

La lignocelulosa es un compuesto natural de caracteristicas recalcitrantes, pues
posee basicamente celulosa, hemicelulosa y lignina. La celulosa y la hemicelulosa estan

enredadas y rodeadas por la lignina (Figura 1). Su contenido varia de acuerdo con las fuentes
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y de los tipos de plantas, en peso seco suele estar compuesto en promedio de un 35-50% de

celulosa, un 20-35% de hemicelulosa y un 10-25% de lignina (Bajpai, 2016).

Figura 1.

Componentes presentes en la biomasa lignoceluldsica.

Pared celular vegetal

Biomasa Lignocelulésica

Celulosa

Nota. La imagen indica los tres componentes existentes en materiales lignoceluldsicos y cémo
interactuan entre si de manera grafica. Adaptado de Biomass Fractionation Technologies for
a Lignocellulosic Feedstock Based Biorefinery (p. 4), por Mussatto & Dragone, 2016, Elsevier

Inc.
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Tabla 1.

Composicion de varias masas lignoceluldsicas presentes en la naturaleza.

Biomasa Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%) Ceniza (%)
Bagazo de cafia de 38-48 19-24 23-32 1.5-5
azucar
Tallo de maiz 39-47 26-31 3-5 12-16
Céscara de arroz 31.3 24.3 14.3 23.5
Paja de arroz 28-36 23-28 12-14 14-20
Paja de trigo 33-38 26-32 17-19 6-8
Cdscara de mani 35.7 18.7 30.2 5.9
Cdscara de coco 29.7 NA 44 0.5
Restos de maiz 38-40 28 7-21 3.6-7.0
Residuos de 80-95 5-20 - -
algodon
Maderas blandas 45-50 25-35 25-35 NA
Maderas duras 40-55 24-40 18-25 NA
Algas (verdes) 20-40 20-50 NA NA

Nota: NA: No disponible. La composicién esta representada en porcentaje de peso sobre el

peso seco de las muestras.

2.2.1. Celulosa

El componente principal de la lignocelulosa, la celulosa, es un homopolisacdrido
compuesto de una cadena lineal que contiene unidades D-glucosa (C¢H1,0¢) ligadas entre si
a enlaces B-1,4 con un grado de polimerizacién que oscila entre 5000 y 10 000 (Crocker &
Andrews, 2010). Los enlaces de hidrégeno intra e intermoleculares en la estructura de la
celulosa conducen a la formacidn de una red rigida de microfibrilla que se unen para
constituir fibrillas y posteriormente formar fibras de celulosa. Dando asi a las moléculas de
celulosa una estructura cristalina o amorfa. Las regiones cristalinas son mas dificiles de
hidrolizar que las regiones amorfas, pues, dificultan la degradacién enzimatica o quimica de

la celulosa volviéndola insoluble en la mayoria de los disolventes (S. Sun et al., 2016).
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Figura 2.

Estructura de la celulosa.
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2.2.2. Hemicelulosa

La hemicelulosa constituye de un grupo de polisacdridos heterogéneos complejos
compuestos por pentosas (xilosa y arabinosa), hexosas (glucosa, manosa y galactosa), y
algunos acidos, con un grado de polimerizacién de hasta 200. Se unen a las microfibrillas de
celulosa mediante enlaces hidrégeno y a la lignina mediante enlaces covalentes. Con
respecto a la celulosa, la cristalinidad y grado de polimerizacién son las caracteristicas que se
diferencian. Estructuras variables y amorfas presentan las hemicelulosas las cuales estdn
formadas por cadenas cortas a lo largo de una cadena principal que se puede degradar
facilmente mediante hidrolisis enzimatica o tratamientos quimicos. La cadena troncal de
polimeros en hemicelulosas generalmente se compone de D-xilosa (alrededor del 90%) y L-

arabinosa (casi el 10%) (F. Xu, 2010).
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Figura 3.

Estructura de la hemicelulosa.

o AH_}LAD

H3C-<
(@) OH Acido Glucutronico
CHS H3C‘o OH
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OH
HO HO OH
o
O OH Ho OH
OH
Xilosa Arabinosa Manosa Galactosa Glucosa

Nota. En la estructura de la hemicelulosa, a simple vista se puede observar que tiene mas
grupos funcionales en comparacion a la de celulosa. Lo que hace es ella una estructura mas

compleja.

2.2.3. Lignina

La lignina, el polimero aromdtico mas abundante en la naturaleza es aquel que
proporciona integridad estructural a la planta. Aparte de los polisacaridos, es una familia de
polimeros no carbohidratados ramificados. Segun el concepto ampliamente aceptado, se
puede definir como un material amorfo de unidades fenilpropanoides (alcohol coniferilico,
alcohol sinapilico y alcohol p-cumarilico) interconectados por enlaces B-O-4-aril éter y
enlaces C-C resistentes. Los mondmeros correspondientes de las unidades fenilpropanoides
se han identificado como guaiacilo (G), siringilo (S) y p-hidroxifelino (H) (Mussatto &
Dragone, 2016). La lignina esta agrupada con la hemicelulosa y celulosa por enlaces éster,
éter y glicosidicos. La molécula de lignina encierra los dos polisacaridos, lo que dificulta su

acceso (Furukawa, 2013).
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2.3. Celulasas

La celulasa se refiere a un tipo de enzimas que actlan como catalizadores en la
hidrdlisis de la celulosa, es decir, las fibrillas de celulosa pueden descomponerse en
moléculas de azlcares simples (glucosa). Estas enzimas son producidas principalmente por
hongos, bacterias y protozoos. Algunas celulasas también son producidas por plantas y
animales; la reaccion de descomposicién sucede a temperatura corporal en el estémago de
rumiantes como vacas y ovejas, donde las enzimas son producidas por bacterias intestinales.
Los materiales lignoceluldsicos pueden hidrolizarse enzimaticamente de manera similar en
condiciones relativamente suaves (Mosier, Hendrickson, et al., 2005).

Y. Chen et al. (2020), informan que: En la hidrélisis de la celulosa interceden al
menos tres grandes grupos de celulasas: las endogluconasas, actian en regiones de baja
cristalinidad en la fibra de celulosa creando extremos de cadena libres; las exogluconasas,
degradan la molécula ain mas eliminando unidades de celobiosa de los extremos de cadena

libres y las B-glucosidasas, hidrolizan la celobiosa para producir glucosa.

2.4. Azucares reductores

Son aquellos carbohidratos que no pueden ser hidrolizados a moléculas mas
pequefias, También llamados azucares simples o monosacaridos. D-Ribosa, D-Glucosa, D-
Fructosa son ejemplos de azlcares reductores. Estos azlcares presentan un carbono libre en
su estructura, y que a través de este pueden reaccionar como reductores que actuaran
como oxidantes. El sufijo -osa se emplea en la nomenclatura sistematica de los
carbohidratos para designar un azucar reductor, que es un azuicar que tiene un grupo

aldehido o un grupo a-hidroxicetona (McMurry, 2012).
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2.5. Sacarificacion enzimatica

La sacarificacion enzimatica tiene lugar al realizar un pretratamiento a la biomasa
lignocelulésica, pues, este proceso ayuda a potenciar la disponibilidad de celulosa, la cual se
encuentra entre capas de hemicelulosa y lignina. Diferentes celulasas y hemicelulasas
ejercen sobre los componentes de celulosa y hemicelulosa liberados de la biomasa y los

convierten en glucosa y xilosa, respectivamente (Gonzalez Gonzalez, 2010).

2.6. Digestibilidad

La digestibilidad de la lignocelulosa se puede mejorar significativamente cuando los
poros del sustrato son lo suficientemente grandes para acomodar componentes enzimaticos
tanto grandes como pequeiios para mantener la accion sinérgica del sistema enzimatico de

celulasa.

2.7. Hidrolisis enzimatica

En el proceso de hidrdlisis, los azlcares se liberan rompiendo las cadenas de
carbohidratos antes de someterlos a fermentacion para la produccién de biocombustibles y
productos quimicos (Arismendy et al., 2019).

Algunos factores que afectan la hidrdlisis son: la porosidad de los materiales de
biomasa lignoceluldsica, la cristalinidad de la fibra de celulosa. El contenido de lignina y
hemicelulosa dificulta la accesibilidad de las enzimas celulasa y los acidos a la celulosa,
reduciendo asi la eficiencia del proceso de hidrdlisis. Por tal razén es necesario un
pretratamiento para poder cambiar el tamafio, la estructura de la biomasa, ademas de su
composicion quimica, de modo que la hidrdlisis de la fraccidn de carbohidratos a azlcares
monoméricos se pueda obtener rapidamente y con mayores rendimientos (Elumalai et al.,

2018).
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La hidrélisis enzimatica puede separarse por dos etapas. La etapa de hidrdlisis
primaria involucra la accion de las endoglucanasas y exoglucanasas en la superficie del
sustrato sélido, lo que da como resultado la liberacidn de oligosacaridos (hasta 6 unidades
de glucosa en la cadena) en la fase liquida. La etapa de hidrélisis secundaria incluye la
hidrdlisis posterior de los oligosacdridos a celobiosa y glucosa. La accesibilidad de la celulosa
a la hidrélisis enzimatica depende de la eliminacidn del xilano de la lignocelulosa mediante el

uso de xilanasas (Da Silva et al., 2020).

2.8. Tecnologias de conversidn selectiva para el procesamiento de biomasa

Es necesario incorporar un paso adicional para acelerar el proceso de hidrdlisis, este
proceso es conocido como pretratamiento. El proceso de pretratamiento desintegra
rapidamente las lignocelulosas en sus componentes: celulosa, hemicelulosa y lignina. La
figura 5 muestra esquemdticamente el proceso de pretratamiento en el material
lignoceluldsico. De modo que, el principal paso hacia la produccién de biocombustibles y
productos quimicos de valor agregado es el pretratamiento. Este paso facilita el proceso de
hidrélisis enzimatica al alterar las caracteristicas estructurales como el aumento de la

superficie y la porosidad de las biomasas lignocelulésicas (Putro et al., 2016).
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Figura 4.

Esquematizacion al aplicar un pretratamiento al material lignoceluldsico.

Hemicelulosa

Hemicelulosa

Lignina

Lignina

Celulosa Celulosa

Debido a la compleja estructura de la biomasa lignoceluldsica, la tecnologia de
conversion de materiales lignoceluldsicos en energia es costosa e ineficaz. Ademas, las
composiciones pueden variar de acuerdo con el tipo de biomasa lignocelulosas, por lo que
se considera necesario comprender la estructura para disefiar un pretratamiento adecuado,
gue pueda mejorar la efectividad de la materia prima de segunda generacién y reducir
costos. El pretratamiento es crucial en la conversidn de energia, puesto que proporciona la
separacion o solubilizacién de los componentes complejos de lignocelulosa. La eleccion del
pretratamiento debe considerar la compatibilidad de materias primas, enzimas y
organismos. Como se puede observar en la figura 6, este proceso generalmente se puede
clasificar en métodos fisicos, quimicos, fisico quimicos, bioldgicos y sus combinaciones

(Jonsson & Martin, 2016).



Figura 5.

Tipos de pretratamiento.
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2.8.1. Métodos de pretratamiento fisico

Para pretratar residuos lignoceluldsicos existen diversos métodos fisicos como
astillado, molienda, fresado, congelacidn y radiacién que tienen por objetivo facilitar la
hidrdlisis enzimatica. Estos métodos reducen el tamano de las particulas y aumentan el drea
superficial de los materiales lignoceluldsicos. Varios de estos métodos de pretratamiento no
son efectivos. En la mayoria de los casos, el consumo de energia es muy alto, incluso puede
ser superior al contenido teérico de energia que esta disponible en la biomasa. Ademas,
diferentes factores, como los altos costos de procesamiento y operacion, y la corrosion de
los instrumentos son algunos de los inconvenientes de este tipo de pretratamiento. Estudios
demuestran que los cambios estructurales de lignocelulosa con un Unico pretratamiento
fisico son insuficientes para la produccion de bicombustibles. Por tal motivo, se utilizan en
combinacion con algunos otros pretratamientos (Dahunsi, 2019).

De acuerdo con Roy et al. (2020), uno de los pretratamientos fisicos es el astillado,
que se realiza generalmente durante la recoleccion de biomasa. La molienda y el fresado de
bolas se realizan para disminuir la cristalinidad. Lograr un polimero de menor peso
molecular y una menor cristalinidad del material ayudan a la digestibilidad enzimatica. En las
ultimas décadas, los cientificos han mostrado algunas ventajas de los métodos de
pretratamientos fisicos, como que pueden aumentar la produccidn de biocombustibles
entre un 5%y 25%.

La tabla 2 contiene ventajas y desventajas de los métodos de pretratamiento mecanicos mas

utilizados.
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Tabla 2.

Comparacion entre pretratamientos fisicos.

Método de Ventajas Desventajas
pretratamiento
Astillado mecénico Reducir el tamafio de las particulasy No puede eliminar la lignina

la cristalinidad de la celulosa. y las hemicelulosas.
Alta energia.

Microondas Operacién simple, energéticamente  Alto costo.

eficiente, poco tiempo.
Ultrasonido Mejor accesibilidad y reactividad de  Negativo a la hidrdlisis

la celulosa. enzimatica.
Haz de electrones Reducir el grado de polimerizacion Alto costo.

de la celulosa.
Pirdlisis de alta Descomponer la celulosa Consumo alto de energia,
temperatura rapidamente. productividad baja.

a. Pretratamiento con microondas

Al utilizar microondas para un pretratamiento de biomasa lignocelulésica se ocupa
por lo general energia de radiacién entre 300 a 700 W/m?3. En consecuencia, a la accién de
las microondas, el agua intermolecular se evapora y los enlaces de hidrégeno se rompen. Asi
pues, disminuye la estabilidad de las moléculas de lignocelulosa. Por otra parte, debe
tomarse en cuenta que la celulosa es bastante insensible a la radiacidon de microondas en
comparacion con las moléculas de agua. Al mismo tiempo, la disminucién de tamafio de los
cristales de celulosa es proporcional a la eficiencia de la hidrdlisis de biomasa. Al aplicar el
método de radiacion de microondas previo a la hidrélisis quimica del material lignoceluldsico
hace que el contenido de celulosa alcance aproximadamente el 56% en el hidrolizado. El
contenido de azucares reductores en hidrolizados puede llegar a aumentarse cuatro veces
cuando se utilizan microondas, utilizando 400W de energia con un tiempo 20 minutos de
radiacidn junto con un pretratamiento alcalino o acido (1%, 2%, 3% de hidréxido de sodio o

acido sulfarico) (Nomanbhay et al., 2013).
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Moretti et al. (2014) determinaron que: el pretratamiento con microondas y glicerol
es una nueva alternativa a la separacién de la estructura de lignocelulosa. Al aplicar
microondas durante el pretratamiento de la biomasa lignoceluldsica que se encuentra en
una solucion alcalina da como resultado el incremento del grado de deslignificacién en un
12-13% para los desechos de maiz y arroz. Los resultados de la irradiacién con microondas
de bagazo de cafa de azucar por 5 minutos con agua destilada, acido fosfdrico (pH 3) y
glicerol (10%) indican que 5.4y 11.3% p/p de las fracciones de lignina y xilano se degradan.
Asimismo, al tratar con irradiacién de microondas y glicerol el bagazo de cafia de azucar por
un tiempo de 24 horas de incubacién se obtuvieron mayores rendimientos en la hidrélisis

enzimatica de hemicelulosa y celulosa con un 22.4% y 40.2% p/p, respectivamente.

b. Pretratamiento de ultrasonidos

Al aplicar ultrasonidos como método de pretratamiento de biomasa tiene como
consecuencia la disminucién del tiempo de fermentacién a causa de la desintegracion de las
estructuras lignoceluldsica. La seleccion de la frecuencia de oscilacion, la temperatura y el
tiempo del proceso son parametros para determinar la eficiencia del pretratamiento, asi
como el tipo de material a ser tratado. Comunmente se emplea una frecuencia de 20 a 40
kHz y con estas magnitudes se logra romper los enlaces de hidrogeno internos del
biopolimero. La biomasa consecuentemente sufre aflojamiento, hinchamiento y la ruptura
de las fibras de la celulosa. Los mejores resultados de deslignificacidn fueron observados
para una frecuencia de sonicacién de 40kHz, con respecto a la biomasa fragmentada

(Bussemaker et al., 2013).

c. Pretratamiento de pirdlisis a alta temperatura

La descomposicién termoquimica de la biomasa lignoceluldsica se puede obtener al
aplicar pirdlisis. La desintegraciéon comienza a una temperatura de aproximadamente 200°C.

La gasificaciéon intensiva junto con la carbonatacidn de celulosa se produce a una
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temperatura de 300°C. Se forman carbono y gases piroliticos, incluidos el hidrégeno y el
mondxido de carbono, como consecuencia de la pirdlisis. Este pretratamiento no se aplica
ampliamente para la produccién de hidrégeno, no obstante, se utiliza para la obtencién de

gas de sintesis y bioaceite (Karimi et al., 2006).

d. Pretratamiento aplicando haces de electrones o radiacion gamma

Los haces de electrones y la radiacién gamma incitan la ruptura de los enlaces 1,4-
glicosidicos y provocan un aumento del drea especifica de la biomasa lignoceluldsica, al
mismo tiempo un descenso en el grado de cristalinidad. Toda la energia de los electrones se
deposita en capas de material relativamente delgadas debido a que el haz de electrones
tiene poca penetracion. Lo que no ocurre con la radiacién gamma, que es muy penetrante
en comparacién al haz de electrones. De modo que, puede aplicarse a materiales
relativamente gruesos. El pretratamiento con radiacién gamma tiene como consecuencia la
degradacion de la biomasa, superando la recalcitrancia de la biomasa, asi como el aumento
de la solubilidad y disminucién la resistencia mecanica. La composicién y el grado de
fragmentacién de la biomasa dependerdn los efectos antes mencionados. La radiacion
gamma no puede ser utilizado como un método de pretratamiento industrial, debido a los
altos costos y problemas ambientales que pueden llegar a causar (Wiafe-Kwagyan & Kortei,
2014). Al emplear el procesamiento por haz de electrones para el pretratamiento de bagazo
de cafa de azucar da como resultado un aumento del rendimiento de conversidn de celulosa
en glucosa del 8% al 12% después de 24 horas y al 15% después de 48 horas. El
procesamiento de haz de electrones seguido de tratamiento térmico (60 min a 180°C)
aumento el rendimiento de la hidrdlisis enzimatica de celulosa, alcanzando el 71.55%. Las

hemicelulosas se hidrolizaron totalmente después de este proceso (Duarte et al., 2012).
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Una variedad de diferentes pretratamientos quimicos son utilizados para el

fraccionamiento de biomasa lignoceluldsica. Estos incluyen pretratamientos con acido,

bases, organosolv, oxidacién, liquidos idnicos, entre otros. Estos enfoques de

pretratamiento han demostrado ser eficientes en una amplia gama de materias primas de

biomasa, aunque las maderas blandas suelen producir menores rendimientos de azlcar. En

los siguientes pdrrafos se detallaran los avances recientes con estos métodos de

pretratamiento.

Tabla 3.

Comparacion entre pretratamientos quimicos.

Método de pretratamiento
Acido concentrado

Acido diluido
Pretratamiento alcali
Pretratamiento de oxidacidn
Pretratamiento organosolv

Pretratamiento liquidos
idnicos

Ventajas
Alta conversion de azucar.

Rapido y no necesita acido
reciclado.

Temperatura ambiente,
destruye la lignina.
Ambiental, elimina la

lignina de manera efectiva.

Obtiene lignina pura,
celulosa y hemicelulosa.

Amplio rango de
temperatura ambiental.

a. Pretratamiento con acido

Desventajas

Altamente toxico, corrosivo,
alto costo.

Alta temperatura y presion,
formacidn de inhibidores.
Menor degradacién de
azucar.

Alto costo

Alto costo, ciertos efectos
sobre el medio ambiente y
la fermentacion.

Alto costo

El objetivo del pretratamiento acido de la biomasa lignocelulésica es incrementar la

digestibilidad del sustrato de azucar, definida como la concentracion de azicares reductores

después de la hidrélisis. Acido sulfurico (H2S04) o clorhidrico (HCI) son utilizados

frecuentemente para la hidrdlisis en concentraciones que oscilan entre 0.5 y 10% v/v. La

hidrélisis acida se realiza a condiciones de presidn relativamente bajas y a altas
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temperaturas. La hidrélisis acida puede llevar a cabo como un proceso continuo a
temperaturas superiores a 160°C (concentraciones de acido del 5 al 10%) o como un proceso
periédico a temperaturas por debajo de 1602C (concentraciones de acido del 10 al 40%)
(Hendriks & Zeeman, 2009).

La hidrdlisis acida consiste en romper la estructura de la lignina, disolver la
hemicelulosa y ayudar a la descomposicidn de la celulosa en azucares simples. Para obtener
una hidrdlisis eficaz es necesario que las condiciones de temperatura tengan valores
elevados. A pesar de ello, las temperaturas que superan valores de 110 °C causan la
formacidn de compuestos toxicos, como furfural y 5-hidroximetil furfural. Las sustancias
formadas inhiben la hidrolisis enzimatica y microbiana y, de tal manera que deben
eliminarse. Se puede utilizar procesos de adsorcidn en carbdn activado o a su vez
precipitacion con hidréxido de calcio para poder eliminar los inhibidores (D. P. Singh &
Trivedi, 2013).

La hidrdlisis acida es un método de pretratamiento prometedor dado que la
degradacion de la hemicelulosa provoca una eficiencia de aproximadamente 20 a 90%,
segln las condiciones del proceso. Se sabe que la concentracién de acido durante la
hidrolisis, independientemente de la temperatura varia del 10 al 30% v/v. Pero,
indagaciones cientificas con respecto a las concentraciones de acido manifiestan que para
obtener una alta eficiencia es necesario utilizar alrededor de un 3%. Al trabajar con
concentraciones de acido bajas es necesario el incremento de la temperatura aproximante a
60 °C, de esta manera se obtiene una tasa mucho mayor de sacarificacion de hemicelulosa.
A pesar de esto, las concentraciones de inhibidores en hidrolizados son menores cuando se
usa una alta concentracion de acidos (J. Zhang et al., 2011).

Segun Talebnia et al. ( 2010), la opcidn mas utilizada para tratar la biomasa es el
H,S0, altamente concentrado (por encima del 30%) a temperatura ambiente. Esta opcion da

como resultado una hidrélisis muy eficiente y una concentracidn relativamente alta de
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azucares liberados (hasta un 70% de glucosa). Sin embargo, las altas concentraciones de
acido inducen la corrosién del equipo. Una vez completa la hidrdlisis acida, el pH debe

regularse a los valores requeridos para el tratamiento enzimatico o microbiano.

b. Pretratamiento alcalino

El pretratamiento alcalino consiste en la solvatacién de particulas de lignocelulosa y
la descomposicién hidrolitica de lignocelulosa, llamada saponificacion. Algunas bases se
pueden utilizar para el pretratamiento previo de los materiales lignoceluldsicos, y el efecto
del pretratamiento alcalino depende del contenido de lignina en el material. Procesos de
pretratamiento alcalino utilizan temperaturas y presiones mas bajas que otras tecnologias
de separacién. El pretratamiento alcalino se puede llevar a cabo en condiciones ambientales,
pero los tiempos van desde segundos a dias. En comparacién con el proceso acido, el
método alcalino causa menos degradacidn de azucares, y muchas de las bases pueden ser
recuperadas o regeneradas. Este pretratamiento utiliza varias bases, incluyendo hidréxido
de sodio, hidroxido de potasio, hidréxido de calcio (cal), amoniaco acuoso, hidréxido de
amoniaco. La aplicacion de los reactivos mencionados permite la degradacién y disolucion
de la lignina y expone la celulosa a los agentes hidrolizantes. La lignina se disuelve y se
recombina. Como resultado de esta recombinacion, la estructura de la lignina cambia, de
manera similar a los cambios provocados por el pretratamiento mecdnico. Ademas, en
condiciones alcalinas, el xilano se puede extraer de la hemicelulosa a temperatura ambiente
(J. Xu et al., 2010).

De las bases que pueden ser utilizadas en el pretratamiento, el hidroxido de sodio ha
sido estudiado con mas frecuencia. Sin embargo, el hidréxido de calcio se ha demostrado
gue es un agente de pretratamiento eficaz y es el menos costoso por kilogramo de hidréoxido

(Ibrahim et al., 2011).
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Singh y Trivedi (2013) han manifestado que la aplicaciéon de NaOH al 3% da como
resultado una mayor eficiencia de la hidrélisis de lignocelulosa que el uso de hidréxido de
potasio o calcio (temperatura aproximada de 70°C) a las mismas concentraciones. Las
diferencias en la eficacia de la hidrélisis, es decir, las diferencias en la concentracién de
glucosa después de la hidrdlisis entre los reactivos enumerados anteriormente pueden ser
de hasta el 50%.

El pretratamiento alcalino causa hinchazén de la biomasa, lo que favorece los
procesos de hidrdlisis y fermentacién. En consecuencia, hace que aumente la superficie
interna y disminuye tanto el grado de polimerizacién como la cristalinidad de la celulosa. Los
reactivos alcalinos provocan cambios en la estructura cristalina de la celulosa. Como
resultado, se produce la hidrdlisis de la cadena de polisacarido junto con la saponificacidon de
los cristales. En consecuencia, la densidad de la biomasa disminuye y la disponibilidad de

monoazucares aumentan en etapas posteriores de hidrdlisis (Park & Kim, 2012).

c. Pretratamiento de oxidacion

El pretratamiento oxidante consiste en la aplicacién de perdxidos (es decir, perdxido
de hidrégeno H,0;) o soluciones alcohdlicas de peracidos (acido peracético). Los reactivos
oxidantes disuelven la lignina y la celulosa amorfa, mientras que la hemicelulosa se disuelve
solo después de separarse del biopolimero. La celulosa cristalina no se disuelve. Los
siguientes procesos ocurren durante el pretratamiento oxidante: sustitucidn electrofilica,

dislocacion de las cadenas de sitios y escision del enlace aril-alquilo (H. Chen et al., 2017).

e Peroxido de hidrogeno alcalino (H-0;)

El peréxido de hidrégeno alcalino se utiliza ampliamente en la industria del papel
como agente blanqueador y para la eliminacién de lignina y xilano. Es un agente hidrolizante
muy suave porque no deja ningln rastro de contaminacién en la biomasa y se descompone

en agua y oxigeno. Ademas, no se formar subproductos indeseados de la descomposicién de
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pentosas y hexosas en su presencia, lo que constituye un problema durante la hidrdlisis
acida. El pretratamiento oxidante reduce la recalcitrancia de la biomasa y el perdxido de
hidrégeno reacciona solo con fragmentos de biopolimero alifatico (Garcia-Cubero et al.,
2009).

La aplicacién de perodxido de hidrégeno requiere condiciones de procesamiento
especiales. El reactivo es inestable en condiciones alcalinas y se descompone facilmente
cuando estan presentes metales de transicion (es decir, Mn, Fe, Cu). Reacciones de
oxidacién con H,0; involucran interacciones de radicales hidroxilo, resultantes de la
degradacion del perdxido de hidrégeno con grupos anidnicos, lo que conducen a la

oxidacion y degradacion de la lignina (P. Kumar et al., 2009).

e Ozondlisis

La Ozondlisis es otro método de pretratamiento. Es un método de hidrdlisis eficiente
pero bastante caro. El ozono actia como un agente oxidante fuerte que elimina la lignina y
elimina parcialmente la hemicelulosa. Es el resultado de la oxidacidn, la ruptura de los
enlaces de hidrégeno, asi como el hinchamiento y la descomposicién de los componentes de
la biomasa. La celulosa no se ve afectada por la ozondlisis, ya que no hay ramificaciones en
su estructura. La ozondlisis aumenta la eficiencia del tratamiento enzimdtico de la biomasa
en aproximadamente cinco veces. No se forman subproductos de hidrdlisis téxicos cuando
se utiliza ozondlisis. Las condiciones de proceso suaves (temperatura ambiente, presion

normal) son las principales ventajas de la ozondlisis (Garcia-Cubero et al., 2009).

d. Pretratamiento con liquido iénico

Los liquidos idnicos (IL) son disolventes organicos que existen como pares de iones.
La temperatura de fusién de ILS esta por debajo de 100°C. Los ILS son sustancias de un solo
componente muy persistentes, polares y térmicamente estables. Los ILS mas populares son

las sales imidazol. Los ILS se consideran sustancias respetuosas con el medio ambiente,
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principalmente debido a su baja volatilidad. Por otro lado, los ILS son disolventes bastantes
caros, especialmente cuando se consideran cantidades industriales. Se han encontrado muy
pocos resultados del pretratamiento de biomasa con liquidos idnicos (An et al., 2015).

Amincl (cloruro de 1-alil-3-metilmidazolio) y Bmincl (cloruro de 1-butil-3-
metilmidazolio) se pueden aplicar eficazmente para la disolucion de la celulosa cual la
temperatura es inferior a 100°C. Es probable que el mecanismo de disolucidn de la celulosa
consista en la alteracién de la reticulacién de la lignocelulosa por enlaces de hidrégeno, lo
que se traduce en un aumento de la digestibilidad de la biomasa. Las ILS se pueden reutilizar
después de la recuperacién mediante pervaporacién, dsmosis inversa o intercambio idnico
(F. Xu etal., 2016).

George et al. (2015) indican que, la resistencia de la biomasa a la hidrélisis puede
superarse mediante los procesos de COSLIF (Fraccionamiento de lignocelulosa a base de
solvente de celulosa y solvente organico) o SPORL (Pretratamiento de sulfito para superar la

relcitraciéon de la lignocelulosa).

e. Pretratamiento con organosolv

Segln Guo et al. (2012), un paso crucial durante el pretratamiento de la biomasa
lignocelulésica es la ruptura de los enlaces hidrégeno entre el grupo hidroxilo y el oxigeno en
los polisacaridos. Puede lograrse a temperaturas elevadas (100-250°C). La aplicacion de
acetona antes de aplicar los disolventes organicos aumenta la solubilidad de la celulosa.

Los disolventes orgdnicos populares incluyen diferentes reactivos, es decir,
sustancias de bajo punto de ebullicion: etanol, glicerina, alcohol tetrahidrofarfurico, éteres,
cetonas, fenoles, acido organicos y dimetilsulfoxido. Las sustancias mencionadas se pueden
aplicar como mezclas solubles en agua que contienen opcionalmente catalizadores, es decir,
acidos inorgéanicos (HCI, H,S0,) o acidos organicos (acido oxalico, acido acetilsalicilico), que

ayudan en la disolucién de hemicelulosa y lignina.
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La cinética de la deslignificacion depende del tipo de solvente y material de biomasa.

Los disolventes orgdnicos deben secarse y evaporarse una vez finalizada la hidrélisis debido
a razones econdmicas y de proceso. Los productos de la hidrdlisis con la adicién de
disolventes orgdnicos son de alta calidad y pureza y tienen un bajo contenido de azufre.
Tales productos de hidrélisis encuentran aplicacién en la produccién de calor y como
alternativa a otros polimeros, es decir, a las resinas fendlicas o al poliuretano.

La aplicacidn de disolventes organicos suele ir acompafiada de otros métodos de
pretratamiento. La desventaja de la aplicacién de disolventes organicos es la posibilidad de
gue se produzcan reacciones secundarias en la solucién, dando como resultado un aumento
de inhibidores, es decir, concentracion de furfural que inhibe el proceso de fermentacion.
Ademas, la presencia de compuestos organicos volatiles puede suponer el riesgo de incendio

y es bastante inconveniente, tanto desde el punto de vista medio ambiental como de

seguridad.

2.8.3. Métodos de pretratamiento fisicoquimicos

Tabla 4.

Comparacion entre pretratamientos fisicoquimicos.

Método de pretratamiento Ventajas Desventajas

Explosidn de vapor Transformacion de lignina,  Alta presién y temperatura.
solubilizacion de
hemicelulosas, econémico.

Método AFEX, CO2 Aumenta la superficie de la  Alto costo, no eficiente para
celulosa, ausencia de material con alto contenido
inhibicién de sustancias de lignina.
formadas.

Catdlisis eléctrica No produce compuestos de Alta presién, menor
inhibicion, rentable, eficiencia al producir
aumenta la superficie, azlcares reductores.

elimina la lignina
eficazmente, proceso
limpio.
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a. Pretratamiento de explosion de vapor

El pretratamiento de explosion de vapor es uno de los métodos mas utilizados para
tratar biomasa lignoceluldsica. Este método es llamado asi ya que se creia que una accion
explosiva en las fibras era necesario para hacer un material adecuado para la hidrdlisis. Se ha
demostrado que es mas probable que el efecto del pretratamiento de vapor se deba a la
hidrélisis acida de la hemicelulosa, razén por la cual algunos materiales celuldsicos son mds
dificiles de descomponer. En particular residuos agricolas y algunos tipos de madera dura
contienen acidos orgdnicos, que actian como catalizadores en la hidrdlisis de hemicelulosa.

La materia prima generalmente se trata con vapor saturado de alta presién a una
temperatura entre 160-240°C, que se mantiene durante varios segundos a unos minutos,
después de lo cual se libera la presién. Durante el pretratamiento la hemicelulosa, se
solubiliza y se encuentra en la fase liquida como azucares oligoméricos y monoméricos. La
celulosa en la fase sdlida entonces se vuelve mas accesible a las enzimas. El pretratamiento
de vapor se puede mejorar mediante el uso de un catalizador acido, como H,S0, o SO,. El
acido aumenta la recuperacion de azucares hemiceluldsicos, y también mejora la hidrdlisis
enzimatica de los residuos sélidos. El uso de un catalizador acido en el tratamiento de
explosion de vapor da como resultado una accion similar a la hidrélisis acida diluida, pero

con menos liquido involucrado (Galbe & Zacchi, 2007).

b. Pretratamiento AFEX

El pretratamiento de biomasa con amoniaco se realiza a temperatura y presién
elevadas. El método AFEX consiste en formar una suspensién de biomasa en amoniaco
anhidrido. El proceso se lleva a cabo a 60-90°C con una presién superior a 3MPa durante 10-
60min. La mezcla de biomasa y amoniaco se calienta a la temperatura deseado por 30

minutos y luego el sistema sufre una descompresion repentina. Como resultado, el
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amoniaco se evapora rapidamente y el sistema se enfria. Las variaciones de presiéon
provocan el hinchamiento de la celulosa y aumenta su area especifica.

Durante el proceso AFEX, una pequefia porcidn de hemicelulosa se disuelve en
productos oligoméricos y cambia la estructura de la lignina. El método AFEX puede
aumentar considerablemente la sacarificacion de las plantas, asi como los desechos agricolas
y urbanos.

El amoniaco es muy eficiente con respecto a la lignina, permitiendo hasta un 70-85%
de deslignificacidén de la paja de maiz en 20 minutos y aproximadamente un 40-60% de
eliminacion de hemicelulosas. Sin embargo, el pretratamiento con amonio no es eficiente
para biomasas con alto contenido de lignina. Ademas, los vapores venenosos de amoniaco

generados durante la realizacidn del proceso provocan problemas medioambientales.

c. Pretratamiento de explosion de CO;

La explosidn de didxido de carbono utiliza CO; supercritico para ayudar a la
digestibilidad de la biomasa. Se suministra CO, a 28MPa de presién (magnitud considerada
alta) a la biomasa colocada en un recipiente. El recipiente de reaccidn se calienta a una
temperatura de 200°C por unos pocos minutos. En las condiciones mencionadas el CO,
penetra en la biomasa. Ademas, se forma acido carbdnico como resultado del CO; en agua.
El dcido carbdnico aumenta la velocidad de hidrdlisis, especialmente en la hemicelulosa. La
descompresién del sistema de reaccidn provoca la alteracién y fragmentacion de la
estructura de la biomasa, lo que aumenta su area especifica.

El pretratamiento con didxido de carbono aumenta la eficiencia de la celulosa a
glucosa por aproximadamente el 70% en comparacidn con la biomasa sin ser tratada.

Ademas, la biomasa tratada con CO; es mas vulnerable a la hidrdlisis enzimatica.
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2.8.4. Métodos de pretratamiento biolégico

El pretratamiento biolégico se basa en la degradacién de biomasa por la presencia
de microbios. Se han empleado con éxito microorganismos como los hongos blancos, pardos
y de pudricion blanda para degradar la biomasa lignoceluldsica. Estos pretratamientos son
respetuosos con el medio ambiente y ventajosos en comparacién con otros métodos de
pretratamiento debido a que requiere menor energia y se pueden operar a condiciones
ambientales (Dheeran & Reddy, 2018).

Los métodos microbianos de pretratamiento de biomasa se basan en hongos que
descomponen el material lighoceluldsico. Estos hongos producen enzimas capaces de
despolimerizar o romper la lignina, celulosa y hemicelulosa. Los hongos de podredumbre de
madera actuan a través de la descomposicidn quimica de las paredes celulares de las
plantas, lo que conduce al cambio de color y a la degradacidn. Los hongos pueden atacar
todas las formas de materia prima de segunda generacién. Los cambios en la composicién
guimica, asi como la visién macroscopica del material lignocelulésico se dividen en los
siguientes tres grupos principales de podredumbre de madera: podredumbre marrén
(descomposicién de celulosa y pentosanos), podredumbre blanca (descomposicion de la
lignina) y podredumbre corrosiva (descomposicién de todos los componentes de la madera)
(Chang et al., 2001). La podredumbre puede producir varias enzimas, es decir, lignina
peroxidasa, polifenol oxidasa y peroxidasa dependiente del magnesio.

Las investigaciones relativas a la aplicacion de la podredumbre generada por
Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiate, Dichmitus squalens, Rigidosporus lignosus y
Jungua separabilima muestran que la podredumbre puede causar selectivamente la
hidrélisis de lignocelulosa y despolimerizacion; sin embargo, el proceso consume mucho
tiempo y dura al menos una semana. Las enzimas producidas por la podredumbre blanca se
pueden dividir en tres fracciones principales. La primera fraccidn incluye enzimas

celuloliticas (endo-1,4-glucanasa, exo-1,4-gluconasa), hemicelulasas (es decir, endo-1,4-
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xylanasas, xylosidasas, galactosidasas). La segunda fraccidn incluye enzimas responsables de
la degradacién de la lignina, de las cuales la lignina peroxidasa, dioxigenasas,
peroxidismutasas y oxidasas glioxales son las mas importantes. El tercer grupo incluye
enzimas que interactuan especificamente con lignosacaridos (glucosa oxidasa, piranosa
oxidasa, oxicorreductasa y celobiasa). Las enzimas mencionadas pueden actuar por separado
o sinérgicamente. Sin embargo, su aislamiento y purificaciéon son caros y complicados. Por lo
tanto, se utilizan principalmente como mezclas.

Los procesos de fermentacion realizados con extractos enzimaticos son mas
eficientes que los realizados con cultivos microbioldgicos. Esto se debe a que la eliminacién
de las paredes celulares es crucial para el proceso de fermentacion y sdlo las especies
modificadoras de lignina son de importancia industrial. La lignina es una fraccién
responsable del recalculo de biomasa en el caso de los procesos de fermentacidn (Schilling
et al., 2009).

Sin embargo, incluso después de la eliminacidn de la lignina, es necesario aumentar
la digestibilidad de otras fracciones de azlcar, es decir, celulosa y hemicelulosa. Los hongos
de podredumbre marrén se aplican para cumplir este objetivo. La podredumbre marrén
puede despolimerizar la celulosa amorfa. El mecanismo de accion de podredumbre marrén
consiste en la modificacidon de la estructura de la lignina mediante la desmetilacién, asi como
la oxidacién y degradacién de la hemicelulosa y la celulosa. El producto secundario de dicha
hidrélisis es una suspension de lignina marrén en solucién de oligosacaridos. La principal
cepa de podredumbre marrdn es Gloeophyllum trabeum, que produce glucosidasa, xilasa
termofilica, asi como celulasas y hemicelulasas (Yelle et al., 2008).

Los hongos podridos blandos son Ascomycota, Deuteromycota, Trichoderma
reesei, Chaetomim sp.y Ceratocystis sp. (Lalak et al., 2014). Las especies de hongos

mencionadas antes son especialmente eficaces hacia materias primas con alto contenido de
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humedad. La podredumbre suave actla a través de la erosion secundaria de las paredes
celulares seguida de la descomposicién del complejo de hemicelulosa-celulosa.

Como resultado, se elimina la fraccién de lignina y los polisacdridos se descomponen
a monosacdridos. Sin embargo, el consumo de monosacaridos por podredumbre suave es
bastante alto. Las principales ventajas de la aplicacién de hongos a la despolimerizacion de la
lignina son la alta selectividad y eficiencia. Desafortunadamente, el pretratamiento
microbiano es a menudo intensivo en costos en términos de dinero y tiempo y por lo tanto

no se utiliza a menudo a gran escala (Agbor et al., 2011).

Tabla 5.

Ventajas y desventajas del pretratamiento bioldgico.

Ventajas Desventajas
Degrada la lignina y hemicelulosa. Baja tasa de hidrdlisis.

Bajo consumo de energia.
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CAPITULO IlI

3. Metodologia

3.1 Metodologia de la investigacion

Para introducir este capitulo es primordial entender y explicar el tipo de
metodologia a ejecutarse. Por lo que se refiere a método cientifico, se puede definir como
un conjunto de procedimientos légicos y sistematicos que tienen por objetivo encontrar una
solucidon a un problema y, consecuentemente, este proceso verificard o demostrara la
veracidad de un conocimiento. De hecho, este tipo de investigacion tiende a centrarse en la
exploracién de un limitado pero detallado nimero de casos o ejemplos que se consideran
interesantes o esclarecedores, y su meta es lograr profundidad y no amplitud (Nifio-Rojas,
2011).

En su mayoria, el presente trabajo ocupa investigacion cualitativa por lo que se
recolectaran y analizard los métodos de pretratamiento mds utilizados de forma macro y
micro para asi determinar el proceso mas prometedor, el cual deberd cumplir con las
caracteristicas y especificaciones adecuadas para producir biocombustibles y productos

guimicos de valor agregado.

3.2 Tipos de investigacion

Para lograr los objetivos propuestos en el presente estudio, a continuacién, se

especificaran los tipos de investigacion que seran empleados para una correcta indagacion.

3.2.1 Investigacion Documental

Este tipo de procedimiento cientifico tendra como objeto indagar, organizar, analizar
e interpretar los tipos de pretratamiento de biomasa lighoceluldsica presentes en los cuatro

desechos (bagazo de cafa de azucar, racimo de fruta vacia de palma africana, bananoy
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cacao) con mayor afluencia en la provincia de Cotopaxi. De manera que se empleara como
fuente primaria, el documento escrito en diferentes formas (papers, monografias, tesis,
revistas cientificas entre otros), los cuales seran tomados en cuenta para diferenciarse y
asemejarse entre si. Sin embargo, no esta por demas recalcar que los documentos
encontrados, son resultados de otras investigaciones, lo cual representara la base tedrica del
correcto analisis de las tecnologias para la conversidon selectiva de la biomasa lignoceluldsica.
Dicho esto, el conocimiento se ird construyendo a través de la lectura e interpretacion de los

documentos hallados.

3.2.2 Investigacion Descriptiva

Se desarrollard una investigacién descriptiva, con el propdsito de describir cada uno
de los procesos que intervienen al tratar masas lignoceluldsicas. Ademas, se detallaran las
propiedades, caracteristicas y diferencias entre si de los métodos a ser seleccionados. A la
par se identificaran equipos, materiales y reactivos a ser ocupados en los métodos de
pretratamiento para cada tipo de desecho. Con esto, se establecerd cudl de estos
componentes se encuentran presentes en los laboratorios de petroquimica con el fin que en

un futuro cercano se puedan experimentar y corroborar los resultados.

3.3 Disefio de la investigacion

Cerda (1993) seiiala que: “La expresion disefio de investigacion sirve para designar el
esbozo, esquema, prototipo, modelo o estructura que indica el conjunto de decisiones,

pasos, fases y actividades para realizar en el curso de una investigacion.”

3.3.1 Método bibliogrdfico

Para cumplir con los objetivos propuestos en el capitulo 1, es necesario recopilar
informacién suficiente, misma que estara presente en fuentes escritas de informaciéon como

son: tesis, articulos cientificos, revistas, libros, etcétera. Estos documentos serviran como
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sustento técnico para alcanzar la finalidad de la investigacidon. Para empezar con el estudio
es fundamental enfocarse en qué es y qué componentes contiene el material lignoceluldsico
de una forma en general, de manera que se logrard conceptualizar los términos que
constantemente se ocuparan a lo largo de la indagacidn. Después de esto, se procedera a la
busqueda de los tipos de pretratamiento que se realizan a materias lignocelulésicas. Para
ello se deberd buscar en papers este tema. Con el fin de filtrar informacion relevante, se
leerd los resumenes de cada articulo que se encuentre. De esta manera se desdefiara
informacién que no es destacada para el estudio. Al término de esta actividad se tendra
como resultado la determinacién de la influencia de los procesos de pretratamiento. Previo
a este trabajo se determinaron los posibles desechos que podran ser utilizados como
materia prima tales como: bagazo de cafia de azlcar, racimo de fruta de aceite de palma
africana, desechos de la produccién de cacao y banano. Estos desechos son opciones de la
materia prima que puede ser utilizada en una biorrefineria que tiene por objetivo producir
biocombustible y productos quimicos. Se determina que para cada biomasa se propondra
dos procesos de pretratamiento y se evaluaran de modo que se elegira el que tenga mayor
rendimiento. Los valores se evaluaran y compararan con estudios ya experimentados.
Consecuentemente, se propondrd un proceso que debera ser factible, confiable con el

medio ambiente y a su vez econémico.

3.3.2 Método descriptivo

Con toda la informacion obtenida del método bibliografico se detallaran los procesos
de pretratamiento encontrados. Para tener la informacion ordenada se propone realizar

cuadros comparativos, tablas, graficos.
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3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de informacion

Se recopilard informacidn acudiendo a fuentes previas que se encontraran en bases
de datos para alcanzar los propdsitos del estudio. Sera necesario el uso de un ordenador
conectado a una red de internet. Asi como también se utilizard una aplicacidon social llamada
Mendeley, el software integra funcionalidades que admiten gestionar referencias

bibliogréficas y acceder a los contenidos cargados por los usuarios.

3.5 Discusion de resultados

La discusion de los resultados se basara en toda la informacién documentada y se
procederd a interpretar y organizar las referencias con el propésito de obtener la mayor

cantidad posible de datos relevantes.
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CAPITULO IV

4. Resultados de la investigacion

4.1 Pretratamiento de material lignocelulésico

A lo largo de la investigacion bibliografica se determina que al presente se
encuentran disponibles varios métodos de pretratamiento para fraccionar, solubilizar,
hidrolizar y separar los componentes de celulosa, hemicelulosa y lignina.

En la figura 6 se puede observar el esquema de lo que acontece al pretratar material
lignocelulésico. El pretratamiento convierte a la celulosa cristalina en celulosa amorfa que
facilita el acceso de las enzimas celulasa a enlaces glicosidicos de la celulosa. Las enzimas

celulasa los rompen para liberar la sustancia de azucares fermentables (glucosa y xilosa).
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Figura 6.

Representacion esquemdtica de los cambios que se producen durante el pretratamiento y el

tratamiento enzimdtico.
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Nota: Adaptado de Technological interventions for utilization of crop residues and weedy

biomass for second generation bio-ethanol production por (Pandiyan et al., 2019)

4.1.1 Objetivos de un pretratamiento

En concordancia con Rastogi y Shrivastava (2017), el objetivo de un pretratamiento
eficaz de la biomasa lignoceluldsica debe centrarse en: (a) aumentar la superficie accesible y
descristalizar la celulosa, (b) despolimerizar parcialmente la celulosa y la hemicelulosa, (c)
solubilizar las hemicelulosas y la lignina, (d) modificar la estructura de la lignina, (e)
Maximizar la digestibilidad enzimatica del material pretratado, (f) minimizar la pérdida de

azucares y (g) minimizar los costes de capital y de explotacion.
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Figura 7.

Objetivos por cumplirse al realizar un método de pretratamiento.
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Un pretratamiento eficaz también debe preservar las fracciones de pentosa
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(hemicelulosa), evitar la necesidad de reducir el tamafio de las particulas de biomas, y limitar

la formacién de componentes téxicos.

4.1.2 Factores que afectan la hidrdlisis de la celulosa y hemicelulosa

Entre los factores que afectan se encuentra la porosidad (superficie accesible) de los
materiales de desecho, la cristalinidad de la celulosa, el grado de polimerizacién tanto de
celulosa y hemicelulosa y de igual forma el grado de acetilacion de la hemicelulosa. De
acuerdo a las diferentes propiedades fisico-quimicas de los distintos materiales
lignocelulésicos, estudios demuestran que los resultados varian en funcion de la materia
prima (Pandiyan et al., 2019).

Las duras condiciones utilizadas durante los pretratamientos conducen a las sintesis
de compuestos toxicos, como los furanos (2-furaldehido (furfural) y 5-hidroximetilfurfural
(HMF)), los acidos carboxilicos (acido acético, formico y levulinico) y los compuestos

fendlicos (aldehidos, cetonas, acidos p-cumarico y ferulico).
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4.1.3 Productos generados durante la hidrdlisis de la celulosa

El material lignocelulésico (celulosa, hemicelulosa y lignina) puede romper los
enlaces internos para formar glucosa, xilosa, manos, galactosa y compuestos fenélicos
respectivamente, como se puede ver en la figura 8. De los mondmeros derivados, estos
logran descomponerse mientras el proceso se realiza y de esta manera se forman
compuestos como 5-hidrometilfurfural provenientes las hexosas (monosacdrido de 6
carbonos) y furfural procedente de las pentosas. HMF Y furfural incluso pueden corromperse
en acido levulinico y acido formico. Ademas, se puede formar acido acético que es
producido a partir de los grupos acetilo presentes en la hemicelulosa. De igual forma se
pueden generar compuestos fendlicos desde la lignina (Jonsson & Martin, 2016).

Figura 8.

Compuestos generados durante la hidrdlisis de la celulosa
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4.1.4 Andlisis de diferentes tipos de pretratamiento.

Los procesos fisicoquimicos y bioldgicos son los mads utilizados para pretratamientos
de biomasa lignoceluldsica. Los diferentes tipos de pretratamiento se han discutido

brevemente en la siguiente tabla 6.



Tabla 6.

Andlisis comparativo de varios pretratamientos.
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Pretratamiento

Modo de accion

Ventajas

Desventajas

Mecanico

Extrusion/Pirolisis

Agua caliente
liquida

Explosion de vapor

Expansidn de fibra
de amoniaco

Moler, triturar para reducir el tamafio de las particulas

Tratamiento a alta temperatura (>300°C) seguido de una mezcla vy
cizallamiento provoca desfibrilacién, fibrilacidon y acortamiento de la fibra.
Agua caliente liquida (160-240°C) a alta presion (>5Mpa) durante un intervalo
de tiempo desde unos minutos hasta una hora elimina la hemicelulosa de la
biomasa lignocelulésica haciendo que la celulosa sea mas accesible.

La exposicion de la biomasa triturada a vapor caliente (160-260°C) a alta
presion durante un periodo de tiempo especifico seguido de una liberacion
repentina de presidon provoca la auto hidrdlisis de los grupos acetilo de la
hemicelulosa. Fibras individuales se separan interrumpiendo la estructura de
la pared celular.

Tratamiento con amoniaco liquido a temperatura moderada (60-100°C)
durante 30-60 minutos a alta presidn (250-300 psi) seguido de una liberacidn
repentina de presidon provoca la ruptura de las fibras de la biomasa y la
descristalizacion parcial de la celulosa.

-Incremento de la superficie especifica y
digestibilidad de la biomasa.
-Reduccidon de la cristalinidad y grado de
polimerizacién de la celulosa.

-Un mejor control de pH minimiza la
degradacion inespecifica de los polisacaridos.
-Alta recuperaciéon de pentosas y menor
formacion de inhibidores.

-No se requieren de productos quimicos ni
materiales resistentes a la corrosion.
-Hidrdlisis enzimatica mejorada.

-Menor impacto ambiental.

-Se requieren menos quimicos peligrosos.
-Alto rendimiento de azucar.

-Factible para las industrias.

-Incrementa la superficie accesible para
enzimas y, por tanto, una digestibilidad
mejorada.

-Formacién de
inhibidores o toxicos.

compuestos menos

El alto costo de energia hace
que este método sea
econdmicamente ineficiente.

Los parametros en el reactor
deben ser altamente eficientes.
-Alta requerimiento de energia
y demanda de agua.

-No es factible para escala
comercial.

-Menos efectivo para maderas
blandas.

-Formacién  de  productos
inhibidores.
-Degradacion parcial de

hemicelulosas y lignina.
-Requisito de equipo adicional
para la adicién de acido.

-Alto costo.

-No es muy eficiente para
biomasas con alto contenido de
lignina.

-Alto costo de una
cantidad de amoniaco.
-Las  hemicelulosas no se
reducen significativamente
afectando asi el rendimiento de
azucar.

gran
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Pretratamiento

Modo de accion

Ventajas

Desventajas

Acido

Alcali

Organosolv

Ozondlisis

Bioloégico

Se usa acido diluido en lugar de concentrado a alta temperatura (180°C)
durante un periodo corto de tiempo o a temperaturas mas bajas (120°C)
durante un tiempo de retencién mas prolongado (30-90 min) para solubilizar
las hemicelulosas y la lignina

El tratamiento con alcalis como hidrdxidos de sodio, potasio, calcio y amonio
altera el éster y las cadenas laterales glucosidicas provocando una alteracion
en la estructura de la lignina, hinchazén de la celulosa y su descristalinizacion
parcial y solubilizacién parcial de la hemicelulosa.

Se utilizan mezclas de disolventes organicos o acuosos (como etanol,
etilenglicol, acetona, metanol, etc.) con catalizadores de acido inorganico para
extraer la lignina.

Eltratamiento con ozono degrada la lignina al atacar la estructura de los anillos
aromaticos, sin afectar la celulosa y las hemicelulosas.

Los microorganismos especificamente los hongos de la podredumbre blanca
como P. Chrysosporium, C. Lacerata, C. stercolerus, etc. Producen peroxidasas
de lignina y peroxidasas dependientes de manganeso y lacasa que causan la
degradacion de la lignina

-Hidrdlisis mejorada de hemicelulosas vy
cantidad de celulosa amorfa.
-Alto rendimiento de azucar.

-Eliminacidn eficiente de toda la lignina.
-Mayor  accesibilidad de la enzima
degradadora de hemicelulosas.

-Disminucién del grado de polimerizacion y
cristalinidad de la celulosa.

-Mejora de la digestibilidad enzimatica de la
lignina y hemicelulosas.

-No se producen residuos toxicos.

-La reaccidn se lleva a cabo a temperatura y
presidn ambiente.

-Bajo costo de capital.

-No se requieren productos quimicos.

-Bajo requerimiento de energia.
-Se requieren condiciones
suaves.

ambientales

-Alto consumo de energia, por
lo que el costo es elevado.
-Los acidos son corrosivos, por

lo que el proceso requiere
recipientes de reaccion.
-Formacién de compuestos
inhibidores.

No es eficiente a escala
industrial.

-El coto de los solventes y
catalizadores son altos.

-Riesgo de incendios vy
explosiones debido a que los
disolventes  organicos son
inflamables

-Muy caro debido a las grandes

cantidades  requeridas  de
ozono.

-Tasa lenta de hidrdlisis e
ineficiente para propésitos
industriales.

-Los costos operativos
aumentan en operaciones a
gran escala.

-Es necesario identificar y aislar
mas microbios para
deslignificar el material

lignoceluldsico de forma rapida
y eficaz.

Nota: (Garcia-Cubero et al., 2009; R. Kumar & Wyman, 2009; Martin et al., 2002; Maurya et al., 2015; Mosier, Wyman, et al., 2005; Pan et al., 2005;

Sindhu et al., 2016; R. Singh et al., 2014; von Sivers & Zacchi, 1995; Yang & Wyman, 2008; Yu et al., 2010)
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4.2 Pretratamiento para bagazo de cafia de azticar

Para pretratar el bagazo de cafia de azlcar, después de encontrar un sinnimero de
bibliografias se consideré el pretratamiento acido puesto que es el tratamiento mas examinado.
Se procedid a la revisién de un segundo pretratamiento; que consiste en aplicar un
pretratamiento alcalino seguido al proceso acido debido al gran interés por remover la lignina.
Se probd un segundo pretratamiento Unicamente con hidréxido de sodio para reducir el nUmero
de pasos de procesamiento. Y se revisé un tercer pretratamiento con peréxido de hidrégeno en
solucidn alcalina para contrastar los posibles resultados con los dos pretratamientos
anteriormente mencionados. La cantidad de fraccidn sélida se espera cuantificar después de

cada proceso de pretratamiento utilizando la ecuacion 1.

g ) _ cantidad final de parte insoluble (g)

fraccién sélida ( . .
g de materia prima

~ cantidad inicial de materia prima (g)

La caracterizacion quimica del bagazo de cafia de azucar sin tratar indica que la fraccidn
esta compuesta por 38,59% de celulosa, 27,89% de hemicelulosa 'y 17,79% de lignina (tabla 8)
Estudios preliminares indican cantidades semejantes de 47,6% de celulosa, 39% de hemicelulosa
y 11,2% de lignina para el bagazo de cafia de azlcar (Zambrano, 2021).

Las figuras 9, 10 y 11 fueron creadas para facilitar y seguir una secuencia ordenada al
desarrollar los pretratamientos.

e Pretratamiento utilizando acido y alcali

De acuerdo a la metodologia descrita por (Qiao et al., 2019) el paso numero uno del

pretratamiento trata de utilizar un 20% p/v de bagazo en una solucién de acido sulfurico al 2%

v/v. Luego la mezcla debe ser llevada a una temperatura de 121°C durante 30 minutos. La
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porcidn sélida resultante debe tener un valor de 7,0 de potencia de hidrégeno (pH) de manera
que se lava las veces necesario para cumplir con esta caracteristica y luego colocar en una estufa
a 40°C para secar la muestra. El segundo paso de pretratamiento propuesto por (Rezania et al.,
2019) se procede a utilizar 20% p/v de bagazo, a continuacidn se sumerge en una solucidn de
hidroxido de sodio al 4% p/p. La mezcla al igual que el paso anterior se recomienda colocar a
una temperatura de 121°C por el mismo tiempo. Es importante controlar que el pH de la mezcla
se ajuste a 7.0 para ello se usa acido clorhidrico después de ocurrida la reaccidn. La fase sdlida
se lava por tres veces con agua destilada con el propdsito de eliminar azucares disueltos y la
lignina solubilizad. Finalmente se almacena a 4°C hasta su uso. Antes de la experimentacion, se

mide la humedad para convertir las cantidades a una base de peso seco.

Figura 9.

Metodologia para desarrollar el pretratamiento dcido-dlcali.

Proceso Acido

Utilizar 20% (p/v) de

bagazo y sumergir en Someter la mezcla a Lavar la fraccion Secar a 40°C en una
solucién de H,S0, al [~™| unatemperaturade |—| solidahasta obtener [— o e 1o corado.
204 viv. 121°C por 30 min. pH de 7.

Proceso Alcali

Sumergir 20% plv de Se requiere un pH Lavar la fraccion
o La mezcla someter a . - ‘ .
solido seco en temperatura de neutro para ello sélida para eliminar Almacenar a 4°C
solucion de NaOH al » 121,,5 or 30 min utilizar HC, despues ™ azacares disueltos y | para su posterior uso.
4% plp. P . de la reaccion. la lignina solubilizada.
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e Pretratamiento alcalino
Este pretratamiento se lo realizara de forma similar a las condiciones empleadas en el

segundo paso del pretratamiento combinado 4cido y alcalino.

Figura 10.

Metodologia para desarrollar el pretratamiento alcalino.

Proceso Alcali

Utilizar 20% plv de Someter a Se requiere un pH Lavar la fraccion
bagazo y sumegir en temperatura de neutro para ello solida para eliminar Almacenar a 4°C
solucion de NaOH al 121°C por 30 min utilizar HCI, despues azlicares disueltos y para su posterior uso.
4% plp. ' de la reaccion. [a lignina solubilizada.

e Pretratamiento con H,0; en medio alcalino

El pretratamiento con perdxido de hidrégeno se replicara tal cual el procedimiento de
Luo et al. (2019). Se utiliza 4% p/v de biomasa, se sumerge en un 7,35% v/v de solucién de
perdxido de hidrégeno. El pH de la solucion se debe sujetar a 11,5 con hidréxido de sodio.
Posteriormente utilizando un agitador magnético, la mezcla se agita a 100 rpm durante 1 hora a
temperatura ambiente. La reaccion producida en este tipo de pretratamiento es exotérmica, de
tal manera que se espera observar un aumento de temperatura. Tras de la reaccion, se
desecharad la parte liquida y los sdélidos seran lavados por agua. La fraccién sélida debe ser lavada
al menos quince veces con agua y se almacena a 4°C hasta su uso. Previamente cuando se use la
masa tratada se considera medir la humedad para convertir las cantidades a una basa de peso

seco.
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Metodologia para desarrollar el pretratamiento dcido-dlcali.

Utiizar 4% (piv) de Ajustar un pH de
bagazo y sumergir en 115 lasin de
solucion de H,0; al perdxido de

7,35% viv. hidrogeno con NaOH

Agitar a 100rpm por
1h a condiciones
ambientales. y lavar sélidos.

Luego de la reaccion,

- Almacenar a 4°C
descartar fase liquida

para su posterior uso

4.2.1 Composicion y SEM de caiia de aziucar

Conforme con Gouveia et al. (2009), para cuantificar los contenidos de celulosa,

hemicelulosa, lignina, cenizas, extractos de solventes organicos en la materia prima y en la fase

sélida del bagazo pretratado se realizara andlisis gravimétricos y espectroscopia. También,

procederd una microscopia electrdnica de barrido (SEM) para observar la morfologia del bagazo

crudo y pretratado y de esta forma evaluar los cambios en la estructura que seran causados al

aplicar los pretratamientos. La composicion de celulosa, hemicelulosa y lignina presentes en la

materia prima son 39,58%, 27,89y 17,79%, respectivamente.

Tabla 7.

Fraccion solida de biomasa

Pretratamiento

Fraccion sélida

(g/g de materia prima)

Combinado acido-alcali

Alcalino

Perdxido-alcalino

0.26

0.55

0.21
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Segun Guilherme et al. (2015), las cantidades de fraccidn sélida obtenidas después de
los procesos de pretratamiento fueron, 0.26, 0.55 y 0.21 g/g de materia prima, respectivamente,
para el pretratamiento combinado acido y dlcali, alcalino y con peréxido. La mayor cantidad de
fraccidn sdlida en el pretratamiento alcalino fue causada por la baja conversién de hemicelulosa
como se puede observar en la tabla 8, misma que permanecio en la fraccién sélida. También
informd que al momento de realizar el pretratamiento con peréxido se formd una cantidad
considerable de espuma, la misma que influye en la alta pérdida de biomasa observada en este

pretratamiento.

Tabla 8.

Composicion de la materia prima y fraccion sélida del bagazo pretratado (base seca)

Pretratamiento % Celulosa % Hemicelulosa % Lignina
Ninguno 38,59 + 3,45 27,89+ 2,68 17,79+ 0,62
Acido-dlcali 65,03+ 2,34 10,95+ 0,19 8,12+0,31
alcalino 47,21+3,23 29,29 +2,32 4,31+1,78
Alcalino-Peroéxido 53,85+ 2,76 22,02 £ 3,27 7,99 £ 3,84

La tabla 8 presenta la composicidn de la materia prima y de la fraccidn sdélida del bagazo
de cafa de azucar pretratado.
Al analizar la figura 12, el pretratamiento acido-alcali es aquel que intensifica la

proporciéon de celulosa en la muestra de bagazo de cafia de azucar luego del método los analisis
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indican que contiene 65,03%. Para el declive de la proporcién de hemicelulosa, el
pretratamiento acido alcalino nuevamente otorga un resultado favorable con un 10,95% en la
materia prima. Se debe cumplir con los objetivos de un pretratamiento, por ello el método

alcalino es el que logra una mayor deslignificacion con un 4,31% de lignina.

Figura 12.

Representacion grdfica de las composiciones lignocelulésicas al pretratar bagazo de cafia de

azucar.
Composiciones de material lignoceluldsico pretratados
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Pretratamientos
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De la figura 13 se observa que el pretratamiento combinado con acido- alcali puede
llegar a aumentar un 26,44% la cantidad de celulosa en la composicién del bagazo con respecto
a la composicion de la muestra que no tiene ningln pretratamiento, seguido a este
pretratamiento se encuentra el alcalino-perdxido con un 15,26% y finalmente con un 8,62% el

procedimiento alcalino.
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Figura 13.

Representacion grdfica del porcentaje de aumento de celulosa al pretratar bagazo de cafia de

azucar.

% De aumento de celulosa después de aplicar
pretratamiento

m Acido-dlcali mAlcalino  m Alcalino-peréxido

De igual forma, se puede analizar en la figura 14 que con el pretratamiento acido-
alcalino disminuye la mayor cantidad de hemicelulosa. Con respecto a la composicion de la masa
sin tratar desciende en un 16,94%, continua el perdxido-alcalino con un 5,87%. En la
representacién grafica muestra que se reduce -1,40% de hemicelulosa al pretratar con un
compuesto alcalino. Se esperaria que fuera una cantidad positiva, pero no es el caso. El

porcentaje de hemicelulosa es mayor al que contenia en un principio, pues el sigho negativo
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indica que la conversidn de hemicelulosa fue muy baja en comparacién con los demas

pretratamientos.

Figura 14.

Representacion grdfica del porcentaje reduccion de hemicelulosa al pretratar bagazo de cafia de

azucar.

% De reduccion de hemicelulosa después de aplicar
pretratamiento

mAcido-dlcali mAlcalino m Alcalino-peréxido

-1,40

Todos los pretratamientos consiguen reducir la cantidad de lignina en al menos un 50%
como se puede observar en la figura 15. De modo que el pretratamiento alcalino es el que
presenta la mayor reduccion de lignina dado que después del pretratamiento se reduce un
13,48%, continua con un 9,67% el pretratamiento perdxido- alcalino y por ultimo con 9,80% el

combinado acido-alcali.
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Figura 15.
Representacion grdfica del porcentaje de reduccion de lignina al pretratar bagazo de cafia de

azucar.

% De reduccion de lignina después de aplicar
pretratamiento

m Acido-alcali mAlcalino  m Alcalino-peréxido

Para justificar si los valores analizados son correctos se procedié a compararlos con
resultados de otros estudios. Los resultados estudiados son similares a los encontrados en otras
literaturas (Han et al., 1983).

La figura 16 ilustra los efectos al realizar un analisis morfoldgico de la materia primay
fraccion solida del bagazo pretratado por SEM ejecutado por Guilherme et al. (2015). Esta claro
gue las morfologias de los bagazos expuestos tanto al pretratamiento combinado acido- alcali
como el alcalino son muy similares, sin embargo, el combinado presenta sutiles diferencias al
contrastarlo con el pretratamiento con peréxido. Igualmente, las complexiones son similares de

los bagazos que fueron sometidos por el pretratamiento alcalino y con el de perdxido. En



69

definitiva, se puede observar que una estructura mas desorganizada resulta de la aplicacion de

los pretratamientos en comparacién con la materia prima.

Figura 16.

Morfologia de la materia prima y la fraccion sélida tras los procesos de pretratamiento de bagazo
de cafia de azucar mediante andlisis sem. Se observa al bagazo despues de: a) pretratamiento
acido y alcalino combinado, b) pretratamiento alcalino, c)pretratameinto con perdxido y alcali; y

e) materia prima.

Nota: Tomado de Evaluation of composition, characterization and enzymatic hydrolysis of

pretreated sugar cane bagasse (p. 28) por Guilherme et al., 2015.
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4.2.2 Seleccion de pretratamiento

Con base a referencias bibliograficas se determina que el pretratamiento a recomendar
para tratar bagazo de cafia de azlcar en la provincia de Cotopaxi es el dcido-base. El tratamiento
seleccionado es muy util puesto que aumenta la proporcidn de celulosa y reduce una cantidad
considerable de lignina. Al aplicar acidos en los pretratamientos se solubilizan las hemicelulosas,
exponiendo la celulosa al ataque enzimatico. Los pretratamientos con sustancias basicas
eliminan la lignina y reducen el grado de cristalinidad de la celulosa. Se espera con este proceso
tener un alto rendimiento de azucares reductores y una mayor accesibilidad en la hidrélisis

enzimatica para la generacidn de biocombustibles y productos quimicos.

4.3 Pretratamiento para racimo vacio de fruta de palma africana

La caracterizacidn quimica del racimo vacio de fruta de palama africana sin tratar revela que
el material lignoceluldsico tiene fracciones de 42,5% de celulosa, 28,29% de hemicelulosa 'y
20,16% de lignina (tabla 9) Estudios previos determinan que las cantidades son semejantes
dando valores de 23,7% de celulosa, 21,6% de hemicelulosa y 29,2% de lignina para el racimo
vacio de fruta de palma africana (Zambrano, 2021).

e Pretratamiento con perdéxido de hidrégeno alcalino

Tareen et al. (2020) experimentd este tipo de pretratamiento para asi determinar las

condiciones dptimas para conseguir el mayor porcentaje de eliminacion de lignina del racimo de
fruta de palma africana. Se compard con otras bibliografias y se considera que esta es la mas
oportuna para replicarla. Inicialmente las muestras se deben cortar con una trituradora en
fragmentos de aproximadamente de 2x2x0,5 cm?. El autor indica que para mejores resultados se
inicia realizando una explosién de vapor en donde se ocupa 150 g de muestra seca en un tanque

de 2,5L a 210°C. Al concluir la explosion de vapor, para la obtencién de las fibras explotadas con
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vapor se recoge y exprime la suspension de pulpa combinada. Subsiguientemente por 30
minutos con agua a 80°C se lava con relacidn 1:8 (sélido: liquido (g/mL)). Se proceden a
pretratar con perdxido de hidrégeno alcalino a una temperatura de 70°C durante 30 minutos las
fibras explotadas con vapor. La concentracidn de perdxido de hidrégeno es del 3% p/p con una
muestra de sélidos del 10% en peso. Se ajusta el pH de 11,5 con una solucién de hidréxido de

sodio (5M). Finalmente se procede a recoger la muestra, lavarla y secarla para su posterior uso.

Figura 17.

Metodologia para desarrollar el pretratamiento con peroxido de hidrégeno alcalino.

Lavar la muestra por
30 min con agua
caliente

Recoleccion de
fobras explotadas

Triturar la materia

prima Explosién de vapor

Sumergir 110% p/p de

Ajustar pH a 11,5 con Lavar la muestra y

fibras explotadas en NaOH secar en estufa.

H202 AL 3% p/p

e Pretratamiento con acido oxalico asistido por microondas
Anita et al. (2020), para su experimentacion eligié el pretratamiento con acido oxalico asistido
por microondas para pretratar racimos vacios de palma africana. Antes de iniciar el
procesamiento, la materia prima debe ser tritura en pequefias particulas usando un molino de
martillos y luego tamizar la materia prima con el objetivo de adquirir particulas con un tamafio
de malla entre 40 y 60. Es importante preservar el contenido de humedad presente, para ello el
material debe ser conservado en un contenedor a temperatura ambiente. Acto seguido se

procede a sumergir 3 g de biomasa en acido oxalico al 1% en un tubo de tefléon con una relacidn
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sélido, liquido de 1:10, y se desgasifica a -20 bar al vacio. El tubo se sella herméticamente y se
coloca en un microondas. El proceso se mantiene en condiciones de agitacion magnéticay a
temperatura de 190°C durante 3 min, se debe tomar en cuenta que no se incluye el tiempo de
precalentamiento hasta la temperatura objetivo y también se considera un tiempo de 10 min
para que la muestra se enfrie. El enfriamiento se lo considera para liberar el calor dentro del
reactor, de modo que el tubo se pueda guardar y abrir. Tras la irradiacion producida por el
microondas, el tubo se enfriard en bafio de hielo por 30 min. La fraccidn sélida a ser analizada se

obtendra filtrando y lavando con agua destilada hasta llegar a la neutralidad.

Figura 18.

Metodologia para desarrollar el pretratamiento con dcido oxdlico asistido por microondas

Sumergir 3g de
Tamizar »| biomasa en acido
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e Pretratamiento con explosion de vapor
De acuerdo con la metodologia propuesta por Medina et al. (2016), el pretratamiento
de explosidn de vapor se realiza en un reactor de acero inoxidable con una capacidad de 10L. El

pretratamiento ocupa muestras de 300g de racimo vacio de fruta de palma africana. La materia
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prima se implanta en el interior del reactor y se debe alimentar vapor saturado hasta alcanzar
una temperatura de 195°C esto ocurre en torno a 6 min. La descompresién repentina
desprendera el material en el fondo del reactor y el vapor serd retirado hacia la atmdsfera.
Seguido al paso descrito se procede a lavar por 5 veces con agua destilada y los sélidos se
recuperaran por centrifugacién. Por ultimo, se procede a secar la muestra para su posterior

andlisis.

Figura 19.

Metodologia para desarrollar el pretratamiento con explosion de vapor.

Colocar 300 g de Alimentar vapor Retirar vapor
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4.3.1 Composicion y SEM de racimo vacio de fruta de palma africana

Solihat et al. (2019) determinan la pérdida de peso de los componentes quimicos
pretratados y no tratados del racimo vacio de fruta de palma africana para asi evaluar los
cambios de composicién en una muestra. Un microscopio electrénico de barrido (SEM) fue
empleado para analizar las caracteristicas morfoldgicas de las fibras pretratadas. La composicion
de celulosa, hemicelulosa y lignina presentes en la materia prima son 38,67%, 30,22% y 23,76%,

respectivamente.
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Composicion de la materia prima y fraccion sélida de racimo vacio de fruta de palma africana

(base seca)

Pretratamiento % Hemicelulosa % Celulosa % Lignina

Materia prima 30,22 38,67 23,76
26,55 41,23 23,62
28,1 47,6 13,1

Perodxido de hidrégeno 12,940,21 73,96+0,03 11,6840,24

alcalino

Acido oxalico asistido por 10,56+1,58 61,12+2,66 19,81+0,09

microondas

Explosidn de vapor 18,3 53,7 13,0

Para la obtencidn de la figura 20 se procede a realizar el calculo de la media de las

composiciones lignocelulésicas (materia prima), con la finalidad de analizar de forma general el

aumento o disminucidn de los porcentajes de celulosa, hemicelulosa y lignina presentes en la

muestra con respecto a los pretratamientos propuestos. De esta forma se tienen los datos

simplificados en la tabla 10.



Tabla 10.

Composicion de la materia prima y fraccion sélida de racimo vacio de fruta de palma africana

(base seca)

Pretratamiento % Hemicelulosa % Celulosa % Lignina
Materia prima 28,29 42,5 20,16
Peréxido de hidrégeno 12,9+0,21 73,96%0,03 11,68+0,24
alcalino

Acido oxalico asistido por 10,56+1,58 61,12+2,66 19,81+0,09
microondas

Explosion de vapor 18,3 53,7 13,0

75
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Representacion grdfica de las composiciones lignoceluldsicas al pretratar racimo vacio de palma

africana.
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El pretratamiento con perdxido de hidrégeno aumenta la superficie, rompiendo los

enlaces intermoleculares estructurales entre los carbohidratos y la lignina (Quintana et al.,

2008). Las condiciones esbozadas para la realizacidn del pretratamiento con perdxido de

hidrégeno alcalino alteran la estructura de la celulosa dando asi porcentajes mas altos, 73,96%

el cual es un valor superior al de la materia prima que contenia inicialmente 42,5%. Incluso se

puede sefialar que el contenido de lignina tiene una disminucidn apreciable con un valor de

11,68%, lo que representa aproximadamente el 50 % de deslignificacion en comparacién con la

materia prima. Las composiciones quimicas del racimo vacio de fruta de palma africana

utilizando el pretratamiento con acido oxalico asistido por microondas indican

desprendimientos de los componentes lignocelulésicos, la mayor pérdida es de hemicelulosa
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resultando un 10,56%, lignina con 19,81% y contenido de celulosa aumento hasta alcanzar
61,12%. Estos valores manifiestan que el pretratamiento elimina parte de la lignina y
hemicelulosa presentes en la muestra de desecho. Con respecto al pretratamiento utilizando
una explosion de vapor la recuperacién de celulosa incremento hasta un 53,7%, la composicion
de lignina disminuye hasta alcanzar el 13% y la hemicelulosa se reduce al 18,3%. Los porcentajes
de pérdidas de materiales lignoceluldsicos estadn calculos en base a los componentes presentes
en la masa sin tratar.

De la figura 21. se pueden identificar los porcentajes de celulosa post la aplicacién de
pretratamiento. El pretratamiento con peréxido de hidrégeno alcalino incrementa en un 31,46%
la composicién de celulosa, este valor es muy conveniente y prometedor para aplicar una
sacarificacidon enzimatica y como resultado obtener un mayor rendimiento en la produccién de
biocombustibles y productos quimicos con valor agregado. Con un 18,62% se aumento la
celulosa aplicando el pretratamiento con acido oxalico asistido por microondas y el que dio

menos conversion es el pretratamiento con explosién de vapor con un 11,2%.
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Figura 21.
Representacion grdfica del porcentaje de aumento de celulosa al pretratar racimo vacio de fruta

de palma africana.

% De aumento de celulosa después de aplicar
pretratamiento

W Perdxido de hidrégeno alcalino mAcido oxdlico asistido por microondas M Explosién de vapor

Al ocupar pretratamientos se espera que la cantidad de hemicelulosa presente en el
racimo vacio de fruta de palama africana se reduzca. Luego de aplicar los pretratamientos
propuestos se espera una reduccidn considerable. De la figura 22 se deduce que un 17,73% de
hemicelulosa fue atenuada por el pretratamiento con acido oxdlico utilizando radiacion
microondas. El pretratamiento con perdxido de hidrégeno alcalino baja un 15,39% con respecto
a la masa sin ser tratada. Y el que no aminoro tanto es el pretratamiento con explosidn de vapor

pues solo fue un 9,99%.
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Figura 22.
Representacion grdfica del porcentaje reduccion de hemicelulosa al pretratar racimo vacio de

fruta de palma africana.

% De reduccion de hemicelulosa después de aplicar
pretratamiento

W Perdxido de hidrégeno alcalino  m Acido oxalico asistido por microondas M Explosién de vapor

De los pretratamientos analizados, el que ocupa perdxido de hidrégeno alcalino reduce
en mayor proporcién el contenido de lignina con un 8,48% con respecto a la composicidn inicial
de la muestra. A continuacién, se encuentra con decrecimiento del 7,16% el pretratamiento con
acido oxalico asistido por microondas y en ultima instancia con un valor menor al 1% se

encuentra el proceso con explosion de vapor.

Figura 23.
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Representacion grdfica del porcentaje de reduccion de lignina al pretratar racimo vacio de fruta

de palma africana.

% De reduccion de lignina después de aplicar
pretratamiento

m Perdxido de hidrégeno alcalino  m Acido oxalico asistido por microondas  m Explosién de vapor

Se puede observar en la figura 24 que la superficie del racimo de palma africana crudo
estd intacta y de superficie dura con haces de fibras bien ordenadas. Las fibras explotadas por
vapor se observan que estan todavia compactas y analizando se determina que existe dureza en
las fibras. Por otro lado, tras el pretratamiento con perdxido de hidrégeno alcalino, se evidencia
un cambio estructural y una deformacidn fisica. Las fibras resultan rugosas, sueltas, se rompen
con grietas y poros en la superficie (H. Zhang et al., 2019). Estos cambios estructurales se
atribuyen a la degradacion de lignina y hemicelulosa. Las fibras estan bien separadas lo que
podria reducir la barrera estructural y proporcionar mas area de superficie para la accesibilidad

de las enzimas (F. F. Sun et al., 2015).
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Figura 24.

Andlisis de microscopia electronica de barrido (SEM) de (a) tronco de palma aceitera en bruto, (b)

fibras explotadas por vapor y (c) fibras tratadas con perdxido de hidrégeno alcalino.

Nota: Tomado de Investigation of alkaline hydrogen peroxide pretreatment to enhance

enzymatic hydrolysis and phenolic compounds of oil palm trunk (p. 13) por Tareen et al., 2020.

Comparando las figuras 24 y 25 se puede evidenciar la existencia de un cambio en la
morfologia del material lignocelulésico al aplicar pretratamientos diferentes e incluso al variar
las condiciones de experimentacidn se esperaria otros resultados en la composicién. En la
superficie del racimo vacio de palama africana se ven mas rupturas en las fibras y las estructuras

son mas desordenadas a comparacién del pretratamiento con perdxido de hidrégeno alcalino.
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Figura 25.

Cambios de la superficie de la fibra de racimo vacio de palama africana. (a) sin tratar, (b)

pretratada con dcido oxdlico alcalino a 190°C

Nota: Tomado de Disruption of oil palm empty fruit bunches by microwave-assisted oxalic acid

pretreatment (p. 250) por Solihat et al., 2017.

4.3.2 Seleccion de pretratamiento

La composicién quimica y la morfologia de racimo vacio de fruta de palma africana se
modifican mediante los tres pretratamientos analizados, esta afirmacién se puede confirmar por
los resultados de los andlisis quimicos y SEM. Para la eleccién de un pretratamiento se considera
el que haya dado mayor porcentaje de deslignificacion, quien cumple dicho parametro es el
pretratamiento con peréxido de hidrégeno alcalino. A su vez, el mismo proceso incrementa el

contenido de celulosa que indica un mayor potencial para producir aztcares reductores.
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4.4 Pretratamiento para raquis de banano

Para trabajar con el raquis de banano se propone tres pretratamientos para cambiar la
composicion de las fracciones lignoceluldsicas. Se menciono con anterioridad que el
pretratamiento mas estudiado es el acido pues solubiliza las hemicelulosas en mayor
proporcién, por ello se lo considera como el primer objeto de estudio para este tipo de desecho.
Seguido al acido, se analizé el alcalino con el propdsito de degradar la mayor cantidad de lignina
y para el tercer pretratamiento se estudié el que utiliza peréxido como reactivo. La
caracterizacién quimica de raquis de banano sin tratar muestra que la fraccién estd compuesta
por 60,84% de celulosa, 19,62% de hemicelulosa y 19,26% de lignina (tabla 11) Estudios
anteriores informaron labores similares de 26,7% de celulosa, 25,8% de hemicelulosay 17% de
lignina para el raquis de banano (Zambrano, 2021).

Bibliografias muestran dptimos resultados al pre acondicionar la biomasa, para tratar las
muestras de raquis de banano se aplica un pretratamiento fisico previo a los termoquimicos. De
tal manera que se rebanaran y se procedera a secar por cuatro dias a condiciones ambientales.
Transcurrido el tiempo de secado se procede nuevamente a cortar en fragmentos pequefios
para someterlos a un molino de cuchillas, masa que luego serd tamizada en un nimero de malla
20. En ultima instancia, se guarda la materia prima para proceder a la aplicacién de los
pretratamientos propuestos (Brienzo et al., 2016).

e Pretratamiento alcalino

Con respecto al pretratamiento alcalino se mantendra la metodologia realizador por
Shimizu et al. (2018). Se parte de 5 g de muestra y se sumerge en 50 mL de solucién hidroxido
de sodio al 25% p/p. Simultdneamente luego de la homogenizacidn de la materia, se lleva la
mezcla a una temperatura de 121°C por un tiempo de 30 minutos. Posteriormente se deja

enfriar a temperatura ambiente. Al llegar al equilibrio térmico, la parte sélida se desliga
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mediante filtracién con papel filtro. Finalmente se lava con agua destilada hasta alcanzar la
neutralidad y se seca a 45°C. Al cumplir los pasos descritos se procede a guardar la muestra

hasta su posterior analisis.

Figura 26.

Metodologia para desarrollar el pretratamiento con dlcali.

Sumergir 5g de
. . ) t
Preacondicionamiento |—- Tamizar »| biomasa en NaOH al . (igllilgjapror?g(z)crlﬁir?
25%
Enfriar a temperatura Filtrar y lavar parte Secar muestra a
. Obtener un pH 7,0 > o
ambiente ' sdlida - P 45°C y almacenar

e Pretratamiento acido
La metodologia del pretratamiento acido posee semejanza con el descrito previamente.
Shimizu et al. (2018) requirio en su experimentacién de 5 g de muestra pre acondicionada para
luego insertarlos en 100 mL de una solucién de acido sulfdrico al 25% (p/p). A continuacion, la
mezcla se llevard a una temperatura de 121°C durante 30 minutos. Pasado el tiempo se deja
enfriar a temperatura ambiente. Después, la fraccion sdlida se lava con agua destilada con la
intenciéon de alcanzar un potencial de hidrogeno de 5. Al llegar al pH requerido se seca la

muestra a 45°Cy se almacena para su posterior uso.



85

Figura 27.

Metodologia para desarrollar el pretratamiento dcido.

Sumergir 5g de c
- . ) ) alentar mezcla a
Preacondicionamiento > Tamizar »| biomasa en H,SO, al > 121°C por 30 min
25%
Enfriar a temperatura Filtrar y lavar parte Secar muestra a
- Obtener un pH 5,0 > o
ambiente - sélida - p 45°C y almacenar

e Pretratamiento con perdéxido

Las condiciones para tratar el raquis de banano con perdxido de hidrégeno son sencillas
indica Monte et al. (2011). Se tiene que pesar 5 g de muestra para adicionar a una solucion de
100 mL de H,0; al 8% (p/p). Tras la homogenizacidn, la mezcla se debe entrar en calor por
medio de un bafio de agua termoestatico a una temperatura de 25°C durante 4 horas. Por
consiguiente, la fraccidn sdlida es separada de la mezcolanza originada utilizando filtracion al
vacio. Después de todo lo mencionado, se limpia la fraccion sélida con agua destilada hasta
alcanzar un pH neutro. Para su posterior uso se recomienda secar inmediatamente a 45°C en un

horno y almacenar en un envase hermético evitando la proliferacién de impurezas.



Figura 28.

Metodologia para desarrollar el pretratamiento con peroxido.
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4.4.1 Composicion y SEM de raquis de banano.

Secar muestra a
45°C y almacenar

Los resultados de la experimentacién de Shimizu et al. (2018), son recopilados para el

analisis de la composicidén quimica posterior a la aplicacidn de los pretratamientos propuestos.

El raquis de banano, materia prima en este andlisis, posee 60,84% de celulosa, 19,62% de

hemicelulosa 'y 17,26% de lignina. Los pretratamientos alteran la estructura de la biomasa para

mejorar la eficacia de la hidrdlisis enzimatica (Meng et al., 2013). El pretratamiento mds

utilizado para eliminar las hemicelulosas es la explosién de biomasa a alcalina (NaOH) o acida

(H2S04) (Souza et al., 2010).
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Tabla 11.

Composicion de la materia prima y fraccion sélida de raquis de banano (base seca)

Pretratamiento % Celulosa % Hemicelulosa % Lignina
Ninguno 60,84+1,34 19,6240,53 17,2610,31
Acido 66,28+0,68 3,9740,50 31,15+2,99
Alcalino 76,52+1,61 5,35+0,56 6,24+0,83
Peroxido 74,3742,57 8,68+0,77 7,17+0,48

De la figura 29 se puede concretar que los pretratamientos al utilizar ya sea reactivos
alcalinos y perdxidos son mas eficientes que el pretratamiento acido para incrementar el
contenido de celulosa del residuo del raquis de banano, pues aumentan hasta 76,52% y 74,37%,
respectivamente. En vista de que estos pretratamientos descienden la recalcitrancia del
material lignoceluldsico al suprimir los contenidos de la lignina y la hemicelulosa, se espera que
la celulosa se enfrente a una fuerte hidrdlisis enzimatica. El tratamiento acido elimina
perfectamente la hemicelulosa (3,97%, composicion post pretratamiento) y los pretratamientos
de perdxido y alcalino, eliminan hasta 7,17% la lignina y 6,24% la hemicelulosa. El
pretratamiento con acido rompe los enlaces glucosidicos al azar, eliminando las hemicelulosas
mientras aumenta el contenido de celulosa de la biomasa. En compensacion, el pretratamiento
alcalino desencadena a que se produzca ataques nucledéfilos que rompen la estructura de la
lignina (6,24%), solubilizando fragmentos de lignina (6,24%) o hemicelulosa (5,35%). El
pretratamiento con acido ocasiona un aumento del contenido de celulosa (66,28%) y lignina

(31,15%), como resultado de la eliminacién de hemicelulosa.
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Figura 29.

Representacion grdfica de las composiciones lignocelulésicas al pretratar raquis de banano.
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Para intensificar la fraccién de celulosa como se puede ver en la figura 30, el
pretratamiento que sobresale es el alcalino logrando incrementar el 15,68% de su fraccion con
respecto a la que no esta tratada. Con un valor de 13,53% de aumento se encuentra el
pretratamiento con perdxido. Estos dos tipos son mas eficientes para aumentar el contenido de
celulosa en la biomasa del raquis de banano en comparacién con el pretratamiento con acido

gue solamente elevo en 5,44%.



89

Figura 30.

Representacion grdfica del porcentaje de aumento de celulosa al pretratar raquis de banano.

% Celulosa después de aplicar pretratamiento

mAcido mAlcalino mPeréxido

De la figura 31 se puede dar cuenta que para la mayor reduccién de hemicelulosa el
pretratamiento con acido es el mas alentador con un 15,65% de decrecimiento con respecto a la
materia prima sin tratar. Seguido, se halla el procesamiento con alcali con una disminucién del

14,27% y con un 10,94% el pretratamiento que utiliza perdxido.



90

Figura 31.

Representacion grdfica del porcentaje reduccion de hemicelulosa al pretratar raquis de banano.

% De reduccion de hemicelulosa después de aplicar
pretratamiento

mAcido mAlcalino mPeréxido

Para obtener biocombustibles y productos quimicos con valor agregado se requiere de
un porcentaje alto de deslignificacion. Como se puede observar en la figura 32, 11,02% de
reduccidn de lignina se produjo al aplicar el pretratamiento alcalino. De igual forma el
pretratamiento con perdxido cumplié con la finalidad de decrecer en 10,09% la fraccion. Para el
pretratamiento con acido se puede observar un valor negativo, esto se da porque este
pretratamiento redujo mucha cantidad de hemicelulosa por lo que se vio afectado en el

aumento de fraccion de lignina.
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Figura 32.

Representacion grdfica del porcentaje de reduccion de lignina al pretratar raquis de banano.

% De reduccion de lignina después de aplicar
pretratamiento

mAcido mAlcalino mPeréxido

Al analizar la figura 33 se identifica que las muestras sin tratar tienen una superficie lisa.
Lo que no sucede al aplicar un pretratamiento con acido. En el apartado (c) se observan
alteraciones en la morfologia de la superficie del material provocando desorganizacidn de las
microfibrillas. La desintegracion de los componentes de la biomasa, como la hemicelulosa,
celulosa y lignina, mediante el pretratamiento con perdxido da como resultado una alteracion
morfoldgica de la superficie. Para llevar a término este andlisis, las superficies dafiadas ya no son

lisas, de echo tienen una apariencia de fragmentacion.
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Figura 33.

Andlisis de microscopia electronica de barrido (sem) de (a y b) raquis de banano si tratar, (c)

fibras tratadas con dcido sulfurico y (d) fibras tratadas con perdxido de hidrégeno

Nota: Tomado de Acid, alkali and peroxide pretreatments increase the cellulose accessibility and

glucosa yield of banana pseustem (p.66) por Shimizu et al., 2018, Industrial Crops & Products.

4.4.2 Eleccion de pretratamiento

La caracterizacion quimica reportada en este estudio confirma el alto contenido de
celulosa en el raquis de banano, lo que refuerza la nocién de que este residuo representa una
buena fuente de aztcares fermentables. (Idrees et al., 2014), con un potencial para la
produccién de biocombustibles y productos quimicos de valor agregado. El pretratamiento con
acido fue particularmente eficiente para eliminar lignocelulosa, mientras que los tratamientos
alcalinos y de perdxido eliminan tanto la hemicelulosa como la lignina efectivamente. Por ello se

recomienda pretratar con alcali a consecuencia de que aumenta el contenido de celulosa,
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haciendo que aumente la accesibilidad en una hidrolisis enzimatica y, en consecuencia, se
evitara la generacion de productos inhibidores. De igual forma, el decrecimiento de

hemicelulosa y lignina producirdn que la muestra ya no sea tan recalcitrante.

4.5 Pretratamiento para la cascara de cacao.

Tras una busqueda bibliogréfica, se propone tres pretratamientos con el fin de cambiar
la composicién de las fracciones lignoceluldsicas presentes en la cascara de cacao. El
pretratamiento fisico, pretratamiento dcido con acido sulfdrico usando un autoclave y el
pretratamiento con perdxido de hidrégeno alcalino en un agitador orbital. La caracterizacion
quimica de la cascara de cacao sin tratar revela que la fraccién estd compuesta por 31,7% de
celulosa, 27,00% de hemicelulosa y 21,7% de lignina (tabla 12) Estudios preliminares indican
cantidades semejantes de 24,24% de celulosa, 11% de hemicelulosa y 26,38% de lignina para la
cascara de cacao (Zambrano, 2021).

e Pretratamiento fisico

La cascara de cacao se debera recortar en trozos y luego se secara al sol para de este
modo lograr que el peso en seco sea constante. Consecutivamente, serd necesario utilizar de un
molino de chuchilla para triturar las mazorcas secas y prontamente se tamizara en mallas que
oscilen entre 0,075 y 4,750 mm. Se conservara la muestra en recipientes sellados para su

posterior uso.



Figura 34.

Metodologia para desarrollar el pretratamiento fisico a la cdscara de cacao.

Recortar L Secar al sol |, | Tritura en molino de Tamizar en mallas

cuchillas

e Pretratamiento acido
De acuerdo con Dahunsi et al. (2019) en la metodologia para pretratar la cascara de
cacao se replicard el método. En su experimentacion fueron necesarios de 4 g de muestra para
luego insertarlos en una solucién de acido sulfurico al 2% (p/v). A continuacidn, la mezcla se

llevara a una temperatura de 121°C durante 60 minutos en autoclave.

Figura 35.

Metodologia para desarrollar el pretratamiento con dcido a la cdscara de cacao.

Sumergir 4 g de Colocar en autoclave
biomasa en H,SO, al —| vy llevara 121°C por
2% piv 30 min

e Pretratamiento basico
Con referencia al pretratamiento bdsico se mantendrd la metodologia realizador por
Dahunsi et al. (2019). Se parte de 3 g de muestra y se sumerge en una solucién perdxido de

hidrégeno al 7,5% p/v. Al termino, se lleva la mezcla a un agitador a 130 rpm y se debe

94
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mantener una temperatura de 30°C por un tiempo de 75 minutos. Posteriormente se deja
enfriar a temperatura ambiente. Al llegar al equilibrio térmico, la parte sélida se desliga
mediante filtracién con papel filtro. Finalmente se lava con agua destilada hasta alcanzar la
neutralidad y se seca a 45°C. Al cumplir los pasos descritos se procede a guardar la muestra

hasta su posterior analisis.

Figura 36.

Metodologia para desarrollar el pretratamiento bdsico a la cdscara de cacao.

Sumergir 3 g de Agitacion de 130 rpm,

d Secar muestra a
biomasa en H,0; al |—| temperatura de 30°C Filrar 3; (!j\é:r parte ObtenerunpH 7,0 45°C y almacenar
75% por 75 min

4.5.1 Composicion y SEM de cdscara de cacao.

La composicidn estructural de celulosa, hemicelulosa y lignina de las muestras de
cascara de cacao son 31,7%, 27%, 21,7%, respectivamente. El pretratamiento que consigue
degradar hemicelulosa en mayor proporcidn es el aplicado con acido. Y el pretratamiento
alcalino disminuye la fraccidn de lignina practicamente en su totalidad. El porcentaje de celulosa

se intensifica al tratar con acido.
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Tabla 12.

Composicion de la materia prima y fraccion sélida de raquis de banano (base seca)

Pretratamiento % Celulosa % Hemicelulosa % Lignina
Ninguno 31,7+0,10 27,010,10 21,740,01
Fisico 29,240,10 25,240,01 19,2+0,11
Acido 49,0£0,01 8,5+0,01 28,610,20
Alcalino 39,8+1.01 8,740,11 4,2+0,02

Al aplicar el pretratamiento fisico, los resultados indican que la estructura no se
modificd en mayor proporcién. Estos valores no tienen un rango grande de conversion, dado
que, el Unico objetivo de este tipo pretratamiento es aumentar el area superficial de la muestra
mas no cambiar la composicion de la materia prima. El tratamiento con acido sulfurico de la
cascara de cacao hizo que el componente de la hemicelulosa de la biomasa se solubilizara, esto
dio como resultado una evidente ruptura de los principales enlaces quimicos en la cdscara de
cacao. Al mismo tiempo, se espera una despolimerizacién de hemicelulosa mediante hidrdlisis
de xilosa para formar monosacaridos (Cortes, 2014). En cambio, los otros dos componentes
lignocelulésicos, en otra palabras, lignina y celulosa, no se vieron afectados en gran medida por
la accién al agregar acido, mas bien se robustecieron, como se manifiesta en el incremento de
su fraccion en comparacién a la masa sin tratar. La hemicelulosa se redujo de los 27% hasta
8,5%. De igual forma, el contenido de lignina aumento de 21, 7% a 28,6% mientras que la
celulosa igualmente aumento de 31,7% a 49%. Ademas, al tratar con peréxido de hidrégeno
alcalino la biomasa adquirié una destruccidn estructural. La Unica diferencia con el
pretratamiento acido es que la lignina fue el objetivo de la solubilizacidn, mientras que el efecto

sobre la hemicelulosa fue parcial. La composiciéon de lignina se redujo de 21,7% hasta 4,2%. La
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celulosa se incrementa de 31, 7% a 39,8%, mientras que se observo una reduccién de la

hemicelulosa de 27% a 8,7%.

Figura 37.

Representacion grdfica de las composiciones lignoceluldsicas al pretratar cdscara de cacao.
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La figura 38, muestra los porcentajes de aumento de celulosa. El pretratamiento acido
incrementa en un 17, 3% la fraccién del biopolimero mas abundante en la Tierra. El segundo
pretratamiento que pudo intensificar la fracciéon en un 8,1% es el alcalino. Y como ya se habld en

parrafos anteriores el pretratamiento fisico no logré aumentar esta proporcion.
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Figura 38.

Representacion grdfica del porcentaje de aumento de celulosa al pretratar cdscara de cacao.

% Celulosa después de aplicar pretratamiento

B Fisico mAcido mAlcalino

De la figura 39 se puede dar cuenta que la mayor reduccién de hemicelulosa lo logro el
pretratamiento con acido, puesto que se redujo un 18,5% con respecto a la fraccién de la
muestra de cascara de cacao sin tratar. Continuo a este pretratamiento, se encuentra el que
utilizd la sustancia alcalina, disminuyendo en 18,3% la fraccidn de la estructura analizada. Por
ultimo, se encuentra el pretratamiento fisico que aminoro un 1,8% el contenido de

hemicelulosa.
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Figura 39.

Representacion grdfica del porcentaje reduccion de hemicelulosa al pretratar cdscara de cacao.

% De reduccion de hemicelulosa después de aplicar
pretratamiento

B Fisico mAcido mAlcalino

Como se puede observar en la figura 40, al aplicar pretratamiento alcalino el contenido
de lignina se redujo en 17,5% respecto a la muestra sin tratar. Por otro parte, al someter a un
cambio fisico la cdscara de cacao disminuyd en 2,5%. Se vio en estudios analizados
anteriormente con otros desechos que, al aplicar acido en un pretratamiento, la proporcion de
hemicelulosa se ve incrementada, debido a que este pretratamiento reduce una cantidad
maxima de hemicelulosa por lo que se ve afectado en el aumento de fraccidn de lignina. En este

estudio la lignina aumento en 7,5% de la fraccidn sin tratar.
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Figura 40.

Representacion grdfica del porcentaje de reduccion de lignina al pretratar cdscara de cacao.

% De reduccion de lignina después de aplicar
pretratamiento
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Estudios bibliograficos muestran los resultados después de realizar una microscopia
electrdnica de barrido (SEM). De la figura 41.a se puede observar la contextura de la biomasa sin
tratar, (b) y (c) muestran como la morfologia varia conforme se aplique pretratamiento ya sea
con acido o con la adicién de un alcali. La cadscara de cacao sin tratar posee una estructura casi
compacta, pudiendo apreciar las capas que tienen formas laminares. En la muestra que se aplica
el pretratamiento con peréxido de hidréogeno se contempla un deterioro superficial en la
estructura, dando como resultado de la aplicacién un aumento de grietas en el drea. Esto
coincide con la maxima disminucién de fraccién de lignina que se revisé en la figura 37. En
cambio, el pretratamiento con acido sulfurico ofrece una degradacidon menor que la alcalina,
pero de la misma forma que el proceso con acido, el perdxido de hidrégeno degrada este

desecho.
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Figura 41.

Andlisis de microscopia electronica de barrido (sem) de (a) cdscara de caco sin tratar, (b) fibras

tratadas con peroxido de hidrégeno y (c) fibras tratadas con dcido sulfurico.

Nota: Tomado de Chemical Pretreatments on Residual Cocoa Pod Shell Biomass for Bioethanol

Production (p. 1494) por Alvarez et al., 2020, Revista Bionatura.

4.5.2 Seleccion de pretratamiento

Se determina que el mejor tratamiento para degradar el material lignoceluldsico
presente en la cascara de cacao es el alcalino, el cual obtuvo un aumento en la fraccion de
celulosa y disminuyé los valores de hemicelulosa y lignina. Con el uso de perdxido de hidrégeno
en el pretratamiento de la biomasa también se logra una destruccién en la estructura

morfoldgica.

4.6 Pretratamiento para aplicar industrialmente

Como se sabe la biomasa presenta una estructura quimica compleja formada por
muchas cadenas poliméricas. Por lo tanto, es de vital importancia realizar pretratamientos, sin
embargo, en el estudio de la biorrefinacién de biomasa lignoceluldsica para la produccion de

guimicos y biocombustibles se basan principalmente en procesos termoquimicos o bioquimicos,
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un ejemplo es la gasificacidn. Este proceso es muy utilizado debido a que permite provechar
todos los componentes que se encuentran presentes en la biomasa y de esta manera sacar
mayores rendimientos. Lo cual muchos de los pretratamientos antes estudiados no lo hacen. Es
por ello que se propone Unicamente el pretratamiento de secado, visto que este proceso
térmico necesita utilizar todos los componentes presentes en la biomasa para de esta manera
sacar mayores rendimientos.
Durante la gasificacidon es importante aumentar la superficie activa del material de desecho,
debilitar la superestructura del desecho sin comprometer o degradar ninguno de los
componentes sin reducir la estabilidad térmica del material. Por ello, durante la gasificacién es
importante que la biomasa que se alimentara tenga un porcentaje de humedad inferior al 50%
(Choudhury et al., 2015). En tal sentido, se propone un proceso de pretratamiento como el
secado que permite reducir el tamafio de los poros y eliminar el contenido de agua para mejorar
la combustion y el valor caldrico global de la materia prima. Los métodos de secado van desde el
secado al aire (condiciones atmosféricas), el secado directo al horno, el secado al horno por
conveccion (asistido por ventilador) y el secado por congelacidon (sublimacion al vacio). Esto
significa que la temperatura requerida se reducira dependiendo del nivel de humedad, donde el
sacado al horno puede ocurrir entre 45 y 105°C (Faneite, 2010).
De modo que se determina dos procesos para la preparacion de muestras:

e Triturado de las muestras con un trituradora o molino para una pulverizacién y

reduccidn de los tamafos de particula.
e Secado de la muestra, donde se eliminara la humedad en un horno rotatorio a una
temperatura de 100°C durante el tiempo necesario para que la humedad final sea

menor al 10% (Arteaga et al., 2016; Esteghlalian et al., 2001).
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Para 100lb de materia prima que se ingresaran a la biorrefineria se propone utilizar un

secador, comercialmente se encuentra como Nitrogen Nova Drier (ND100). O a su vez construir

un horno rotario. De acuerdo con Cardenas (2014) las dimensiones seran las siguientes, pues

cumple con la capacidad necesaria y caracteristica para una deshidratacién efectiva.

Tabla 13.

Dimensionamiento para horno rotatorio

Temperatura de trabajo 100°C

Relacién de L/D 8,04

Longitud del horno 572m

Diametro interno inicial 0,71m

Tiempo de permanencia 240 min

Angulo central 93,02°

Pendiente del horno 0,30°

Velocidad angular 1,24 rpm

Ladrillo refractario Superduty (U33 ERCOS)
Espesor de capa refractaria 0,11 m

Numero de ladrillos refractarios

Tipo de acero de plancha metalica
Espesor de placa acero

Didmetro externo del horno

Tipo de acero de engranaje
conectado

Tipos de engranaje

Relacién de transmision

Didmetro del engranaje conectado
al horno

Numero de dientes del engranaje
Numero de dientes del pifion
Didmetro del pifidn

Carga maxima del horno

Potencia para iniciar el movimiento
del horno

Potencia para mantener el
movimiento

Alimentacion

Tipo de combustible

Consumo de combustible

450 ladrillos refractarios arco N°2
450 ladrillos refractarios de arco N°1
Acero a-36

10 mm

1,188 m

Acero 1035 estirado a 800°F

Rectos
3
1,295 m

102
34
0,4318 m
200 Kg
54,37 hp

7,10 hp

50 kg/h
Gas(mezcla butano, propano)
0,09 kg de combustible/ kg de
material

Nota: Obtenido de Disefio y simulaciéon de un horno rotatorio para materiales lignoceluldsicos

(p. 98) por Cardenas, 2014.
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CAPITULO V

5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Al analizar bibliograficamente las tecnologias para la conversién de biomasas
lighocelulésicas se determina que los procesos deben ser rentables y operables de modo
gue se minimicen tanto costos como entradas de energia al proceso.

Los procesos quimicos y termoquimicos son en la actualidad las tecnologias mas
estudiadas y presentan valores prometedores para aplicaciones a escala de laboratorio.
Principalmente, los pretratamientos quimicos, en especial los alcalinos y acidos, tienen
la posibilidad de remover eficazmente las hemicelulosas y ligninas a bajo precio. Los
pretratamientos fisicoquimicos tienen la posibilidad de solubilizar hemicelulosa, alterar
la composicidn de la lignocelulosa e incrementar todavia mas el area especifica accesible
de los materiales lignoceluldsicos a enzimas con poco efecto ambiental. Aun cuando
ciertos procedimientos como la molienda, pretratamiento con liquidos idnicos, ademas
tienen la posibilidad de mejorar de manera significativa la digestibilidad de los
materiales lignoceluldsicos, sus elevados precios operativos limitan severamente su
aplicacion comercial.

El porcentaje de aumento de celulosa es uno de los pardmetros mas importantes para
poder seleccionar y recomendar una tecnologia de pretratamiento.

Se determind bibliograficamente que el mejor pretratamiento para modificar las
fracciones de lignocelulosa presentes en el bagazo de caiia de azucar es el acido-base,
dado que, aumenta la proporcidn de celulosa y reduce una cantidad considerable de

lignina.
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Acorde con la investigacion ejecutada para pretratar el racimo vacio de fruta de palma
africana, la tecnologia de conversién aplicable es la de utilizar peréxido de hidrogeno en
medio alcalino.

Después de una busqueda bibliografica se propone realizar un pretratamiento alcalino
tanto a los raquis de banano como a la cdscara de cacao puesto que tiene mejores
resultados en comparacién con otras tecnologias estudiadas.

De las tecnologias de pretratamiento investigadas, ninguna de ellas transforma en su
totalidad las fracciones de celulosa, hemicelulosa y lignina.

Al estudiar bibliograficamente tres diferentes pretratamientos a cada desecho
agroindustrial con mas afluencia en la provincia de Cotopaxi se determina que el
pretratamiento alcalino proporciona mejores resultados en cuanto a la alteracién de la
estructura lignoceluldsica. Los resultados al comparar el porcentaje de lignificacién,
aumento de celulosa y la reduccién de hemicelulosas favorecieron a este método para
tratar bagazo de caia de azucar, racimo vacio de fruta de palma africana, raquis de
banano y la cascara de cacao. El pretratamiento basico es factible para experimentarlo
en escala de laboratorio.

Para el estudio de la biorrefinacion de biomasa lignocelulésica a quimicos y
biocombustibles, a partir de los desechos agroindustriales de la provincia de Cotopaxi en
base a una revisidn bibliografica se propone la transformacidn termoquimica o rutas de
procesamiento térmico avanzadas, como es la gasificacidn. Por ello, se determina que el

método para pretratar la biomasa lignoceluldsica es el del secado.
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5.2 Recomendaciones

e Serecomienda realizar la experimentacidn de los pretratamientos estudiados
interactuando con las condiciones de temperatura, tiempo de reaccién, concentraciones
de reactivos.

e Esrecomendable realizar un estudio ain mas detallado enfocdndose Unicamente a un
solo desecho agroindustrial con la finalidad de encontrar la mejor tecnologia de
conversion lignocelulésica.

e Se recomienda realizar un investigacién bibliografica en la que se tome en cuenta la
adsorcion de tinte en muestras sélidas tratadas y espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier para analizar las caracteristicas y grupos funcionales que se

manifiestan al aplicar un pretratamiento a biomasas lignoceluldsicas.
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