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RESUMEN

El problema de la emision a la atmdésfera de gases de efecto invernadero derivados
del consumo excesivo de combustibles fésiles ha hecho necesaria la busqueda de
fuentes energéticas ambientalmente amigables y eficientes como el hidrégeno, que
posee el poder calorifico mas alto de entre todos los combustibles conocidos y al
oxidarse genera principalmente vapor de agua como subproducto. El hidrogeno
puede producirse a través de procesos bioquimicos utilizando materiales organicos
residuales como la biomasa lignocelulésica, sin embargo debido a su estructura
compleja y recalcitrante necesita tratamientos previos para su uso. La hidrélisis
alcalina con NaOH del Tallo de Haba (TH) y del Rastrojo de Maiz (RM) no
incrementd la produccion de azlcares reductores, ya que en ambos casos se
solubilizé a la lignina y se eliminé gran parte de la hemicelulosa. En el presente
trabajo dos de los residuos agricolas mas importantes en el Estado de México; olote
y TH se investigaron para producir azUcares reductores por hidrdlisis con Hz3PO, y
posteriormente evaluar el potencial de dichos azucares para la produccién de
biohidrogeno por fermentacion, la caracterizacion del TH y del olote antes y después
de la hidrdlisis acida también se reporta. La hidrélisis acida se hizo a diferentes
concentraciones de H3PO,, temperaturas y tiempos de reaccion, el rendimiento de
azucares se incremento al aumentar tanto la temperatura como la concentracion del
acido, alcanzando los rendimientos mas altos con 1.34 M H3PO,4, 110 °C y 300
minutos. La mayor cantidad de azucares se obtuvo con el olote. El estudio cinético y
termodinamico mostré que en ambos materiales la hidrdlisis es un proceso no
espontaneo y endotérmico que involucra la formacion de un complejo acido-celulosa
estable. El andlisis por Cromatografia de Liquidos de Intercambio Anidnico (HPAEC-
PAD) de los hidrolizados revelé que los azucares predominantes son; xilosa para el
olote y glucosa para el TH, los cuales se utilizaron como fuente de carbono y se
fermentaron con los microorganismos productores de hidrégeno. El hidrolizado de TH
alcanzé los mayores rendimientos de produccion de hidrégeno con una cantidad
menor de azucares, lo cual se atribuye a su alto contenido de glucosa y a su baja
concentracion de aldehidos. El TH ademas de ser un material novedoso para su

revalorizacion resultd eficiente para la produccion de biohidrégeno.



ABSTRACT

The emission of greenhouse gasses to the atmosphere mainly caused by the
excessive fossil fuels burning has made necessary the search of new, efficient and
environmental-friendly energy sources such as hydrogen. Among all known fuels,
hydrogen has the highest calorific power and generates water as the main oxidation
by-product; this fuel can be produced by biological routes employing residual organic
materials such as lignocelluloses. Lignocellulosic materials have a complex
physicochemical structure and high recalcitrance, thus some treatments are
necessary to increase their fermentability. Alkaline treatment performed on corn
stover (CS) and Stem of Faba Bean (SFB) was not efficient to improve reducing
sugars production in the subsequent acid hydrolysis stage, this fact is due to the
potential of alkaline treatment to solubilize not only lignin but also hemicellulose. In
this work, two of the most important agricultural wastes generated in Mexico State;
corncob and SFB were evaluated to produce reducing sugars by acid hydrolysis and
the subsequent fermentative hydrogen production from their hydrolysates.
Characterization of raw and hydrolyzed corncob and SFB was also investigated and
reported. Acid hydrolysis was carried out using H3PO, at different temperatures,
reaction times and acid concentrations; reducing sugars production increased with a
raise in hydrolysis temperature and acid loading reaching the maximum yields at 110
°C, 1.34 M H3PO4 and 300 minutes reaction time. Kinetic and thermodynamic study of
acid hydrolysis of both corncob and SFB showed the nature of the process; non-
spontaneous and endothermic reaction which involves the formation of cellulose-
water stable complex. HPLC and HPAEC-PAD analyses revealed the predominant
sugars in hydrolysates of corn cob and SFB, they were: xylose and glucose
respectively. Hydrolysates produced from both wastes were an adequate carbon
sources for hydrogen producing microorganisms, however, STB hydrolysates
achieved the highest yields and hydrogen rates which is associated to the high
glucose content and the low aldehydes concentration in hydrolysate. In addition, STB
was not only a novel material for it revalorization but also an efficient source to

produce fermentative biohydrogen.
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INTRODUCCION

En México el maiz es uno de los principales cultivos, del cual el olote genera la
mayor cantidad de residuos con aproximadamente 19.3 millones de toneladas al afio
(SAGARPA, 2015). A nivel estatal los cultivos predominantes son el haba y el
chicharo, sus residuos (hojas, tallos y cascaras), estos residuos agricolas no siempre
son utilizados como alimento para ganado o composteo, al no aprovecharse pueden
convertirse en focos de agentes patdgenos, como insectos y roedores. Usualmente,
los residuos agricolas son dispuestos en rellenos sanitarios o en tiraderos a cielo
abierto, contribuyendo a la contaminacién atmosférica por la generacion de gases de
efecto invernadero tales como el metano y el didxido de carbono (Ajala et al., 2020;
Mechery et al., 2019). Aunado a lo anterior, los tiraderos a cielo abierto generan un
volumen elevado de lixiviados, los cuales son capaces de erosionar el suelo y
contaminar los cuerpos subterraneos de agua. Al mismo tiempo la demanda de los
combustibles fésiles aumenta afio con afio y con ello las emisiones de gases
contaminantes a la atmédsfera. Los productos de combustion generados por los
energéticos derivados del petréleo en su mayoria son, oxidos de nitrégeno (NOX),
oxidos de carbono (COx), compuestos de azufre y plomo, que ademas de contribuir
al calentamiento global, ocasionan afecciones en la salud del ser humano (Lépez-
Hidalgo et al., 2017; Solarte-Toro et al., 2019).

Ante la problematica de los residuos agricolas y debido a la necesidad de incorporar
combustibles no contaminantes que posean un alto poder calorifico y tengan un
campo de aplicabilidad amplio, el presente trabajo propone utilizar residuos agricolas
para obtener biohidrégeno; un combustible de alto valor calorifico, renovable y no
contaminante. La idea del H, como combustible alternativo ha tomado mucha
relevancia en los ultimos afios; algunos paises europeos y asiaticos han optado por
esta tecnologia creando “Hidrogeneras”, las cuales abastecen a los autos que utilizan
celdas de combustible. Las tecnologias para la produccion de biohidrogeno han
resultado eficientes, econdmicas, sustentables y ambientalmente amigables. Ademas
de la produccién de energéticos y de la disminucion de residuos organicos, estos

procesos ofrecen beneficios adicionales tales como la generacién de subproductos



de interés comercial y su aplicaciébn a escala industrial. En la actualidad se ha
implementado la fermentacion oscura para brindar energia en paises en vias de
desarrollo utilizando sustratos facilmente degradables (Patinvoh et al., 2019), sin
embargo, debido a su abundancia, bajo costo y poco aprovechamiento los residuos
lignocelulésicos parecen ser una opcion viable para su uso en procesos
fermentativos. Las lignocelulosas comprenden materiales como los residuos
agricolas y forestales, los cuales son ricos en celulosa y hemicelulosa; carbohidratos
gue pueden transformarse en azlucares monomeéricos utilizados posteriormente para
la produccién de energéticos y compuestos de interés, sin embargo, el uso directo de
este tipo de biomasa en fermentaciones en estado solido ha mostrado bajas
eficiencias y tasas de produccion poco competitivas (Cao et al., 2014). Con la
finalidad de incrementar la eficiencia durante la etapa de fermentacion de la biomasa
lignocelulésica, se han propuesto diversos tratamientos siendo la hidroélisis acida uno
de los mas eficientes y rapidos (Solarte-Toro et al., 2019). El objetivo de este estudio
es obtener los parametros cinéticos y termodinamicos de la hidrélisis del olote y del
tallo de haba; dos de los residuos agricolas mas generados en el Estado de México y
determinar el potencial de los azlcares obtenidos durante las hidrdlisis, para la
produccién de biohidrégeno.

El presente trabajo estd conformado por tres apartados, el primero presenta los
fundamentos relacionados con la recuperacion de azUcares a partir de biomasa
lignocelulésica, estudio quimico y cinético de la hidrdlisis &cida, producciéon de
biohidrégeno, asi como trabajos reportados en la literatura y sus respectivos
rendimientos. En el segundo apartado se describe la metodologia empleada durante
la hidrolisis &cida de los residuos agricolas y la produccion de biohidrogeno, asi
como las técnicas y meétodos analiticos empleados en el estudio. Finalmente, el

tercer apartado muestra y discute los resultados obtenidos.



1. FUNDAMENTOS

1.1 Residuos lignocelulésicos

La biomasa lignoceluldsica es un material organico abundante presente en la pared
celular de las plantas, que puede ser utilizado para la produccion de biogas, biodiesel
y bioenergia (Yi et al.,, 2014), tiene una produccién anual global de mas de 200
billones de toneladas métricas en base seca y corresponde a los residuos forestales,
agricolas, organicos, de la industria del papel y comida, asi como los desechos
agroindustriales (Chayanon et al., 2014). La lignocelulosa esta compuesta
principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina, de los cuales los dos primeros
son respectivamente matrices de homo y hetero polisacaridos que poseen diferentes
propiedades, grados de cristalinidad y composicion, dependiendo del tipo, especie y
recurso de biomasa (Agbor et al., 2011). La estructura lignocelulésica compuesta por
los tres biopolimeros esta organizada de una forma compleja brindandole un caracter
recalcitrante y una alta resistencia a los tratamientos quimicos Yy biologicos (Raud et
al., 2016).

a) Celulosa: La celulosa es el principal componente estructural de la pared celular de
las plantas, la cual otorga resistencia mecéanica y estabilidad quimica. Es un
homopolisacarido compuesto por glucosas unidas mediante enlaces [3-(1-4)
glucosidicos agrupados en cadenas que forman micro fibras (Singh et al., 2014).
Las moléculas de celulosa tienen diferentes orientaciones a lo largo de su
estructura, ésto le confiere una region amorfa y una cristalina, de las cuales, la
region cristalina es dificlmente biodegradable (Yi et al., 2014). Algunos
microorganismos son capaces de producir celulasas, enzimas que permiten utilizar
de manera directa la celulosa presente en las plantas, sin embargo, los métodos
de pretratamiento de celulosa son necesarios en aplicaciones industriales, a fin de
hacer sustentable, eficiente y econémicamente viable el proceso (Roy & Kumar,
2013).



b) Hemicelulosa: Es el segundo polimero mas abundante (20-50%) de la biomasa
lignocelulésica, es heterogéneo y estda compuesto por pentosas, hexosas y
azucares acetilados (Agbor et al., 2011). El peso molecular de la hemicelulosa, el
grado de cristalinidad, la resistencia mecéanica y el grado de polimerizacion son
mucho menores que los de la celulosa. La hemicelulosa es un polimero ramificado
y su composicion en términos de monosacaridos difiere mucho de especie a
especie (Ingle et al., 2020). La hemicelulosa presente en residuos agricolas esta
constituida principalmente por xilosa, mientras que los residuos forestales
presentan en su mayoria manosa (Agbor et al., 2011). La hemicelulosa es un
carbohidrato eficiente para la produccion de compuesto quimicos de valor
agregado, ya que es mas inestable que la celulosa y se depolimeriza faciimente

en presencia de agentes quimicos y calor (Ingle et al., 2020).

c) Lignina: La lignina es un polimero hidrocarbonado complejo que posee
constituyentes aromaticos y alifaticos, su principal monémero es fenil propano
unido de diferentes formas. Este polimero es amorfo, hidrofébico, termoplastico,
no hidrolizable por acidos y presenta propiedades mecanicas inferiores a la
celulosa (Gaur et al., 2016). La lignina es un compuesto recalcitrante que une a las
cadenas de celulosa y hemicelulosa manteniendo la matriz lignocelulésica junta y
otorgandole fuerza, rigidez e impermeabilidad a la pared celular de las plantas. Su
contenido depende de la taxonomia y tipo de planta alcanzando un porcentaje de
30 % en biomasa forestal y de entre 10 y 20 % en rastrojos. La despolimerizacion
de la lignina y su aprovechamiento en la sintesis de quimicos de interés es un
proceso complejo y presenta bastantes desafios en comparacion con la celulosa y
hemicelulosa, sin embargo, en afos recientes ha tomado interés debido a su alto

contenido de compuestos aromaticos (Ingle et al., 2020; Paul & Dutta, 2018).

Chayanon et al. (2014) y Paul & Dutta (2018), realizaron una recopilacion de las
fracciones de celulosa, hemicelulosa y lignina presentes en diferentes residuos
agricolas, un resumen de los resultados de la distribucion del material lignocelulosico

en las plantas se muestra en la Tabla 1.1.
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oo | \
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Fuente: Roy & Kumar, 2013
Hemicelulosa Celulosa

Figura 1.1. Distribucion de la lignocelulosa en las paredes celulares de las plantas

Tabla 1.1 Resumen del contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina

en algunos residuos agricolas comunes

MATERIAL CELULOSA HEMICELULOSA LIGNINA

LIGNOCELULOSICO (%) (%) (%)
% Rastrojo de maiz 375 22.4 17.6
4 Bagazo de azUcar de cafia 25 17 12
% Rastrojo de arroz 32-47 19-27 7-24
¢ Eucalipto 38-44 12-13 24-37
% Tallo de girasol 31 17 29
% Rastrojo de cebada 37 24 27
®Tallo de algoddn 31 11 28
®Paja de alfalfa 31 10 10
° Olote 45 25 15
®Paja de colza 37 25 17
° Pifia 25-44 26-32 28-48
°Planta de tomate 39 29 12
® Maple rojo 39 33 23

Fuentes: “Chayanon et al., 2014 ; "Paul & Dutta, 2018

1.1.1 Residuos agricolas
La mayor parte de los residuos agricolas pueden ser utilizados para la produccién de
biocombustibles. Paises como India, Taiwan, China e Irlanda utilizan los residuos

provenientes de las cosechas de arroz, trigo, papa, maiz y pasto para la produccion



de bioetanol (Singh et al.,, 2014), sin embargo aun es necesario estudiar la
produccion de biohidroégeno a partir de lignocelulosas mediante digestion anaerobia
(Ingle et al., 2020).

El Estado de México es rico en diversidad climética, lo que permite la proliferacion de
una gran cantidad de especies vegetales y animales. Entre los cultivos mas
importantes a nivel estatal se encuentran el maiz, haba, chicharo, tuna, durazno y
avena (SAGARPA, 2015), cuyos productos de cosecha propician la contaminacion
atmosférica por la emision de gases de efecto invernadero debido a la quema de los
mismos y la proliferacién de plagas atribuida al mal manejo de los residuos (Mechery
et al., 2019). A continuacion se describen los dos primeros residuos agricolas por ser

los de interés en este trabajo:

a) Residuos de Haba: El cultivo de haba en el Estado de México contribuye con el
55% (32,033 toneladas) de la produccion total anual (INEGI, 2009). Los residuos
generados durante su cosecha son hojas, tallos y cédscaras, los cuales tienen un
alto contenido de lignocelulosa, dificilmente metabolizada por los microorganismos
(Paul & Dutta, 2018). Los residuos de haba son considerados como materia prima
potencial para la obtencién de bioetanol y biogas. La composicién del rastrojo de

haba mostrada en Tabla 1.2 fue determinada por Petersson et al. (2007).

Tabla 1.2 Composicion quimica del rastrojo de haba

COMPONENTE COMPOSICION BASE SECA (%)
Glucano 28.4
Xilano 12.4
Galactano 4.0
Manosa 2.2
Arabinosa 1.8
Cenizas 7.9
Extractivos 8.8
Lignina 14.4

Fuente: Petersson et al. 2007



b) Residuos de maiz: El rastrojo de maiz es uno de los residuos agricolas
predominantes en China con una produccion anual en base seca de 1.2 billones
de toneladas (Cao et al., 2009). Por otro lado, el maiz es uno de los cultivos
principales a nivel nacional con una produccion neta anual de 19.3 millones de
toneladas anuales (SAGARPA, 2015). Los residuos provenientes del cultivo de
maiz constan de hojas, olote, tallos y rastrojo, los cuales estdn compuestos en su
mayoria por lignocelulosa (Li et al., 2016). De acuerdo a lo reportado por la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA) en 2010, el olote genera la mayor cantidad de residuos provenientes
de la cosecha de maiz en México, alcanzando aproximadamente 25 millones de t /
afno. Este residuo es un tejido esponjoso y blanco que representa la médula donde
se almacenan las reservas alimenticias del maiz, estd compuesto en base seca
aproximadamente, por 45% de celulosa, 25% de hemicelulosa y lignina 15% de
lignina, ver Tabla 1.1

1.2 Tratamiento de lignocelulosa

El uso de biomasa lignocelulésica para la produccion de biocombustibles no es de
uso comun, debido a la estructura rigida y resistencia al ataque microbiano. Por esta
razén, los tratamientos y pretratamientos aplicados a la biomasa recalcitrante son
esenciales para incrementar su fermentacién y el rendimiento de los procesos de
digestion (Yi et al.,, 2014). Tanto la celulosa como la hemicelulosa presente en la
biomasa lignocelulésica pueden transformarse en azdcares monoméricos mediante
tratamientos quimicos o bioldgicos, sin embargo, la ruta mas convencional para llevar
a cabo este proceso es un pretratamiento quimico o fisicoquimico seguido de una

hidrélisis o sacarificacion enziméatica (Lainez et al., 2018; Yu et al., 2019).

La pre-hidrélisis o pretratamiento se refiere a la etapa requerida para alterar la
estructura de la biomasa lignocelulésica y hacer mas accesible a la celulosa,
facilitando su conversion en glucosa e incrementando los rendimientos de la hidrélisis
enzimatica posterior (Raud et al., 2016). El pretratamiento es una etapa importante

que tiene como objetivo romper la matriz lignoceluldsica, disminuir la cristalinidad y



aumentar el area superficial del material, es una etapa clave en los procesos de
biorefinacion ya que el costo y la eficiencia final dependen en gran medida del tipo
de pretratamiento (Sahoo et al.,, 2018). El pretratamiento ideal debe mejorar la
fermentacion de los azucares, al evitar la pérdida y degradacion de los sacaridos,
disminuir la produccion de inhibidores, mejorar la hidrdlisis de celulosa, tener bajos
costos de operacidon y de requerimientos energéticos, reducir la cristalinidad de la
celulosa y su grado de polimerizacién y romper la estructura que mantiene unidos a
la celulosa, hemicelulosa y lignina (Roy & Kumar, 2013; Yu et al., 2019). La Figura

1.2 muestra el efecto del pretratamiento sobre la biomasa lignocelulésica.
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Figura 1.2. Efecto del pretratamiento sobre la biomasa lignocelulésica

La etapa de hidrélisis de celulosa se lleva a cabo mediante la accién enzimética de
algunos microorganismos y en algunas ocasiones mediante la adicion de sustancias
quimicas (Roy & Kumar, 2013). La hidrdlisis enziméatica es llevada a cabo mediante
enzimas denominadas celulasas provenientes de bacterias y hongos, sus principales
ventajas son: alta selectividad, alto rendimiento de produccién de azucares,
temperaturas bajas de operacion y no producen inhibidores ni problemas por
corrosion, sin embargo, sus principales desventajas son el cuidado minucioso que se
debe tener durante el proceso y el alto costo de operacion (Maitan-Alfenas et al.,
2015). La hidrélisis enzimatica resulta compleja debido a las caracteristicas

estructurales de la matriz lignocelulésica y a que algunas enzimas son absorbidas



por la lignina condensada durante la sacarificacion propiciando la formacién de
complejos enzima-lignina que disminuyen la eficiencia de produccion de glucosa
(Poovaiah et al., 2014).

1.2.1 Tipos de pretratamiento

Los pretratamientos pueden ser clasificados en fisicos, quimicos, biolégicos vy
combinados. Estos ultimos han tomado gran relevancia durante los dltimos afios
debido a su alta eficiencia, sin embargo los costos de operacion son un impedimento
para su aplicacion industrial (Singh et al., 2014). El tipo de pretratamiento debe ser
elegido dependiendo la naturaleza de la biomasa y de sus caracteristicas
fisicoquimicas, no existe un Unico método de tratamiento para todas las
lignocelulosas ya que la eficiencia de éste varia mucho de recurso a recurso (Paul &
Dutta, 2018). La factibilidad de los pretratamientos simples o combinados durante su
estudio y escalamiento a nivel industrial esta relacionada con los requerimientos
energéticos, costos y selectividad quimica de sus componentes. De entre todos los
pretratamientos existentes, los métodos fisicoquimicos ademas de ser eficientes
durante la produccién de biohidrégeno han mostrado tener un alto potencial desde la

perspectiva de la quimica verde (Mudhoo et al., 2018).

a) Pretratamientos fisicos: Se refieren a todos aquellos métodos que no utilizan
reactivos quimicos ni actividad microbiana (Yi et al., 2014), tienen la capacidad de
incrementar el area superficial accesible y el tamafio de poro, asi como disminuir
el grado de cristalinidad de la celulosa (Yu et al.,, 2019). Los principales
tratamientos fisicos son los mecéanicos y los de irradiacion, los cuales se utilizan
para mejorar la biodegradabilidad de los residuos organicos. Los pretratamientos
mecanicos son conocidos por ser altamente eficientes y ambientalmente
amigables, de ellos, la molienda mecéanica es la mas estudiada debido a su
capacidad de reducir considerablemente el tamafio de particula, el grado de
polimerizacion de los polisacaridos y la cristalinidad de la celulosa (Liu et al.,
2019). Los métodos de radiacion involucran el uso de rayos gamma, ultrasonido,

rayos de electrones, rayos UV y microondas (Yi et al.,, 2014), los cuales tienen



como finalidad incrementar la fermentacion de la biomasa. Las radiaciones de alta
energia son capaces de alterar la estructura y morfologia de la lignocelulosa,
disminuyendo su area superficial y cristalinidad, y depolimerizando parcialmente a

los polisacéaridos y a la lignina (Kapoor et al., 2017).

b) Pretratamientos quimicos: El tratamiento quimico se ha convertido en el método
mas prometedor para mejorar la biodegradacion de la celulosa, remover lignina y
hemicelulosa, disminuir el indice de cristalinidad y reducir el grado de
polimerizacion de la biomasa lignocelulésica (Shuvashish et al., 2014). Los
métodos quimicos se refieren al uso de sustancias tales como acidos, bases,
liquidos i6nicos, sales metalicas, entre otros, que alteran las caracteristicas fisicas
y quimicas de la biomasa (Yi et al., 2014). Los principales tratamientos quimicos
son: &cido, alcalino, liquidos ionicos, solventes organicos, ozondlisis, oxidacién
himeda y ataque con perdxido, sin embargo, investigaciones recientes muestran
que los tratamientos acidos o alcalinos combinados con tratamientos fisicos
mejoran drasticamente la eficiencia de la hidrolisis y reducen la produccion de
residuos quimicos (Lee et al., 2015; Liu et al., 2019), ademas ambos tratamientos
han sido utilizados eficientemente previo a la produccién de biohidrogeno por
fermentacién (Prabakar et al., 2018). El tratamiento con amonio es otro método
quimico estudiado en los ultimos afos, tiene como finalidad romper los enlaces
éster entre la lignina y los polisacaridos y producir poros nanométricos que
incrementan la difusion de las enzimas durante la sacarificacion (Singh et al.,
2015). La ozondlisis busca remover parcial o totalmente a la lignina dejando casi
inalterada la estructura de la celulosa y hemicelulosa, usualmente los tratamientos
con ozono son llevados a cabo a temperatura ambiente, presion normal y su
principal ventaja es que no produce ningun tipo de inhibidor (Shuvashish et al.,
2014). El tratamiento con sales metalicas es un método novedoso Yy eficiente para
transformar a la celulosa y hemicelulosa en azicares monoméricos, disminuyendo
la cantidad de compuestos inhibidores en comparacién con la hidrdlisis acida (Yu-
Loong et al., 2015).
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c) Pretratamientos fisicoquimicos: Los pretratamientos que combinan los procesos
fisicos y quimicos para alterar la estructura de la lignocelulosa y aumentar la
accesibilidad microbiana de la celulosa se denominan pretratamientos
fisicoquimicos (Shuvashish et al., 2014). Esta categoria incluye los métodos de
explosion de vapor, liquidos calientes catalizados, oxidacion humeda catalizada,
explosion de amonio y solventes de celulosa (Kumar et al., 2019). La explosion de
vapor o auto-hidrélisis es el método fisicoquimico mas conocido, consiste en tratar
la biomasa lignoceluldsica con vapor a alta temperatura (160 — 260 °C) durante
tiempos de reaccion cortos (0 — 10 minutos) y presiones superiores a los 33 bar,
Su objetivo es: solubilizar a la hemicelulosa y a la lignina, incrementar el area
superficial y expandir las fibras de carbohidratos (Paul & Dutta, 2018; Shuvashish
et al., 2014). La explosion de vapor puede ser catalizada con &cido sulftrico o con
una mezcla de didxido de carbono - di6éxido de azufre, la cual resulta méas eficiente
que la explosion de vapor sin catalizar pero produce una mayor cantidad de
compuestos inhibidores (Kumar et al., 2019). El tratamiento con agua caliente es
similar a la explosion de vapor, ya que tanto las condiciones de operacién como el
impacto sobre la matriz lignocelulésica son parecidas: sus principales ventajas
son: reduccién en los costos de operacion, baja produccion de inhibidores y un
proceso sustentable (Shuvashish et al., 2014).

d) Pretratamientos biologicos: Este tipo de pretratamiento ha sido asociado a la
accion metabdlica de los hongos capaces de producir enzimas que degradan
lignina, hemicelulosa y compuestos no polifenélicos (Agbor et al., 2011). Algunos
microorganismos no son capaces de degradar celulosa, debido a su resistencia y
cristalinidad (Shuvashish et al., 2014). Los tratamientos biolégicos generalmente
buscan deslignificar la biomasa utilizando hongos de podredumbre blanca y café,
asi como microorganismos capaces de generar enzimas peroxidasas y lacasas
gue degradan la lignina en compuestos de menor peso molecular. Estos
tratamientos se llevan a cabo a condiciones ambiente y son favorables desde el

punto de vista costo-beneficio (Kumar et al., 2019). Las desventajas mas notorias

11



son la lentitud del proceso, los bajos rendimientos y el control estricto de las

condiciones de crecimiento de los microorganismos (Yi et al., 2014).

1.3 Tratamiento alcalino

El tratamiento alcalino es uno de los métodos quimicos mas estudiados, el cual
utiliza reactivos basicos como hidroxido de sodio, hidroxido de calcio, hidroxido de
amonio, hidroxido de potasio y peroxido de hidrégeno, asi como una combinacion de
ellos (Shuvashish et al., 2014). Las principales ventajas de este tratamiento son su
alta eficiencia para solubilizar a la lignina, la baja corrosién y toxicidad de los
reactivos utilizados, y la aplicacién de esta tecnologia en condiciones ambientales
(Kim et al., 2016).

La hidrdlisis alcalina involucra la disolucion de la lignina y una saponificacion de los
enlaces éster intermoleculares que unen a los carbohidratos con la lignina y con
otros componentes de la biomasa (Singh et al.,, 2014; Kim et al., 2016), lo que
propicia una disminucion en el grado de cristalinidad debido a la eliminacién de las
regiones amorfas y un incremento en el area superficial y en la porosidad de la
biomasa (Shuvashish et al., 2014). El éxito de la hidrdlisis alcalina depende del tipo
de materia prima y de las condiciones de operacion, siendo mas eficiente en biomasa
lignoceluldésica con bajo contenido de lignina como en los residuos agricolas y
agroindustriales (Singh et al.,, 2014). La hidrdlisis alcalina causa modificaciones
estructurales dentro de la matriz lignoceluldsica, descomponiendo a la lignina,
solubilizando y descristalizando parcialmente a la celulosa e incrementando la accién
metabolica de los microorganismos en la fermentacion posterior (Michalska et al.,
2015). Las bases fuertes como el hidréxido de sodio y el hidréxido de potasio pueden
romper los enlaces éster y éter, mientras que las bases débiles como el amoniaco
solamente pueden romper los enlaces éster. Este método es menos eficiente que la
hidrolisis acida, sin embargo, su potencial se incrementa cuando se utilizan agentes
oxidantes como el oxigeno y el peroxido de hidrégeno (Kumar et al., 2019). El

método alcalino — peroxido de hidrogeno incrementa tanto la remocion de la lignina y
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hemicelulosa como el porcentaje de celulosa en el sélido hidrolizado, lo cual favorece
la posterior hidrélisis enzimética (Ayeni & Daramola, 2017).

Se ha reportado el tratamiento con hidroxido de sodio como un método eficiente para
la delignificacion y el mejoramiento de la produccion de biogas a partir de rastrojo de
maiz, tallos de girasol, paja de arroz y rastrojo de sorgo (Yi et al., 2014). He et al.,
(2008), utilizando paja de arroz observaron que el tratamiento con hidroxido de sodio
ademas de romper los enlaces éster entre la lignina y los carbohidratos, también es
capaz de corromper los grupos funcionales de la celulosa, hemicelulosa y lignina, y
destruir las interacciones intermoleculares de la matriz lignoceluldsica. El hidréxido
de sodio destruye eficientemente las esterificaciones y los enlaces presentes en el
complejo hemicelulosa-lignina y corrompe el enlace C-C de las moléculas de lignina
(Kim et al., 2016). El hidroxido de sodio se disocia en los iones hidroxilo: OH™* y Na**
favoreciendo la hidrdlisis con un incremento en la concentracion de iones hidroxilo
(Modenbach, 2013).

A fin de incrementar la deslignificacion y la eficiencia de la subsecuente etapa de
hidrélisis, el tratamiento alcalino se ha acoplado en los ultimos afios con otros
métodos tales como la extrusion mecanica (Coimbra et al., 2016), el tratamiento con
microondas (Li et al., 2014) y la hidrdlisis acida — alcalina (Camesasca et al., 2015;
Zu et al., 2014), siendo ésta ultima la que mostrd la mayor remocion de lignina. Los
procesos combinados que involucran en una primera etapa la hidrélisis alcalina
seguida del tratamiento con acido no son factibles, ya que durante la hidrolisis
alcalina se forma un liquido conocido como licor negro el cual estd compuesto por
lignina soluble, derivados de la lignina y azlcares provenientes de la hemicelulosa
gue no puede fermentarse debido al alto contenido de compuestos fendlicos (Lee et
al., 2015). El licor negro contiene una mezcla de compuestos organicos y residuos
inorganicos, en algunos casos dicho licor se concentra por evaporacion y se quema
con la intencién de recuperar los compuestos inorganicos en forma de carbonatos y
sulfato de sodio, generando al mismo tiempo energia usada en los procesos a escala

industrial tal y como sucede en la produccién de papel (Woiciechowski et al., 2020).
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El licor negro es el quinto combustible mas importante en el mundo, con una
capacidad calorifica de 13.5 — 14.5 MJ / kg y una producciéon anual neta de 130

millones de toneladas anuales (Bajpal, 2018).

1.4 Hidrdlisis acida

La hidrélisis acida es un método quimico altamente eficiente usado para alterar la
matriz lignocelulésica y romper los enlaces p1-4 glucosidicos caracteristicos de la
celulosa y hemicelulosa; tiene la capacidad de solubilizar principalmente a la
hemicelulosa, sin embargo, dependiendo de las condiciones de operacion también
pueden ser parcialmente removidas la lignina y la celulosa (Woiciechowski et al.,
2020). La hidrdlisis acida ha sido estudiada extensamente y se considera como la
técnica mas cercana al escalamiento industrial y comercial (Solarte-Toro et al.,
2019).

Este método quimico utiliza acidos diluidos o concentrados en procesos catalizados
por temperatura, puede realizarse a temperatura alta y baja concentracion de acido o

a baja temperatura y alta concentracion de acido (Woiciechowski et al., 2020).

a) Hidrdlisis con acido concentrado: El proceso con alta concentracion de &cido
presenta algunas ventajas sobre el proceso con acido diluido, tales como mayor
indice de despolimerizacién de carbohidratos, minima formacion de inhibidores,
reduccion en el grado de cristalinidad de la celulosa, no requiere una hidrolisis
enzimatica posterior y no hay restriccion para el uso de biomasa proveniente de
diversas fuentes (Siripong et al., 2016 Yoon et al.,, 2014), sin embargo, las
concentraciones altas de acido favorecen la corrosion de los reactores por lo cual
deben construirse con materiales mas resistentes incrementando el costo del
tratamiento (Yi et al., 2014). La hidrolisis con acidos concentrados se lleva a cabo
usualmente con acido fosférico y sulfarico, ambos de-polimerizan eficientemente a
la hemicelulosa y disminuyen el grado de cristalinidad de la celulosa, sin embargo,
el acido fosférico no degrada completamente a la lignina por lo que debe

acoplarse con otro método de tratamiento que incremente el poder oxidante de la
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solucion como es el caso del perdxido de hidrogeno (Wang et al., 2016). De
acuerdo con Solarte-Toro et al. (2019), la hidrolisis con acido concentrado se lleva
a cabo en 3 etapas principales: solubilizacién de hemicelulosa, ruptura de celulosa
en azlcares oligoméricos y produccion de azlUcares monoméricos. La ruptura de

la fase cristalina de la celulosa se lleva a cabo entre la primera y la segunda etapa.

b) Hidrdlisis con acido diluido: El tratamiento con acido diluido es uno de los métodos
mas utilizados tanto para pre-tratar a la biomasa lignocelulésica como para
producir azicares monoméricos (Boontum et al., 2019; Swiatek et al., 2020), es
considerado un método econdmico y factible para su escalamiento industrial como
una etapa que antecede a la produccion de biocombustibles tales como el
bioetanol y el biohidrogeno (Diaz-Blanco et al., 2018; Gonzales et al., 2016). Su
principal ventaja es su alta eficiencia (> 75 %) para recuperar los azlcares
provenientes de la hemicelulosa y dependiendo de las condiciones de operacion
puede incluso despolimerizar a la glucosa y cambiar sus propiedades
fisicoquimicas, ademas los costos por reactivos y construccion del reactor son
mas bajos en comparacion con los procesos con acido concentrado y el método
puede acoplarse con otras tecnologias incrementado su potencial (Kumar et al.,
2015; Solarte-Toro et al., 2019). La principal desventaja del tratamiento con &cido
diluido es la descomposicion térmica de las pentosas y hexosas, que da como
resultado la formacion de furfural e hidroximetil furfural (HMF) respectivamente,
sustancias que inhiben la actividad metabdlica de los microorganismos (Kumar et
al., 2019; Gonzales et al., 2016). La hidrdlisis con &cido diluido puede llevarse a
cabo en un rango de temperaturas de 100 a 215 °C, concentraciones de acido de
entre 0.1 y 5 % en peso, tiempos de operacion menores a los 120 minutos y
presiones entre 1 y 10 atmosferas (Solarte-Toro et al., 2019; Woiciechowski et al.,
2020).

El tratamiento acido involucra la adiciébn de &cidos organicos o inorganicos tales
como el sulftrico, fosférico, clorhidrico, nitrico, maléico y acético (Kumar et al., 2019).

De ellos el acido sulfarico ha sido mayormente estudiado debido a su alto poder
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catabdlico y a su menor costo de produccion en comparaciéon con el clorhidrico y el
fosforico, ademas ha mostrado ser eficiente para incrementar el area superficial de la
biomasa y producir una gran cantidad de azucares (Lainez et al., 2018; Shuvashish
et al., 2014). La principal desventaja de éste acido es su alta toxicidad que involucra
el uso de reactores resistentes a la corrosion lo que incrementa el costo del proceso
(Woiciechowski et al., 2020). El acido fosforico es menos corrosivo y toxico que el
sulfurico, ademas durante la etapa de neutralizacion previa a la fermentacion
produce sales de fosfato que pueden ser utilizadas como fertilizantes, suplementos
alimenticios y nutrientes para los microorganismos (Cao et al., 2018; Siripong et al.,
2016). Con respecto a los acidos organicos, Amnuaycheewa et al. (2016), estudiaron
la hidrolisis acida de la paja de arroz con los &cidos acético, citrico y oxalico
demostrando que éste Uultimo fue el mas eficiente para producir azlcares

monomeéricos y para reducir la masa de la paja de arroz al término del tratamiento.

La hidrdlisis acida es un método quimico que puede utilizarse como pretratamiento o
método de hidrdlisis directa (Arslan et al., 2012; Kumar et al., 2015; Shuvashish et
al., 2014). Sus principales desventajas son la produccién de compuestos inhibidores
del crecimiento microbiano, generacion de agua residual y toxicidad en cuerpos de
agua, pese a ello el tratamiento acido es utilizado debido a su alto potencial para
producir azlcares y para incrementar la eficiencia de la fermentacion de la biomasa
lignocelulésica, ademas de poder llevarse a cabo utilizando una gran variedad de

condiciones de operacién (Solarte-Toro et al., 2019).

1.4.1 Azucares fermentables e inhibidores

La glucosa es el componente principal de la celulosa, mientras que la xilosa es el
mondmero mayoritario presente en la hemicelulosa. Ambos monosacaridos son
capaces de formar estructuras ciclicas (Figura 1.3) facilmente fermentables por los
microorganismos (Cieciura-Wloch et al., 2019). La hemicelulosa puede degradarse
en compuestos de menor peso molecular como azucares (xilosa, glucosa, manosa,
arabinosa y galactosa), acidos organicos (férmico, levulinico y acético) y aldehidos
(furfural y HMF) (Shuvashish et al., 2014).
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Figura 1.3. Estructura molecular de la xilosa y de la glucosa

Ademas de los azucares monoméricos, en la hidrdlisis 4cida se producen algunos
componentes toxicos derivados del pretratamiento conocidos como inhibidores de
crecimiento microbiano. Existen tres grupos de inhibidores: las sustancias
relacionadas a la degradacibn de hemicelulosa (acido acético, alcoholes,
aromaticos), sustancias derivadas de la descomposicion de azucares (compuestos
hamicos, furfural, hidroximetil furfural, acido férmico) y los productos generados por
la despolimerizacion de la lignina, como lo son los anillos aromaticos y poli
aromaticos (Kumar et al., 2015; Paul & Dutta, 2018). Los tratamientos efectuados a
altas temperaturas propician la deshidratacion térmica de las hexosas y pentosas en
moléculas de HMF y furfural, los cuales a su vez se descomponen generando acido
formico, levulinico y acético (Shuvashish et al., 2014). La Figura 1.4 muestra la

sintesis de inhibidores a partir de la descomposicién térmica de los azucares.
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Figura 1.4. Produccion de inhibidores a partir de a) hexosas y b) pentosas
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Los compuestos inhibidores causan efectos tdxicos sobre el crecimiento bacteriano y
su actividad metabdlica. Los inhibidores mas dafinos para la membrana celular de
los microorganismos son los compuestos fendlicos derivados de la descomposicion
de la lignina, mientras que los aldehidos se encargan de alterar el funcionamiento de
las enzimas involucradas en el procesamiento de los sustratos (Giraldeli et al., 2019;
Kumar et al.,, 2015). El furfural es el compuesto inhibidor mayormente formado
durante la hidrolisis acida de la biomasa lignocelulésica, es menos toxico en
comparacion con los compuestos fendlicos, sin embargo su concentracion en los
hidrolizados llega a inhibir los procesos fermentativos (Cieciura-Wloch et al., 2019;
Haroun et al., 2016). De acuerdo con Mufioz-Paez et al. (2019), la eficiencia de los
procesos fermentativos no se ve afectada cuando la concentracion de furfural es
menor a 1 g/L, sin embargo, los microorganismos resultan mas sensibles a la
presencia de HMF y a la mezcla furfural-HMF ya que concentraciones menores a
0.20 g/L de HMF disminuyen considerablemente el rendimiento. El furfural ademas
de inhibir la sintesis de proteinas y enzimas, altera el crecimiento de la membrana
celular permeando a través de ella y destruyendo el ADN de los microorganismos
(Akobi et al., 2017).

Con la finalidad de disminuir la concentracibn de compuestos inhibidores en el
hidrolizado, diversos métodos de desintoxicacién han sido propuestos, entre ellos se
encuentran el carbon activado, compuestos alcalinos, hidréxido de calcio, enzimas
como la lacasa y la peroxidasa asi como la digestion microbiana (Woiciechowski et
al., 2020). Algunos tratamientos alternativos como la concentracién del hidrolizado
por evaporacion, el uso de resinas de intercambio idnico y técnicas de ingenieria

metabolica se han propuesto en los Ultimos afios (Kumar et al., 2015).

1.4.2 Factores que afectan ala hidrolisis acida

Las principales variables que afectan a la hidrolisis acida son: la temperatura de
reaccion, el tiempo de contacto, la concentracion del &cido, la relacién entre la
biomasa y la solucion y el tamafio de particula (Shuvashish et al., 2014; Partida-

Sedas et al., 2016). De ellas, las variables mas importantes son la temperatura, la

18



concentracion del acido y el tiempo de contacto. A fin de evaluar el efecto combinado
de dichas variables se propuso el término Factor de Severidad Combinado (FSC),
que esté definido como una medida de la severidad de la hidrdlisis acida (Pappas et
al., 2014) y mateméticamente se expresa acorde a la Ecuacién 1.1.

T-100

FSC = log [t* e(m)] _pH Ec. 1.1

En donde, t es el tiempo de contacto en minutos, T la temperatura de operacion y pH
el valor obtenido en el hidrolizado al término de la hidrdlisis. Algunos trabajos como
los realizados por Castro et al. (2014) y Pappas et al. (2014), muestran que el FSC
es una medida del comportamiento de las variables de proceso en torno a un factor,
sin embargo, no existe una relacion directa entre este coeficiente y la produccion de
azlcares, ya que mismos valores del FSC corresponden a rendimientos de

produccion de azlcares diferentes.

Se han reportado en la literatura distintos trabajos relacionados al estudio de las 3
variables mas importantes de la hidrolisis sobre la produccion de azucares,
rendimiento de sacarificacion y degradacion de biomasa lignocelulésica, concluyendo
en la mayoria de ellos que los efectos singulares y combinados de la temperatura y
la concentracion del &cido son las que mayor impacto tienen sobre el proceso (Cao
et al.,, 2018; Diaz-Blanco et al., 2018; Saha et al., 2018). Ambas variables estan
relacionadas también con la produccion de aldehidos, ya que un aumentd en la
temperatura de reaccion favorece la descomposicion de los azucares obtenidos, la
cual se incrementa ain mas a altas concentraciones de acido (Avci et al., 2013; Zhao
et al.,, 2014). Lenihan et al. (2010), estudiaron el efecto de la temperatura y de la
concentracion de acido fosforico sobre la hidrdlisis de cascara de papa, concluyendo
gue un incremento de temperatura favorece a la produccién de inhibidores, mientras

que un incremento en la concentracion de acido propicia la produccion de azucares.

La importancia del tiempo de operacién radica en conocer el comportamiento de la

produccion tanto de los azlUcares como de los demas productos de hidrélisis a
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determinadas condiciones de temperatura y concentracion. Se ha reportado
previamente que un aumento en el tiempo de contacto esta relacionado directamente
con un incremento en la concentracion de aldehidos y acidos organicos (Chen et al.,
2015; Na & Lee, 2015).

La relacion entre la cantidad de biomasa y el volumen de solucion acida es otra
variable que afecta directamente a la hidrélisis acida. Estudios anteriores han
reportado que un aumento en la cantidad inicial de lignocelulosa incrementa la
produccion de azucares (Adeogun et al., 2018; Rojas-Rejon & Sanchez, 2013), sin
embargo, solo es hasta cierto punto ya que al saturar el sistema de materia sélida la
resistencia a la transferencia de masa incrementa y en consecuencia el rendimiento
del proceso disminuye debido a que el acido no encuentra los sitios activos para

comenzar la despolimerizacion de los carbohidratos.

La hidrélisis acida es una reaccion heterogénea que involucra a la biomasa
lignoceluldsica en estado sélido y un liquido acido, por ello algunos fendbmenos de
caracter fisico se llevan a cabo durante el proceso tales como la difusién del &cido, el
cambio en la cristalinidad y la transferencia de masa (Xiang et al., 2003). EI modulo
de Weisz es usualmente utilizado para determinar la resistencia a la transferencia de
masa en reacciones heterogéneas con o sin catalizar, sin embargo, de acuerdo con
Girisuta et al. (2007) y con Saeman (1945) la hidrélisis acida puede asemejarse a
una reaccion homogénea cuando el tamafio de particula es menor a los 840 um
considerando asi la no resistencia a la transferencia de masa. Los procesos de
hidrolisis &cida llevada a cabo con particulas menores a 840 um tienen como
principal barrera fisica el acomodo de las fibras de celulosa y su interaccién por
puentes de hidrogeno que le confiere una alta cristalinidad (Xiang et al., 2003). Los
tamafos de particula mas pequefios incrementan la eficiencia de la reaccion de
hidrdlisis, sin embargo, entre mas pequefia es la particula menor es el efecto que

tendra sobre la produccion de azucares; <4 mm (Chen et al., 2015).
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1.4.3 Mecanismo y cinética de la hidrdlisis &cida

De acuerdo con Zhang et al. (2009), el rompimiento de la celulosa involucra dos
procesos principales, el primero de ellos es una esterificacion entre los grupos
hidroxilo de la celulosa y el acido fosférico, formando asi fosfato de celulosa, tal y

como se muestra en la Ecuacion 1.2.
H3PO,4 + celulosa— OH - celulosa— 0 - PO3H, Ec. 1.2

El segundo paso corresponde tanto a la competencia en la formacion de puentes de
hidrégeno entre los grupos OH™ de las cadenas lineales de celulosa como a los
derivados de la unién entre OH™ de la celulosa y las moléculas de agua. Por otro
lado, Fan et al. (1987) describen a la hidrolisis &cida como un proceso que involucra
la formacion de complejos entre la celulosa y el 4cido inorgénico, el cual se observa
Unicamente después de que la fraccion cristalina de la celulosa ha sido destruida. El
mecanismo de hidrdlisis acida comienza con una protonacién atribuida al complejo
acido-agua sobre el oxigeno glucosidico y el oxigeno presente en el anillo ciclico de
la glucosa (Brown et al., 1979), sin embargo, se ha reportado que el mecanismo
favorecido es la protonacion del oxigeno glucosidico (Fan et al., 1987). La Figura 1.5
muestra de manera simplificada el mecanismo de la hidrolisis en presencia de &cido

fosforico mediante la protonacion del oxigeno glucosidico.

OH OH
OHO o
H.0 OH OH \ ,-OH _OH
| T TR HO\OH /' ~0” \oH 0 -
OH 5 H\ = I OH —— ! B + 4 BN
HO \OH / “0" \oH
OH
OH OH

- OH OH { o A o
- HOY : ) /
0=p-OH . OH 7OH HO\ OH /OH

OH OH =
0P-OH o
OH

Figura 1.5. Mecanismo de la hidrdlisis acida
De acuerdo con Tizazu & Moholkar (2018) y Xiang et al. (2003), la hidrélisis acida es

una reaccién compleja que se lleva a cabo en 4 etapas principales: La primera de

ellas involucra una difusion de los protones del acido a través de la matriz
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lignocelul@sica, la segunda corresponde a la protonacion del enlace 31-4 glucosidico
y del oxigeno del anillo aromatico del carbohidrato asi como a la ruptura de los
enlaces, se ha reportado que el mecanismo favorecido es la ruptura del enlace
glucosidico (Fan et al., 1987)., la tercer etapa estd asociada a la formacion de un
carbono cationico intermediario que induce la formacion de dos moléculas de azlcar
con ayuda de las moléculas de agua presentes en la solucién. La ultima etapa
corresponde a la difusion de los productos generados a traves de la matriz
lignoceluldsica. La formacion del carbono cationico intermediario ocurre mucho mas
rapido en los extremos de las cadenas de celulosa y hemicelulosa que en su parte
intermedia, la adicion de agua propicia que los rendimientos de produccién de azlcar
sean mayores a los calculados tedricamente en funcion de la cantidad inicial de
carbohidrato (Guerra-Rodriguez et al., 2012; Xiang et al., 2003).

Los modelos cinéticos utilizados para estudiar la hidrolisis acida de biomasa
lignoceluldsica generalmente asumen un comportamiento pseudo-homogéneo y de
primer orden. Saeman (1945) propuso el primero modelo cinético durante la hidrolisis
con acido sulfarico de la madera, considerando que el proceso involucra una serie de
reacciones relacionadas con la produccion de azUcares monoméricos y Ssu

transformacién en aldehidos inhibidores (Ec. 1.3).

k k
holocelulosa 3 monosacaridos 3 Inhibidores Ec. 1.3

Considerando que las reacciones observadas en la Ecuacién 1.3 son irreversibles y
de primer orden, el modelo cinético propuesto por Saeman (1945) permite predecir
la concentracién de monosacéridos en funcién del tiempo de reaccién, de acuerdo a

la Ecuacion 1.4.

M = [kklpo ]( —thy _ tkz) Ec.1.4
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En donde M es la concentracién de monosacaridos y Py la concentracion inicial de
holocelulosa expresadas en términos de g/L o g azucar / g sustrato, mientras que ki y
ko son respectivamente las constantes cinéticas asociadas a la produccion y

descomposicién de los azlicares en min™, y t es el tiempo de reaccién en minutos.

El modelo de Saeman se ha utilizado principalmente para estudiar la produccion de
xilosa y glucosa provenientes de la fraccion de holocelulosa de distintos tipos de
biomasa lignoceluldsica (Guerra-Rodriguez et al., 2012; Na & Lee, 2015; Rafiqul &
Sakinah, 2012), sin embargo, algunos estudios también han reportado que dicho
modelo predice adecuadamente el comportamiento de la cantidad total de azlUcares
reductores totales bajo diferentes condiciones de hidrolisis (Adeogun et al., 2018;
Arslan et al., 2012). Por otro lado, cuando los datos experimentales no muestran la
etapa de deshidratacion térmica de los azlcares, el modelo de Saeman puede
reducirse a la ecuacion cinética de primer orden (Ajala et al., 2020; Swati et al.,

2013), la cual se muestra en la Ecuacion 1.5.

M=P,(1— ekt Ec. 1.5

Esteghlalian et al. (1997) propusieron un modelo modificado conocido como modelo
bifasico o Saeman modificado el cual considera que la hidrdlisis 4cida se lleva a cabo
a partir de dos reacciones paralelas pseudo-homogéneas de primer orden, en la cual
una de ellas es mucho mas rapida que la otra. La reaccion rapida corresponde a la
fraccion facilmente hidrolizable, mientras que la lenta se atribuye a la fraccion
dificilmente hidrolizable. Este modelo ha sido utilizado en afios recientes (Tizazu &
Moholkar, 2018; Zhang et al., 2011) y su ecuacién general se muestra en la Ecuacién
1.6.

OC'PO'kf —ket —ko-t (1—0()'Po'k5 —kt —kot
— 0% t_ 2 L) os st 2
M oy E e kt] + P e e kzt] Ec.1.6

En done M, P, ky, y t tienen el mismo significado y unidades a las descritas

anteriormente, mientras que ki y ks representan las constantes de velocidad de la
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fraccion facilmente y dificilmente hidrolizable respectivamente, ambas con unidades

de min™*. El simbolo a corresponde a la fraccion faciimente hidrolizable.

Algunos estudios recientes se han enfocado en el estudio de la transferencia de
masa entre la solucién acida y la biomasa lignocelulosica. Chen et al. (2015),
propusieron un modelo que combina la difusion del acido en la parte interna de las
particulas con el caracter quimico de la hidrélisis acida considerando algunos
factores fisicos como: tamafio de particula, tortuosidad y porosidad de la misma y el

coeficiente de difusion del acido en agua.

1.5 Biohidrégeno

El hidrogeno (H;) es un gas importante y fuente de energia promisoria que jugara un
papel importante en la reduccion de los gases de efecto invernadero, ya que en
procesos de combustidon genera vapor de agua y es considerado como un energético
limpio con alto poder calorifico debido a que tiene aproximadamente 122 MJ/kg (De
Souza et al., 2019; Nissila et al., 2014). El H, obtenido como subproducto de las
reacciones bioquimicas efectuadas por microorganismos es conocido como
Biohidrégeno (Pandey et al., 2013).

1.5.1 Mecanismos para la produccién de biohidrégeno

Estudios referidos a la produccion de biohidrégeno han hecho énfasis en procesos
de biofotdlisis del agua utilizando cianobacterias y microalgas, la fotodescomposicion
de la materia orgénica a partir de bacterias fotosintéticas y fermentacion anaerobia
aprovechando el metabolismo de microorganismos anodxicos (Elbeshbishy et al.,
2017); sin embargo, la fermentacion anaerobia se presenta como la opcion mas

factible para la produccién de biohidrégeno (Ya-Chieh et al., 2012).

a) Fotofermentaciéon. La fotofermentacion se define como el proceso de
produccion de biohidrégeno a partir de sustratos organicos residuales llevado a
cabo por organismos fotosintéticos en presencia de luz (Budiman & Wu, 2018). La

fotofermentacioén es conocida como uno de los métodos mas eficientes debido a
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sus altos rendimientos, a la degradacién completa de los acidos organicos, su
capacidad de usar un amplio rango de luz y a su potencial para usar distintos
materiales organicos residuales como sustrato. Algunos parametros como la
relacion carbono-nitrogeno, la temperatura, el pH y la intensidad de luz afectan el
proceso, siendo éste Ultimo el que ha limitado su aplicacion a nivel industrial (Hay
et al., 2013). Entre los microorganismos mas estudiados para la produccion de H;
mediante fotofermentacion se encuentran las bacterias purpuras tales como
Rhodobacter, Rhodopseudomonas y Rhodospirillum, las cuales debido a su
estructura simple no tienen la capacidad de hidrolizar el agua, pero si de producir
biohidrogeno a partir de compuestos ricos en carbono y nitrégeno (Budiman & Wu,
2018; Show et al., 2012). La ecuacion general de la produccién de biohidrégeno

mediante fotofermentacion se muestra en la ecuacion 1.7.

CH;COOH + 2H,0 - 4H,+ 2C0, Ec. 1.7

Seifert et al. (2018) disefiaron un experimento secuencial en el cual aprovecharon
los &cidos organicos generados en un proceso de fermentacion anaerobia para
obtener H, en un reactor fotobiolégico, el rendimiento al final del proceso fue de
6.7 L de hidrogeno / L de residuo no diluido de la industria del chicle. Estos
resultados muestran que los procesos combinados de fermentaciébn oscura —
fotofermentacién incrementan las tasas de produccién de biohidrogeno y la

degradacion de los residuos.

b) Biofotdlisis. La biofotdlisis es el proceso mediante el cual el agua es separada
en sus componentes individuales utilizando la capacidad fotosintética de algas y
cianobacterias (Pandey et al., 2013). El biohidrégeno se produce mediante la
absorcion directa de luz y transferencia de los electrones hacia las enzimas
hidrogenasas y nitrogenasas, bajo condiciones anoxicas el exceso de electrones
se asocia a los microorganismos convirtiendo iones H* en H, molecular (Show et
al., 2012). La biofotdlisis puede llevarse a cabo mediante dos mecanismos. El

primero de ellos es la biofotdlisis directa, la cual consiste en utilizar la energia
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solar y los sistemas fotosintéticos de las algas para convertir agua en energia
quimica, en cambio, la biofotdlisis indirecta utiliza los electrones provenientes de
las reservas de carbono de las algas obtenidos por la fijacion del CO,, los
carbohidratos son oxidados para producir biohidrégeno (Das et al., 2014; Prabakar
et al., 2018). Las reacciones involucradas en los procesos de biofotdlisis se

muestran en las Ecuaciones 1.8, 1.9 y 1.10.

i h
a) Directa 2H,0 g 2H, + 0, Ec.1.8
i h
b) Indirecta 6H,0 + 6CO, g CeH1,04 + 60, Ec. 1.9
Ec. 1.10

h
CeH1,04 + 6H,0 — 12H,+ 6CO,

c) Fermentacion oscura. La fermentacion es un fendbmeno encontrado de manera
natural en ambientes con ausencia de oxigeno, es llevado a cabo por
microorganismos productores de hidrégeno tales como las bacterias facultativas y
los anaerobios obligados (Elbeshbishy et al., 2017). La fermentacion oscura tiene
varias ventajas sobre la fotofermentacién tales como la amplia gama de materiales
organicos que puede utilizar, su alto rendimiento de produccion de biohidrégeno,
es independiente de las condiciones ambientales y los subproductos generados

pueden ser utilizados para la sintesis de bioplasticos (Reddy et al., 2014).

d) Bioelectrohidrogénesis. La Celda de Electrélisis Microbiana es una tecnologia
noble, innovadora y sustentable para la produccion de H, a partir de materia
organica. Esta tecnologia es andloga a la Celda de Combustible Microbiana
(CCM), con la diferencia de la atmodsfera no oxidante utilizada en la CEM (Kadier
et al.,, 2016). Las bacterias eléctricamente activas oxidan a la materia organica y
generan como principales productos CO,, protones y electrones (Kadier et al.,
2014). Los electrones y los protones son reducidos dentro de una cadmara catddica
a H; molecular. Debido a que la bioelectrohidrogénesis es un proceso

endotérmico, se requiere aplicar un pequefio voltaje externo para que la reduccion
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de los protones se lleve a cabo, dicho voltaje oscila entre 0.2 y 0.8 V, el cual en
comparacion con el requerido para llevar a cabo la hidrélisis del agua (1.8 — 3.5 V)
resulta mucho menor (Lu et al., 2016).

1.6 Produccion de biohidrégeno mediante fermentacion oscura

La produccién de biohidrégeno mediante fermentacion oscura involucra una serie de
reacciones bioquimicas que concluyen en la generacion de H, y acidos organicos de
bajo peso molecular (Das et al., 2014); actualmente es considerada como el
mecanismo de produccion mas favorable, ya que puede hacer uso de una gran
variedad de sustratos organicos y aguas residuales como fuente de carbono sin
utilizar luz (Elbeshbishy et al., 2017; Show et al., 2012). La fermentacion es un
proceso metabdlico, el cual ocurre bajo condiciones andxicas y tiene la finalidad de
regenerar la energia de las células mediante la sintesis de Tri-Fostato de Adenosina
(ATP) (Das et al., 2014). La glucosa considerada como el modelo de sustrato, es
convertida inicialmente a piruvato mediante el mecanismo glicolitico produciendo
ATP a partir de Di-Fosfato de Adenosina (ADP), posteriormente el piruvato es
oxidado a acetil coenzima A, CO, y H, mediante la accion de las enzimas piruvato

ferrodixina, oxidoreductasa e hidrogenasa (Ghimire et al., 2015).

1.6.1Rutas metabdlicas dirigidas a la produccién de biohidrégeno fermentativo
Para la produccion de H,, el piruvato puede involucrar tres mecanismos bioquimicos
diferentes, dependiendo del tipo de microorganismo y de sus respectivas enzimas
(Show et al., 2012). En microorganismos anaerobios estrictos y bacterias
termofilicas, el piruvato es oxidado a acetil coenzima A mediante la accién de la
oxidoreductasa piruvato ferrodixina, posteriormente el acetii coenzima A es
transformado a acetil fosfato, generando ATP y acetato (Das et al., 2014), dichas

reacciones se observan en las Ecuaciones 1.11y 1.12.

Piruvato + CoA + 2Fd(ox) — Acetil CoA+ 2Fd(red) + CO, Ec. 1.11
2H* + Fd(red) —» H, + Fd(ox) Ec. 1.12
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De acuerdo con Pandey et al. (2013), el segundo tipo de reacciones productoras de
H, involucra el metabolismo de microorganismos facultativos mediante la accion de la
enzima formato piruvato liasa (PFL), ambas reacciones se muestran en las

Ecuaciones 1.13y 1.14.

Piruvato + CoA - Acetil CoA + Formiato Ec. 1.13
Formiato — H,+ CO, Ec.1.14

Finalmente, la ruta mas comun de degradacion de glucosa a piruvato es mediante la
accion de la enzima NADH, la cual es oxidada a NAD®. Dicho mecanismo es
observado en microorganismos tanto anaerobios estrictos como facultativos (De
Souza et al., 2019; Show et al., 2012). Las reacciones mostradas en las Ecuaciones

1.15, 1.16 y 1.17 muestran la produccion de H; a partir de la enzima NADH.

C¢H{;05 + 2NAD* — 2NADH + 2Piruvato+ H* Ec. 1.15
2NADH + 4Fd(ox) - 4Fd(red)+ 2NAD* Ec. 1.16
4H' + 4Fd(red) — 4Fd(ox)+ 2H? Ec. 1.17

Ademas del H,, se generan acidos organicos de bajo peso molecular como
subproductos del metabolismo bacteriano (Ghimire et al., 2015; Corona & Razo-
Flores, 2018). 4 moles de H, por mol de glucosa son formados cuando el piruvato es
oxidado a acetato como unico producto final del metabolismo (Ec. 1.18), mientras
qgue la oxidacion del piruvato a butirato (Ec. 1.19) produce solamente 2 moles de H;
(Das et al., 2014). La fermentacién con cultivos mixtos alcanza aproximadamente un
rendimiento de 2.5 moles de H; y una relacion de 3:2 entre el &cido butirico y el

acético (Ghimire et al., 2015), la reaccién involucrada se presenta en la Ec. 1.20.

C¢Hq1,04 + 2H,0 — 2CH3COOH + 4H, + 2CO, Ec. 1.18

CGHIZOG - CchHchchOH + ZHZ + ZCOZ Ec 1.19
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4C4H1;04 +2H,0 — 3CH3;CH,CH,COOH + 2CH3;COOH + 8C0, + 10H, Ec. 1.20

Diferentes tipos de hexosas, pentosas y carbohidratos producen diferentes
cantidades de H,, dependiendo de la via metabdlica y de los subproductos finales.
En la practica, altos rendimientos en la produccién de biohidrogeno estan asociados
a una mezcla de acetato y butirato, mientras que los rendimientos bajos se asocian a

la presencia de propionato y lactato (Gonzales et al., 2016; Turker et al., 2008).

1.6.2Factores que afectan la produccion de biohidrégeno fermentativo

La produccion de biohidrégeno por fermentacion anaerobia es un proceso muy
complejo influenciado por varios factores tales como el indculo, tipo de sustrato,
configuracion del biorreactor, concentracion de nitrogeno, fésforo e iones metalicos,
temperatura, pH y tiempo de retencién hidraulico (Soares et al., 2020). Para la
generacion de biohidrogeno, es necesaria la eliminacion de los microorganismos
productores de CH4 y NH3, ya que éstos consumen el H, que producen las bacterias
acidogénicas (Mufoz-Péaez et al., 2019). Los principales factores que afectan la

produccion de H; son los siguientes:

a) Cultivos puros. Entre las bacterias mas utilizadas para la produccion de
biohidrégeno se encuentran las del género Clostridium, las cuales son Gram
positivo, anaerobias estrictas y formadoras de esporas. Enterobacter es otra
especie que ha sido utilizada, la cual se caracteriza por ser Gram negativa y
facultativa (Ingle et al., 2020). Las bacterias facultativas producen un rendimiento
maximo de 2 mol de H, / mol de glucosa, mientras que los anaerobios estrictos
alcanzan 4 mol de H, / mol de hexosa. Las bacterias facultativas pueden consumir
las pequefias cantidades de oxigeno presente en el medio haciéndolo
completamente anaerobio, debido a esta caracteristica la fermentacion con éste
tipo de bacterias ha sido considerado economicamente viable (Soares et al.,
2020).

b) Cultivos mixtos. Las bacterias capaces de producir H, encontradas en ambientes

naturales como el suelo, aguas residuales, compostas, lodos activados, residuos
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de ganado y residuos agricolas son consideradas como cultivos mixtos, los cuales
son factibles para su uso en escala industrial debido a que no requieren tantos
cuidados en comparacién con los cultivos puros (Kumar et al., 2018). Las ventajas
de los cultivos mixtos son sus bajos costos de operacion, simplicidad en el control
del proceso y capacidad para fermentar distintos tipos de sustratos (Soares et al.,
2020). De acuerdo con Mufioz-Paez et al. (2019). los cultivos mixtos tienen la
habilidad para degradar completamente al furfural y parcialmente al HMF durante
la fermentacion oscura, ademas el cultivo mixto proveniente de los lodos de un
fermentador anaerobio esta principalmente formado por bacterias Clostridium.
Cuando se utilizan cultivos mixtos, el H, producido puede ser utilizado por las
bacterias consumidoras de H,, por lo cual, estos cultivos deben ser pre-tratados
bajo ciertos métodos para suprimir las bacterias indeseables mientras se favorece
la actividad de las bacterias hidrogénicas (Soares et al., 2020). El tratamiento
térmico a 105°C durante 2 horas resulta eficiente para la eliminacion de las
bacterias exceptuando las esporas del género Clostridium (Avila, 2010; Lu et al.,
2019), por otra parte, el ajuste de pH por debajo de 6 inhibe la actividad
metabdlica de los metandgenos, favoreciendo el crecimiento de los

microorganismos productores de H, (Ghimire et al., 2015).

c) Cambio de la presion parcial de H, y CO, en el biorreactor. El incremento en la
presion parcial de H, en el espacio gaseoso durante el proceso de fermentacion
puede asociarse a un decremento de la produccion de H,. Cuando la presién
parcial de H, se incrementa, el cultivo microbiano comienza la generacién de otros
subproductos como el etanol, butanol, lactato y anilina (Soares et al., 2020). El uso
de gases como el N, y el CO,, ademas del uso de membranas de separacion y la
aplicacion de vacio han sido empleados recientemente como meétodos alternativos
para reducir la presion parcial de H, en el biorreactor (Lee et al., 2012). La
produccion de etanol y acido acético por los microorganismos productores de H

se muestra en la Ecuacion 1.21.
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C¢Hq1,04 + H,0 — CH3;CH,OH + 2H, + 2C0, + CH3;COOH Ec. 1.21

Por otra parte, la presion parcial de CO, también afecta el rendimiento del proceso
y la produccion de biohidrégeno. Las células sintetizan formato y succinato a partir
del CO, el cual actia como un iman robando los electrones destinados a la
produccion de H, (Das et al., 2014).

d) Tiempo de retenciéon hidraulico. El tiempo de retencion hidraulico es una medida
del tiempo promedio, en el cual un solido soluble se encuentra dentro de un
biorreactor en operacion (Das et al., 2014), dicho tiempo puede afectar la hidrdlisis
de los sustratos, y a su vez la produccién de metabolitos intermediarios y de
biohidrégeno, es considerado como un parametro de control de la actividad
metanogénica (Ghimire et al., 2015). Un tiempo de retencion hidraulico corto se
asocia a rendimientos altos en la produccion de H, y a bajos costos de
construccion, disminuyendo el tamafio del biorreactor, sin embargo, un tiempo de
retencion muy bajo puede disminuir la degradacion del sustrato (Pandey et al.,
2013). La retencion de sélidos 6ptima para la producciéon de biohidrégeno depende
del tipo de sustrato utilizado, la velocidad de hidrélisis y la biodegradabilidad de la
materia organica (Ghimire et al., 2015). Lu et al. (2019), estudiaron la produccién
de biohidrégeno en un fermentador de 3 m? utilizando glucosa como Unica fuente
de carbono. De acuerdo con ellos, el tiempo de retencién hidraulico 6ptimo fue de
24 horas, a tiempos posteriores el mezclado entre la biomasa y el sustrato fue
deficiente mientras que a las 12 horas la produccién de acidos organicos fue baja

lo que disminuyé el rendimiento de produccion de biohidrégeno.

e) Concentracion de iones metélicos. Las altas concentraciones de iones metalicos
pueden tener efectos inhibitorios sobre los microorganismos productores de
biohidrégeno, sin embargo, cantidades traza de algunos metales pueden
incrementar la eficiencia del proceso (Ghimire et al., 2015). Los iones metélicos a
nivel celular funcionan como cofactores enzimaticos, lo que favorece el
crecimiento de la célula y los procesos de transporte (Chong et al., 2009).

Elementos como el sodio (Na), magnesio (Mg), zinc (Zn), niquel (Ni) y hierro (Fe)
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f)

son metales traza importantes que favorecen el metabolismo de los
microorganismos productores de H, (Das et al.,, 2014). La importancia del Fe
radica en la formacion de ferrodixina, la cual es requerida por las hidrogenasas,
enzima clave en la produccién de biohidrégeno (Chong et al., 2009). Por otra
parte, el Mg es un elemento que se encuentra presente en la pared y membrana
celular, como micronutriente sirve como activador de las enzimas involucradas en
el proceso de glucdlisis, tales como las quinasas, hexoquinasas Yy
fosfofructoquinasas (Das et al., 2014). Algunos metales pesados como cadmio
(Cd), cromo (Cr), zinc (Zn), cobre (Cu) y plomo (Pb) presentes en los RSU y
residuos industriales pueden inhibir de manera total o parcial el crecimiento de los
microorganismos (Ghimire et al., 2015), siendo Cr, Cu y Zn los elementos que mas
efecto tienen sobre el metabolismo de los microorganismos acidogénicos (Das et
al., 2014). En afos recientes se ha estudiado el uso de nano particulas metalicas y
de 6xidos metalicos como una alternativa para favorecer el funcionamiento de las
enzimas e incrementar la produccién de biohidrégeno (Kumar® et al., 2019), los
metales mayormente estudiados han sido el hierro, niquel, titanio, paladio y oro,
siendo el hierro el mas eficiente en su forma cero-valente y el niquel en su forma
i6nica (Taherdanak et al., 2016).

Concentracion de fosforo y nitrégeno. En los procesos de produccion de
biohidrogeno, las sales de fésforo (P) y nitrdgeno (N) son suplementos necesarios
gue ayudan a obtener cultivos celulares 6ptimos (Show et al., 2011). EI N es un
componente esencial de los aminoacidos y es requerido por los microorganismos
para un crecimiento celular adecuado (Ghimire et al., 2015). Estudios recientes
han demostrado que el N organico resulta mas favorable para la produccion de Hy,
qgue el inorganico (Pandey et al., 2013), de igual manera, se ha definido una
relacion optima entre C:N la cual oscila entre 13 y 30 (Das et al., 2014; Prabakar et
al., 2018). Por otro lado, el i6n fosfato (PO43) es uno de los nutrientes inorganicos
mas importantes requerido para la éptima produccién de H,, un exceso de fosfatos
favorece la produccién de biohidrogeno y de acidos organicos volatiles (Show et
al., 2011).
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g) Concentracion de acidos organicos volatiles. Ademas de la produccion de H;

mediante digestion anaerobia, se generan metabolitos secundarios como el etanol
y los acidos organicos volatiles los cuales afectan el metabolismo bacteriano
(Pandey et al., 2013). Altos rendimientos en la produccion de biohidrogeno van
acompafiados por la presencia de &cido butirico y acético, mientras que los bajos
rendimientos se asocian al metabolismo dirigido a acido lactico y propionico (Yasin
et al.,, 2013; Soares et al., 2020). El incremento en la concentracién de acidos
organicos volatiles aumenta la fuerza idnica del medio de cultivo causando que los
protones permeen la membrana celular de las bacterias productoras de Hy,
corrompiendo su balance fisiolégico y provocando lisis celular (Pandey et al.,
2013). A temperatura ambiente, la degradacion de residuos organicos es
gobernada por las bacterias productoras de &cido lactico, pretratamientos como el
térmico, quimico y ajuste de pH se han utilizado para inhibir dichos

microorganismos (Yasin et al., 2013).

h) pH. El pH juega un papel importante, ya que tiene efectos significativos sobre la

produccion de biohidrégeno, velocidad de produccion, rutas metabdlicas y
actividad enzimatica (Yasin et al., 2013). Un pH &cido afecta la actividad de la
enzima hidrogenasa, la cual contiene Fe y juega un papel fundamental en la
generacion de H, (Ghimire et al., 2015). El pH 6ptimo para la produccion de
biohidrogeno se encuentra en el rango de 5 a 7, alcanzando mejores rendimientos
a un pH cercano de 5.5 (Soares et al., 2020; Show et al., 2011). A pH mayor a 8 y
menor a 4 no se ha reportado produccién de H, (Prabakar et al., 2018; Yasin et al.,
2013). Reddy et al. (2017), evaluaron el efecto del pH sobre la produccion de
hidrogeno fermentativo en régimen mesofilico utilizando hidrolizados del bagazo
de azucar de cafia como fuente de carbono, observando que el rendimiento
aumento considerablemente cuando el pH subi6 de 3 a 5, mientras que a pH de 8

la generacion de hidrégeno fue muy baja.

Temperatura. La temperatura de incubacion afecta dramaticamente la velocidad

de las reacciones celulares y con ello al crecimiento de los microorganismos, al
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mismo tiempo afecta los patrones metabdlicos, requerimientos nutricionales y la
composicion de las células bacterianas (Das et al., 2014). La digestion anaerobia
puede llevarse a cabo en régimen mesofilico (25 — 40 °C), termofilico (40 — 65 °C),
termofilico extremo (65 — 80 °C) e hiper-termofilico (> 80 °C), los rendimientos
mas altos de biohidrégeno se han observado en régimen termofilico mientras que
la produccion volumétrica se ve favorecida a condiciones mesofilicas (Soares et
al., 2020). Diversos trabajos han mostrado que el potencial de produccion de
biohidrégeno es mayor en condiciones termofilicas e hiper-termofilicas, lo cual
esta asociado a que en régimen mesofilico la caida de pH resulta mayor (Prabakar
et al., 2018; Sattar et al., 2016).

1.6.3Microorganismos y sustratos utilizados en la produccion de biohidrégeno

Existe un gran niumero de microorganismos capaces de producir biohidrégeno a
diferentes velocidades y rendimientos, dependiendo las condiciones de operacion,
rutas metabdlicas y sustrato organico. De acuerdo con Pandey et al. (2013) y Das et
al. (2014), los microorganismos productores de H, pueden clasificarse con base a su
temperatura de crecimiento, sustrato utilizado, tolerancia al oxigeno y metabolitos

finales.

Uno de los microorganismos productores de biohidrogeno mas estudiados es la
especie anaerobia estricta y formadora de esporas Clostridium (Ingle et al., 2020), la
cual es una bacteria acidogénica anaerobia estricta que tiene forma de pequefios
bastoncillos de entre 0.6-1.2 um de didmetro por 3-7 um de largo, se pueden
encontrar en pares, cadenas cortas y en ocasiones en filamentos largos (Buchanan,
1974). Tienen la capacidad de formar esporas (endoesporas) para protegerse de
condiciones ambientales desfavorables, como temperaturas elevadas, pH extremo y
antibioticos (Madigan et al., 2003). Algunas bacterias pertenecientes a la especie
Clostridium tienen la capacidad de producir xilanasas y celulasas (Leya et al., 2014).
Las bacterias C. cellulovorans y C. cellulolyticum han sido estudiadas debido a su
capacidad para producir celulosomas, responsables de la depolimerizacion de
celulosa con un metabolismo dirigido a H,, CO,, lactato, butirato, acetato y formato,
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sin embargo, algunas técnicas de ingenieria metabdlica como la mejora de la
capacidad celulolitica han sido empleadas para incrementar la eficiencia de la
fermentacién (Bao et al., 2019).

Ademas de Clostridium, otro género que presenta altos rendimientos para la
produccion de biohidrégeno es Enterobacter sp., el cual puede fermentar
carbohidratos en condiciones mesofilicas (De Souza et al., 2019; Avila, 2010). Estas
bacterias no presentan inhibicion a altas presiones parciales de H,, sin embargo,
presentan rendimientos mas bajos que Clostridium, pues producen otros
subproductos propios como el lactato, ademas poseen la capacidad de crecer tanto
en condiciones aerobias como anaerobias. El rendimiento de produccion de
biohidrogeno de las bacterias Enterobacter puede incrementarse utilizando algunas
técnicas como la mutacion de bacterias asistida con radiacion gamma (Cheng et al.,
2017).

La produccion de H, utilizando bacterias termdéfilas e hiper-termofilas ha sido
identificada como un proceso de cinética favorable, que disminuye la contaminacién
del sustrato e inhibe la proliferacion de bacterias metanogénicas. Los cultivos
termofilos puros juegan un papel importante en la comprension del uso directo de la
celulosa como materia prima (Jiang et al., 2015). Los cultivos termofilos mas
estudiados han sido: Anaerocellum, Caldicellulosiruptor, Clostridium, Dictyoglomus,
Thermotoga, Spirocheta y Thermoanaerobacterium (Elsharnouby et al., 2013). La
Tabla 1.3 resume algunos de los trabajos reportados en la literatura relacionados con
la produccién de biohidrogeno mediante fermentacién oscura utilizando cultivos

bacterianos puros.
Alrededor del 80% de los sustratos utilizados para la produccion de biohidrégeno

mediante fermentacion oscura corresponden a azlcares monoméricos, diméricos y

polisacéridos, de ellos la glucosa, la sacarosa y la lactosa son los azucares puros
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Tabla 1.3 Produccion de biohidrégeno mediante fermentacidén oscura a partir de
diferentes sustratos

SUSTRATO MICROORGANISMO | TEMPERATURA RENDIMIENTO REFERENCIA
Residuos de Clostridium 37°C 2.74 Avila, 2010
frutas y verduras butyricum
Enterobacter cloacae
Glucosa Caldicellulosiruptor 72°C 2.8 Mars et al., 2010
saccharolyticus
Glucosa Thermotoga 75°C 3 Ngo et al., 2012
neapolitana
Jugo de azucar Clostridium 37°C 1.33 Plangklang et al.,
de cafia butyricum 2012
Galactosa Enterobacter 37°C 2.80 Ren et al., 2009
aerogenes
Glucosa Escherichia coli 37°C 0.3 Rosales-Colunga
etal., 2012
Glucosa Clostridium 35°C 1.97 Zhao et al., 2011
beijerincki

empleados comunmente debido a su facil biodegradacién, su estructura simple y a
su presencia en efluentes industriales (Show et al., 2012). Sin embargo, dichos
carbohidratos resultan costosos para la produccion de biohidrogeno a escala
industrial (Das et al., 2014). Los sustratos mas complejos como los residuos
agricolas, los productos lignocelulésicos, las plantas acuéticas, los residuos
organicos municipales, las aguas residuales domésticas, las vinazas y los desechos
agro-industriales muestran un alto potencial desde la perspectiva econémica
(Elsharnouby et al., 2013). Los residuos organicos municipales estan compuestos
principalmente por residuos de comida, los cuales poseen un alto contenido de
carbohidratos (85-95%) y de solidos volétiles (75-85%) que pueden ser utilizados
para la produccion de biohidrogeno en procesos continuos o estacionarios (Chong et
al., 2009).

Las aguas residuales provenientes de las industrias alimenticias y agro-industriales

tienen un alto potencial para la produccion de biohidrogeno fermentativo debido a su
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alto contenido de azucares y almidones facilmente fermentables por las bacterias
productoras de hidrogeno (Ghimire et al., 2015). El agua residual derivada de las
industrias lacteas ha sido considerada como un sustrato importante, ya que esta
compuesta principalmente por lactosa (Chong et al.,, 2009). Por otro lado, en
comparacion con otros sustratos los lodos de las plantas tratadoras de agua
presentan algunas ventajas tales como: abundancia, factibilidad econdmica y la
presencia de macro y micronutrientes (vitaminas y minerales) que favorecen el
desarrollo celular (Pandey et al., 2013). La principal desventaja de este sustrato es la
presencia de microorganismos metanogénicos, lo cual incrementa el costo del
proceso debido al pretratamiento térmico al que son sometidos los lodos (Ghimire et
al., 2015). Otro sustrato que ha sido estudiado recientemente es el estiércol de
ganado, cuya produccion anual rebasa los 1500 millones de toneladas, los cuales al
no ser tratados adecuadamente pueden ocasionar afecciones en los cuerpos de
agua (Ghimire et al., 2017). Debido a su alto contenido de nitrégeno, el estiércol es
utilizado en procesos de co-digestion junto a residuos agricolas, a fin de mantener

una relacion C:N adecuada para la fermentacion (Ghimire et al., 2015).

Los residuos lignocelulosicos también conocidos como biomasa de segunda
generacion, son los residuos organicos mas abundantes y econdmicos que pueden
transformarse biologicamente para generar productos de valor agregado (Ingle et al.,
2020). El uso de este tipo de biomasa para la produccion de biohidrogeno es
considerada como sustentable y econdmicamente viable (Ghimire et al., 2015). De
todos los sustratos, la biomasa lignoceluldsica es conocida como la materia prima
mas factible y desde el punto de vista econdmico mas eficiente para su uso a gran
escala (Paul & Dutta, 2018), sin embargo, sus principales limitaciones son su
estructura compleja, su alto contenido de lignina y sus regiones cristalinas que limitan

la actividad metabdlica de los microorganismos (Raud et al., 2016).
Previo a la digestion anaerobia, la biomasa lignocelulésica debe ser pretratada e
hidrolizada a fin de incrementar su fermentacion, area superficial y cantidad de

azucares monoméricos (Ghimire et al., 2015). Los rendimientos de la produccién de
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biohidrégeno a partir de lignocelulosas se encuentran entre el 20% y el 80% del valor

hipotético maximo (4 mol H, / mol hexosa) y dependen del tipo de biomasa, el

pretratamiento empleado, la temperatura de fermentacién y del microorganismo

(Elsharnouby et al., 2013). Debido a la eficiencia del tratamiento &cido, durante los

tltimos afios se ha estudiado la produccion de biohidrogeno a partir de los

hidrolizados &cidos de biomasa lignoceluldsica (Tabla 1.4).

Tabla 1.4 Rendimientos citados en la literatura para la produccion de biohidrégeno a

partir de hidrolizados acidos

Sustrato Hidrolisis Microorganismo | Temperatura mol H, / Referencia
mol hexosa
Tallo de haba | 7%v H3PO,, Clostridium 37°C 0.33 Gomora, 2016
130°C, 2 butyricum y
horas.
Enterobacter
cloacae
Olote 7%V H3PO,, Clostridium 37°C 0.52 Goémora, 2016
130°C, 2 butyricum y
horas.
Enterobacter
cloacae
Paja de arroz 55%v H,SO,, Lodos de 37°C 0.44 Liu et al., 2013
40°Cy 20 fermentador
minutos.
Residuos de 55%v H,SO,, Lodos de 37°C 0.49 Lietal., 2011
cultivo de 40°C, 40 fermentador
hongos minutos y
relacion 1:5

entre solido y

liquido.
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2. METODOLOGIA

La metodologia general del proyecto de investigacion se presenta en la Figura 2.1.

Preservacion de los Obtencion y caracterizacion de los
microorganismos residuos agricolas

U

Hidrodlisis alcalina de los residuos agricolas

!

Hidrdlisis acida de los residuos agricolas

.

Determinacién de azlcares reductores y
caracterizacion del sélido hidrolizado

Produccion de biohidrégeno utilizando los
hidrolizados como fuente de carbono

Figura 2.1. Metodologia general del trabajo de investigacion

2.1 Preservacion de los microorganismos

Para la produccion de biohidrogeno mediante fermentacion se utilizaron las bacterias
Clostridium butyricum y Enterobacter cloacae. Ambas bacterias se seleccionaron
debido a su capacidad para producir hidrégeno con altos rendimientos y tasas de

produccion en régimen mesofilico (Avila, 2010; Plangklang et al., 2012). Los
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microorganismos se preservaron en medio de cultivo hecho a base de tioglicolato
con resarzurina mediante la técnica de Hungate modificado (Terry et al., 1974), el
cultivo de las bacterias se realizé cada dos meses a una temperatura de 37 °C y un

tiempo de incubacién de 24 horas.

2.2 Obtencion y caracterizacion de los residuos agricolas

Debido a que los cultivos predominantes en el Estado de México son el haba y el
maiz, los rastrojos de dichos cultivos se utilizaron como materia prima para la
produccién de azucares monoméricos. Dichos rastrojos se obtuvieron de cultivos que
no tuvieron contacto con fertilizantes quimicos ni plaguicidas y se trasladaron al
Laboratorio de Investigacion en Ingenieria Ambiental (LIIA) del Instituto Tecnol6gico
de Toluca (ITT).

Los residuos agricolas se secaron a temperatura ambiente, se trituraron, las
particulas menores a 250 um se recuperaron y se determiné su pH y su contenido de
holocelulosa, lignina, humedad y Sdlidos Volatiles Totales (SVT) (Anexo A). Previo a
la determinacion de holocelulosa y lignina, se sometieron a una extraccion soxhlet
utilizando como disolvente una mezcla 2:1 de etanol-tolueno, la cual tuvo como
objetivo eliminar los compuestos extractivos interferentes tales como clorofila,

terpenos y resinas.

2.3 Tratamiento alcalino de los residuos agricolas

El tratamiento alcalino se llevo a cabo con la finalidad de remover parcialmente a la
lignina presente tanto en el Tallo de Haba (TH) como en el Rastrojo de Maiz (RM).
Para ello, se prepararon soluciones al 1, 2 y 3 % de NaOH y se mezclaron con los
residuos agricolas previamente triturados y secados dentro de viales de 25 mL en
una proporcion de 1 g de muestra por cada 15 mL de solucion alcalina. La reaccion
se llevo a cabo dentro de una autoclave a 121°C durante 60 y 120 minutos. Al
término de la reaccion, los viales se sacaron de la autoclave y se enfriaron a
temperatura ambiente, posteriormente las fases se separaron mediante filtracion al

vacio, el solido residual se lavé con agua destilada caliente hasta pH neutro, se secé
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a 45°C y se determiné su contenido de lignina, asi como los desplazamientos de sus
principales grupos funcionales mediante Espectroscopia de Infrarrojo con
Transformada de Fourier (FTIR) (Anexo A7). Las condiciones de operacion fueron
seleccionadas con base a trabajos previamente reportados (Michalska et al., 2015;
Sambusiti et al., 2013).

Las condiciones de operacion que fueron eficientes para remover a la lignina sin
alterar demasiado la hemicelulosa, fueron escaladas en un reactor de 200 mL y
trabajadas acorde a lo descrito anteriormente. Posteriormente se pesaron muestras
de 1 g en base seca del sélido tratado con NaOH y se mezclaron con 15 mL de una
solucion de H3PO4 0.96 M dentro de viales de 25 mL, las cuales se sellaron y se
colocaron en un horno a una temperatura de 100 °C durante distintos tiempos de
operacion a fin de evaluar la produccién de azdcares monoméricos. Muestras de los
residuos agricolas sin tratamiento alcalino también se sometieron al tratamiento
acido. Los datos experimentales de la producciéon de azucares reductores se
ajustaron al modelo cinético de Saeman (Ec. 1.4) utilizando una regresion no lineal

en el software Origin 8.6.

2.4 Hidrdlisis acida de los residuos agricolas

La hidrdlisis acida se realiz6 con H3PO,4 a las concentraciones de 0.58, 0.77, 0.96 y
1.34 M y a las temperaturas de 90, 100 y 110 °C, durante 300 minutos de tiempo de
reaccion, condiciones propuestas con base a lo reportado por Cao et al. (2009), Cao
et al. (2018), Gomora (2016), Guerra-Rodriguez et al. (2012) y Lépez-Linares et al.
(2013). Cada una de las muestras se prepararon mezclando 1 g de residuo agricola
triturado y seco (con particulas inferiores a 250 mesh), con 15 mL de solucion acida a
la concentracion deseada dentro de viales de 25 mL, posteriormente los viales se
homogenizaron y se sellaron con tapas de caucho y aluminio para evitar posibles
fugas y se colocaron dentro de un horno a la temperatura de operacion. Los viales se
dejaron reaccionar durante distintos tiempos y se tomaron dos muestras cada 30
minutos hasta llegar a los 300 minutos. Al término de la hidrolisis los sistemas se

dejaron enfriar a temperatura ambiente, las fases se separaron mediante filtracion y
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en la fase liqguida también conocida como hidrolizado se determiné el pH, el FSC (Ec.
1.1), el contenido de azlcares reductores y la concentracion de furfural tal y como se
describe en el Anexo B. Tanto el tratamiento alcalino como la hidrolisis acida se

llevaron a cabo de acuerdo al diagrama mostrado en la Figura 2.2.

Mezclado de
residuo agricola
con solucién
alcalina o acida

Tratamiento alcalino /
hidrolisis acida

Separacion
de fases

Liquido Solido

|

Neutralizacion y

Determinacién de

pH y de azlcares secado
Estudio cinético y Caracterizacién

termodinamico

Figura 2.2. Metodologia empleada para el tratamiento alcalino e hidrolisis acida de

los residuos agricolas
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Los hidrolizados con el mayor contenido de azlcares se caracterizaron mediante
Cromatografia Liquida de Intercambio Aniénico de Alta Eficiencia acoplada a un
Detector de Pulso Amperométrico (HPAEC-PAD) tal y como fue reportado por
Mellado-Mojica et al. (2016), esto con la finalidad de identificar los tipos de azlcares
presentes en el hidrolizado. La cantidad total de azucares reductores, la
concentracion de furfural y el FSC se estudiaron estadisticamente utilizando el
analisis de Varianza (ANOVA) y la metodologia por superficie de respuesta a fin de
conocer el efecto de las principales variables de hidroélisis sobre la eficiencia del

tratamiento acido. El analisis estadistico se llevé a cabo en Minitab.

La fase solida remanente se lavé con agua destilada caliente hasta pH neutro para
remover el exceso de iones atribuidos al acido, posteriormente se secaron durante 2
dias a 45°C, se trituraron y se caracterizaron mediante las técnicas de FTIR,
Difraccion de Rayos X (DRX) y Microscopia Electronica de Barrido (MEB) (Anexos
A7 — A8).

2.4.1 Anédlisis cinético y termodinamico de la hidrdlisis acida

La cantidad de azucares reductores se determind en cada uno de los hidrolizados
mediante el método del acido 3-5 dinitro salicilico (DNS) (Anexo B2). Los datos de la
produccion de azucares reductores se ajustaron al modelo cinético de Saeman (Ec.
1.4) y al de primer orden (Ec. 1.5) utilizando una regresion no lineal en el software
Origin 8.6.

Las constantes de velocidad obtenidas con ambos modelos se utilizaron para el
calculo de los parametros termodindmicos tales como la Energia de activacion (Ea),
Factor de frecuencia (A), cambio en la Entalpia (AH), cambio en la Entropia (AS) y
Energia libre de Gibbs (AG), los cuales se calcularon a fin de conocer los cambios
energéticos a nivel molecular y comprender la naturaleza de la hidrélisis de los
residuos agricolas con acido diluido. Para el calculo de la Ea y del A se utilizé la

ecuacion de Arrhenius, cuya forma lineal se muestra en la Ecuacion 2.1.
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E, Ec. 2.1
Ink = InA — —=
n n RT

En donde k es la constante cinética (min™), A el factor de frecuencia (min™), E, la
energia de activacion (J mol™), R la constante de los gases ideales (8.3144 J mol™* K’
Yy T la temperatura absoluta (K). Un grafico que correlaciona a T™ en el eje de las
ordenadas y a In k en el eje de las abscisas permite calcular los parametros

termodinamicos a partir de la pendiente; E;/ R y de la ordenada al origen; Ln (A).

El calculo de AH y de AS se realiz6 con ayuda de la ecuacion de Eyring, cuya forma

lineal se muestra en la Ecuacioén 2.2.

k kg AS AH Ec. 2.2
In (7) =In—

En donde R y T tienen el mismo significado y unidades que en la ecuacion de
Arrhenius, k es la constante cinética (seg™), Kg la constante de Boltzmann
(1.3807X10% J K, h, la constante de Planck (6.6261X10°* J seg), AS el cambio en
la entropia (J mol™* K™ y AH el cambio en la entalpia (J mol™). La gréfica de Ln (k/T)
en funcion de 1/(RT) permite calcular los valores de AS y de AH a partir de la
ordenada al origen y de la pendiente de la linea recta respectivamente. Finalmente,

AG se calculé a partir de la relacién termodinamica mostrada en la Ecuacién 2.3.

AG = AH —-TAS Ec. 2.3

2.5 Produccion de biohidrogeno mediante fermentacion

La produccién de biohidrégeno se llevé a cabo en viales de 20 mL similares a los
empleados para la preservacion de los microorganismos. Las bacterias utilizadas
fueron C. butyricum y E. cloacae, ambos microorganismos han sido reportados por
Avila (2010) y Plangklang et al. (2012) como opciones viables para la produccion de

biohidrégeno en régimen mesofilico.
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El medio de cultivo utilizado en las fermentaciones se muestra en la Tabla 2.1, el cual
se prepard agregando sales de fosfato y amonio que ademas de brindar nutrientes a
las bacterias, funcionan como solucion amortiguadora. La resarzurina se utiliz6 como
indicador de oxigeno, ya que en medio aerobio presenta un color rosa y en medio

anaerobio un color amarillo

Tabla 2.1 Composicion del medio de cultivo utilizado en las fermentaciones

REACTIVO g/L
(NH,)2SO4 1
KH,PO, 4.5
KoHPO, 10.5
Resarzurina 0.1

La fuente de carbono utilizada en cada una de las fermentaciones fue el hidrolizado
con la mayor cantidad de azucares producido con ambos residuos agricolas. A fin de
obtener la cantidad suficiente de hidrolizado para las fermentaciones, la hidrolisis
acida se escal6 en un frasco GL55 de 500 mL, en donde se hicieron reaccionar 15 g
de residuo con 225 mL de solucién acida a la concentracion deseada y a la
temperatura de reaccion optima. El hidrolizado obtenido se traté con hidréxido de
magnesio (Mg(OH),) bio-Ultra (Sigma-Aldrich), a fin de ajustar el pH del licor
precipitando el exceso de iones PO, en forma de fosfato de magnesio (Mgs(POy))

(Ec. 2.4) y de remover parcialmente a los compuestos inhibidores.

El Mg3(PO,), generado durante la neutralizacion con Mg(OH), es un compuesto
insoluble en agua y puede ser utilizado como regulador metabdlico asi como
suplemento alimenticio (LOpez-Linares et al., 2013). Una vez precipitado el
Mgs(PO,),, las fases se separaron mediante filtracion y se determiné el volumen final
del hidrolizado, el pH, el contenido total de azucares reductores y la concentracion de

aldehidos.
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En cada uno de los viales empleados para la fermentacion se mezclé el medio de
cultivo con hidrolizado neutro utilizando diferentes proporciones, posteriormente los
viales se pusieron en condiciones anaerobias, se sellaron con ayuda de una pinza y
se esterilizaron en autoclave durante 15 minutos a una temperatura de 121 °C y a
una presién de 1.1 kg/cm?®. Cada uno de los viales se inocularon con 100 pL de C.

butyricum y 100 pL de E. cloacae y se colocaron en incubacion a 37 °C sin agitacion.

La concentracibn de hidrogeno en el headspace se determin6 mediante
cromatografia de gases (Anexo C), mientras que la cantidad de microorganismos por
mL y el pH de la solucién se determinaron mediante la cuenta directa al microscopio
en una camara de Petroff-Hausser (Anexo B5) y con un potenciémetro (Anexo B1l)
respectivamente. La cinética de crecimiento bacteriano y de produccion de
biohidrogeno, se determind con el modelo de Gompertz modificado (Ec. 2.5),
determinando asi el tiempo de latencia, la velocidad méaxima de produccion y/o
crecimiento, y el crecimiento y/o produccion méaxima potencial (Gonzales et al., 2016;
Liu et al., 2013).

R, e
H(t) = P - exp[—exp [% y—ot)+ 1]] Ec. 2.5
En donde, H(t) es la produccién acumulada de biohidrégeno (mL) o el crecimiento
celular (célula / mL), Ry la velocidad méaxima de produccion (mL / hr) o de
crecimiento (célula / mL h), P la producciébn maxima potencial (mL) o el crecimiento
maximo esperado (célula / mL), Y y t son respectivamente el tiempo de latencia y el

tiempo de operacién dados en horas mientras que e equivale a 2.718.
Para la produccién de biohidrégeno fermentativo se hicieron 3 experimentos:

a) El primer experimento se realizd6 mezclando 8.5 mL de medio de cultivo (Tabla 2.1)
con 1.5 mL de hidrolizado neutro ajustando el pH inicial a un valor de 7.0 con una
solucion de KOH 0.1 M, en viales de 20 mL. Los viales se colocaron en

condiciones anaerobias utilizando el método de Hungate modificado, se dejaron
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incubar a 37°C y cada 2 horas se tomaron 2 muestras y se determiné el pH, la
cantidad de bacterias y la produccién de biohidrogeno. Los hidrolizados tanto del

olote como del TH se utilizaron como Unica fuente de carbono para la produccién

de Has.

b) En ésta serie de experimentos se agregaron diferentes cantidades de hidrolizado
comenzando con 300 pL hasta 1800 pL en viales de 20 mL completando hasta un
volumen final de 10 mL con el medio de cultivo. La variable de estudio fue el pH
inicial de la solucién, ya que algunos viales se ajustaron a un valor de 7 con KOH
0.1 M mientras que a otros no se les adicioné la solucién de potasio. Los viales se
prepararon con el método de Hungate modificado y se incubaron durante 20
horas, el tiempo se seleccioné con base a lo reportado en la literatura (Gomora-
Hernandez et al., 2016).

c) El medio de cultivo utilizado en éste tercer experimento fue propuesto por Miller
(1972) y se conoce como medio minimo, su composicidn es la misma a la
mostrada en la Tabla 2.1, con la diferencia de que a éste medio se le agregé 1 mL
de MgS0O,+7H,0 1 M, preesteriliado por cada litro de solucion. A fin de evaluar el
efecto de la cantidad inicial de azlucares sobre la produccién de biohidrégeno, se
mezclaron 9 mL de medio minimo con distintos volumenes de hidrolizado neutro;
0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 y 4.0 mL en viales de 20 mL, se determiné el pH inicial
de la solucion, posteriormente los viales se sellaron y se esterilizaron en una
autoclave a 121°C, se inocularon con 100 pL de E. cloacae y 100 pL de C.
butyricum y se incubaron a 37 £ 1 °C durante 20 horas. La preparacion de los
viales se llevo a cabo dentro de una camara de guantes con atmosfera de
nitrdgeno, utilizando una lampara UV para asegurar la esterilidad de los
materiales, del medio minimo y del los hidrolizados.

Con la finalidad de preservar los lixiviados obtenidos durante la fermentacion para
su posterior analisis de acidos organicos volatiles por cromatografia, se tomaron
0.9 mL de lixiviado y se mezclaron con 0.1 mL de acido férmico, la mezcla se

refrigeré a una temperatura de 4°C (Avila, 2010).
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo se discute la caracterizacion de los residuos agricolas antes y
después de los tratamientos quimicos, la produccion de azucares reductores
mediante hidrolisis con &cido fosférico a baja concentracion, asi como la
determinacion de los parametros cinéticos y termodinamicos de los procesos de

hidrolisis del olote y del tallo de haba.

3.1 Caracterizacion de los residuos agricolas
La Tabla 3.1 resume la caracterizacion de los residuos agricolas antes de los
tratamientos.

Tabla 3.1Caracterizacion de los residuos agricolas

ANALISIS OLOTE TALLO DE HABA
Humedad 4.52 +0.15% 3.27+£0.11%
SVT’s 96.96 + 0.07% 92.18 + 0.18%
Cenizas 3.04 £0.07% 7.82 £0.18%
Holocelulosa 65.38 £ 0.11% 61.48 £ 0.30%
Lignina 7.11+£0.47 12.16 £ 0.66%
pH 5.63 + 0.005 5.60 + 0.013

Los pH’s determinados en el olote y en el tallo de haba resultaron similares entre si,
variando unicamente en un 0.03%. ElI mayor contenido de holocelulosa se observo
en el olote, con un promedio de 65.38%. El tallo de haba con 61.48% de holocelulosa
fue el de menor porcentaje, aunque comparado con lo reportado por Petersson et al.,
(2007) el valor es mayor, ya que ellos encontraron un porcentaje de en base seca de
48.8%. Por otra parte, la lignina contenida en el tallo de haba fue de 12.16%, similar

al 14.4% determinado también por Petersson et al. (2007).

Por otra parte, la composicién del olote caracterizado por Li et al. (2016) resultd
similar a lo determinado en el presente trabajo, ya que Li y colaboradores
encontraron porcentajes de 68.2% y 15.4% para la holocelulosa y la lignina
respectivamente. La diferencia en el porcentaje de lignina con el reportado en el
presente trabajo puede atribuirse tanto a la naturaleza del rastrojo como al tipo de
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lignina predominante en el material. Finalmente, el porcentaje de SVT’s de cada uno
de los residuos fue superior a 92 %, sugiriendo un alto potencial para su
aprovechamiento, la cantidad de minerales en forma de Oxidos fue de

aproximadamente 3 % para el olote y casi del 8 % para el tallo de haba.

De acuerdo con Chen et al. (2015) y con Guerra-Rodriguez et al. (2012), la maxima

produccion esperada de azucares puede calcularse a partir de la ecuacion 3.1.

f*C, Ec. 3.1
Rls

Cn=

En donde Cy, es la maxima concentracion esperada de azlcares, Rjs la relacion entre
la fase liquida y la solida (mL / g), f el factor estequiomeétrico debido a la hidratacion
de los sacaridos siendo 180/162 para el caso de las hexosas y 150/132 para las

pentosas, y C¢ la concentracion inicial del polisacéarido.

Asumiendo el factor estequiométrico para hexosas y la fraccion masica inicial de
holocelulosa, la maxima produccion esperada de azlcares es de 72.64 g azucar /
100 g olote, y 68.31 g azucar / 100 g tallo de haba.

3.2 Hidrdlisis acida del olote

Debido a que el olote tuvo el mayor contenido de holocelulosa y el menor porcentaje
de lignina (65.38% y 7.11% respectivamente), dicho residuo fue empleado para la
produccién de azucares reductores mediante hidrélisis con acido fosférico diluido sin

un tratamiento alcalino previo.

3.2.1 Produccién de azucares reductores con olote y factor de severidad

La produccion de azucares reductores a partir de olote se evaluo utilizando 4
concentraciones y 3 temperaturas; 0.58, 0.77, 0.96 y 1.34 M H3PO, y 90, 100y 110
°C respectivamente. La maxima produccién de azucares fue de 54.31 g de azucar /
100 g olote, obtenido después de 300 minutos en el experimento con 1.34 M H3PO, y
110 °C. La produccidon de azucares mas baja corresponde al experimento realizado
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con 0.58 M H3PO,4 y 90 °C, alcanzando un rendimiento de 14.85 g azucar / 100 g
olote después de 300 minutos. La Figura 3.1 muestra la produccion de azucares
reductores y la conversion de holocelulosa a sacarido para cada uno de los

experimentos realizados.
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Figura 3.1. Produccion de azucares reductores a partir de olote

El porcentaje de conversion holocelulosa-sacarido mas alto fue de 74.77% calculado
en el experimento realizado en 1.34 M H3PO,4, 110 °C y 300 minutos de reaccién, por
otra parte, los porcentajes mas bajos de conversion correspondieron a todos los
tiempos del experimento en 0.58 M HzPO, y 90°C.

A temperatura constante, un incremento en la concentracién del acido propicié un
aumento en la produccion de azucares reductores (Figura 3.2), este efecto resulto
mayor a 90 °C la temperatura mas baja de hidrdlisis. A 110 °C, la concentracion del
acido tuvo un efecto menor sobre la produccion de azlcares (Figura 3.2b), sin
embargo, a ambas temperaturas los experimentos realizados con 0.58 y 0.77 M, asi
como con 0.96 y 1.34 M H3PO,4 mostraron comportamientos muy similares entre si.
Esto se observa en la Figura 3.2, donde el efecto del acido sobre la produccion de

azucares disminuy6 al aumentar la temperatura de hidrélisis.
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Figura 3.2. Efecto de la concentracion del &cido sobre la produccion de azucares
reductores a a) 90 °C y a b) 110 °C utilizando olote

Las hidrdlisis realizadas a la misma concentracion de acido pero diferentes
temperaturas, mostraron un efecto muy importante de ésta en la produccion de
azucares reductores, la cual incremento6 al aumentar la temperatura de operacion. De
acuerdo con este comportamiento se puede inferir que la temperatura tiene un efecto
mayor sobre la produccion de azUcares en comparacion con la concentracién del
acido. La Figura 3.3 muestra la produccién de azlcares a las concentraciones de
0.96 y 1.34 M H3PO, a diferentes temperaturas.
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Figura 3.3. Efecto de la temperatura sobre la produccion de azucares reductores a

con una solucion a) 0.96 y a b) 1.34 M H3PO, utilizando olote
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Con la finalidad de evaluar estadisticamente el efecto de las variables temperatura,
concentracion de acido y tiempo de reaccion, asi como las combinaciones de dichas
variables, se llevo a cabo un analisis ANOVA utilizando una significancia de 0.05 y de
0.01. La hipotesis nula sugerida para el analisis fue que las variables del proceso de
hidrélisis no afectan el rendimiento de la produccion de azucares. La Tabla 3.2
resume los pardmetros estadisticos calculados con el ANOVA.

Tabla 3.2. Efecto de las variables sobre la produccion de azucares a partir de la

hidrdlisis del olote

Variable Suma de Grados de | Cuadrado Feaic Fo.os Fo.09 Conclusién
cuadrados libertad medio
1044,34881 2 522,174 | 153,818 4,459 8,649 Rechazado
B 529,45743 2 264,729 77,982 4,459 8,649 Rechazado
4813,78961 2 2406,895 | 709,004 4,459 8,649 | Rechazado
AB 12,6785037 4 3,170 0,934 3,838 7,006 Aceptado
AC 398,518526 4 99,630 29,348 3,838 7,006 | Rechazado
BC 164,97417 4 41,244 12,149 3,838 7,006 Rechazado
Error 27,1580296 8 3,394
Total 6990,92507 26

A: Temperatura, B: %v H3PO,4, C: Tiempo de reaccion

Las variables temperatura, concentracion de acido y tiempo de reaccion, asi como
las combinaciones temperatura — tiempo de reaccién y concentracion de &cido —
tiempo de reaccion mostraron un efecto significativo sobre el proceso. Desde el
punto de vista estadistico la interaccidén entre la temperatura y la concentracién de
acido no tiene un efecto significativo sobre la produccion de azucares reductores. De
acuerdo con los valores F mostrados en la Tabla 3.2, las variables que mas afectaron
al proceso fueron: Tiempo de reaccién > temperatura > concentraciéon de &cido >

temperatura — tiempo de reaccion > concentracion de acido — tiempo de reaccion.

El pH y el FSC se determinaron en cada uno de los hidrolizados. El experimento con
los valores mas altos del FSC fue el que se hizo con 1.34 M H3zPO, y 110 °C,

mientras que los coeficientes mas bajos fueron obtenidos en la hidrdlisis con 0.58 M
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H3PO, y 90 °C, comportamiento que va acorde con la mayor y menor produccion de
azucares reductores. Los valores del FSC se ajustaron a un modelo logaritmico en
funcién del tiempo de contacto para cada uno de los experimentos, los coeficientes

de correlacién R? en cada uno de los casos fue mayor a 0.99 (Figura 3.4).
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Figura 3.4. FSC calculados para cada una de las hidrolisis del olote

La produccion de azlcares reductores se ajustd a un modelo cuadratico en funcién
del FSC (Figura 3.5). Los valores mas grandes del FSC estan asociados con la
mayor cantidad de azUcar producida, este comportamiento se atribuye a que la fase
de degradacion térmica de sacaridos a furfural y 5SHMF no se observo bajo las
condiciones experimentales propuestas en el presente trabajo. Pappas et al. (2014),
estudiaron la relacion existente entre el FSC y la produccion de azucares en la
hidrolisis con acido sulfarico diluido de la especie Phalaris aquatica, encontrando un
ajuste cuadratico negativo. La diferencia entre el presente trabajo y lo reportado por
Pappas et al., puede ser atribuido a las condiciones de hidrdlisis, a la naturaleza y
concentracion del acido y al tipo de biomasa estudiada.
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Figura 3.5. Produccion de azlcares reductores a partir del olote en funcién del FSC

3.2.2. Pardmetros cinéticos y termodindmicos de la hidrolisis &cida del olote
Debido a que el tamafio de particula empleada para la hidrdlisis fue menor a 250 um,
el andlisis cinético se llevo a cabo sin considerar la influencia de la transferencia de

masa en el proceso (Girisuta et al., 2007; Saeman, 1945).

El modelo cinético de Saeman (Ec. 1.4) ha sido utilizado para estudiar la produccion
de azucares a partir de biomasa lignocelulésica. Dicho modelo involucra el uso de
dos constantes cinéticas, la primera asociada a la formacion de hexosas y pentosas
a partir de la celulosa y la hemicelulosa, mientras que la segunda hace referencia a
la descomposicion térmica de los azUucares a aldehidos y a acidos organicos de bajo
peso molecular. La Figura 3.6 muestra el mecanismo de hidrélisis de la celulosa con

acido fosforico.
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Figura 3.6. Transformacion de a) la celulosa a glucosa mediante hidrolisis acida y b)

deshidratacion térmica de la glucosa a aldehidos y acidos organicos

Los datos de la produccion de azucares obtenidos en cada uno de los experimentos
se ajustaron a los modelos cinéticos de Saeman y de primer orden, utilizando una
regresion no lineal en el software Origin 8.6. De acuerdo con Saeman (1945) y con
Ranganathan et al. (1985), las constantes cinéticas calculadas a partir del modelo de
Saeman pueden ser usadas para calcular la relacion entre ambas (kr), la cual
muestra el efecto de la temperatura y de la concentracion del acido, posteriormente
dicha relacion puede utilizarse para determinar el tiempo 6ptimo de reaccion para la
produccion de azucares (Ec. 3.2).

55



Ec. 3.2
top: = ——=<In(k
Opt k2 (kr _ 1) ( T)
Los parametros cinéticos y estadisticos, asi como los tiempos éptimos de reaccion
de cada una de las hidrdlisis del olote obtenidos con el modelo de Saeman se

resumen en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3 Parametros cinéticos y estadisticos determinados a partir del modelo de

Saeman para la hidrdlisis del olote

Condiciones de ky (Min™) ko (Min™) R’ K, topt (MiN)
hidrélisis
0.58 My 90°C 8.60X10™ 1.34X10™ 0.992 6.417 1033.31
0.58 My 100°C 2.20X10° 1.56X10™ 0.994 14.102 1294.69
0.58 My 110°C 3.69X10° 2.43X10™ 0.999 15.185 789.18
0.77 My 90°C 1.37X10° 9.14X10™ 0.978 1.498 887.13
0.77 My 100°C 2.33X10° 4.33X10™ 0.993 5.381 887.13
0.77 My 110°C 4.26X10° 5.37X10™ 0.976 7.933 556.28
0.96 My 90°C 2.3X10° 6.51X10™ 0.991 3.533 765.41
0.96 My 100°C 3.66X10° 1.16X10° 0.998 3.155 459.62
0.96 My 110°C 5.67X10° 2.53X10° 0.999 2.2411 574.04
1.34 M y 90°C 2.47X10° 3.83X10° 0.999 64.829 1715.43
1.34 M y 100°C 3.52X10° 1.20X10™ 0.998 29.333 993.74
1.34 My 110°C 6.08X107° 2.79X10™ 0.970 21.792 531.21

Los valores de la constante cinética k; incrementaron en funcion de la temperatura y
de la concentracién del 4cido, mostrando el valor mas bajo de 8.60X10™ min™ para el
experimento menos severo; 0.58 M HsPO, y 90 °C, y la velocidad mayor (6.08X107
min™) en la hidrélisis mas severa; 1.34 My 110 °C. El tiempo 6ptimo de reaccién méas
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bajo fue de 460 minutos calculado en el experimento con 0.96 M y 100°C. Dicho

experimento, pese a no alcanzar el rendimiento mas alto, mostr6 el tiempo de

reaccion mas corto, esto se asocia con el valor de las constantes cinéticas k; y k», las

cuales para dicho experimento resultaron similares entre si. La Figura 3.7 muestra

los datos experimentales de produccion de azlcares ajustados al modelo de

Azlcar (g / 100 g olote)
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Figura 3.7. Datos experimentales de la produccion de azucares a partir de olote
mediante hidrodlisis con a) 0.58 M, b) 0.77 M, c) 0.96 My d) 1.34 M H3PO, ajustados

al modelo cinético de Saeman
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Debido a que ningun experimento mostrd la fase de degradacion térmica de los

azlcares, los datos se ajustaron también al modelo cinético de primer orden,

cuales se muestran en la Figura 3.8.
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Figura 3.8. Datos experimentales de la produccion de azucares a partir de olote

Tiempo (minutos)

Tiempo (minutos)

los

mediante hidrolisis con a) 0.58 M, b) 0.77 M, c) 0.96 My d) 1.34 M H3PO, ajustados

al modelo cinético de primer orden

Como se observa en la Tabla 3.4, el valor de las constantes de velocidad aumentd

en funcién de la concentracion del acido para cada una de las temperaturas, a 90°C

la constante cinética aumentd de 8.6X10™ con 0.58 M a 2.47X10° con 1.34 M. La

relacion entre la concentracion del acido y la constante cinética de produccion de

azucares fue estudiada por Zhang et al. (2011) y por Sarkar et al. (2013), quienes
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observaron que a una temperatura constante, un incremento en la concentracién del
acido aumenta el valor de la constante cinética. Guerra-Rodriguez et al. (2012),
estudiaron la hidrolisis de la paja de trigo con acido sulfarico diluido y observaron un
incremento potencial de la constante de velocidad en funcién de la concentracion del
acido. Este mismo comportamiento se observo en el presente trabajo utilizando las
constantes cinéticas calculadas a partir del modelo de Saeman y de primer orden
(Figura 3.9).

Tabla 3.4 Pardmetros cinéticos y estadisticos de la produccién de azucares a partir
del olote determinados con el modelo de primer orden

Condiciones k (min™) R? Condiciones k (min™) R?
de hidrélisis de hidrélisis
0.58 M y 90°C 8.60X10™ 0.973 0.96 M y 90°C 2.06X10° 0.982
0.58 My 2.07X10° 0.993 0.96 My 2.99X10° 0.970
100°C 100°C
058 My 3.50X10° 0.994 0.96 My 5.19X10° 0.993
110°C 110°C
0.77 My 90°C 1.20X10° 0.971 1.34 My90°C | 2.47X10° 0.982
0.77 My 2.22X10° 0.995 1.34My 3.20X10° 0.974
100°C 100°C
077 My 3.85X10° 0.993 1.34My 5.71X10° 0.971
110°C 110°C
a) o
. 90°C b) | 330?0
0.006 | o ¢
+« 100°C 0.006 -1 . 440°C
0.005 | ¥ = 0.00507x0-601 0.005 |
R2 = 0.995 | ¥ = 0.0047x°-622
<~ 0.004 y=00029x2614 < o004| R? =0.967
£ R? = 0.930 = N y =0.0027x0-559
E 0.003 |- ;0.003 i ‘%
K4
0.002 R
v =0.0017x1-174 0002 | 7= 0.0017x1-279
0.001 F R2=0.985 0.001 L R2 =0.999
0:6 . 0:8 . 1:0 . 1:2 . 1.I4 0:6 ! 0:8 ' 1jo ! 1:2 ' 1_'4
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Figura 3.9. Efecto de la concentracion del acido sobre las constantes cinéticas de
produccion de azlcares calculadas a partir del a) Modelo de Saeman y del b) Modelo

de primer orden
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Como se observa en la Figura 3.9, los ajustes al modelo potencial de las constantes
de velocidad calculadas con ambos modelos resultaron similares entre si. Este
comportamiento sugiere que el calculo de dichas constantes puede realizarse de
manera adecuada utilizando cualquiera de los dos modelos, siempre y cuando no se

observe la fase de degradacion térmica de los azucares.

Las constantes cinéticas obtenidas con ambos modelos se utilizaron para el calculo
de los parametros termodinamicos. La Figura 3.10 muestra los ajustes de las
constantes cinéticas calculadas con el modelo de Saeman a las ecuaciones lineales

de Arrhenius y de Eyring.
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Figura 3.10. Constantes cinéticas k; del modelo de Saeman ajustadas a las

ecuaciones lineales de a) Arrhenius y b) Eyring

Los experimentos realizados con 0.96 y con 1.34 M H3PO,; mostraron un
comportamiento similar tanto en el ajuste de la ecuacion de Arrhenius como en la de
Eyring, en consecuencia los valores obtenidos de los parametros termodinamicos

resultaron similares para ambas concentraciones.

Como se observa en la Tabla 3.5, las Ea calculadas para los experimentos con 0.96
y 1.34 M H3PO, resultaron similares entre si, lo que sugiere que la Ea de la
produccion de azucares mediante hidroélisis con acido fosférico diluido del olote tiene

un valor cercano a los 52 KJ mol™. Con base a los valores positivos calculados de
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AH y de AG, la hidrdlisis acida del olote resulté un proceso endotérmico y no
espontaneo. De acuerdo con la teoria del complejo activado, los valores positivos de
AS hacen referencia a una mayor cantidad de energia dentro del complejo, sin
embargo, el AS calculado para cada una de las concentraciones dio valores
negativos, lo cual sugiere que a nivel molecular la mayor cantidad de energia se
encuentra en los reactivos antes de la formacion del complejo acido-celulosa (Figura
3.6). La teoria de las colisiones moleculares sugiere un incremento en el nimero de
colisiones a causa de un aumento en la concentracién de los reactantes, por ello, el
factor de frecuencia (A) deberia incrementar en funcion de la molaridad del acido.
Este comportamiento fue reportado primeramente por Ranganathan et al. (1985),
quienes estudiando la hidrolisis acida de la paja de trigo observaron un incremento
potencial del factor A en funcién de la molaridad del 4cido. Afios més tarde, algunos
autores reportaron el mismo comportamiento durante la hidrdlisis con acido diluido de

diferentes materiales lignoceluldsicos (Arslan et al., 2012; Chen et al., 2015).

Tabla 3.5 Parametros termodindmicos de la produccion de azlUcares mediante

hidrélisis acida del olote calculados con las constantes cinéticas del modelo de

Saeman
HsPO, Ea A AH AS K AG
(M) (KJ mol™) (min™) (KImol™) | (Imol™K™) (KJ mol™)
363.15 123.06
0.58 84.44 1.28X10° 78.25 -123.39 373.15 124.29
383.15 125.53
363.15 121.86
0.77 65.57 3.63X10° 62.47 -163.54 373.15 123.49
383.15 125.13
363.15 120.24
0.96 52.19 7.4X10* 49.09 -195.93 373.15 122.20
383.15 124.16
363.15 120.13
1.34 51.99 7.2X10* 48.89 -196.18 373.15 122.09
383.15 124.06
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De acuerdo con los datos mostrados en la Tabla 3.5, el factor A disminuy6 al
aumentar la concentracion del acido, este comportamiento resulté diferente a lo
esperado y puede ser atribuido al tipo y concentracion del acido, ya que en el
presente trabajo se utiliz6 H3PO4 en un rango de concentracion de 0.58 a 1.34 M,
mientras que en investigaciones previas se evalué el H,SO, a concentraciones
menores a 0.5 M. A fin de entender el comportamiento del factor A en
concentraciones mayores a 0.5 M, es necesario evaluar diferentes materiales

lignoceluldsicos utilizando H,SO,4 y H3PO,.

Las constantes de velocidad calculadas con el modelo de primer orden también se
utilizaron para determinar los parametros termodindmicos de la produccién de
azucares por hidrélisis acida del olote. Los ajustes a las ecuaciones lineales de
Arrhenius y Eyring resultaron similares a los obtenidos con las constantes k; del
modelo de Saeman (Figura 3.11), ademas, el comportamiento de la Ea, A, AH, AS 'y
AG resultd parecido al observado con las contantes del modelo de Saeman. La
Figura 3.12 muestra una disminucion de la Ea, AH y AS en funcién de la

concentracion del acido.
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Figura 3.11. Constantes cinéticas obtenidas con el modelo de primer orden ajustadas

a las ecuaciones lineales de a) Arrhenius y b) Eyring

62



a) = Ea(KJmol) b)

90 .
. « Hidmor!) g o0 » Ea(KJmol)
) 1 -1 I 1 90
80| s sUmol k) | fg0 g0l = = H(KJmorl) w0
. 480 I « SUmolt K1) {g0]
70} 70F .
L - n
. ) 704120 i 179120
60 60 L
n n n
I {60 I {60
50 " " = .
. {160 50} . {160
- . 1950 I - . 450
a0} a0l
ol . = 140] 200 ] " n 1404 2go
0.5 06 07 08 08 10 11 12 13 14 05 06 07 08 09 10 14 12 13 14
Molaridad (M) Molaridad

Figura 3.12. Comportamiento de los parametros termodinamicos de la produccion de
azucares calculados con el modelo cinético de a) Saeman y de b) Primer orden en

funcién de la concentracion del acido

Los valores promedio de cada uno de los parametros termodinamicos calculados con
ambos modelos cinéticos resultaron muy cercanos entre si. El factor A mostro la
mayor discrepancia arrojando un valor promedio de 9.05X10° min™, mientras que la
Ea, AH, AS y AG mostraron practicamente el mismo valor. De acuerdo con los datos
mostrados en la Tabla 3.6, el célculo de los parametros termodindmicos de la
produccion de azucares a partir de la hidrélisis acida del olote puede realizarse
utilizando las constantes de velocidad obtenidas con cualquiera de los dos modelos

cinéticos estudiados: Saeman y Primer orden.

Tabla 3.6 Pardmetros termodinamicos de la produccion de azlcares a partir de olote

calculados con los modelos cinéticos de Saeman y de Primer orden

Modelo Ea A AH AS AG

cinético (KI mol™) (min™) (KJ mol™) (ImolK™) (kJ mol™)

Saeman 63.55 3.21X10° 59.68 -169.76 122.59
Primer orden 63.64 1.15X10° 60.54 -168.07 122.13

Las constantes de velocidad k., obtenidas con el modelo de Saeman para los
experimentos con 0.96 y 1.34 M H3PO,, se utilizaron para determinar los parametros

termodinamicos de la descomposicién térmica de los azlcares. La Figura 3.13

63



muestra los ajustes de las constantes cinéticas a las ecuaciones lineales de

Arrhenius y de Eyring.
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Figura 3.13. Constantes cinéticas k, del modelo de Saeman ajustadas a las

ecuaciones lineales de a) Arrhenius y b) Eyring

Los parametros termodinamicos de la deshidratacion de azucares calculados para

los experimentos con 0.96 M y 1.34 M H3PO, resultaron diferentes entre si (Tabla

3.7), sin embargo, para ambas concentraciones los valores de Ea, AH y AG

resultaron mayores a los calculados para la produccién de azucares (k;). Por otra

parte, el AS disminuy6 en la fase de deshidratacion térmica, pese a esto a nivel

molecular la mayor cantidad de energia sigue correspondiendo a los reactivos antes

de la formacion del complejo acido-agua-azicar reductor. Desde el punto de vista

termodinamico el producto méas estable generado durante la hidrélisis 4cida del olote

fueron los azucares reductores ya que los valores de AS calculados para k; fueron

menores en comparacion con los determinados con k; (Tizazu & Moholkar, 2018).

Tabla 3.7 Parametros termodinamicos de la deshidrataciéon térmica de los azlcares

calculados para la hidrolisis de olote con 0.96 y 1.34 M H3PO4

Concentracion Ea A AH AS AG
de acido (M) (KJ mol™) (min™) (KJ mol™) (Imol*K™) (kJ mol'™)
0.96 78.39 1.18X10° 75.30 -134.58 125.52
1.34 114.99 1.38X10™ 111.89 -56.72 133.05
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La diferencia en los valores de los parametros termodinamicos observados entre la
produccion y la descomposicién de azlcares fue reportada previamente. Algunos
trabajos como los de Chen et al. (1996), Eken et al. (1998), Lu et al. (2008) y Chen et
al. (2015), observaron que la Ea fue mayor para la deshidrataciébn en comparacion
con la produccion de azucares; comportamiento observado en éste trabajo. Sin
embargo, Arslan et al. (2012), quienes calcularon los parametros termodinamicos de
la produccion y descomposicion de los azucares reductores totales en la hidrolisis
con &cido sulfurico de la cascara de avellana observaron que la Ea mayor
corresponde a la fase de produccion de azlcares, comportamiento que habia sido
previamente reportado por Ranganathan et al. (1985), durante la hidrdlisis con acido

sulfurico de la paja de trigo.

El calculo de los pardmetros AH, AS y AG utilizando la ecuacion de Eyring ha sido
escasamente estudiado. Swati et al. (2013), calcul6 dichos parametros para la
produccion de xilosa a partir de la especie Parthenium hysterophorus L., a diferentes
condiciones de hidrélisis, observando que ante un incremento en la molaridad del
acido, el valor de dichos parametros aumenta. Aflos mas tarde, Tizazu & Moholkar
(2018), determinaron los parametros termodindmicos para la hidrélisis con é&cido
sulfdrico diluido del bagazo de cafia de azucar. Tanto la Ea como el AH y el AG
aumentaron para la fase de degradacion térmica de los azucares, mientras que el
valor de AS disminuyd en esta etapa. Este comportamiento resulté parecido al
observado en el presente trabajo, en donde los parametros termodinamicos
incrementaron su valor para la fase de degradacion térmica de los sacéaridos con
excepcion del AS. Sin embargo, el comparativo debe tomarse con precaucion, ya
que el tipo y la concentracién del acido, asi como la biomasa lignocelulésica, la

relacion sélido-liquido y el tiempo de hidrolisis fueron diferentes.

La Ea y el factor A determinados en el presente trabajo a partir de los valores de k;
resultaron similares a los reportados por Arslan et al. (2012), quienes estudiaron
dichos parametros en la hidrdlisis de la cascara de avellana con acido sulfarico 0.5

M. Los valores similares pueden asociarse con el tipo de azucar estudiado en ambos
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trabajos; Azlcares reductores. Por otra parte, Tizazu & Moholkar (2018), calcularon
los pardmetros termodindmicos de la hidrolisis con acido sulfurico del bagazo de
cafia de azucar, la Ea, el A y el AH tanto para la produccibn como para la
deshidratacion de los azlcares determinados por ellos resultaron similares a los
reportados en el presente trabajo, sin embargo, el tipo de azlcar estudiado fue
diferente, ya que ellos Unicamente reportaron la produccion y descomposicion de la

xilosa.

3.2.3Caracterizacion de los residuos del olote hidrolizado

En todos los espectros FTIR mostrados en el presente trabajo, las letras H, C y L
corresponden a hemicelulosa, celulosa y lignina respectivamente, mientras que el
simbolo B hace referencia al enlace B glucosidico propio de la celulosa y de la
hemicelulosa. Todos los espectros FTIR se normalizaron en un rango de 2000 a 600
cm™, las bandas de vibracién se determinaron con base a los trabajos de Li et al.
(2016), Xu et al. (2013), Zhu et al. (2016) y Gbémora (2016). EI enlace B1-4
glucosidico se observdO en cada uno de los espectros de la Figura 3.14
correspondiente al experimento con 0.58 M H3PO,4 y 100 °C a un niumero de onda de
897 cm™ (Sahoo et al., 2018), las vibraciones observadas a 983, 1036, 1102 y 1156
cm™ hacen referencia a los enlaces C-O y C-C de la celulosa, por otra parte, la
hemicelulosa se observé a 1244 y 1726 cm™, esta Gltima vibracién corresponde a la
absorcién del enlace C=0 propio de los grupos acetil. Finalmente, la lignina presento
sus bandas caracteristicas del anillo aromético en 1511 y 1596 cm™, mientras que los
enlaces C-H correspondientes a la parte alifatica se observaron en 1425 y 1460 cm™.
De acuerdo con Li et al., 2016, el valor de 832 cm™ se asocia al hidroxi-fenil de la
lignina, sin embargo, también ha sido asociado al enlace P-O-C derivado del
contacto entre el HsPO,4 y el olote, dicha vibracion aument6é a medida que el tiempo
de contacto con el acido se incremento. Al mismo tiempo, la intensidad y la amplitud
de las vibraciones caracteristicas de la celulosa (980 — 1150 cm™) disminuyeron con

el paso del tiempo, haciendo mas delgada y definida dicha region.
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Figura 3.14. Espectros FTIR de las muestras de olote tomadas antes y después de
180 y 300 minutos de hidrdlisis con 0.58 M H3PO,4y 100 °C

Los espectros FTIR de las muestras tomadas después de 180 y 300 minutos de
tiempo de contacto con 1.34 M H3PO,4 y 110 °C se muestran en la Figura 3.15. Tanto
la intensidad como la amplitud de las bandas caracteristicas de hemicelulosa y
celulosa disminuyeron al incrementar el tiempo de contacto con el acido, ademas las
vibraciones situadas en la regién de 950 a 1200 cm™ se hicieron mas definidas. De
acuerdo con Hsu et al., la vibracién ubicada a 1064 cm™ corresponde a los alcoholes
primarios y secundarios (enlace C-O-H) que estan presentes en la estructura de la
lignina y son traslapados debido a la predominancia de los enlaces C-C y C-O-C de
la celulosa y hemicelulosa. La aparicién de la banda a 1064 cm™ va de la mano con
el incremento en la intensidad de las vibraciones caracteristicas de la lignina
observadas en 1510, 1425 y en 832 cm™ (Tabla 3.8). Este comportamiento sugiere
que la fraccion masica de la lignina se incrementd como resultado de la
monomerizacién de la holocelulosa, es decir, el contacto entre el olote y el acido
fosforico diluido resultd eficiente para recuperar azlUcares a partir de la celulosa y

hemicelulosa, mientras que la estructura de la lignina permanecio casi inalterada.
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Figura 3.15. Espectros FTIR de las muestras de olote tomadas antes y después de
180 y 300 minutos de hidrolisis con 1.34 M H3PO,4y 110 °C

Tabla 3.8 Principales vibraciones del olote con y sin hidrolizar observadas en los

espectros FTIR

Numero de Compuesto / Enlace Numero de Compuesto / Enlace
onda (cm™) quimico onda (cm™) quimico
832 P-O-C y lignina (C-H) 1315 Celulosa y hemicelulosa (C-
Ho)
896 B-glucosidico 1336 Lignina (O-H), celulosa y
hemicelulosa (C-H)
986 Celulosa (C-0) 1370 Lignina (O-H), celulosa y
hemicelulosa (C-H)
1031 Celulosa (C-C y C-C-0O) 1422 Lignina (CHs-0)
1056 Celulosa y lignina (C-O-H) 1460 Lignina (CHs-0)
1104 Celulosa (C-O-C and C-O) 1511 Lignina (Anillo aromatico)
1156 Celulosa (C-0O-C) 1599 Lignina (Anillo aromatico)
1199 Hemicelulosa y celulosa 1645 Agua (O-H)
(O-H)
1244 Hemicelulosa (C-O) 1735 Hemicelulosa (C=0)

El andlisis de cristalinidad en el olote antes y después de 300 minutos de hidrélisis
acida se llevd a cabo mediante la técnica de DRX. Los picos mas importantes se
observaron a los angulos 26 de 16° y 22° y corresponden respectivamente a las

regiones amorfas y cristalinas de la celulosa (Figura 3.16).
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Figura 3.16. Patrones de difraccion de rayos X del olote antes y después de la

hidrélisis acida a diferentes condiciones de operacién

El olote sin hidrolizar mostr6 dos picos de baja intensidad asociados a la
hemicelulosa a los angulos 26 de 26° y 28°, los cuales desaparecieron después de la
hidrolisis 4cida. De acuerdo con Li et al. (2016), el angulo de 28° puede ser atribuido
también a la presencia de SiO, presente en la fraccién inorganica del olote. Con la
finalidad de cuantificar el cambio en la cristalinidad del biomaterial, el indice de

cristalinidad (ICr) se determiné de acuerdo con la Ecuacion 3.3 (Gaur et al., 2016).

L, —1
ICr = [—22 16] «100 Ec. 3.3
I,

En donde 1y, y |1 son respectivamente las intensidades de los picos a 22° y 16°. El
ICr del olote sin hidrolizar fue de 28.97%, valor que incrementd después del
tratamiento acido, lo cual puede ser atribuido a la descomposicion de la hemicelulosa
y a la transformacion de la celulosa amorfa en glucosas. El valor mas grande del ICr
fue de 38.59% calculado para el experimento con 0.96 M H3PO, y 110 °C, a estas
condiciones el rendimiento de produccién de azucares fue de 51.26 g de azucar / 100
g de olote. El rendimiento mas alto de produccion de azucares se observé en el

experimento realizado a 110 °C y 1.34 M H3PO, (54.31 g de azucar / 100 g olote), el
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ICr calculado para dicho experimento fue de 37.46%. Como se observa en la Tabla
3.9 tanto los valores del ICr como los rendimientos de produccion de azlcares
determinados con 0.96 My 1.34 M H3PO,4 a 110°C resultaron similares entre si. El
ICr aumentd después del tratamiento quimico sugiriendo que la hidrélisis acida fue
eficiente para transformar la celulosa amorfa y la fraccion hemiceluldsica en azlcares
reductores. Un comportamiento similar fue reportado anteriormente para la hidrolisis
de distintos materiales lignocelulésicos (Gaur et al., 2016; Lee et al., 2015; Sahoo et
al., 2018).

Tabla 3.9 Produccion de azucares e ICr del olote hidrolizado con acido fosférico a

diferentes condiciones de operacion

Condiciones de pH FSC AzUlcar Holocelulosa - ICR (%)
hidrolisis (g /100 g) azucar (%)
Olote sin - - - - 28.97
hidrolizar
1.34 M H3POy, 0.95 1.24 34.09 46.94 36.82
90°C y 300 min
1.34 M H3POy,, 0.89 1.88 54.31 74.77 37.46
110°C y 300 min
0.96 M H3POy,, 1.05 1.72 51.26 70.57 38.59
110°C y 300 min

Las muestras tomadas antes y después de 300 minutos de hidrélisis con 1.34 M
H3PO, a las temperaturas de 90 y 110 °C, asi como del experimento con 0.96 M
HsPO, y 110 °C se analizaron mediante MEB y Espectroscopia de Rayos X de
Energia Dispersa (EDS). Las micrografias observadas en la Figura 3.17 mostraron
cambios en las estructuras de las microfibrillas, asi como un incremento en la
porosidad del olote después del tratamiento. En las micrografias mostradas en las
Figuras 3.17c y 3.17d se observo la aparicion de particulas blangquecinas las cuales
se asocian con la parte inorganica del material, ademas en ambas micrografias se
observé un incremento en el nimero de poros a lo largo de la estructura del olote, lo

cual puede atribuirse a la descomposicion de la fraccion holocelulésica.
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Los cambios morfoldgicos y estructurales mostrados en las micrografias de la Figura
3.17 fueron similares a los reportados previamente por Boontum et al. (2019), Li et al.
(2016), Sahoo et al. (2018) y Sun et al. (2015), quienes observaron la ruptura y el
reordenamiento de las microfibrillas de carbohidratos debido a una hidrélisis acida o
alcalina, ademas de un aumento tanto en el volumen del poro como en el area
superficial del material, lo cual favorece a la subsecuente hidrdlisis enzimatica y a la

fermentacion.

La Figura 3.18 muestra las micrografias tomadas a 500 aumentos del olote antes y

después de la hidrodlisis con 1.34 M H3PO,4 y 110 °C, en esta ultima micrografia se
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aprecia de manera clara la formacién de poros a lo largo de las microfibrillas, asi
como las particulas blanquecinas asociadas con la parte inorganica del olote, las
cuales de acuerdo con Li et al. (2016) corresponden a particulas de silicio en forma
de SiO..

a)

XSB8  SBam 0B325 ZEKU 588~ S8

Figura 3.18. Micrografias del olote a) antes y después de la hidrdlisis durante 300
minutos con H3PO4b) 1.34 My 110 °C, a 500 aumentos

Las zonas observadas en las Figuras 3.17 y 3.18 fueron utilizadas para determinar la
composicién elemental por EDS. En la Tabla 3.10, se presenta el porcentaje atdbmico
del carbono y oxigeno, el porcentaje de ambos elementos disminuyd después de la
hidrélisis acida a consecuencia de la transformacién de la holocelulosa en azucares
reductores, mientras que el contenido de silicio y azufre aumenté en las muestras
tratadas con mayor severidad. La presencia de potasio solo se observé en el olote
sin hidrolizar lo que significa que pasa al hidrolizado, y el porcentaje de oxigeno mas
bajo fue determinado en la hidrdlisis con 1.34 M H3PO, y 110 °C, condiciones a las
cuales se obtuvo el mayor rendimiento de produccion de azlcares reductores. El
analisis elemental de la micrografia mostrada en la Figura 3.18 b) mostré el mayor
porcentaje atomico de silicio y el menor porcentaje de carbono alcanzando valores
respectivos de 8.47% y 49.92%, pese a la disminucién en el contenido de carbono, el
oxigeno alcanz6 un porcentaje de 34.88%, lo cual indica que las particulas
blanquecinas estdn compuestas principalmente por SiO,. Finalmente el calcio se

observo en todas las micrografias con excepcion del olote sin hidrolizar.
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Tabla 3.10 Analisis elemental del olote antes y de los residuos, después de la

hidrélisis con acido fosférico a diferentes condiciones

Muestra Olote sin 1.34My90°C | 0.96 My 110°C | 1.34 Myll0°C | 1.34 My 110°C
hidrolizar (particulas)

Elemento % Atdmico

C 60.17 54.45 56.56 56.16 49.92

0] 38.99 37.35 35.37 33.62 34.88

Si 0.21 0.12 0.41 0.30 8.47

S - 0.031 0.022 0.039 0.029

K 0.55 - - - -

Ca - 0.10 0.074 0.092 0.036

3.2.4Anélisis factorial de la hidrdélisis acida del olote

Para el analisis factorial se utilizaron 3 variables con 3 niveles cada una. Las
variables fueron la temperatura de hidrolisis (90, 100 y 110 °C), la concentracién del
acido fosforico (3, 4 y 5 %v) y el tiempo de contacto (30, 60 y 90 minutos). EI nimero
total de experimentos fue de 27, valor obtenido a partir de las interacciones de cada
uno de los niveles de cada una de las variables. Cada experimento se realizd por
duplicado y la cantidad de azucares reductores (Anexo B2), la concentracion de
furfural (Anexo B3) y el FSC fueron seleccionados como variables dependientes o
respuestas. Los valores codificados de las variables independientes se determinaron
con ayuda de la Ec. 3.4 (Cao et al., 2018), siendo el valor mas alto +1 y el valor

menor -1.

(Ec. 3.4)

En donde x; es el valor codificado de la variable independiente, mientras que Xi, X, y
AX son respectivamente el valor real, el valor real en el punto central y el incremento

de la variable independiente.

Con el fin de modelar el comportamiento de las respuestas, las variables
independientes se ajustaron a un modelo matematico cuadratico. De acuerdo con

Cao et al. (2018), y Timung et al. (2015) el modelo matematico cuadratico predice
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adecuadamente las respuestas a partir de las variables independientes y de las
interacciones entre ellas. La forma general de dicho modelo se representa en la Ec.
3.5.

Y = BO + 25;1 B,-xi + 25;1 B,-,-x% +Z£(=IZ]I'(=i¢1 B,-]-xix]- +€ (EC 35)

Donde Y es la variable dependiente o la respuesta, Bo un coeficiente constante, Bi,
Bii y Bij son los coeficientes de los efectos lineales, cuadraticos y de las interacciones
de las variables independientes respectivamente, y € la desviacién. Los valores
codificados de cada una de las variables calculados a partir de la ecuacién 3.4 se

resumen en la Tabla 3.11.

Tabla 3.11. Valores codificados y reales de las variables de la hidrdlisis del olote

Nivel Variable Temperatura (°C)  Concentracion de Tiempo de
codificada acido (%v) contacto (min)
Bajo -1 90 3 30
Medio 0 100 4 60
Alto 1 110 5 90

El experimento realizado con el nivel mas alto de cada una de las variables; 110 °C,
5 %v y 90 minutos, mostré la mayor produccion tanto de azlcares reductores como
de furfural con rendimientos de 25.17 y de 1.01 g / 100 g de olote respectivamente.
Los experimentos realizados con el nivel mas bajo de la concentracion de &acido y de
tiempo de contacto tuvieron los rendimientos menores; 2.16, 1.39 y 1.49 g de azucar
/ 100 g de olote para las temperaturas de 90, 100 y 110 °C respectivamente. El valor
mas pequefio del FSC (-0.067) se observd con el nivel mas bajo de cada una de las
variables, sin embargo, el FSC mas grande (1.329) se determind en el experimento
con 4 %v H3zPO,4, 110 °C y 90 minutos, a dichas condiciones se observaron los
rendimientos de 21.14 g de azucar y de 0.773 g de furfural por cada 100 g de olote.
La relacion mas grande entre los azucares reductores y el furfural fue de 35.65
calculado en el experimento con 4 %v H3zPO,4, 90 °C y 30 minutos. La conversion de

azucares a furfural (%) mostrada en la Tabla 3.12 est4 asociada con la cantidad de
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holocelulosa que fue transformada en azucares reductores durante la hidrélisis acida,

dicho porcentaje increment6 a medida que la produccion de azdcares aumento.

Tabla 3.12. Resultados experimentales de la hidrolisis de olote en HzPO4 diluido

No. Exp  No. Std Temp. Conc. Tiempo Azlcar Conv. Furfural FSC
(°C) (%v) (minutos) Exp (%) Exp
(g/1009) (mg/100g)
1 4 -1 0 -1 5.50 8.41 154.28 0.263
2 -1 +1 0 8.44 12.91 288.18 0.504
3 14 0 0 0 7.87 12.04 341.24 0.838
4 3 -1 -1 +1 4.67 7.15 183.42 0.435
5 -1 +1 8.89 13.61 342.37 0.719
6 24 +1 0 +1 21.14 32.35 773.52 1.329
7 18 0 +1 +1 17.33 26.52 633.59 0.834
8 27 +1 +1 +1 25.17 38.52 1010.89 1.164
9 12 0 -1 +1 4.03 6.17 475.04 0.669
10 1 -1 -1 -1 2.16 3.31 99.76 -0.067
11 16 0 +1 -1 6.33 9.69 221.79 0.392
12 20 +1 -1 0 10.24 15.67 434.08 0.823
13 26 +1 +1 0 15.75 24.10 644.90 1.008
14 11 0 -1 0 3.14 4.81 351.031 0.542
15 13 0 0 -1 4.46 6.83 175.60 0.557
16 -1 +1 +1 11.77 18.01 462.49 0.639
17 5 -1 0 6.61 10.12 220.67 0.544
18 22 +1 0 -1 5.96 9.12 273.56 0.857
19 17 0 +1 0 10.67 16.33 433.34 0.668
20 15 0 0 +1 12.72 19.47 569.50 1.014
21 21 +1 -1 +1 17.75 27.17 728.68 1.009
22 10 0 -1 -1 1.39 2.13 93.34 0.175
23 23 +1 0 0 10.17 15.56 448.82 1.183
24 25 +1 +1 -1 7.94 12.15 374.32 0.757
25 2 -1 -1 0 3.75 574 174.53 0.234
26 7 -1 +1 -1 6.42 9.82 234.28 0.178
27 19 +1 -1 -1 1.49 2.28 228.32 0.522
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Tomando como base los datos experimentales se desarrollaron modelos
matematicos cuadraticos a fin de predecir la produccion de azulcares, la
concentracion de furfural y los valores del FSC utilizando cada uno de los factores y
la interaccion entre ellos. La Tabla 3.13 resume el ANOVA obtenido para el modelo
matematico de la produccién de azlcares, en donde de acuerdo con los valores-p se
observo que la temperatura de hidrélisis (A), la concentracién del acido (B), el tiempo
de contacto (C), la variable A? y las interacciones AC y BC resultaron significativas
(valor-p < 0.05), mientras que las variables B2, C? y la interaccién AB resultaron

estadisticamente insignificantes ya que mostraron un valor-p > 0.05.

Tabla 3.13 ANOVA obtenido para el modelo matematico cuadratico de los azucares

Variable Coeficiente Grados de Suma de Cuadrado Valor F Valor-p
libertad cuadrados medio
Modelo 9 923.49 102.61 50.13 <0.0001
Temp. (A) 1 183.04 183.042 89.42 <0.001
Conc. (B) 1 208.08 208.08 101.66 <0.001
Tiempo (C) 1 371.92 371.92 181.70 <0.001
A2 1 26.66 26.66 13.02 0.002
B 1 1.25 1.25 0.61 0.446
c? 1 2.60 2.60 1.27 0.276
AB 1 0.93 0.93 0.45 0.511
AC 1 116.69 116.69 57.01 <0.001
BC 1 12.34 12.34 6.03 0.025
Residual 17 34.79 2.047

El modelo matematico mostrado en la Ec. 3.6 tuvo un valor-p < 0.0001 lo cual sugiere
gue dicho modelo resulta altamente significativo y puede predecir de una manera

confiable la produccion de azucares a partir de las variables de la hidrdlisis.

Azacar ( ) = 240.53 -4.634A+2.24B - 1.11C

g
100 g
+0.021A4% — 0.46B% + 0.0007C% + 0.028A4B + 0.01AC + 0.03BC
R%=0.964 (Ec. 3.6)
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En el caso del furfural todas las variables cuadréaticas; A% (p=0.121), B? (p=0.133) y
C? (p=0.244), asi como la interaccién AB (p=0.439) mostraron un valor p > 0.05, lo
cual sugiere que dichas variables no tienen significancia estadistica en el proceso de
hidrolisis. EI ANOVA obtenido a partir de los datos experimentales del FSC mostro
que la interaccion de las variables no fue estadisticamente significativa ya que su
valor-p result6 > 0.05 en todos los casos; AB (p=0.130), AC (p=0.566) y BC
(p=0.073). EI modelo matematico obtenido tanto para el furfural (Ec. 3.7) como para
el FSC (Ec. 3.8) mostr6 un valor-p < 0.0001, lo cual se asocia a una alta
confiabilidad de los modelos para predecir la concentracion de furfural y los valores
del FSC a partir de la temperatura, concentracién de acido y tiempo de hidrdlisis.

m
furfural (ﬁ) =3779.84 — 61.594 — 269.84B — 31.55C

+0.2711A4% + 26.27B% + 0.0222C? + 0.932A4B + 0.316AC + 0.863BC
R?=0.979 (Ec. 3.7)

FSC = —3.53 — 0.0454 + 2.08B + 0.020C + 0.00044% — 0.229B% — 0.00007C?
—0.0012AB — 0.000015AC — 0.00048BC
R%=0.996 (Ec. 3.8)

La Figura 3.19 muestra el comportamiento de los datos calculados con los modelos
cuadraticos en funcion de los valores experimentales. En todos los casos, los datos
se ajustaron satisfactoriamente a un modelo lineal alcanzado coeficientes de
correlacién R? mayores a 0.96, lo que comprueba que la desviacién entre los valores
experimentales y los calculados es baja. Esta tendencia fue reportada previamente
por Cao et al. (2018) y por Saha et al. (2018) quienes estudiaron respectivamente la
hidrdlisis de la madera de pino con acido fosférico y la hidrélisis de residuos de frutas

con &cido acético.

7



b)

a . .
) y =0.9622x + 0.3039
25 R2=0.964 " 1000 | y =0.9699x - 5.283
I | R*=0.978 "
820} » 800
B 0
8 o
3 i
S 15} 3 600
© w©
o o
5 10 g 400 |
©
> 3
5F = 200}
0 LI 1 " 1 i 1 i 1 N 1 ; 0 . 1 N 1 . 1 . 1 N 1 N
0 5 10 15 20 25 0 200 400 600 800 1000
Valores experimentales Valores experimentales

0
—

[ y=0.9968x - 1X10°
R2=0.996

Valores calculados
(=] (=] o - - =
A » ®» o N =
T v ) v L v ) v ) h

o
o
—

0.0 P PRI TR SR SR SR T S
00 02 04 06 08 10 12 14

Valores experimentales

Figura 3.19. Comportamiento de los valores calculados con los modelos cuadréaticos
en funcion de los valores experimentales para los a) azUcares reductores, b) furfural
y c) FSC

Las superficies de respuesta obtenidas para los azlcares reductores se muestran en
las Figuras 3.20a, 3.20b y 3.20c. La produccion de azucares increment6 al aumentar
la temperatura de hidrélisis, la concentracion del acido y el tiempo de contacto,
siendo los niveles mas altos de cada una de las variables en donde se encontro la
maxima produccion; 25.17 g de azucar / 100 g de olote. La temperatura fue la
variable que mas afecto el rendimiento de azucares, incrementando la produccion de
11 a 25 g de azucar / 100 de olote cuando la temperatura aumentd de 90 a 110 °C,
utilizando una concentracion de acido del 5%v y un tiempo de reaccion de 90

minutos (Figs. 3.20a y 3.20b), Avci et al. (2013%), obtuvieron un comportamiento
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similar durante la hidrdlisis con acido fosférico diluido del rastrojo de maiz, ya que la
produccion de azucares se duplicé cuando se aumentd la temperatura de 140°C a
180 °C.

a)
b)

25
20

25
20

Amicar 15
110 (g/100g)
10

Azicar i
(g/100 g)
10

110
5

100 5
30 4 Temperatura (°C)
5S40 90 30 s

e o AR B 60 4
Acido (%v) Tiempeo (min) 90

100
Temperatura (°C)
90

©)

25
20
Amicar 15
(g/100g) 10

4

20 Acido(%v)

45
60 =
Tiempo (min) 20

Figura 3.20. Superficies de respuesta obtenidas para la produccion de azlcares; a)
Temperatura y concentracién a 90 minutos, b) Temperatura y tiempo con 5 %v

H3PO,4 y c) concentracion y tiempo a 110 °C

Diaz-Blanco et al. (2018), observaron que la produccién de azlUcares aumento al
incrementar la concentracion del &cido y al disminuir la temperatura, en la hidrolisis
del Agave lechuguilla con acido sulftrico diluido, este comportamiento resultd similar
a lo reportado por Cao et al. (2018), quienes observaron la misma tendencia a una
temperatura de 120°C, sin embargo, en éste Ultimo trabajo el rendimiento de
produccion de azucares disminuyd al modificar la temperatura. En la produccion de
azucares mediante hidrolisis con acido acético de los residuos de frutas se observo
qgue el rendimiento increment6 al utilizar los niveles méas bajos de la temperatura
(62.5°C), tiempo de contacto (30 minutos) y concentracion de acido (0.2 M) (Saha et

al., 2018), mientras que en la hidrdlisis de la especie Eucalyptus benthamii con &cido
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fosforico la mayor produccion de azlcares se obtuvo empleando la temperatura mas
alta (200 °C) y el nivel medio de la concentracion del acido (0.75 %p) (Castro et al.,
2014). La produccion de azucares reductores a partir del bambua y del bagazo de
cafia de azucar mediante hidrdlisis con acido sulfurico diluido se estudio a través de
superficie de respuesta (Timung et al., 2015), ambos biomateriales mostraron el
mayor rendimiento a los niveles mas altos tanto de la temperatura como del tiempo
de reaccion, comportamiento observado en el presente trabajo. Jung et al. (2013),
evaluaron la produccion de azucares por hidrélisis con acido sulfurico de racimos de
frutas, concluyendo que un incremento tanto de la concentracion del acido como de
la temperatura asociado a un decremento en los tiempos de operacién favorece el
rendimiento. Las diferencias en la produccion de azlcares observadas entre las
investigaciones antes mencionadas y el presente estudio pueden atribuirse
principalmente a la naturaleza de la biomasa, al tipo de acido, y a las condiciones y a
la severidad de la hidrdlisis.

La mayor produccion de furfural fue de 1.01 g / 100 g de olote obtenido en el
experimento con los valores mas altos de cada una de las variables, las
concentraciones mas bajas se observaron cuando se utilizaron los niveles mas bajos
de las variables de hidrolisis. Como se observa en las Figuras 3.21a, 3.21b y 3.21c,
un incremento de la temperatura, concentracion del &cido y del tiempo de contacto
propicié un aumento en la produccién de furfural, que resulté similar al observado en
las superficies de respuesta de los azlcares reductores y a lo reportado previamente
por Avci et al. (2013%), durante la hidrélisis del rastrojo de maiz con acido fosférico.
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Figura 3.21. Superficies de respuesta obtenidas para la produccion de furfural; a)
Temperatura y concentracion a 90 minutos, b) Temperatura y tiempo con 5 %v

H3PO, y ¢) concentraciéon y tiempo a 110 °C

De acuerdo con las Figuras 3.21a y 3.21b, la temperatura fue la variable que mas
efecto tuvo sobre la produccion de furfural, lo cual puede atribuirse a que el furfural
es un aldehido que se produce a partir de la deshidratacion de los azucares
(pentosas) en presencia de calor (Ruiz et al.,, 2013; Na & Lee, 2015). Avci et al.
(2013), observaron durante la hidrélisis con &cido fosférico del rastrojo de maiz que
un incremento tanto de la temperatura como de la concentracion del 4cido aumento
la concentracion de furfural en el hidrolizado, mientras que Vazquez et al. (2007),
demostraron que un incremento en la concentracion del &cido asociado a un
aumento en el tiempo de contacto favorecié la produccion de furfural a partir de paja
de sorgo, la maxima produccién encontrada por ellos fue de 0.57 g de furfural por
cada g de pentosa, valor que equivale a un rendimiento de 13.36 g de furfural / 100 g
de paja de sorgo en una hidrélisis con 6 %p acido fosforico, 134 °C y 300 minutos de

tiempo de contacto.

Los valores mas grandes del FSC se observaron en un rango de concentracién de
acido de 4 a 4.5 %v y a los tiempos y temperaturas mas altas. La Figura 3.22a
muestra un aumento del FSC en funcion de la concentracion del acido y de la
temperatura, sin embargo ésta ultima variable mostré un efecto mas importante, ya el
FSC incrementd de 0.640 a 1.164 al aumentar la temperatura de 90 °C a 110 °C,
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utilizando una concentracién de acido de 5 %v y un tiempo de contacto de 90
minutos.
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Figura 3.22. Superficies de respuesta obtenidas para el FSC; a) Temperatura y
concentracion a 90 minutos, b) Temperatura y tiempo con 5 %v H3PO, y ¢)

concentracion y tiempo a 110 °C

A las temperaturas y tiempos de reaccién mas bajos se determinaron los FSC mas
pequefios, mientras que a las temperaturas y tiempos de contacto mas altos se
observaron los valores mas grandes. Este comportamiento sugiere que tanto el
tiempo de contacto como la temperatura afectan drasticamente la severidad de la
hidrolisis acida del olote (Fig. 3.22b). En la Figura 3.22c se observa que el FSC
incrementd al aumentar tanto el tiempo de contacto como la concentracion del acido,
siendo ésta Ultima variable la que menos afecté al FSC. De acuerdo con las
superficies de repuesta, el FSC se estabilizé y disminuyé al aumentar la

concentracion del acido por encima de 4.5 %v.
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En la Figura 3.23 se observa que un mismo valor del FSC puede relacionarse con
diferentes rendimientos, es decir, diferentes condiciones de hidrélisis pueden tener
una misma severidad pero diferente produccion de azucares y de furfural. Los
rendimientos mas bajos de produccion de azucares; 1.39 y 1.49 g / 100 g olote estan
asociados a los FSC de 0.175 y de 0.522 respectivamente, mientras que la mayor
produccion tanto de azucares como de furfural se observé a un valor del FSC de
1.164.
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Figura 3.23. Produccién de a) azlucares y de b) furfural en funcién del FSC

Las concentraciones de azucares reductores y de furfural incrementaron al aumentar
el FSC (Diaz-Blanco et al., 2018; Park et al.,, 2013; Pappas et al., 2014), sin
embargo, FSC mayores a 1.164 mostraron una disminucién en dichas
concentraciones. Comportamiento similar fue reportado por Ruiz et al. (2013),
quienes estudiaron la hidrélisis de los tallos de girasol con &cido sulfarico diluido
observando que a FSC mayores a 2.32 la concentracion de furfural disminuyo. Esta
tendencia puede ser atribuida a que las condiciones de hidrolisis resultaron severas
para la biomasa pero poco eficientes para la produccion de azucares reductores y de
furfural, propiciando la formacién de algunos subproductos tales como los
monolignoles y los acidos organicos de bajo peso molecular. Algunos trabajos

reportados previamente han mostrado tendencias similares a las obtenidas en el
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presente trabajo utilizando diferentes condiciones de hidrodlisis y tipos de biomasa
(Pappas et al., 2014; Yang et al., 2013). En trabajos anteriores (Gémora et al., 2016)
se reporto la hidrélisis acida del tallo de haba y del olote, observando que los datos
de produccién de azucares se ajustaron a un modelo exponencial en funcion del FSC

(R? > 0.90), dicha tendencia puede observarse ligeramente en el presente trabajo.

La temperatura tuvo un efecto importante sobre la severidad de la hidrolisis, ya que
al aumentar dicha variable tanto el FSC como la produccion de azucares se
incrementaron, como se ve claramente en la Figura 3.24 a). Esta tendencia fue
diferente a la reportada por Hsu et al. (2010), quienes observaron que al aumentar la
temperatura de operacion de 160°C a 190°C, el FSC no cambid, sin embargo, la
produccion de xilosa disminuyé aproximadamente en un 30%, lo cual puede
atribuirse a la alta temperatura de operacién que favorecio la produccion de furfural.
La concentracion del cido no mostré un efecto importante sobre el FSC (Figura 3.24
b), pero si sobre la produccion de azucares reductores, ya que FSC cercanos a 1.0
presentan diferentes concentraciones de azucar con distintas concentraciones de
acido. Los valores mas grandes del FSC se obtuvieron con una concentracion del
acido de 4 %yv, sin embargo, la mayor produccién de azlcares se observo utilizando

acido fosférico al 5 %v.
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Figura 3.24. Efecto de la a) temperatura y de la b) concentracion del acido sobre la

produccion de azUcares reductores a diferentes valores del FSC

84



La produccion de furfural incrementd linealmente en funcion de la cantidad de
azlicares, mostrando un coeficiente de correlacion R?=0.975 y una pendiente
m=0.0389 (Figura 3.25). Este ultimo valor significa que se producen 0.0389 g de
furfural por cada g de azucar reductor, es decir, se requieren 25.71 g de azucar para
producir 1 g de furfural. Esta relacién calculada a partir de la pendiente de la linea
recta resulté muy similar a los datos empiricos, ya que el experimento realizado con
5 %v H3POy4, 110 °C y 90 minutos (niveles altos de cada variable para este analisis)
mostré una produccion de azlcares reductores y de furfural de 25.17 y de 1.01 g /
100 g de olote respectivamente, valores que equivalen a una relacién de 24.92 g de
azucar / g de furfural. La relacion mas grande entre el azucar y el furfural fue de
35.65 observada en el experimento con 4 %v H3zPO4, 90 °C y 30 minutos de tiempo
de reaccion, a éstas condiciones la produccion de azucares fue de 5.5 g / 100 g de
olote. Los experimentos realizados a 90°C mostraron rendimientos de produccién de
azucar bajos (< 9 g de azucar / 100 g de olote), sin embargo, a ésta temperatura
también se observaron las relaciones azucar-furfural mas grandes, lo que sugiere
que a temperaturas mayores a 90 °C la produccion de azlcares y de furfural

aumenta, siendo la produccion de furfural la reacciébn mas favorecida.
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Figura 3.25. Comportamiento de la concentracion de furfural en funcién de la

cantidad de azUcares reductores

85



Se seleccionaron muestras de olote hidrolizado con diferentes severidades y se
caracterizaron mediante la técnica de FTIR con la finalidad de determinar los
cambios en los grupos funcionales debidos al contacto con el acido. Las bandas de
vibracion caracteristicas de la celulosa, hemicelulosa y lignina se representaron con
las letras C, H y L respectivamente, mientras que el enlace B-glucosidico propio de la

celulosa y la hemicelulosa se identifico con la letra B (Figura 3.26).

—— Blanco
—— 060 4-100
H L LL CH — 090 5-110
1.0 e . \ 2 B - 1.5
i ""\»""’\~»\L,-'\Hf\° i '
05| \ \1_0-1.5
= el N,
= T AN
s [ ’\""\f\ ]
50.05—-———“‘““\ ,\ \ Jos-41.0
—\f\'\
g /\/’\ \ 3
Eos| ,\ N J0.005

1.0 " " " K " -0.57 0.0
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Numero de onda (cm™)

Figura 3.26. Espectros FTIR de las muestras tomadas antes (linea negra) y después
de la hidrdlisis acida con diferentes severidades; FSC=0.838 (linea roja) y
FSC=1.164 (linea azul)

Las bandas caracteristicas de la hemicelulosa se observaron a 1243 y 1732 cm™,
ésta Ultima vibracion ha sido asociada con el enlace C=0 propio de los grupos acetil
(Gaur et al., 2016; Sewsynker-Sukai et al., 2018). La identificacién de las principales
bandas de vibracion observadas en los espectros del olote con y sin hidrolizar se
discutio en el apartado 3.2.3. La intensidad de las bandas de vibracion caracteristicas
de la hemicelulosa disminuyé en funcion del FSC, mientras que la region
caracteristica de la celulosa (950 -1200 cm™) mostré la aparicion de una banda a
1064 cm™ después de la hidrélisis acida. La aparicion de dicha banda aunada al
incremento en la intensidad de la vibracién observada en 1510 cm™ sugiere que la
fraccion masica de la lignina aumenté a consecuencia de la despolimerizacion de la

holocelulosa.
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Pappas et al. (2014) utilizaron el concepto de absorbancia relativa para definir la
relacién existente entre la banda de vibracién ubicada en 1732 cm™ correspondiente
a la hemicelulosa y la situada en 1510 cm™ asociada con el anillo aromético de la
lignina, observando una relacién lineal negativa entre dicha absorbancia relativa y la
eficiencia de obtencion de azucares. Una tendencia similar se observé en el
presente trabajo, en donde los azlcares reductores, la concentracion de furfural y el
FSC mostraron un comportamiento lineal negativo en funcion de la transmitancia

relativa (Figura 3.27).
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La transmitancia al ser una funcion complementaria de la absorbancias se rige por la
ley de Lambert-Beer dentro del rango Uv-Vis-Ir cercano y por ello puede utilizarse. El
valor mas grande de la transmitancia relativa correspondié al olote sin hidrolizar,
ademas un decremento en la transmitancia relativa esta asociado a un incremento
tanto de la produccion de azlucares como de furfural, lo cual se relaciona
directamente con la disminucién en la intensidad de la banda de vibracion ubicada a
1732 cm™ y al incremento en la intensidad de la vibracién propia del anillo aromatico
de la lignina (1510 cm™), éste Gltimo hecho puede ser atribuido a la baja

solubilizacion o re-polimerizacién parcial de la lignina.

3.2.5 Hidrdlisis del olote con &acido sulfarico

Debido a que el experimento realizado con 1.34 M &cido fosforico y 110 °C mostro el
mayor rendimiento de produccion de azulcares, se propuso utilizar dichas condiciones
de operacion con &cido sulfarico a fin de evaluar el efecto del tipo de &cido sobre la
eficiencia de hidrolisis. En éste caso, la maxima produccion de azucares fue de 51.03
g de azucar / 100 g olote observado a los 150 minutos del experimento realizado a
110 °C, mientras que los rendimientos mas altos alcanzados a las temperaturas de
90 y 100 °C se observaron después de 300 minutos de tiempo de reaccion (Figura
3.28a). El comportamiento de produccién de azlcares observado con ambos acidos
fue diferente, ya que en el caso del acido fosforico la degradacion de los azucares no
se observé en los datos experimentales, lo cual puede atribuirse a la naturaleza del
mismo &cido, ya que el fosférico tienen un poder catabdlico y un grado de ionizacién

menor en comparacion con el sulfdrico (Lainez et al., 2018).

El maximo rendimiento de azucares determinado con el acido fosférico fue de 54.31
g de azucar / 100 g de olote, el cual resulté ligeramente superior al determinado con
el acido sulfarico, sin embargo, la produccion de azucares a 90 y 100 °C resultd
mayor utilizando acido sulfarico ya que los rendimientos después de 300 minutos de
tiempo de reaccion fueron de 37.97 y 45.86 g / 100 g de olote respectivamente. En el
caso del acido fosférico se alcanzaron los rendimientos de 34.02 y 41.77 g / 100 g de
olote para las temperaturas de 90 y 100 °C respectivamente. Este comportamiento
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sugiere que la produccion de azucares se ve favorecida al utilizar acido sulfurico a
bajas temperaturas, sin embargo, al aumentar la temperatura a 110 °C el efecto
combinado de la temperatura y de la concentracién del acido sulfurico propicia la

descomposicion térmica de los azucares disminuyendo los rendimientos.

La Figura 3.28 b) muestra la produccion de furfural durante la hidrolisis del olote con
acido sulfarico 1.34 M. Como se observa en dicha Figura, un incremento tanto de la
temperatura como del tiempo de reaccion favorece la produccién de furfural, siendo
2178.77 mg / 100 g de olote la maxima produccién determinada a 110 °C y 300
minutos. Los comportamientos de la produccion de furfural a 90 y 100 °C resultaron
similares entre si, sin embargo, a 110 °C la concentracion de furfural incrementé
considerablemente a partir de los 150 minutos, lo cual estd asociado con la

disminucion en la produccion de azucares observada en la Figura 3.28a.
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Figura 3.28. Comportamiento de la produccién de a) azlcares reductores y de b)

furfural durante la hidroélisis del olote con acido sulflrico 1.34 M

La Figura 3.29 muestra el espectro Uv-Vis del hidrolizado de olote obtenido con &acido
sulfarico 1.34 M, 110 °C y 300 minutos de tiempo de reaccion. La banda de maxima
absorbancia se observé a 277 nm, la cual corresponde al furfural grado reactivo
(Anexo B3). Por otro lado, el hidrolizado obtenido con acido fosforico a las mismas

condiciones de operacibn mostr0 un desfasamiento en su pico de maxima
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absorbancia, sugiriendo la presencia tanto de furfural como de hidroximetil-furfural
(HMF), ya que la banda de maxima absorbancia de éste ultimo compuesto se
encuentra en 284 nm. Tomando como base la curva de calibracion del furfural
mostrada en el Anexo B3, se determind la concentracion de aldehidos en ambos
hidrolizados obteniendo 1405.36 = 47.15 ppm para el caso del acido sulftrico y
949.39 + 34.88 ppm para el &cido fosforico. Debido a que la banda de maxima
absorbancia para el hidrolizado con acido sulfarico es 277 nm, se asume que la
concentracion total de aldehidos corresponde al furfural. Las concentraciones de
furfural y de HMF en el hidrolizado obtenido con &cido fosférico fueron de 332.29 y
617.11 ppm respectivamente, determinadas con ayuda de las curvas de calibracion
del furfural, HMF (Anexo B4) y de las mezclas de ambos compuestos. La
concentracion de ambas especies se validoé también mediante la deconvolucién del

espectro Uv-Vis.
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Figura 3.29. Espectros Uv-Vis de los hidrolizados de olote a obtenidos a 110 °C y 300
minutos utilizando &cido sulfarico y fosférico 1.34 M

Los rendimientos de produccion de azucares obtenidos tanto con el &cido sulfurico
como con el fosférico resultaron similares entre si, sin embargo, la concentraciéon de
aldehidos fue mayor en un 40% utilizando acido sulfurico, lo cual sugiere que el acido

fosforico tiene un mayor potencial para hidrolizar el olote, disminuyendo la
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descomposicion de los azucares producidos y favoreciendo la subsecuente

fermentacion.

El pH y el FSC se determinaron en cada uno de los hidrolizados obtenidos con &cido
sulfarico. Como se observa en la Figura 3.30, un incremento en el valor del FSC esta
relacionado con un aumento en la concentracién de azlcares reductores, mostrando
los rendimientos mas altos en un rango del FSC de 2.4 a 2.6. Valores mayores a 2.6
muestran una disminucion en la concentracion de azlcares atribuida principalmente
a la degradacion de los sacéaridos. Los valores del FSC determinados con el acido
sulfarico fueron méas altos en comparacion con los calculados con el acido fosférico,
lo cual puede deberse a la naturaleza fuerte del acido sulfurico que le permite

disociarse mejor en fase acuosa y aumentar mas los gradientes de pH.
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Figura 3.30. Comportamiento de la produccién de azucares en funcion del FSC

durante la hidrélisis del olote con acido sulfurico

Los datos de produccion de azlcares se ajustaron adecuadamente al modelo
cinético de Saeman (Ec. 1.4) como se observa en la Figura 3.31. Las constantes de
velocidad obedecen la ley de Arrhenius, ya que un incremento en la temperatura de
hidrolisis aumento el valor de las constantes k; y k,. Los valores mas altos de las

constantes cinéticas se observaron a la temperatura de 110 °C, y para cada una de
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las temperaturas la constante k; fue mayor en comparacién con la constante k», este
comportamiento sugiere que las condiciones de hidrolisis propuestas favorecen la

produccion de azucares por encima de la descomposicion de los mismos.
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Figura 3.31. Datos experimentales de la produccion de azucares mediante hidrolisis

con 1.34 M &cido sulfurico del olote ajustados al modelo cinético de Saeman

La Tabla 3.14, presenta el ajuste de los datos experimentales al modelo cinético de

Saeman, éste fue satisfactorio con valores R?> > 0.99 para cada una de las

temperaturas. El tiempo éptimo de reaccién calculado va acorde a lo observado en la

Figura 3.28 a), ya que la maxima produccion de azucares a 110 °C se alcanz6 a los

150 minutos y el tiempo 6ptimo determinado a dicha temperatura fue de 167 min.

Tabla 3.14 Parametros cinéticos y estadisticos de la hidrélisis con &cido sulfarico del

olote determinados con el modelo de Saeman

Condiciones de ky (Min™) k, (min™) R’ K, topt (MiN)
hidrolisis
90°C 4.49X10° 1.4X10° 0.999 3.207 377.15
100°C 8.81X10° 1.49X10° 0.998 5912 242.75
110°C 1.43X10° 1.75X10° 0.999 8.171 167.38
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Los pardmetros termodinamicos de la hidrolisis del olote con &cido sulfurico se
resumen en la Tabla 3.15. De acuerdo a los valores positivos de AH y de AG, las
reacciones de produccion y de descomposicion de azUcares son endotérmicas y no
espontaneas, mientras que el valor negativo de AS sugiere que la mayor cantidad de
energia se encuentra en el lado de los reactivos previo a la formacion del complejo
que propicia la reaccion. El valor de AS determinado para k; fue menor en
comparacion con el calculado para ki, esto significa que desde el punto de vista
termodinamico los productos formados durante la reaccion de descomposicion de los
azlcares son mas estables (Tizazu & Moholkar, 2018). La Ea calculada para la
constante k; fue de 66.93 kJ mol™, la cual fue mayor que la determinada con &cido
fosférico (51.99 kJ mol™). Comportamiento opuesto se observé con las constantes ko,
ya que la Ea determinada con el acido fosférico (114.99 kJ mol™) fue mucho mayor a
la mostrada en la Tabla 3.15 para el &cido sulfurico. Esta tendencia sugiere que el
acido fosforico favorecio la producciéon de azucares reductores disminuyendo la
descomposicion de los mismos, mientras que con el acido sulfurico la reaccién

favorecida fue la descomposicion de los azucares reductores.

Tabla 3.15 Parametros termodinamicos de la hidrélisis acida del olote

Acido Ea A R’ AH AS R’ AG
Sulfarico | (KJ mol™) (min™) (KImol™ | (Imol*k™) (KJ mol™)
118.15

ky 66.93 1.95X10’ 0.994 63.83 -149.57 0.993 119.64
121.14

121.79

ks 12.85 0.097 0.931 9.75 -308.53 0.888 124.88
127.96

3.3 Tratamiento alcalino del tallo de habay del rastrojo de maiz

El tratamiento alcalino tiene como finalidad remover parcial o totalmente a la lignina,

dejando inalterada la fraccion holocelulésica de la biomasa.
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3.3.1 Delignificado del tallo de habay del rastrojo de maiz

Como se observa en la Tabla 3.16, el porcentaje de lignina incrementd después del
tratamiento alcalino. Los porcentajes mas altos de lignina se observaron en los
experimentos con 1 %p NaOH, mientras que los porcentajes mas bajos de lignina
se determinaron en los experimentos con 3 %p NaOH con excepcién del realizado en
el TH durante 120 minutos. De acuerdo con Michalska et al. (2015), el incremento en
el porcentaje de lignina puede atribuirse a la solubilizacion parcial o total de la

hemicelulosa, la cual ocurre de manera previa a la remocion de la lignina.

Tabla 3.16 Porcentajes de lignina determinados en el TH y en el RM antes y después

de la hidrolisis alcalina a 121 °C

TH RM

CONDICIONES LIGNINA (%) CONDICIONES LIGNINA (%)

Materia prima 12.16 + 0.66 Materia prima 16.33+0.11%
1%p NaOH, 60 min 26.17+ 25 1%p NaOH, 60 min 1991 +2.2
2%p NaOH, 60 min 2520+ 3.2 2%p NaOH, 60 min 17.6 +2.35
3%p NaOH, 60 min 23.71+2.2 3%p NaOH, 60 min 16.35+ 3.01
1%p NaOH, 120 min 25.02+3.8 1%p NaOH, 120 min 20.67+1.9
2%p NaOH, 120 min 21.85+1.1 2%p NaOH, 120 min 19.97 £ 0.67
3%p NaOH, 120 min 23.12+3.1 3%p NaOH, 120 min 14.6 £+ 0.25

La hidrdlisis alcalina del RM con 3 %p NaOH durante 120 minutos mostrd una ligera
disminucibn en el contenido de lignina con respecto al porcentaje inicial,
disminuyendo de 16.33% antes del tratamiento a 14.6% después de 2 horas, lo cual
corresponde a un delignificado del 10.59%, valor que result6 menor en comparacion
con el 14.78% obtenido por Zhao et al. (2008) quienes estudiaron el tratamiento
alcalino del abeto con 40 %p NaOH a 24°C durante 24 horas de tiempo de contacto.

Comportamiento similar al observado en la Tabla 3.16 se report6 previamente por
Michalska et al. (2015), y por Liang et al. (2014), quienes estudiaron respectivamente
la remocion de la lignina mediante hidrdlisis alcalina de la especie Sida acuta durante

30 minutos con NaOH 5 %p a 121 °C y de la paja de arroz con Ca(OH), durante 5

94




dias a temperatura ambiente. Al término del tratamiento los porcentajes de lignina y
de celulosa incrementaron, mientras que el contenido de hemicelulosa fue cercano a

cero.

La Figura 3.32 muestra los espectros FTIR del TH sin hidrolizar e hidrolizado con
NaOH al 1 %p y 2 %p durante 60 minutos. Las bandas caracteristicas de la
hemicelulosa (1740 cm™ y 1240 cm™) desaparecieron después del tratamiento
alcalino con 2 %p NaOH, mientras que las bandas de vibracion de la lignina ubicadas
en 1590, 1510 y 1423 cm™ incrementaron ligeramente su intensidad. Este
comportamiento va acorde con los porcentajes de lignina mostrados en la Tabla 3.16
y corrobora el incremento de la fraccion masica de la lignina a causa de la remocién
parcial de la hemicelulosa. La banda de vibracion observada a 1370 cm™
corresponde al enlace C-H de la celulosa, hemicelulosa y lignina. Dicha banda
disminuyé su intensidad en funcién de la concentracion del alcali. Las bandas
caracteristicas de la celulosa se hicieron mas definidas en el espectro de la muestra
de TH tratada con 2 %p NaOH, lo cual sugiere una ligera disminucion en el contenido

de celulosa.
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Figura 3.32. Espectros FTIR de las muestras de TH tomadas antes y después de 60
minutos de tratamiento con NaOH al 1 %p y 2 %p
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La Figura 3.33 muestra los espectros FTIR de las muestras de TH tomadas antes y
después del tratamiento con 3 %p NaOH durante 60 y 120 minutos. Los espectros
del TH hidrolizado resultaron muy similares entre si, ya que en ambos casos no se
observé la presencia de las bandas caracteristicas de la hemicelulosa. Los datos
mostrados en la Tabla 3.16 y los espectros de FTIR, sugieren que la remocion de la
lignina en el TH puede incrementarse al aumentar el tiempo de contacto y la
concentracion de NaOH, sin embargo, el tratamiento alcalino ademas de eliminar a la
lignina remueve una gran cantidad de hemicelulosa, reduciendo asi la cantidad de
azucares disponibles. La Figura 3.34 muestra los espectros FTIR del RM antes y
después del tratamiento con NaOH 3 %p durante 60 y 120 minutos. Las bandas
propias de la hemicelulosa se observaron al término del tratamiento, mientras que las
vibraciones correspondientes al anillo aromatico de la lignina (1590 y en 1510 cm™)
no fueron detectadas. La banda situada a 1435 cm™ caracteristica de los enlaces C-
H de la parte alifatica de la lignina permanecié intacta durante el tratamiento. El TH y
el RM mostraron un comportamiento distinto después del tratamiento alcalino, lo cual
puede atribuirse principalmente a la naturaleza de los residuos agricolas, asi como al
tipo de hemicelulosa y de lignina predominante.
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Figura 3.33. Espectros FTIR de las muestras de TH tomadas antes y después del

tratamiento con NaOH al 3 %p durante 60 y 120 minutos
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Figura 3.34. Espectros FTIR de las muestras de RM tomadas antes y después del

tratamiento con NaOH al 3 %p durante 60 y 120 minutos

3.3.2 Hidrdlisis acida del tallo de haba y del rastrojo de maiz pretratado con
NaOH

Debido a que tanto el TH como el RM mostraron la presencia de hemicelulosa

después de 60 minutos de tratamiento con 1 %p NaOH, ambos materiales

pretratados se utilizaron para evaluar la produccion de azucares reductores mediante

hidrélisis con 0.96 M H3PO, y 100 °C, se muestras sin tratar de ambos materiales

para comparar la eficiencia en la produccion de azucares reductores.

Los mejores rendimientos de produccion de azucares se obtuvieron con el TH y RM
sin tratamiento alcalino, alcanzando una produccion de 15.12 g / 100 g de TH y de
27.42 g / 100 g de RM. La produccion de azucares disminuy6 considerablemente al
utilizar TH y RM previamente tratados con 1 %p NaOH, los rendimientos mas altos
obtenidos con dichos materiales fueron 8.92 g/ 100 g de THy 16.64 g / 100 g de RM
(Figura 3.35). De acuerdo con Lee et al. (2015), este comportamiento es atribuido a
la formacion del licor negro que esta compuesto principalmente por lignina soluble y
hemicelulosa, lo cual hace que el sélido remanente de la hidrdlisis alcalina tenga un
menor contenido de carbohidratos disponibles para su transformacién en azlcares

reductores.
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De entre ambos materiales, el TH mostr6 un menor potencial para la produccion de

azucares reductores, hecho que puede asociarse con su naturaleza, composicion,

tipo lignina y estructura, la cual es mucho mas rigida en comparacion con la del RM.

Ademas de que el tratamiento alcalino removié una mayor cantidad de hemicelulosa

en el TH disminuyendo su contenido de carbohidratos.
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Figura 3.35. Produccién de azucares reductores mediante hidrolisis con 0.96 M

H3PO,4 y 100 °C a partir de TH y RM con y sin tratamiento alcalino previo

Los datos experimentales de la produccion de azucares mostrados en la Figura 3.31,

se ajustaron al modelo cinético de Saeman utilizando un ajuste no lineal en el

software Origin 8.6. Dichos ajustes se presentan en la Figura 3.36, mientras que los

pardmetros cinéticos y estadisticos se resumen en la Tabla 3.17.

Tabla 3.17 Parametros cinéticos y estadisticos de la produccién de azucares

reductores a partir de TH y RM con y sin tratamiento alcalino

Sustrato Azlcar Ky K, R? K, topt
(g/100 g) (min™) (min™) (min)
THSIT 15.12 1.50X10° | 2.55x10-° 0.999 0.588 505.36
THCIT 8.92 5.25X10™ 3.70X10™ 0.998 1.419 2257.39
RM S/T 27.42 3.25X10° 2.34X10° 0.999 1.389 360.99
RM C/T 16.64 1.19X10° 1.86X10° 0.992 0.640 666.60
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Figura 3.36. Datos experimentales de la produccion de azucares mediante hidrolisis
con 0.96 M H3zPO4y 100 °C de a) TH sin tratamiento alcalino, b) TH con tratamiento
alcalino, ¢) RM sin tratamiento alcalino y d) RM con tratamiento alcalino ajustados al

modelo cinético de Saeman

Las constantes cinéticas k; y ko determinadas para los experimentos con TH y RM
sin tratamiento alcalino mostraron valores mayores en comparacion con los
pretratados con 1 %p NaOH. La constante cinética k; mas alta fue de 3.25X107° min™
determinada para el experimento con RM sin tratamiento, dicha constante esta
asociada a la mayor produccidén de azucares reductores (27.42 g de azucar / 100 g
RM). Por otro lado, los valores mas pequefios tanto de k; como de k, se observaron
para el TH con tratamiento alcalino, experimento en el cual se alcanzé un maximo
rendimiento de 8.92 g / 100 g TH y un tiempo Optimo de reacciéon de 2257.39

minutos. Los tiempos 6ptimos de reaccion tuvieron el mismo comportamiento que las
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constantes cinéticas, mostrando los tiempos mayores para los experimentos

realizados con los residuos agricolas previamente tratados con 1 %p NaOH.

3.4 Hidrdlisis acida del tallo de haba y de rastrojo de maiz

Debido a que el tratamiento alcalino tuvo un efecto negativo sobre la produccion de
azucares reductores durante la hidrolisis acida del TH y RM pretratados, la
produccién de azucares a partir de TH se llevo a cabo sin ningun tratamiento previo

utilizando las condiciones de operacidn propuestas para el olote.

3.4.1Produccion de azlucares reductores

La méaxima produccion de azucares reductores fue de 21.20 g de azlcar / 100 g TH,
obtenido en el experimento con 1.34 M H3PO, y 110 °C después de 270 minutos de
tiempo de reaccion, a estas condiciones el porcentaje de conversion de holocelulosa
a sacarido fue de 29.19%. El experimento que mostrd el porcentaje de conversion
mas bajo y la menor produccion de azlcares se obtuvo con 0.58 M H3PO,4 90 °C y
300 minutos de reaccion, la cantidad de azucar producida fue de 5.22 g / 100 g de
TH (Figura 3.37).
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Figura 3.37. Produccién de azucares reductores por hidrélisis acida del TH
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Como se observa en la Figura 3.37, la hidrdlisis acida del TH mostré un
comportamiento similar al observado con el olote, ya que un incremento tanto en la
concentracion del acido como en la temperatura propicio un aumento en la cantidad
de azucares reductores. Las hidrolisis realizadas a 90 °C incrementaron su
rendimiento de produccién de azucares al aumentar la concentracion del &cido
(Figura 3.38 a), sin embargo, dicho incremento fue pequefio en comparacion con el
observado a 110 °C (Figura 3.38 b). A diferencia de los experimentos realizados con
olote, la hidroélisis del TH con 1.34 M H3PO, y 110 °C mostré una ligera
descomposicion de los azucares después de los 270 minutos, este comportamiento
sugiere que a dichas condiciones la velocidad de deshidratacion result6 mayor a la
de produccion, por lo cual a fin de incrementar el rendimiento de produccion de
azucares es necesario disminuir la temperatura de operacion e incrementar tanto el

tiempo de reaccion como la concentracion del acido.
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Figura 3.38. Efecto de la concentracién del acido fosférico sobre la producciéon de

azucares reductores durante la hidrélisis del TH aa) 90 °Cy b) 110 °C

3.4.2Parametros cinéticos y termodinamicos de la hidrdlisis acida del tallo de
haba

Los datos experimentales de la produccion de azucares reductores ajustados al

modelo de Saeman se muestran en la Figura 3.39, mientras que los parametros

cinéticos y estadisticos se resumen en la Tabla 3.18.
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Figura 3.39. Datos experimentales de la produccion de azucares a partir de TH
mediante hidrolisis con a) 0.58 M, b) 0.96 M y c¢) 1.34 M H3PO, ajustados al modelo

cinético de Saeman

Las constantes cinéticas obtenidas con el modelo de Saeman incrementaron su valor
a medida que la temperatura aumento, la constante k; mas alta fue de 1.77X10 min’
! determinada en la hidrélisis con 1.34 M H3PO,4 y 110 °C, mientras que la constante
k, mas pequefia fue de 5.03X10™“ min™, correspondiente al experimento realizado
con 0.58 M H3PO,4y 90 °C.

El factor K, observado en la Tabla 3.18 se define como la relacion numérica existente

entre las constantes cinéticas ki y k», valores positivos menores a 1 significan que el

valor de k; es menor que el de ky, lo cual sugiere que a dichas condiciones de
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operacion la hidrélisis no resulta favorable para la produccibn de azlcares
reductores, siendo la reaccion de descomposicion de los azucares en furfural y en

HMF la mas favorecida.

Tabla 3.18 Parametros cinéticos y estadisticos de la hidrélisis acida del TH
determinados con el modelo de Saeman

Condiciones de ky (Min™) ko (min™) R* K,
hidroélisis

0.58 My 90°C 5.03X10™ 3.29X10° 0.983 0.153
0.58 M y 100°C 8.13X10™ 3.70X10° 0.995 0.219
0.58 My 110°C 1.10X10° 4.91X10° 0.981 0.224
0.96 My 90°C 5.43X10™ 2.14X10° 0.988 0.254
0.96 My 100°C 8.82X10™ 1.33X10° 0.987 0.663
0.96 My 110°C 1.38X10° 4.87X10" 0.992 2.834
1.34 My 90°C 6.15X10™ 3.46X10° 0.988 0.178
1.34 My 100°C 9.85X10™ 7.54X10™ 0.970 1.306
1.34 My 110°C 1.77X10° 4.15X10™* 0.991 4.265

Los valores pequefios de las constantes de velocidad k; estdn asociados al bajo
rendimiento de produccion de azucares, ambos resultaron menores en comparacion
con los obtenidos con el olote, lo cual puede deberse principalmente a la naturaleza
de la biomasa ya que el contenido de holocelulosa determinado en el TH fue menor
gue el del olote, ademas la cristalinidad de la celulosa, el grado de polimerizacion vy el
contenido de lignina pudo afectar considerablemente la eficiencia. A fin de
incrementar la produccion de azucares utilizando el TH como materia prima es
necesario modificar las condiciones del proceso, aumentando el tiempo de contacto y

disminuyendo la temperatura de reaccion.
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El valor de las constantes k; incremento en funcién de la concentracion del acido,
ajustdndose adecuadamente a un modelo potencial para cada una de las
temperaturas (Figura 3.40). Esta tendencia fue observada anteriormente en el
presente trabajo durante la hidrélisis del olote a las mismas condiciones de operacion
y también en algunos trabajos previos como los reportados por Guerra-Rodriguez et
al. (2012) y Sarkar et al. (2013).
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Figura 3.40. Efecto de la concentracién del acido sobre las constantes cinéticas de

produccion de azUcares calculadas con el modelo de Saeman

Los datos obtenidos con el modelo cinético de Saeman permiten calcular los
pardmetros de termodinamica tanto de la produccion de azucares (k;) como de la
descomposicion de los mismos (k;). Como se observa en la Figura 3.41 las
constantes de velocidad k; obtenidas se ajustaron satisfactoriamente a las formas
lineales de las ecuaciones de Arrhenius y de Eyring (R? > 0.95), permitiendo asi el
calculo de los parametros Ea, A, AHy AS.

Para cada una de las concentraciones del acido el valor de la Ea, AH y AG fueron
positivos, mientras que AS fue negativo, de acuerdo con la teoria del complejo
activado, los valores positivos de AH y de AG estan asociados respectivamente a

reacciones endotérmicas y no espontaneas. En cambio valores negativos de AS son
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atribuidos a una alta cantidad de energia en los reactivos previo a la formacién del
complejo acido-agua-polisacarido que promueve la produccion de azlUcares, ademas

la reaccion fue favorable hacia la formacion de los productos.
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Figura 3.41. Constantes cinéticas k; obtenidas con el modelo de Saeman para la

hidrélisis del TH ajustadas a las ecuaciones lineales de a) Arrhenius y de b) Eyring

Al igual que con el olote, la hidrdlisis del TH resultd un proceso endotérmico y no
espontaneo con la mayor cantidad de energia en el lado de los reactivos. Las Ea
determinadas con las constantes k; para el TH fueron menores en comparacion con
las determinadas con el olote utilizando una concentracion de acido de 0.58 M y 0.96
M, este comportamiento sugiere gue la energia necesaria para romper los enlaces
B1-4 glucosidicos presentes en el TH es menor en comparacion con la requerida en
la hidrdlisis del olote, sin embargo, los datos experimentales mostraron una baja
produccion de azucares reductores que puede estar asociada a la rapida

transformacién de dicho azucares en sus productos de descomposicion.

Las entropias de activacion (AS) determinadas para el TH fueron menores en
comparacion con las calculadas para el olote, por lo cual se infiere que los productos
de la descomposicion de los azucares fueron termodinamicamente mas estables
durante la hidrdlisis del TH. Los parametros termodinamicos determinados para la

produccion de azucares durante la hidrdlisis del TH se resumen en la Tabla 3.19.
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De acuerdo con la teoria de las colisiones moleculares, un incremento en la
concentracion de reactivos propicia un incremento en el nimero de colisiones y en
consecuencia en el valor numérico del factor A. Este comportamiento va acorde a lo
observado experimentalmente durante la hidrdlisis del TH, ya que como se aprecia
en la Figura 3.42, el factor A incrementé de manera exponencial en funcién de la

concentracioén del 4cido.

Tabla 3.19 Parametros termodinamicos de la hidrélisis acida del TH calculados con

las constantes cinéticas del modelo de Saeman

Hs;PO, Ea A AH AS K AG
(M) (KJ mol™) (min™) (KImol™) | (Imol™K™) (KJ mol™)
363.15 124.75
0.58 45.35 1.72X10° 42.25 -227.19 373.15 127.03
383.15 129.29
363.15 120.60
0.96 53.96 3.14x10* 50.86 -203.05 373.15 122.52
383.15 124.44
363.15 124.29
1.34 61.07 3.65X10° 57.97 -182.64 373.15 126.12
383.15 127.95
4.0x10°
.1 y=31.06e"""
3-510° 1 Re = 0.998
3.0x10° |
2.5x10° |
o 2.0x10° |
E 1sx10°}
< 5
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Figura 3.42. Comportamiento del factor A determinados en la hidrdlisis del TH en

funcién de la concentracion del acido
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El comportamiento de A en funcién de la molaridad del acido fosférico fue similar al
reportado por Ranganathan et al. (1985), quienes estudiaron la hidrdlisis de la paja
de trigo con &cido sulftrico y Arslan et al., 2012 observaron una tendencia parecida

durante la hidrélisis de la cascara de avellana con acido sulfurico diluido.

3.4.3Caracterizacion del TH hidrolizado
Los espectros FTIR de las muestras de TH sin hidrolizar e hidrolizadas con 1.34 M
H3PO,4, 110 °C y después de 180 y 300 minutos de tiempo de reaccion, se muestran

en la Figura 3.43.
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Figura 3.43. Espectros FTIR de las muestras de TH tomadas antes y después de 180
y 300 minutos de hidrdlisis con 1.34 M H3PO4y 110 °C, utilizando un rango espectral
de a) 2000 a 600 cm™ y de b) 1450 a 1250 cm™
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En los espectros FTIR de la figua anterior, como en las del olote, las letras H, Cy L
corresponden a hemicelulosa, celulosa y lignina respectivamente, mientras que el
simbolo B hace referencia al enlace B-glucosidico. Esta vibracién se observé a un
nimero de onda de 898 cm™ en cada uno de los espectros (Sahoo et al., 2018). En la
figuras 3.43 las bandas caracteristicas de la celulosa y de la lignina se observaron en
las mismas regiones espectrales a las discutidas previamente en la seccion 3.2.3.

Las vibraciones propias de la hemicelulosa se detectaron a los nUmeros de onda de
1240 y 1732 cm™, ésta dltima vibracién no fue observada en ninguno de los
espectros mostrados en la Figura 3.43°a), lo cual sugiere que el porcentaje de
hemicelulosa presente en el TH fue bajo. La banda de vibracion asociada al grupo
metoxilo (CHs-O) en 1423 cm™ incrementé su amplitud después de la hidrélisis acida
(Figura 3.43 b), en cambio las vibraciones en 1366 y 1373 cm™ atribuidas
respectivamente a los enlaces C-H y O-H de la celulosa y de la hemicelulosa
disminuyeron su intensidad al aumentar la produccién de azlcares, comportamiento
gue sustenta la despolimerizacién de la celulosa y en menor proporcion de la

hemicelulosa.

La Figura 3.44 muestra los difractogramas del TH sin hidrolizar e hidrolizado con 1.34
M H3PO, y 110 °C. En ambos espectros se observo la presencia de dos picos
importantes situados a los angulos 20 de 16° y 22° los cuales se asocian
respectivamente a la fraccion amorfa y cristalina de la celulosa (Gaur et al., 2016;
Segal et al.,, 1959). El pico localizado a 28° puede asociarse a la presencia de
hemicelulosa, sin embargo, Li et al. (2016), reportaron que dicho pico puede
atribuirse al SiO, presente en la fraccion inorganica del TH, la alta intensidad de

dicho pico sugiere la presencia de un plano mono-cristalino del SiO».

La morfologia del TH antes y después de la hidrolisis con 1.34 M H3PO,4 y 110 °C se
analiz6 mediante MEB. La muestra de TH sin hidrolizar mostré particulas
blanquecinas que pueden asociarse a la presencia de oxido de silicio, ademas se

observd claramente uniformidad en las microfibrillas de carbohidratos las cuales
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estaban enlazadas unas con otras de una forma homogénea y regular. La ruptura de
las microfibrillas observada en la Figura 3.45 puede ser consecuencia de la
trituracion mecanica a la cual fue sometida la muestra de TH (Boontum et al., 2019),
ademas el ancho de las fibras de carbohidrato mostré una longitud menor a los 50

um.
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Figura 3.44. Espectros de difraccion del TH antes y después de la hidrdlisis con 1.34
M H3PO,4y 110 °C

Zaky

Figura 3.45. Micrografia del TH obtenida antes de la hidrdlisis acida

Después de 300 minutos de hidrolisis con 1.34 M H3PO, y 110 °C las fibras de
carbohidratos se fragmentaron (Figura 3.46), sin embargo, la morfologia de las fibras

se observé uniforme y menos rigida en comparacién con la observada en el TH sin
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tratamiento. La hidrolisis &cida promovié la ruptura de las fibras de carbohidratos
presentes en el TH dejdndolas mas expuestas para su posterior transformacion, este
comportamiento sugiere que los azucares producidos provinieron principalmente de
las fibras de carbohidratos que no estaban entrelazadas entre si, es decir de la fase
amorfa de la celulosa, lo cual se asocia con el incremento en la intensidad de los
picos observados en el espectro de difraccion del TH hidrolizado. A fin de aprovechar
al maximo el TH para la produccion de azucares reductores, una hidrdlisis previa con
acido concentrado o un tratamiento enzimatico posterior podria ser una alternativa
prometedora (Jang & Choi, 2018).

5808 SERm

Figura 3.46. Micrografia del TH hidrolizado durante 300 minutos con 1.34 M H3zPO,y
110 °C

El porcentaje atdbmico de C, O y S determinado por EDS para las muestras de TH sin
hidrolizar e hidrolizado con 1.34 M H3PO,4 y 110 °C, mostraron valores muy similares
entre si, en cambio, el porcentaje de Na, Al y K disminuyé después del tratamiento
acido. De acuerdo a los datos mostrados en la Tabla 3.20, el Si duplicé su porcentaje
atomico al término de la hidrdlisis, hecho que se asocia a la solubilizacién de los
compuestos organicos y de parte de los elementos mencionados, como el sodio y el

potasio.
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Tabla 3.20 Analisis elemental del TH antes y después de la hidrdlisis con 1.34 M
H3PO,4, 110°C y 300 minutos

TH sin hidrolizar Residuo de TH
hidrolizado

Elemento % * % *
C 65.07 1.19 66.25 0.869
o) 33.40 0.98 32.68 0.977
Na 0.16 0.048 0.049 0.007
Mg 0.14 0.008 0.187 0.052
Al 0.13 0.014 0.114 0.001
Si 0.12 0.051 0.235 0.015
S 0.13 0.009 0.157 0.029
K 0.59 0.287 0.009 0.006
Ca 0.26 0.055 0.314 0.029

3.5 Andlisis cualitativo de los hidrolizados acidos de olote y de TH

La identificacion de los tipos de azucares presentes en los hidrolizados de olote y de
TH se realizé en colaboraciéon con el Centro de Investigaciones y Estudios
Avanzados (CINVESTAV) unidad Irapuato, mediante HAPLC utilizando un detector
de indice de refraccién y un tiempo de analisis promedio de 40 minutos.

El hidrolizado de olote obtenido después de 30 minutos de tiempo de reaccion con
una solucién 0.58 M de acido fosférico y 90 °C mostré un alto contenido de glucosa
(te=6.25) y una baja concentracién de trehalosa y arabinosa (te=5.0 y t=6.0)
(Figura 3.47 a), mientras que el hidrolizado de olote en 1.34 M H3PO,4, 110 °C y 300
minutos de tiempo de reaccion mostré la aparicion de un pico a un tiempo de
retencion de 6.50 minutos correspondiente a la xilosa, asi como la disminucién en la
intensidad del pico asociado a la glucosa (Figura 3.47 b). Este comportamiento
sugiere que la hidrélisis a estas condiciones de operacion favorece la
despolimerizacion de la fraccibn de hemicelulosa y al mismo tiempo la
transformacion de la glucosa en HMF, lo cual va acorde con el espectro UV-vis del
hidrolizado de olote con 1.34 M H3PO, y 110 °C mostrado en la figura 3.29 y con el

andlisis FTIR del olote hidrolizado.
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Figura 3.47. Cromatogramas de los hidrolizados de olote obtenidos con a) 0.58 M
H3POy4, 90 °C y 30 minutos, y con b) 1.34 M H3PO4, 110 °C y 300 minutos

La Figura 3.48 muestra los cromatogramas de los hidrolizados de TH obtenidos en el
experimento con 1.34 M acido fosférico y 110 °C después de 30 y 300 minutos de
tiempo de reaccién. El hidrolizado tomado a los 30 minutos mostr6 un alto contenido
de trehalosa, arabinosa y glucosa, asi como una baja concentracién de xilosa. Caso
contrario se observo después de 300 minutos, en donde los picos caracteristicos de
la trehalosa y de la arabinosa mostraron una intensidad muy baja en comparacion
con el pico de la glucosa. El azicar que se generd en mayor cantidad durante la
hidrolisis del olote fue la xilosa, mientras que la glucosa fue el azicar mayormente
producido a partir del TH. Este sugiere que el hidrolizado de TH obtenido después de
300 minutos es una fuente potencial para su uso en procesos biotecnolégicos como
en la produccion de biohidrégeno, ya que el azucar que es facilmente metabolizado
por los microorganismo hidrogénicos es la glucosa (Lukajtis et al., 2018; Rosales-
Colunga et al., 2012).
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Figura 3.48. Cromatogramas de los hidrolizados de TH obtenidos con 1.34 M H3PO,
y 110 °C después de a) 30 y b) 300 minutos de tiempo de reaccién

Los azucares identificados en cada uno de los cromatogramas de las Figuras 3.47 y
3.48 se muestran directamente en las figuras, hay mas picos que no se pudieron
identificar a bajos tiempos de retencion, de ellos solo el pico en 5 min, corresponde a
la trehalosa. La identificacién de dichos picos se hizo con patrones que se corrieron
y se compararon en el mismo cromatdgrafo y con lo reportado anteriormente por
Mellado-Moijica et al. (2016), quienes utilizaron la misma técnica cromatogréafica para
la determinacion de azlcares en agave. La trehalosa es un disacarido no reductor
formado por dos moléculas de glucosa unidas entre si por un enlace a 1-1
glucosidico, es un azucar sintetizado de manera natural por algunas bacterias,
hongos y algas (Suérez et al., 2015), sin embargo, también puede estar presente en
los nddulos de las raices de algunas leguminosas como el haba y la soja asi como

en la fraccion soluble de la pared celular de la planta (Mller et al., 1994).

113



La intensidad de los picos cromatograficos de la glucosa y de la xilosa se
relacionaron con los correspondientes a la trehalosa (C) y a la arabinosa (D) para
cada uno de los tiempos del experimento realizado con 1.34 M H3PO, y 110 °C. La
Figura 3.49 muestra que tanto para la glucosa como para la xilosa un incremento en
el tiempo de reaccion propicid un aumento en la relacion de los picos, es decir, a
medida que el tiempo de reaccion avanzO la concentracion de glucosa y xilosa
aumento, mientras que la intensidad en los picos de la trehalosa y de la arabinosa
disminuy6. La produccion de glucosa durante la hidrolisis &cida del TH esta
relacionada directamente con la despolimerizacion de la trehalosa, la cual se
monomeriza facilmente al tener un enlace a de baja energia. El tiempo que mostro la
mayor relacién entre los picos para ambos azUcares fue 270 minutos, a tiempos
posteriores dicha relacion disminuyd y puede atribuirse a la descomposicién de los
azucares a sus aldehidos correspondientes o0 a que la velocidad de produccion de
trehalosa y de arabinosa resultdé mayor en ese punto que la velocidad de produccion
de xilosa y glucosa. Con base a las Figuras 3.48 y 3.49, la disminucion en la cantidad
de azucares reductores observada en la Figura 3.37 se atribuye principalmente a la
transformacion de la glucosa en HMF.
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Figura 3.49. Relacion entre las intensidades de los picos cromatograficos de la a)

glucosa con trehalosa y arabinosa y de la b) xilosa con trehalosa y arabinosa
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La Figura 3.50 muestra el cromatograma del hidrolizado de TH con acido fosférico
1.34 M, 110 °C después de 210 minutos de tiempo de reaccion, en donde se aprecia
que el azucar mayormente formado fue la glucosa, que la trehalosa aun esta
presente en una buena cantidad y que la xilosa es mucho menor, sin embargo, no se
logré hacer la determinacién cuantitativa, pues faltdé determinar las cantidades de
cada uno de los azlcares utilizando un patron conocido para cada uno de ellos.
También es necesario modificar las condiciones con el fin de aumentar la separacion
de los picos, ya que la presencia de xilosa, arabinosa y trehalosa esta muy proxima

al pico caracteristico de la glucosa y su cuantificacion individual seria inexacta.
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Figura 3.50. Cromatograma del hidrolizado de TH obtenido con 1.34 M H3PO,y 110

°C después de 210 minutos de tiempo de reaccion.

En los cromatogramas se observd una alta concentracion de trehalosa en los
primeros tiempos de cada uno de los experimentos, mientras que la concentracion de
glucosa aument6 al incrementar la temperatura, la concentracién del acido y el
tiempo de reaccién; alcanzando los valores mas altos con 1.34 M H3PO,4y 110 °C. La
presencia de arabinosa, fructosa y manosa se observo también en la mayoria de los
cromatogramas de los hidrolizados de TH, en cambio la xilosa solo se empez6 a

formar en estas condiciones, después de los 240 min de reaccién.
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3.6 Hidrolisis acida del RM a bajas temperaturas

El acido clorhidrico ha sido reportado como una alternativa eficiente para la
produccion de azlUcares monomeéricos a partir de lignocelulosas, el cual puede
recuperarse facilmente al término del proceso mediante una destilacion simple
debido a su bajo punto de ebullicion en comparacion con el resto de los acidos
inorganicos utilizados en los procesos de hidrolisis (Abd-Rahim et al., 2014; Higgins
& Ho, 1982), para reducir la concentracion de aldehidos se hizo una hidrolisis del RM
con 2.2 M HCI a bajas temperaturas, 60, 70 y 80 °C. La méxima produccion de
azucares con HCI fue de 18.16 g / 100 g RM, mientras que la concentracion mas alta
de furfural fue de 0.52 g / 100 g RM, ambos obtenidos después de 120 minutos de
hidrolisis a 80 °C. Dichas concentraciones resultan favorables para la posterior etapa
de fermentacion, ya que la baja concentracién de aldehidos no inhibe la actividad
metabdlica de los microorganismos productores de hidrégeno favoreciendo asi los
rendimientos de produccién (Mufioz-P4ez et al., 2019). Los datos experimentales de
la produccion de azUcares se ajustaron a los modelos cinéticos de Saeman (Ec. 1.4),
Saeman bifasico (Ec. 1.6) y de primer orden (Ec. 1.5), determinandose las
constantes de velocidad y que se encuentran resumidas en las Tablas 3.21 y 3.22.
Las constantes cinéticas determinas con el modelo de Saeman fueron similares a las
constantes k; y ko del modelo de Saeman bifasico, mostrando un incremento en sus
valores al aumentar la temperatura de hidrélisis. La constante ks no se ajusto al
comportamiento sugerido por la ecuacion de Arrhenius, ya que al aumentar la
temperatura de reaccion dicha constante no se increment6, este comportamiento ha

sido reportado en trabajos anteriores (Adeogun et al., 2019; Arslan et al., 2012).

Tabla 3.21. Parametros cinéticos y estadisticos de la hidrélisis de RM en HCI a bajas

temperaturas determinados con el modelo de Saeman

Temp. k, K, R? AZUpmax topt
(°C) (min™) (min™) (g / 100g) (min)
60 2.05 X 107 8.63X 107 0.999 9.74 218.45
70 3.79X10° 8.95X 107 0.996 14.46 166.53
80 5.12 X 107 9.58 X 107 0.993 16.71 140.48
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Tabla 3.22. Parametros cinéticos y estadisticos de la hidrélisis de RM en HCI a bajas

temperaturas determinados con los modelos de Saeman bifasico y de primer orden

Saeman bifasico Primer orden
Temp. k¢ Ks ks R* k R’
(°C) (min™) (min™) (min™) (min™)
60 2.05X10° | 205X 10° | 8.63X10° 0.999 1.29 X 10° 0.942
70 3.79X10° | 3.79X 10”7 | 8.95X 10° 0.996 2.50 X 10° 0.964
80 6.29 X 10° | 2.95X 107 | 9.28 X 10° 0.992 3.36 X 10° 0.983

A partir de las constantes cinéticas calculadas con cada uno de los modelos
matematicos, se determinaron los parametros termodindmicos de la reaccion de
hidrélisis de RM con HCI (Tabla 3.23).

Tabla 3.23. Parametros termodinamicos calculados para la hidrélisis de RM en HCI a

bajas temperaturas de operacién

AE A R* AH AS R* Gay
(kJ mol™) (min™) (kImol™) | (@ mol* K™ (kJ mol™)
Produccion de azlcares
Primer 46.98 3.17 X 10" 0.960 4413 -202.28 0.955 113.54
orden (k)
Saeman 44.90 2.35 X 10" 0.969 42.05 -204.74 0.964 112.31
(k1)
Saeman 54.87 8.31X 10° 0.998 52.02 -175.11 0.998 112.11
bifasico
(ks)
Descomposicién de azucares
Primer 4.03 1.42 X 10™ 0.991 1.18 -304.67 0.917 105.73
orden (k)
Saeman 5.09 5.39 X 107 0.964 2.24 -312.72 0.845 109.55
(k2)
Saeman 3.55 3.10 X 10° | 0.999 0.69 -317.31 0.998 109.58
bifasico
(k2)
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Al igual que la hidrélisis de olote y de TH con acido fosférico, la hidrdlisis del RM con
acido clorhidrico resulté un proceso endotérmico y no espontaneo. Desde el punto de
vista termodinamico, la reaccion favorecida es la descomposicion de los azlcares en
sus aldehidos correspondientes, ya que la Ea para k, fue mucho menor que la
obtenida con k;. La entropia de activacion (AS) para la reaccion de descomposicion
fue menor en comparacion con la de la reaccion de produccion de azlcares,
haciendo evidente que el producto mas estable es el furfural y que el complejo acido-

holocelulosa tiene un nivel energético bajo.

3.7 Rendimientos de la produccion de azUcares Yy parametros
termodinamicos reportados en la literatura

La Tabla 3.24 muestra un comparativo de los rendimientos mas altos obtenidos en el
presente trabajo con algunos de los valores citados en literatura.

Tabla 3.24 Rendimientos citados para la produccion de azlcares

Materia prima Condiciones de operacion Rendimiento Referencia
(9 /100 g)
Olote Hidrdlisis acida: 1.34 M H3;PO,, 110 °C, 5 54.31 Presente
horas, relacion 1:15 entre sélido y liquido. trabajo
Olote Hidrélisis acida: 0.96 M H3;PO,, 110 °C, 5 51.26 Presente
horas, relacion 1:15 entre sélido y liquido. trabajo
TH Hidrélisis acida: 1.34 M H3;PO,, 110 °C, 5 21.20 Presente
horas, relacion 1:15 entre sélido y liquido. trabajo
Cascara de 1.12 M H3PQ,, 135 °C, 8 minutos, 130 55.5 Lenihan et al.,
papa bar. 2010
Paja de trigo H,S0O,, 130 °C, 180 minutos, relacion 26.8 Guerra
1:12 entre sélido y liquido. Rodriguez et
al., 2012
Residuos del 50 mM H,S0O,, 150 °C, 80 minutos, 25 Na & Lee,
cultivo de relacion 1:10 entre sdlido y liquido. 2015
hongo
Bagazo de H,S0,, 110 °C, 120 minutos, relaciéon 39.15 Tizazu &
cafia de 1:30 entre sélido y liquido. Moholkar,
azucar 2018
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Tabla 3.24Rendimientos citados para la produccion de azucares (Continuacion)

Materia prima Condiciones de operacién Rendimiento Referencia
(9 /100 g)
Céscara de 0.3 M HCI 120 °C, 60 minutos, relacién 184 Adeogun et
yuca 1:10 entre sélido y liquido. al., 2018
Achyranthes Hidrdlisis acida: 15.35 M HsPQy,, 60 °C, 82.6 Siripong et al.,
aspera 60 minutos, relacién 1:8 entre solido y 2016
liquido.
Sida acuta Hidrdlisis enzimatica: 50°C, 120 rpm, 72 74.2
horas.
Tallo de Hidrdlisis acida: 0.13 M H,SO,, 167 °C, 5 32.8 Ruiz et al.,
girasol minutos, relacion 1:5 entre soélido y 2013
liquido.
Hidrélisis enzimatica: 50°C, 150 rpm, 72
Olote Hidrdlisis acida: 0.21 M H,SO,, 121 °C, 53.7 Li et al., 2016
60 minutos, relacién 1:5 entre sélido y
liquido.
Hidrélisis enzimatica: 50°C, 150 rpm, 72 h
Tallo de Hidrdlisis acida: 1.07 % H,SO,, 157 °C, 68.4 Gaur et al.,
algoddn 20 minutos, relacién 1:10 entre solido y 2016
liquido.
Hidrélisis enzimatica: 50°C, 120 rpm, 48 h
Pasto de arroz | Hidrolisis acida: 2 % H,SO,, 121 °C, 60 45.7 Sahoo et al.,
silvestre minutos, relacién 1:10 entre sélido y 2018
liquido.
Hidrolisis enzimatica: 50°C, 120 rpm, 48 h

El maximo rendimiento de produccién de azlcares obtenido en el presente trabajo,
54.31 g azucares / 100 g olote, resulté mayor en comparacién con lo reportado por
Ruiz et al. (2013), Lopez-Linares et al. (2013) y Vasconcelos et al. (2013), quienes
alcanzaron rendimientos de 32.8, 43.4 y 36.7 g azucar / 100 g sustrato trabajando
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con tallo de girasol, rastrojo de colza y bagazo de cafia de azUcar respectivamente.
Sin embargo, el rendimiento fue menor a lo reportado por Siripong et al. (2016) y por
Gaur et al. (2016), quienes estudiaron respectivamente la hidrdlisis enzimatica de la

especie Sida acuta y del tallo de algodon.

Los azucares obtenidos durante la hidrélisis acida pueden ser utilizados por los
microorganismos para la produccion de biocombustibles. Pérez-Cadena et al. (2018),
estudiaron la produccion de bioetanol a partir de los hidrolizados acidos de la especie
Opuntia ficus indica, concluyendo que las hexosas presentes en el licor hidrolizado
son una fuente de carbono viable para el desarrollo de los microorganismos C.
intermedia y S. paradoxus. Otro biocombustible que ha sido estudiado en los ultimos
afos es el biohidrégeno, el cual es producido principalmente por bacterias del género
Clostridium, dichas bacterias ademas de tener una alta capacidad para producir
hidrogeno, son tolerantes al furfural en concentraciones menores a 1000 mg / L
(Haroun et al., 2016; Mufioz-Péaez et al., 2019). La produccion méxima de furfural
obtenida en el presente trabajo fue de 1.01 g por cada 100 g de olote, valor que
equivale a una concentraciéon de 673 mg / L, lo que sugiere que los azlcares
obtenidos a partir de la hidrolisis con é&cido fosférico diluido del olote pueden
utilizarse para la produccién de biohidrégeno de una manera viable utilizando

bacterias del género Clostridium.

Con respecto al calculo de los parametros termodinamicos, la Tabla 3.25 muestra un
comparativo entre los valores obtenidos en el presente proyecto con los citados en la
literatura. Dicha Tabla se compone de dos apartados, el primero de ellos
correspondiente a los valores determinados para la produccion de azucares (ki),

mientras que el segundo hace referencia a los parametros obtenidos a partir de k.

Es necesario mencionar que el estudio de dichos parametros utilizando HzPO,4 no ha
sido reportado hasta el momento, razén por la cual un comparativo directo no es
posible; ademas éste hecho hace evidente la necesidad de profundizar en el estudio
de los parametros tanto cinéticos como termodinamicos de la hidrélisis de diferentes

materiales lignocelulésicos utilizando H3POj,.
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Tanto los rendimientos de produccion de azlUcares como los parametros cinéticos y
termodinamicos de la hidrélisis acida de materiales lignocelulésicos varian mucho en
funcién del tipo de biomasa, tipo y concentracion del acido, rango de temperaturas,
presion del sistema, relacion biomasa-solucion &cida, tamafio de particula, entre
otros. Sin embargo, pese a esta amplia gama de variables, diversos estudios han
concluido que el utilizar temperaturas de reaccion bajas disminuye la deshidratacion
de los azucares lo cual resulta benéfico para la subsecuente etapa de fermentacion
(Avci® et al., 2013; Cieciura-Wloch et al., 2019). A fin de controlar la presion, el pH y
la agitacion dentro del sistema se propuso el disefio y la construccion de un reactor
de tipo tanque agitado con un volumen total de 1.5 L y un volumen de trabajo de 1 L,
el cual pueda utlizarse para estudiar en profundidad la hidrolisis acida de
lignocelulosas. El disefio geométrico del reactor asi como los diagramas se detallan
en el Anexo D.
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Tabla 3.25 Parametros termodinamicos de la hidrolisis acida de materiales lignoceluldsicos reportados en la literatura

Para k;
Materia prima | Condiciones Modelo Azucar E. A AH AS AG Referencia
de hidrolisis cinético estudiado (KJ mol'®) (min ™) (KImol™) | (KImor'k?) | (kI mol?)
Olote 0.77-1.34M Saeman AzUcares 56.58 1.26X10° 53.48 -185.22 122.59 Presente
Hs;PO,, 90- reductores trabajo
110°C.
TH 0.58y 1.34M Saeman Azlcares 51.59 7.9X10° 48.49 -208.69 126.36 Presente
trabajo
H5PO4, 90- reductores 96.01 3.21X10% 98.62 -73.18 125.93
110°C.
Olote 0.1-0.3M Hidrélisis Xilosa 80.34 1.49X10™ - - Eken et al.,
H,SO,, 98- rapida y 1998
130°C lenta
Rastrojo de 0.2 M é&cido Saeman Xilosa 83.30 2.37X10™ - - - Luetal.,
maiz . 2008
maleico, 150-
170°C
Cascara de 0.5M H,SO,, Saeman Azlcares 52.74 5.36X10° - - - Arslan et
avellana 100-120°C reductores al., 2012
Rastrojo de 0.15M Modelo Xilosa 83.24 1.40X10" - - - Chen et al.,
maiz H,SO,, 110- bifasico 2015
130°C
Parthenium 5% H,S0,, Saeman Xilosa 16.31 - 12.79 -0.373 163.19 Swati et al.,
hysterophorus 150-210°C 2013
Bagazo de 0.38M H,SO, | Hidrélisis Xilosa 60.33 - 1.95X10" — 57 -1.06 469 Tizazu &
cafia 100-130°C | répiday 61.14 2.63X10° M°2%°1"§ar'
lenta
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Tabla 3.25 Parametros termodinamicos de la hidrolisis acida de materiales lignoceluldsicos reportados en la literatura

(Continuacion)

II?/I{i’:ltt{ejz‘ril:;prima Condiciones Modelo AzUcar E. A AH AS AG Referencia
de hidrélisis cinético estudiado (KJ mol®) (min ) (KImol) | (KImol'k™) (kJ mol™®)
Olote 0.77-1.34M Saeman Azlcares 78.39 — 1.18X10° — 75.30 - -134.58 125.52 - Presente
Hgfl%i,é).O— reductores 114.99 1.38X10%2 111.89 -56.72 133.05 trabajo
TH 0.58 y 1.34M Saeman Azlcares 31.23 1.46X10° 31.56 -238.46 120.54 Preser_lte
H3PO4, 90- reductores 78.98 1.21X10° 49.37 -203.04 125.13 rabejo
110°C.
Olote 0.1-0.3M Hidrolisis Xilosa 133.70 6.34X10™ - - - Eken et al.,
H,SO,, 98- rapida y 1998
130°C lenta
Rastrojo de 0.2 M écido Saeman Xilosa 143.50 2.18X10" - - - Lu et al.,
maiz maleico, 150- 2008
170°C
Cascara de 0.5M H,SO,, Saeman Azlcares 46.58 2.9x10" - - - Arslan et
avellana 100-120°C reductores al., 2012
Rastrojo de 0.15M Modelo Xilosa 159.60 9.17X10" - - - Chenetal.,
maiz H,S0,, 110- bifasico 2015
130°C
Parthenium 5% H,SOy,, Saeman Xilosa - - - - - Swati et al.,
hysterophorus 150-210°C 2013
Bagazo de 0.38M H,SO, | Hidrélisis Xilosa 83.40 2.21X10° 80.1 -103 478 Tizazu &
cafa 100-130°C rapiday Mozrbolllgar,
lenta
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3.8 Produccion de biohidrogeno mediante fermentacion
En este apartado se describe y se discute la produccion de biohidrogeno utilizando
los hidrolizados acidos como fuente de carbono para la fermentacion mesofilica

realizada con las bacterias C. butyricum y E. cloacae.

3.8.1Resiembra de los microorganismos

Los microorganismos resembrados en medio de tioglicolato con resarzurina se
observaron en microscopia Optica para ver la viabilidad de las células y
aleatoriamente se seleccionaron 3 viales de cada cepa para cuantificar su produccion
de biohidrégeno y determinar su concentracion con ayuda de la curva de calibracion
mostrada en el Anexo C. La Tabla 3.26 muestra la produccién de biohidrégeno de los

cultivos mesofilicos sembrados en medio de tioglicolato incubados durante 20 horas.

Tabla 3.26 Produccion de biohidrégeno de los diferentes cultivos sembrados en

medio de tioglicolato con resarzurina

Microorganismo Concentracién (%v)
C. butyricum 30.48 £ 0.52
E. cloacae 14.37 £ 0.34
C. bifermentans 23.45+0.21
C. sordellis ND

ND: No Detectado

La bacteria C. butyricum mostré la generacién de biohidrégeno mas alta alcanzando
una concentracion de 30.48 + 0.52 %yv, seguida de la bacteria C. bifermentans la cual
mostré un porcentaje de 23.44 + 0.21 %v y de E. cloacae que tan sélo alcanzd un
valor de 14.37 + 0.34 %v. EIl hidrégeno no se logré detectar en ningun vial sembrado
con la bacteria C. sordelli. Cada una de las cepas mencionadas mostré la generacion
de CO, como metabolito secundario. El propésito de evaluar la generacién de
biohidrégeno a partir de las bacterias C. bifermentans y C. sordelli es que ambas
pudieran ser utilizadas como alternativas en reactores bioelectroguimicos para la
produccion simultanea de biohidrégeno y de energia eléctrica. Serment-Guerrero et

al. (2017) aislaron y evaluaron el potencial de la bacteria Clostridium bifermentans
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para generar voltaje en una celda combustible utilizando medios sintéticos, mientras
gue Wong et al. (2018), estudiaron la generacion de biohidrégeno con la bacteria C.
bifermentans a partir de agar, en ambos casos la bacteria C. bifermentans mostro
una alta eficiencia para la generacion de energia sustentable lo cual abre un area de

oportunidad prometedora para futuras investigaciones.

3.8.2Produccién de biohidrégeno a partir de los hidrolizados de olote

Debido a que el experimento realizado con 1.34 M H3POy4, 110 °C y 300 minutos de
tiempo de contacto mostrd la mayor produccion de azucares reductores a partir del
olote, dichas condiciones se escalaron en un frasco GL55 de 500 mL mezclando 15 g
de olote con 225 mL de solucion &cida. La concentracion de azucares obtenida en
este experimento fue de 33.46 g/L, valor equivalente a un rendimiento de 50.19 g /
100 g de olote, el cudl fue similar al obtenido previamente en los viales de 20 mL
(54.31 g/ 100 g olote).

Estos experimentos se llevaron a cabo dentro de viales de 20 mL mezclando 8.5 mL
de medio de cultivo con 1.5 ml de hidrolizado tal y como se describié en el apartado
2.5 a). La presencia de hidrégeno se observé a partir de las 12 horas de incubacion,
sin embargo, la concentracion de dicho gas fue tan pequefia que no se logré
cuantificar. El CO, se observo desde las 6 horas de incubacion hasta el término del
experimento. El pH inicial de la solucion fue de 6.4, el cual disminuy6 en funcion del
tiempo hasta estabilizarse en 5.95 después de las 12 horas. Por otro lado, el
crecimiento microbiano comenzé a partir de las 2 horas y alcanzo la saturacién en el
medio después de las 12 horas (Figura 3.51), lo cual esta relacionado con la
estabilidad en el valor de pH, sugiriendo una falta de actividad metabdlica. Este
comportamiento puede atribuirse a la cantidad de azlcares presentes en el medio, a
la posible presencia de trazas de oxigeno en los viales 0 a una posible desviacion de

la ruta metabdlica de los microorganismos que inhibié la produccién de biohidrégeno.

El crecimiento bacteriano incrementé de forma exponencial en funcién del tiempo de

incubacion, con la finalidad de determinar los parametros cinéticos de dicho
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crecimiento los datos experimentales se ajustaron al modelo de Gompertz

modificado. Como se observa en la Figura 3.52, los microorganismos se adaptaron

rapidamente al medio mostrando un tiempo de latencia de 0.13 horas, un crecimiento

maximo esperado de 2.42 células / mL y una velocidad maxima de crecimiento de

1.21 células mL™ h™* con un coeficiente de correlacién R? de 0.986.
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Figura 3.51. Comportamiento del pH y del crecimiento bacteriano durante la
fermentacion de los hidrolizados de olote
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Figura 3.52. Datos experimentales del crecimiento bacteriano obtenidos durante la

fermentacion del olote ajustados al modelo de Gompertz modificado

3.8.3Produccién de biohidrégeno a partir de los hidrolizados de TH

Al igual que en la hidrolisis del olote, el experimento realizado con TH utilizando 1.34

M H3PO,4, 110 °C y 300 minutos se escald. La maxima produccion de azucares y de

126



furfural fue de 20.28 g / 100 g TH y de 742.23 mg / 100 g TH respectivamente. Se
realizaron Dos experimentos con los hidrolizados neutros de TH, los cuales se

describen a continuacion:

a) El primer experimento se describié en la seccion 2.5 a). Al igual que en la
fermentacién del olote, la concentracién de hidrogeno observada fue muy baja vy
no se logro cuantificar, mientras que el CO, se detectd por cromatografia de gases
a partir de las 4 horas. El pH de la solucion disminuyoé ligeramente hasta alcanzar
un valor final de 6.65. La inhibicién en la produccién de biohidrogeno se atribuye a
una desviacién en la ruta metabdlica de los microorganismos posiblemente debida

a la presencia de oxigeno en el medio (Soares et al., 2020).

b) El segundo experimento consistio en agregar diferentes cantidades de hidrolizado
en los viales como se describié en la seccién 2.5 b). El pH inicial de la solucién
ajustado previamente a 7.0 disminuy6 hasta un valor cercano a 6.40 lo cual puede
asociarse a un proceso acidogénico, sin embargo, el hidrégeno producido no pudo
cuantificarse nuevamente debido a su baja concentracion, la cual de acuerdo con
la curva de calibracion (Figura C1) es menor al 5 %v. Las bacterias crecieron
adecuadamente en el medio ya que después de las 20 horas de incubacion se
observé una saturacion en todos los viales. La Tabla 3.27 resume los datos

experimentales obtenidos para este experimento.

Tabla 3.27 Datos experimentales obtenidos durante la fermentacion del hidrolizado
de TH ajustado a pH 7 con KOH 0.1 M

ConKOH 0.1 M

Hidrolizado pH Bacteria Hidrégeno
(HL)
300 6.40 = 0.05 Saturado Detectado
600 6.38 + 0.08 Saturado Detectado
900 6.40 + 0.04 Saturado Detectado
1200 6.40 £ 0.04 Saturado Detectado
1500 6.36 £ 0.03 Saturado Detectado
1800 6.35+0.02 Saturado Detectado
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El experimento descrito en el apartado 2.5 b) se repitid, pero en éste caso no se
ajusté el pH inicial con KOH 0.1 M. La Tabla 3.28 muestra los datos
experimentales obtenidos en donde se aprecia que el pH inicial de la solucién
vario en funcion de la cantidad de hidrolizado mostrando valores cercanos a 7.0
con los volumenes mas pequefios y el valor mas pequefio de 6.63 cuando se
adicion6 1.8 mL de hidrolizado. Para cada uno de los experimentos, el pH
determinado después de la fermentacion fue menor al observado al inicio de la
misma estabilizdndose todos en un valor cercano a 6.40, éste comportamiento fue
similar al observado en la fermentacién de los hidrolizados de TH con KOH y
sugiere un poco de actividad metabdlica bacteriana acidogénica. La produccién de
biohidrégeno fue muy baja e incluso en algunos experimentos no se observo el
pico cromatogréafico caracteristico del hidrégeno, al mismo tiempo, el CO, fue
detectado en cada una de las muestras y los medios de cultivo presentaron

saturacion bacteriana al término de la fermentacion.

Tabla 3.28 Datos experimentales obtenidos durante la fermentacion de los
hidrolizados de TH sin adicion de KOH 0.1 M

Hidrolizado (uL) pHin pHsin Bacteria Hidrégeno
300 7.00 £ 0.05 6.42+0.1 Saturado Detectado
600 6.94 + 0.08 6.38 + 0.06 Saturado ND
900 6.87+0.1 6.42 + 0.02 Saturado ND
1200 6.80 £ 0.2 6.37 £ 0.05 Saturado Detectado
1500 6.75+0.02 6.41 £ 0.01 Saturado ND
1800 6.63 £ 0.01 6.37 £ 0.04 Saturado Detectado

ND: No Detectado

Las bajas concentraciones de hidrogeno asociadas con la saturacion de bacterias en
el medio sugiere que la ruta metabolica de los microorganismos se desvio debido a la
posible presencia de oxigeno en el espacio gaseoso de los viales, lo cual induciria a
las bacterias a producir etanol y CO, como principales productos de la fermentacion
(Grisales & Willis, 2018). Pese a la presencia de la bacteria E. cloacae los viales no

estuvieron completamente anoxicos inhibiendo la produccion de hidrogeno.
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3.8.4 Produccién de biohidrégeno a partir de los hidrolizados de olote y de TH.
Efecto de la cantidad inicial de azlUcares
Estos experimentos se llevaron a cabo como se describié en la seccion 2.5 c¢). Los
hidrolizados utilizados como fuente de carbono fueron nuevamente obtenidos a las
mismas condiciones de operacion; 1.34 M H3PO,4 110 °C y 300 minutos. Las
concentraciones de azlcares y de aldehidos en el hidrolizado neutro de olote fueron
de 32.41 g/L (48.62 g / 100 g) y 1053.66 ppm respectivamente. Para el TH las
concentraciones de azucares y de furfural fueron de 11.82 g/L (17.73 g/ 100) y 359.1

ppm respectivamente.

La produccion de biohidrégeno a partir del hidrolizado de olote aumentd en funcion
de la cantidad inicial de hidrolizado, alcanzando el valor méximo de 2.14 mL de H,
con un volumen inicial de hidrolizado de 2.5 mL de hidrolizado. La produccién de
biohidrégeno observada en los volumenes iniciales de 2.5, 3.0 y 4.0 mL resultd6 muy
similar entre si, de igual manera el nimero total de bacterias por mL mostré6 un
comportamiento similar para cada uno de los volumenes de hidrolizado con
excepcion de la muestra de los 2.0 mL (Figura 3.53a). La cantidad de bacterias al
término de la fermentacion del hidrolizado de olote oscilé entre las 6 y las 7.4 X10°
células / mL, lo cual se asocia a una saturacién de microorganismos en el medio.

Como se observa en la Figura 3.53 b), la maxima produccion de biohidrégeno a partir
del hidrolizado de TH fue de 3.07 mL alcanzado en el experimento con 3.0 mL de
hidrolizado. Al igual que en el caso del olote, un incremento en el volumen inicial de
hidrolizado propicia un aumento en la produccion de biohidrégeno. Exceptuando la
muestra de 0.5 mL de hidrolizado, el resto de los experimentos mostré una
saturacién bacteriana en el medio acuoso, ya que el namero de células / mL se

encontré entre 6y 7.2 X108,
De acuerdo a lo observado en la Figura 3.53, ambos hidrolizados resultaron viables

para el desarrollo de los microorganismos ya que en la mayoria de los experimentos

se alcanz¢ la saturacion bacteriana en el medio, sin embargo, el hidrolizado de TH
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mostré un mayor potencial para su transformacion a biohidrégeno, lo cual se puede

atribuir a su alto contenido de glucosa.
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Figura 3.53. Produccién de biohidrégeno y crecimiento bacteriano observado durante

la fermentacion de los hidrolizados de a) olote y de b) TH

En la Figura 3.54, se reportan los pH’s de los diferentes hidrolizados determinados
después de la fermentacion. El pH de los hidrolizados de olote fueron menores a los
obtenidos con el TH para cada uno de los volimenes de hidrolizado. Algunos
trabajos como los reportados por Cao et al. (2009), Ghimire et al. (2015) y Avila-Vera
E. (2010) muestran que la eficiencia de produccion de biohidrégeno incrementa al
utilizar pH’s relativamente acidos (5.5 - 6.5), pese a esta tendencia, la mayor
produccién de biohidrogeno en el presente trabajo se observé con el hidrolizado de
TH cuando el pH final de la solucién fue de 6.2. EI pH mas bajo fue de 5.98
determinado después de la fermentacién de 3.0 mL de hidrolizado de olote, a pesar
de la disminucion considerable en el pH, dicho experimento no alcanz6 la mayor
produccién de biohidrogeno. La diferencia tanto en la produccién de biohidrégeno
como en el gradiente de pH observado durante la fermentacion de los hidrolizados
del olote y del TH puede atribuirse a la ruta metabdlica seguida por los
microorganismos, a la concentracion de aldehidos y a los tipos de azlcares
presentes en el hidrolizado. Tanto en el caso del olote como en el TH las rutas
metabdlicas posibles podrian ser la formacion de acido butirico (Ec. 1.19), y de acido

acético (Ec. 1.18) en diferentes proporciones, dependiendo de los azucares
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presentes. Con la finalidad de sustentar este comportamiento, es necesario
cuantificar la concentracion de acidos orgénicos volétiles en los lixiviados generados.
La otra posibilidad es que los azucares mayormente presentes en el hidrolizado de
olote sean pentosas y en el tallo de haba hexosas, lo que implica la determinacién
cuantitativa de los azucares monoméricos para asociarlos con el hidrégeno
producido, Conocer estos datos es importante para determinar cual de ellos es mas

importante en la produccion de hidrégeno.
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Figura 3.54. Valores de pH determinados después de la fermentacion de los

hidrolizados de olote y de TH

La Tabla 3.29 resume los datos experimentales obtenidos durante las
fermentaciones de los hidrolizados de olote y de TH. A pesar de que la cantidad
inicial de azlcares reductores presente en los hidrolizados de TH fue menor en
comparacion con los del olote, el TH alcanzé los volumenes mas grandes de H, y en
consecuencia los rendimientos mas altos. El porcentaje mas alto de hidrégeno fue de
23.64% determinado con 3 mL de hidrolizado de TH. El pH inicial de cada uno de los
sistemas disminuy6 al aumentar la cantidad de hidrolizado, para cada uno de los
sistemas dicho pH se encontré6 en un rango de entre 6.91 y 6.95. Esto parece
confirmar lo que suponemos de la ruta metabolica con formacion de acido acético y
acido butirico, como se determind previamente durante la fermentacion de frutas y

verduras (Avila-Vera E. 2010). Tanto para el olote como para el TH un incremento en
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la cantidad inicial de hidrolizado propici6 un aumento en el volumen de hidrogeno
producido, alcanzando los volimenes mas altos con 2.5 mL (0.078 g de azlcares) y
con 3.0 mL (0.030) para el olote y el TH respectivamente. La cantidad inicial de
azucares adicionada con los hidrolizados del olote fue tres veces mas que la
agregada con el TH, pese a esto tanto el volumen como los rendimientos de
produccion de biohidrogeno (mL H, / g de azlcar) fueron mas altos con éste ultimo
sustrato, siendo un valor calculado de 138.16 mL H, / g de azlucar degradada con

una cantidad inicial de azucares de 0.020 g, el valor mas alto obtenido.

Tabla 3.29 Datos experimentales obtenidos durante la fermentacion de los

hidrolizados de olote y de TH

Hidrolizado pHin pHfi, %H, mL H, Azlcar, | Azucarg, | AzGcargeg | mL H,/
(@) (@) (%) g azlcar
Olote
0.5 6.94 6.78 1.33 0.21 0.016 0.0015 90.21 14.66
1.0 6.94 6.38 6.63 0.99 0.031 0.0039 87.27 36.52
15 6.93 6.18 11.99 1.74 0.047 0.0080 82.91 44.80
2.0 6.92 6.07 11.74 1.64 0.06 0.025 59.33 44.39
2.5 6.92 6.05 15.84 2.14 0.078 0.036 54.11 50.68
3.0 6.91 5.98 14.69 1.91 0.094 0.044 52.57 38.82
TH
0.5 6.95 6.87 2.53 0.39 0.005 | 0.0013 74.65 104.46
1.0 6.94 6.72 4.73 0.71 0.010 0.0022 78.11 90.47
15 6.94 6.59 10.14 1.47 0.015 0.0034 77.54 125.82
2.0 6.94 6.43 15.94 2.23 0.020 | 0.0039 80.38 138.16
2.5 6.93 6.31 21.62 2.92 0.025 0.0037 85.12 136.49
3.0 6.93 6.21 23.64 3.07 0.030 | 0.0063 79.03 129.01

En cada uno de los experimentos se observo un porcentaje de degradacion de
azucar mayor al 50%, para el caso del olote dicho porcentaje disminuyé a medida
gue la cantidad inicial de azlUcares aumentdé. En cambio, los porcentajes de
degradacion de azucares observados con los hidrolizados de TH se mantuvieron
entre 75 y 85%, esta tendencia puede deberse a que los hidrolizados de olote

tuvieron un mayor contenido de aldehidos y/o a la alta concentracion de glucosa
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presente en los hidrolizados de TH. Debido a que los hidrolizados estan compuestos
por una mezcla de azucares de 5y 6 carbonos, la determinacion del rendimiento en
términos de mol H, por mol hexosa se vuelve complicado. Por ello, a fin de comparar
los rendimientos de produccion de H, obtenidos en el presente trabajo con lo citado
en la literatura se propuso determinar el rendimiento en términos de mL de H, / g de
azucar degradada. Como se observa en la Figura 3.55, los rendimientos de

hidrogeno mas altos corresponden a las fermentaciones del hidrolizado de TH.
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Figura 3.55. Rendimientos de produccion de biohidrogeno en funcion del volumen de

hidrolizado obtenidos en la fermentacion de los hidrolizados de olote y de TH

El maximo rendimiento de hidrégeno obtenido en el presente trabajo, 138.16 mL H, /
g azucar, fue mayor en comparacion con lo reportado por Koskinen et al. (2008) y por
Reungsang et al. (2013), quienes estudiaron respectivamente la produccion de
hidrogeno a partir de glucosa en régimen termofilico y de glicerol utilizando la

bacteria E. aerogens (Tabla 3.30).

Tabla 3.30 Comparacion de los rendimientos de hidrogeno

Microorganismo Sustrato Rendimiento (mL Temperatura Referencia
H, / g azlcar) operacion
E. cloacaey C. TH 116.18 37°C Presente trabajo
butyricum
E. coli WDHL Paja de trigo 140.1 37°C Lopez-Hidalgo et
al., 2017

133




Tabla 3.30 Comparacién de los rendimientos de hidrogeno (Continuacion)

Microorganismo Sustrato Rendimiento (mL Temperatura Referencia
H, / g azlcar) operacion
S. cerevisiae Paja de trigo 178 70°C Kaparaju et al.,
2009
E. aerogens Glicerol residual 35.84 37°C Reungsang et al.,
2013
Consorcio Glucose 108.64 60 °C Koskinen et al.,
termofilo 2008
Cultivo mixto Camote 126.70 37°C Lay et al., 2012
Cultivo mixto Glucose 176.54 37°C Karadag &

Puhakka, 2010
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CONCLUSIONES

El olote resulté una materia prima viable para la obtencion de azucares reductores
mediante hidrdlisis acida, siendo el experimento con 1.34 M H3PO, y 110 °C el que
mostrd los mayores rendimientos. La mayor cantidad de los azUcares producidos
durante la hidrolisis del olote proviene principalmente de la descomposicion de la

hemicelulosa.

Bajo las mismas condiciones experimentales, el olote tiene un mayor potencial para
la produccién de azlcares en comparacion con el TH. Ademas un incremento tanto
en la temperatura como en la concentracion del acido resultdé favorable para la

produccion de azlcares reductores a partir del olote y del TH.

Los datos experimentales de la produccion de azucares reductores de todas las
hidrolisis del olote se ajustaron adecuadamente a los modelos cinéticos de Saeman y
de primer orden. Los parametros termodinamicos calculados a partir de las
constantes cinéticas determinadas con ambos modelos resultaron muy similares
entre si, lo cual sugiere que ambos modelos cinéticos pueden utilizarse para el
calculo de los parametros termodinamicos cuando la fase de degradacion de

azucares no se observa en los datos experimentales.

De acuerdo con los parametros termodinamicos, la hidrolisis del olote y del TH con
acido diluido es un proceso endotérmico y no espontaneo, con la mayor cantidad de
energia en los reactivos, los aldehidos son los productos termodinamicamente mas

estables.

El tratamiento con NaOH result6 eficiente para solubilizar a la hemicelulosa presente
en el TH y en el RM, disminuyendo la eficiencia de produccién de azucares en una

hidrolisis acida subsecuente.

La hidrolisis del olote con acido sulfurico resultdé un método eficiente para la

produccion de azucares reductores, sin embargo, bajo las mismas condiciones de
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operacion el &cido sulfarico deshidrata una mayor cantidad de azlcares en

comparacion con el fosforico, produciendo inhibidores bacterianos.

El hidrolizado neutro de olote mostré un alto contenido de azucares reductores y de
aldehidos en comparacion con el hidrolizado de TH, la xilosa es el azucar
predominante en el hidrolizado de olote, mientras que el hidrolizado de TH esta

compuesto principalmente por glucosa.

La hidrdlisis del RM con HCL a bajas temperaturas mostro la produccion de azlUcares
reductores y disminuyo la concentracion de aldehidos inhibidores, sugiriendo que los
procesos a baja temperatura son una opcion viable para el tratamiento de la biomasa

lignocelulésica, al menos con &cido clorhidrico.

Las bacterias crecieron adecuadamente utilizando los hidrolizados neutros como
fuente de carbono, hay que verificar que se tenga el medio anoxico, la presencia de
bajas cantidades oxigeno desvia la ruta metabdlica de los microorganismos hacia la

produccion de metabolitos secundarios como el etanol.

El hidrolizado de TH mostré un alto potencial para su transformacién en biohidrégeno
utilizando las bacterias mesofilicas E. cloacae y C. butyricum. Con base a los
rendimientos de hidrégeno y al gradiente de pH observado en los lixiviados se
sugiere una ruta metabdlica mixta con la produccion de acido acético y butirico, sin

embargo, es necesaria la caracterizacion del lixiviado para validar este supuesto.

El alto contenido de glucosa y la baja concentraciébn de aldehidos permitieron al
hidrolizado de TH ser una fuente de carbono adecuada para el desarrollo de las
bacterias mesofilicas y para la produccién de biohidrégeno. EI TH es un material, no
reportado anteriormente, con alto potencial biotecnoldgico para la produccion de

hidrogeno.
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ANEXOS

Anexo A. Técnicas analiticas para solidos
En este apartado se presentan las técnicas usadas para las determinaciones de
humedad, SVT’s, extractivos, holocelulosa, lignina y andlisis mediante

espectroscopia de IR y DRX.

Anexo Al. Determinacion de pH

La determinacion de pH en solidos se realiz6 conforme a la NMX-AA-25-1984
(SEMARNAT, 2008). 5 g de rastrojo seco se mezclaron con 90 mL de agua destilada
en un vaso de precipitado de 250 mL, posteriormente se pusieron en agitacion
durante 10 minutos y se dejaron reposar por 30 minutos mas. La medida se hizo en
un potenciémetro marca “Conductronic PC18” con un electrodo de calomel, el cual
fue calibrado previamente con buffers de pH 4 y 7. La determinacion se llevo a cabo

por duplicado.

Anexo A2. Determinacion de humedad

El porcentaje de humedad presente en los residuos agricolas se determind por
duplicado en capsulas de aluminio las cuales fueron previamente colocadas a peso
constante. La técnica utilizada fue la establecida en la norma NMX-AA-016-1984
publicada por la Secretaria de Comercio y Fomento Industrial (SEMARNAT, 2008).

El primer paso fue la calibracién de la balanza analitica, después utilizando unas
pinzas se coloco en cada cépsula de aluminio 1 g de residuo previamente triturado a
un tamafio de particula menor a 250 um. Las muestras se secaron a 45°C durante 2
horas en una estufa, se colocaron en un desecador por media hora y se pesaron. La
muestra se secO nuevamente a 45°C durante media hora y se colocOo en un
desecador por lapso de 15 minutos, la muestra se pesoO y se registro el valor. El
procedimiento se repitid hasta alcanzar peso constante en cada una de las muestras.

Para el pesado se consideraron cuatro digitos de la balanza analitica, después del
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punto decimal. El porcentaje de humedad se determind mediante el uso de la
Ecuacion A.1, los valores de G y G; se obtuvieron al restar el peso de la capsula de

aluminio:

G-G Ec. A.1
%H = u* 100

Dénde:

%H: Porcentaje de humedad
G: Peso de la muestra himeda en g

Gi: Peso de la muestra secaen g

Anexo A3. Determinacion de SVT

El porcentaje de SVT se determind por duplicado conforme a la técnica 2540G del
Standard Methods (APHA, 1998). Para ello se utilizaron las capsulas con las
muestras de los residuos secos (G;) de la determinacion de humedad. Estas
capsulas se introdujeron en una mufla y se dejaron calcinar a 550°C durante una
hora. Al término de este tiempo, se redujo la temperatura de la mufla, lentamente,
mediante su control automéatico a 200°C, las muestras se transfirieron a una estufa la
cual se habia estabilizado previamente a 50°C y se les dejé ahi por media hora,
finalmente se colocaron en un desecador durante 30 minutos y se pesaron (G,). Para
determinar el porcentaje de SVT se utilizé la Ecuacién A.2, tomando en cuenta que

para obtener el valor de G; y G, se debe restar el peso de la capsula de aluminio.

G —G Ec. A2
%SVT = % + 100

1
Dénde:

%SVT: Porcentaje de Sélidos Volatiles Totales
Gi: Peso de la muestra secaen g

G2: Peso de la muestra después de la calcinacién en g
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Anexo A4. Preparacion para sustrato libre de extractivos

Para realizar las determinaciones de holocelulosa y lignina, primero se deben
eliminar los extractivos de los residuos soélidos. Los extractivos consisten de
materiales que son solubles en solventes polares y su eliminacion se hizo de acuerdo
con el método estdndar para la preparacién de la madera libre de extraibles ASTM
D1105-56 reportado por Colin-Urieta et al. (2007).

Para ello se pesaron 4 g de residuo agricola previamente secado en un cartucho de
extraccion, con ayuda de pinzas se colocé el cartucho en el cuerpo extractor del
sistema de reflujo Soxhlet, se puso a reflujo con 60 mL de una mezcla 1:2 de etanol —
tolueno (20 — 40 mL) hasta no observar coloracién en el sifon del cuerpo del
extractor. El cartucho se sec6 a temperatura ambiente durante una noche y se coloco
a reflujo con 60 mL de agua destilada, esto con la finalidad de eliminar los rastros de
solvente, el reflujo se detuvo cuando el bulbo del sifén no presentd coloracién. Los
cartuchos se sacaron del cuerpo extractor, se dejaron secando a temperatura
ambiente durante una noche, posteriormente cada una de las muestras solidas se
recuperd de los cartuchos, se colocaron en vidrios de reloj y se secaron a 50 °C

durante 24 horas.

Anexo A5. Determinacion de holocelulosa

La determinacién de holocelulosa se realiz6 por duplicado de acuerdo al método del
clorito (Wise et al., 1946), el cual se basa en la accion del diéxido de cloro cuyos
productos de reaccién acuosa y caliente hacen que la lignina se separe en forma
soluble. El diéxido de cloro se genera in situ utilizando clorito de sodio y acido

acético, las Ecuaciones A.3 y A.4 muestran la sintesis del didxido de cloro.

NaClO, + CH;COOH — CH;COONa + HCIO, Ec. A3
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1 g de la muestra seca y libre de extractivos (M;) se pesd y se colocdé en un
recipiente con una solucion de 0.3 g de clorito de sodio en 32 mL de agua destilada,
a la que previamente se le habia afiadido 2 gotas de acido acético. Los recipientes
preparados se pusieron a reaccionar en un bafio de calentamiento a 75°C durante 4
horas. Cada 30 minutos se agitaron y cada hora se les afiadio lentamente 2 gotas de
acido acético y 0.32 g de clorito de sodio. Una vez enfriados los recipientes a
temperatura ambiente, las muestras sometidas a reaccion se filtraron utilizando papel
filtro previamente pesado. Cada una de las muestras se lavdé con 200 mL de agua
caliente (hasta tener color pélido) y posteriormente con 100 mL de acetona. Con
ayuda de unas pinzas se coloc6 cada papel filtro con muestra dentro de una capsula
de aluminio calcinada y previamente pesada (M;) y se colocé en una estufa a 40°C
durante 3 dias. Al término del secado, las muestras se colocaron en un desecador
por 30 minutos y se peso rapidamente para evitar la hidratacion de la holocelulosa.
La Ecuacion A.5 muestra el célculo para la determinacion del porcentaje de

holocelulosa.

M. — M Ec. A.
%Hol=¥*100 ¢. A

1
Dénde:

%Hol: Porcentaje de holocelulosa
Mi: Peso de la muestra seca en g
M,: Peso de la capsula y del papel filtro

Ms: Peso de la capsula, papel filtro y muestra después de secado

Anexo A6. Determinacion de lignina

La determinacion de lignina se realiz6 de acuerdo al método ASTM D1106 — 56
reportado por Colin-Urieta et al. (2007). Para ello se pes6é 1 g de muestra seca libre
de extractivos (M1) en un vaso de precipitado de 500 mL, se adicionaron 25 mL de
acido sulfarico al 72% (v/v) y 2.5 mL de acido bromhidrico al 40% (v/v) y se dejo

reposar por 2 horas agitandola cada 30 minutos. Posteriormente se le adicionaron
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100 mL de agua destilada y se hirvié durante 5 minutos. La muestra contenida en el
vaso de precitado se filtr6 con papel filtro previamente pesado, y se lavd con agua
destilada caliente hasta pH neutro. Con ayuda de pinzas se colocé el papel filtro en
una capsula previamente calcinada y pesada (M,), y se secO a 45°C durante 24
horas. Al término del secado, las muestras se colocaron en un desecador por 30
minutos. La Ecuacién A.6 presenta el célculo para la determinacion del porcentaje de

lignina.

M; - M
%Lig=¥*100 Ec. A6
1

Dénde:

%Lig: Porcentaje de lignina
Mi: Peso de la muestra secaen g
M,: Peso de la capsula y del papel filtro

Ms: Peso de la capsula, papel filtro y muestra después de secado

Anexo A7. Andlisis por FTIR

Los residuos agricolas antes y después de la hidrélisis acida se secaron a 45°C
durante una noche y se trituraron con ayuda de un mortero. Las muestras se
analizaron en un espectrometro FTIR marca “Varian 640” utilizando un rango

espectral de 500 a 4000 cm™ y una resolucién de 4 cm™,

Anexo A8. Analisis por DRX

El analisis de cristalinidad se llevé a cabo en un difractometro D8 discovery operado
con un potencial de 35 kV y utilizando una radiacion ka de 1.5418 A° a partir de un
electrodo de cobre. El tamafio de pasé se ajustd a 0.03° y se utilizé un rango de
difraccién 26 de 5° a 80°.

Anexo B. Técnicas analiticas para liguidos
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Las determinaciones de pH y de azucares reductores en el hidrolizado se presentan
en este apartado.

Anexo B1l. Determinacion de pH

El pH se determiné en los hidrolizados de cada uno de los experimentos, utilizando
un potenciometro marca “Conductronic PC18” con un electrodo de calomel para
medir el pH y otro de acero inoxidable para determinar la temperatura. Las lecturas

se tomaron por triplicado, registrando el pH y la temperatura de los hidrolizados.

Anexo B2. Determinacion de azucares reductores

Para la cuantificacion de azucares reductores se utilizo el método del acido 3-5
dinitro salicilico (DNS) primeramente reportado por Miller (1959), el cual de acuerdo
con Chaplin (1986), se basa en la reduccion del acido 3-5 dinitro salicilico por los
azucares ciclicos que poseen un grupo carbonilo en su estructura (azucar reductor)
al acido 3-amino 5-nitrosalicilico, cuya presencia puede detectarse por la lectura de
absorbancia en la zona de 540 a 570 nm. La Figura B1 muestra la reaccion redox

llevada a cabo para la cuantificacién de azucares reductores mediante DNS.

Ho? 0
O;.Q}/OH O%/OH H
H--OH H--oH
i + Ho-—+-H - i + HO-t-H
0 0 H——OH ? H—-OH
W, i W o
= H—0H iN NH, i OH
H OH 0
H

A

0 © HO" 0

Acido 3-5 di nitro Glucosa Acido SfETi"D 5 Acido D-glucurénico
salicilico nitro salicilico

Figura B1. Reduccion del &cido 3-5 dinitro salicilico para la cuantificacion de

azucares

El reactivo DNS se preparé agregando 30 g de tartrato de sodio y potasio tetra-
hidratado (KNaC4H4O¢ * 4H,0) en una solucion de 2 M de NaOH, posteriormente se
agrego 1 g de acido dinitro salicilico (C7H4N20-), se aforé con agua destilada hasta

un volumen final de 100 mL y se almacend en ausencia de luz.
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Las muestras empleadas para la determinacién de azlcares reductores fueron los
hidrolizados, de los cuales se tomaron 300 pL y se diluyeron con agua destilada
hasta un volumen final de 3 mL. Las alicuotas obtenidas se ajustaron a un pH
superior a 8 con NaOH a fin de evitar precipitacion y decoloraciéon. Posteriormente,
se centrifugaron a 10,000 rpm en una centrifuga marca “Hettich Zentrifuegen
Universal 32R” durante 5 minutos, se tomaron 500 pL del sobrenadante y se
mezclaron en un tubo de vidrio de 12 mL con 500 pL de reactivo DNS. Los tubos se
colocaron en bafio Maria a 92°C durante 5 minutos, después se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se diluyeron con 10 mL de agua destilada. La absorbancia
se determind contra un blanco utilizando una longitud de onda de 540 nm y se
calculd la concentracion de azlcares en relacion a una curva de calibracion, la cual
se realiz6 utilizando glucosa como azulcar patron. La curva de calibracion se muestra

en la Figura B2.

2,0
y = 0,2866x + 0,0254

R2 =0,9979

- -
o w
1 1

Absorbancia (ua)

L
)
1

0,0 T T T T
0 1 2

3 4
Azucar (g/L)
Figura B2. Curva de calibracion para la determinacion de azlcares reductores

Anexo B3. Determinacion de furfural

200 pL de cada uno de los hidrolizados se diluyeron con agua destilada hasta un
volumen final de 10 mL, posteriormente las muestras se homogenizaron y se
analizaron en un espectrémetro Uv-Vis Evolution Array Thermo Scientific utilizando

una longitud de onda de 277 nm. Furfural grado reactivo (ensayo > 99.99%) fue
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utilizado para determinar la longitud de onda de méaxima absorbancia y para la
preparacion de la curva de calibracion, la cual se muestra en la Figura B3

2.0

y=0.133x + 0.0778
R2=0.992

1.6 |

1.2 |

0.8 |-

Absorbancia (ua)

0.4 |

0_0 n 1 n i 1 i 1 i 1 i 1 i 1 i ]
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Furfural (ppm)

Figura B3. Curva de calibracion para la determinacion de furfural

Anexo B4. Determinacion de HMF

La preparacion de las muestras previa a la determinacion de HMF se llevé a cabo tal
y como se describe en el apartado anterior. Una vez diluidas las muestras se ley6 su
absorbancia en un espectrometro Uv-Vis Evolution Array Thermo Scientific utilizando
una longitud de onda de 284 nm. HMF grado patron (ensayo > 99.99%) fue utilizado
para determinar la longitud de onda de maxima absorbancia y para la preparacién de

la curva de calibracion, la cual se muestra en la Figura B4.

20 v =0.1409x + 0.1305
R® = 0.999
_ 16}
w
s
s
(%)
€ 1.2}
8
o
w
=]
< 0.8 |
04}
1 i 1 i 1 i 1 i 1 i 1
2 4 6 8 10 12

HMF (ppm)

Figura B4. Curva de calibracién para la determinacion de HMF
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Anexo B5. Conteo de bacterias

Para el analisis del crecimiento de los microorganismos se utilizé la cuenta directa al
microscopio empleando la camara de Petroff-Hausser y tomando como base lo
reportado por Madigan et al. (2003). Para ello se tom6 0.05 mL de cada uno de los
viales utilizados para la fermentacion y se coloco sobre la camara de conteo, la cual
posteriormente fue observada en un microscopio de contraste de fases. La camara
Petroff-Hausser posee una rejilla de 1 mm? formada a su vez por 400 cuadros
pequefios situados dentro de 25 cuadros mas grandes, la distancia entre la camara y
el cubreobjetos es de 0.02 mm. De manera aleatoria, se contaron las células en 5 de
los cuadros grandes y se calcul6 su promedio. La cantidad de bacterias por unidad
de volumen se correlacioné con la profundidad y area de la rejilla mediante la
ecuacion B.1.

Cel _ Celprom
mL 16

(400 = 50 * 1000) Ec.B.1
En donde 16 corresponde al nimero de cuadros pequefios dentro de cada uno de los
cuadros mas grandes, 400 hace referencia al nUmero total de cuadros pequefios, 50
es un factor de conversion dado por la distancia entre la camara y el cubreobjetos (1

/ 0.02 = 50) y 1000 es la conversién de mm?® a cm®.
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Anexo C. Andlisis por cromatografia de gases

Para la caracterizacion de biogas y cuantificacion de biohidrogeno se empled el
cromatografo de gases marca “Varian 3600” ubicado en la Gerencia de Ciencias
Béasicas del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ). Este posee 2
detectores, uno de conductividad térmica (TCD) y uno de ionizacion de flama (FID)
ambos sensibles a detecciones de hidrocarburos, el detector empleado en el
presente trabajo fue el TCD. El sistema de inyeccion del cromatografo es automatico
y ajustado a 250 pL, mientras que el gas de arrastre utilizado en todas las
determinaciones fue Argon (Ar) grado cromatografico. Las temperaturas a las cuales
el equipo se opero fueron: 100°C temperatura de columna; 110°C temperatura de

inyector y detector, mientras que el tiempo de retencion fue de 2 minutos.

La curva de calibracion se prepard utilizando H, de ultra alta pureza, el cual se
mezcld en proporciones conocidas con Ar dentro de una jeringa, posteriormente se
inyectd la mezcla gaseosa en el cromatografo y se determiné por triplicado los
tiempos de retencién y las areas bajo la curva asociadas al porcentaje en volumen de
H,. La curva de calibracion empleada para el analisis de H, se muestra en la Figura
C1.

y=7981.2x + 7161.1
500000 |- R2 =0.999

400000 |

300000

Area (ua)

200000

100000 |-

10 20 30 40 50 60
Concentracion de Hy (%)

Figura C1. Curva de calibracion empleada para la cuantificacion de H;
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Anexo D. Disefio geométrico y construccion del reactor de hidrélisis tipo
tanque agitado
El volumen de trabajo fue de 1.5 litros. A partir de dicho volumen se calcul6 el

diametro y el largo del reactor utilizando las Ecuaciones D.1y D.2.

2D =1L Ec.D.1

El diametro sugerido fue de 10 cm, por lo cual la longitud calculada fue de 20 cm y un
volumen total de 1.57 L. Para el célculo de la altura total del tanque se utilizo la
Ecuacion D.3, en la cual el término hgq es conocido como la altura necesaria del gas o
headspace. Este término generalmente abarca una dimensién del 30 al 50% de la
altura del fluido, a fin de disminuir las pérdidas debidas a la evaporacién de la fase
liquida, se considerd un valor hy de 25%. La altura total del tanque se calcul6 de 25

cm.
H=L+hd Ec.D.3

Para el calculo de los deflectores se utiliz6 la Ecuacion D.4, la cual de acuerdo a lo
establecido en literatura especializada, éstos tienen un grosor de 1/12 del diametro
total del tanque y por convencién suelen colocarse entre 4 y 6. Con base al diametro
del tanque (10 cm), el grosor del deflector es de 0.83 cm

D Ec.D.4

La distancia entre los deflectores y la pared del biorreactor suele tener un valor de
0.15J, es decir, 1/7 del grosor de los deflectores (Ecuacion D.5). La distancia

calculada fue de 12 mm.
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E =.15] Ec.D.5
Para el sistema de agitacion se considerg la relacion mostrada en la Ecuacion D.6, la
cual utiliza un factor de 0.30 con respecto al didmetro total del tanque. Cabe
mencionar que en el sistema de agitacion se contempla el uso de un agitador
helicoidal con un diametro de 3.5 cm. Las dimensiones calculadas del tanque agitado

se muestran en la Figura D1.

Da =.30D Ec.D.6

Termopar

Motor de agitacién
Termoresistencia

12 mm
i{ Manémetro
-
L] _
L/ oA

25cm
3.5 jcm
20cm
Ee]
— — .
q Qalvula de
— purga
[ 10cm :

Figura D1. Dimensiones del reactor tipo tanque agitado a escala laboratorio

El reactor de tipo tanque agitado se disefid a fin de incrementar la eficiencia de
produccion de azlUcares mediante hidrélisis acida, tomando como base las
consideraciones geométricas previamente descritas. El reactor consta de un cuerpo y
dos tapas de acero inoxidable con un grosor de 10 mm, un volumen total de 1.97
litros y un volumen de trabajo de 1.5 litros. En la parte inferior tiene una valvula de
purga de 1/2” de diametros, mientras que en la parte superior tiene una valvula de
alimentacién de %", una entrada de %" para la termoresistencia y una de 1/4” para el
termopar, la temperatura dentro del reactor se controla con ayuda de un sensor

electronico acoplado tanto a la termoresistencia como al termopar. El sistema de
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agitacion constara de un motor eléctrico acoplado a una varilla de acero inoxidable a
la cual se le acondicionaran cierto nimero de propelas con distintas aspas. La
seleccién tanto del nimero de propelas como de aspas se realizara tomando como
base los resultados obtenidos en la simulacién dinamica. La Figura D2 muestra el

reactor de hidrélisis a escala laboratorio.

Figura D2. Reactor de hidrdlisis tipo tanque agitado a escala laboratorio

Previo a la construccion del sistema de agitacion, se estudiaron los perfiles de,
temperatura y de concentracion utilizando el software Ansys, para ello el reactor se
dibujé en AutoCAD proponiendo distintos tipos de agitadores. La Figura D3 muestra

la parte interna del reactor de hidrdlisis tipo taque agitado disefiado en AutoCAD.

Figura D3. Disefio en AutoCAD del reactor de hidrdlisis tipo tanque agitado
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Anexo E. Contribucion cientifica

Articulos de investigacion

1.- Low temperature hydrochloric acid hydrolysis of corn stover: Kinetic,
thermodynamics and characterization.

J. C. Gémora-Hernandez, M. C. Carrefio-de-Leon, N. Flores-Alamo

Revista Mexicana de Ingenieria Quimica, 2020, Vol.19, No. 3, 1425-1437.
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J. C. Gomora-Hernandez, M. del C. Carrefio-De-Leén, N. Flores-Alamo, M. del C.

Hernandez-Berriel, S. M. Fernandez-Valverde

Biomass & Bioenergy. Articulo en revision.

3.- Effect of temperature, acid concentration and reaction time on phosphoric acid
hydrolysis of corn cobs.

J. C. Gomora-Hernandez, N. Flores-Alamo, J. H. Serment-Guerrero, M. del C.

Carrefo-De-Ledn.

Asia-Pacific Journal of Chemical Engineering. Articulo en Revision.

Articulos en memorias de congreso
1.- Dilute phosphoric acid hydrolysis of lignocelluloses. Effect of acid concentration
and biomass composition

J. C. Gomora-Hernandez, M. del C. Carrefio-De-Leén, N. Flores-Alamo, M. del C.

Hernandez-Berriel.

Frontier Science in Engineering: Solutions that benefit Society. Proceedings of the
First International Conference on Engineering, TecNM / ITToluca (Enero, 2020).
ISBN: 978-87-18080-36-4, pp. 65-73.

2.- Dilute phosphoric acid hydrolysis of stem of faba bean for reducing sugar
production

J. C. Gémora Herndndez, M. del C. Carrefio de Ledn, S. M. Fernandez Valverde.
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3.- Determination of kinetic and thermodynamic parameters of reducing sugar
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POLYMAT (Octubre, 2017). ISSN: 2448-590X.
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XVII International Congress of the Mexican Hydrogen Society. Book of proceedings
(Septiembre, 2017). ISSN: 2448-7120, pp. 365-375.

5.- Biohydrogen production by anaerobic digestion of corn cob and stem of faba bean
hydrolysates
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Hernandez-Berriel.
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agricolas

Julio César Gémora Hernandez, Maria del Consuelo Hernandez Berriel, Maria del

Carmen Carreno de Leén, Maria del Consuelo Mainoén Salas.
Encuentro de Expertos en Residuos Sdlidos (Octubre, 2016).
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