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Resumen

Se mezclaron, en igual proporcién, pajas de frijol de las variedades Pinto villa, Pinto saltillo, Pinto mestizo
y Flor de mayo. Se determind la composicién quimica de la mezcla y se sometié a pretratamiento con
hidréxido de sodio al 0.1, 0.5 y 1.0%, a 121°C durante 30, 60 y 90 min. Las pajas pretratadas se analizaron
y sometieron a hidrolisis enzimatica durante 10 dias a 45°C y pH 4.5, utilizando una carga enzimatica
de 25 UPF/g de celulosa, de un concentrado enzimético comercial (Celluclast 1.5 L) proporcionado por
Novozyme. Los aztcares producidos se determinaron por el método de Miller y los valores obtenidos
se utilizaron para calcular el rendimiento de hidrélisis. Las condiciones éptimas de pretratamiento e
hidrélisis se obtuvieron utilizando el método de superficie de respuesta. Los resultados muestran que la
mezcla de pajas de frijol estd compuesta por 31% de celulosa, 23% de hemicelulésa y 9% de lignina, que
el pretratamiento afecta significativamente al rendimiento de hidrélisis y que la sacarificacién maxima
(98.95+8.38%) se obtuvo para un pretratamiento con 0.5% de NaOH durante 90 minutos a 121°C, con un
tiempo de hidrélisis de 240h a pH 4.5 y 45°C, utilizando una carga enzimatica de 25 UPF/g de celulosa.

Palabras clave: optimizacién, paja de frijol, hidrélisis enzimatica, pretratamiento, celulosa.

Abstract

Pinto willa, Pinto Saltillo, Pinto Mestizo and Flor de mayo straw bean varieties were mixed in equal
proportions. The mixture chemistry composition was determined and pretreated with NaOH at 0.1, 0.5
and 1.0% for 30, 60 y 90 minutes. The pretreated straw bean was subject to enzymatic hydrolysis for 10
days at 45°C and a pH of 4.5, using a cellulase enzymatic load of 25 UPF /g of cellulose, from a commercial
enzymatic concentrate (Celluclast 1.5 L) provided by Novozyme. The produced sugars were determined
using the Miller method, and the obtained values used to calculate the hydrolysis yield. The pretreatment
and hydrolysis optimal conditions were calculated using the surface response method. The results shown
that the straw bean mixture is composed by: 31% of cellulose, 23% of hemicelluloses and 90% of lignin.
The pretreatment affects significantly the hydrolysis yield. The maximum saccharification (98.95 + 8.38%)
was obtained with a pretreatment with 0.5% NaOH for 90 minutes at 121°C and hydrolysis for 240h at
pH 4.5 and 45°C, using a cellulose enzymatic charge of 25UPF /g of cellulose.

Keywords: optimization, bean straw, enzymatic hydrolysis, pretreatment, cellulose.
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1 Introduccion

El etanol es un combustible limpio cuyo uso
puede disminuir los efectos negativos del cambio
climatico ocasionado por la combustién de
petrdleo, carbén mineral y gas natural (Chang,
2007); se produce por fermentacion de los azicares
obtenidos de cana de aziicar, maiz, remolacha
y biomasa lignoceluldsica. El término biomasa
lignoceluldsica se refiere a toda la materia orgéanica
de origen vegetal o animal, que incluye materiales
procedentes de su transformaciéon natural o
artificial (Dashtban y col., 2009). La produccién
de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica
se realiza usualmente en tres etapas: hidrolisis,
fermentacién y separacién (Banerjee y col., 2010;
Godliving y Mtui 2009; Olofsson y col., 2008;
Kristensen y col., 2008; Punsuvon y col., 2008;
Galbe y Zacchi, 2002; Philippidis y Hatzis, 1997).
La hidrélisis puede realizarse con dcidos minerales
o mediante la accién concertada de enzimas
(Miller y Hester, 2007; partes I y II; Venkatesh
y col., 2010). La hidrdlisis acida depende de la
temperatura, del tiempo, de la concentracién y
tipo de acido utilizado, mientras que la hidrélisis
enzimatica estd influenciada por la especie vegetal,
sus contenidos de celulosa, hemicelulosa y lignina,
asi como por la composicién y origen del complejo
enzimético (Brethauer y Wyman, 2010; Garcia
y col., 2010; Leenakul y Tippayawong, 2010;
Loépez-Arenas y col., 2010; Megawati y col., 2010;
Taherzadeh y Keikhosro, 1997; Himmel y col.,
2007).

La biomasa lignocelulésica estd compuesta
principalmente por celulosa, hemicelulosa y
lignina (Olofsson y col.,, 2008). La celulosa es
una fuente atractiva de glucosa para la produccién
de etanol por fermentacién. En la biomasa
lignocelulésica el acceso a las fibras de celulosa
se ve impedido por las capas de hemicelulosa
y lignina (Venkatesh y col., 2010). Por
ello, la hidrdlisis enzimatica de estos materiales
requiere que sean sometidos a un tratamiento
previo llamado pretratamiento, el cual puede ser
fisico, fisicoquimico, quimico o biolégico (Saha
y col., 2005; Tucker y col., 2003; Keller y col.,
2003; Schell y col., 2003; Silverstein y col.,
2007). El pretratamiento de la biomasa incluye
normalmente una reduccion de tamano por picado
y/o molido y una humectacién quimica con dlcali
o acido. Un pretratamiento efectivo aumenta la
porosidad del material, disminuye la cristalinidad

de las fibras de celulosa, remueve la hemicelulosa
y reduce la cantidad de lignina presente. El
tipo y condiciones del pretratamiento determinan
la liberacién de aztcares simples durante la
hidrélisis enzimaética y por consecuencia, el
rendimiento de etanol producido; debido a
lo anterior, el pretratamiento es la etapa
més importante en la produccién enziméatica
de azucares fermentables. El pretratamiento
con 4acido sulfirico diluido a temperatura
elevada disuelve la hemicelulosa, redistribuye
la lignina e incrementa la cristalinidad y
alineamiento de la celulosa, aumentando la
digestibilidad del material (Venkatesh y col.,
2010). El pretratamiento alcalino rompe los
enlaces ester entre lignina, hemicelulosa y celulosa,
evita la fragmentaciéon de los polimeros de
hemicelulosa, remueve lignina y hemicelulosa
y aumenta la accesibilidad de las enzimas
a la celulosa (Hahn-Hagerdal y col., 2006;
Gaspar y col.,, 2007; Taherzadeh y Keikhosro,
2007, II); este pretratamiento es mas efectivo
sobre residuos agricolas que sobre recursos
maderables (Taherzadeh y Keikhosro, 2007, ).
Los rendimientos de etanol a partir de materiales
lignocelulésicos dependen del tipo de biomasa
utilizada (Ghosh y col., 2000; Sims, 2003; Buffiere
y col., 2006; Taherzadeh y Keikhosro, 2007, 1 y
IT). Actualmente no se conoce un procedimiento
general para el pretratamiento de materiales
lignoceluldsicos; las distintas especies de biomasa
requieren de diferentes procedimientos (Hahn-
Hagerdal y col., 2006), por ello, sigue siendo
un desafio hacer costeable el proceso industrial
de conversién de lignocelulésicos a combustibles
biolégicos.

En la actualidad, México necesita iniciar con la
produccién de etanol a gran escala, sin embargo,
el costo de la materia prima, el elemento mas
importante de los costos de produccion, es un
factor limitante. Este costo puede disminuirse si
se utilizan como materias primas a los desechos
industriales, municipales y/o a los esquilmos de la
produccién agricola, como el rastrojo de maiz, el
bagazo de cana y las pajas provenientes del cultivo
de cereales y leguminosas.

El cultivo de frijol es una actividad
econémica muy importante para México;
anualmente  se  producen  alrededor  de
1000  millones de toneladas de  grano
(http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx) y
1,500 millones de toneladas de paja. Actualmente,
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la paja de frijol se utiliza como alimento de
rumiantes, a pesar de que su digestibilidad in vivo
es baja (36.2% del contenido de carbohidratos
totales). Por otra parte, el contenido de celulosa
y hemicelulosa de las pajas es elevado (60.6%
y 14.5%, respectivamente). Comparando estos
valores se observa que el uso que se estd dando
a la paja de frijol provoca que se desperdicie
mas de la mitad de los carbohidratos utilizables
contenidos en ella (Ramirez y col,, 2002). Un
calculo rdpido muestra que de la paja de frijol
es posible obtener alrededor de 400 millones de
litros de etanol por ano. Considerando que la
paja de frijol es un material lignocelulésico con
potencial para ser usado como materia prima para
la produccion de etanol combustible, el objetivo
del presente trabajo es determinar las condiciones
6ptimas de pretratamiento que permitan obtener
el maximo rendimiento de azicares fermentables
por hidrélisis enzimatica de una mezcla de pajas
de frijol de las variedades Flor de mayo, Pinto
Villa, Pinto mestizo y Pinto Saltillo.

2 Metodologia

2.1 Materia prima

Las pajas de frijol de las variedades: Flor
de mayo, Pinto Villa, Pinto mestizo y Pinto
Saltillo, fueron proporcionadas por el Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas, Forestales
y Pecuarias (INIFAP), delegacién Durango. Estas
se lavaron y secaron a 110°C durante 24h, se
molieron en un molino de cuchillas (RETSCH
GM 200) hasta un tamano de particula tal,
que pasé por la malla 20 y se retuvo en la
malla 40 (0.841 mm). Las pajas molidas se
mezclaron en igual proporcion y la mezcla se
conservé a temperatura ambiente en frascos de
vidrio cerrados herméticamente. Se determiné
su composicién quimica por duplicado (celulosa,
hemicelulosa, lignina, humedad, materia seca,
grasa, proteina cruda, cenizas y extracto libre de
nitrégeno), utilizando los métodos reportados en
el manual de métodos analiticos del AOAC (2000).

2.2 Pretratamiento

En esta etapa se mezclaron 10g de la mezcla
de pajas con 100 mL de NaOH al 0.1, 0.5 y
1.0%, se calentaron a 121°C durante 30, 60 y
90min, se enfriaron a temperatura ambiente, se
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lavaron hasta que el pH del agua de lavado se
aproximé a la neutralidad, se pesaron en htimedo,
se secaron a 70°C durante 24h y se almacenaron
a temperatura ambiente en frascos de vidrio
cerrados herméticamente. Las pajas pretratadas
se analizaron para determinar por duplicado sus
contenidos de celulosa, hemicelulosa, lignina, y
cenizas, utilizando los métodos reportados en el
manual de métodos analiticos del AOAC (2000).
Los resultados se expresaron en base seca.

2.8  Hidrolisis enzimatica de la mezcla de
pajas pretratadas

La hidrdlisis de las pajas de frijol pretratadas
se realiz6 utilizando el complejo enzimético
Celluclast 1.5 L, proporcionado por NOVOZYME.
Para ello, se determiné la actividad enzimatica
del complejo (potencia requerida para liberar 1
pumol de glucosa por minuto) por el método del
papel filtro (Reese y Maguire, 1969; Mandels y
col., 1976). Los azucares producidos durante la
hidrélisis de éste se determinaron por el método
de Miller (1959), para utilizarse en el célculo de la
actividad enzimética del complejo (Ec. 1).

(1.5mL)(10)
(1h)(0.180mg/ ttmeie ) (0.5mL)(0.60min /h)

(Concentracién de glucosa en mg/mL) (1)

Se determiné la cantidad de muestra pretratada
necesaria para proporcionar 0.5 g de celulosa (Ec.
2), el volumen de solucién enzimdtica necesario
para lograr 25 UPF por g de celulosa (Ec. 3) y
el volumen de buffer de acetatos 0.1M, de pH 4.7,
requerido para obtener un volumen de reaccién de
10 mL (Ec. 4). La mezcla de estos componentes,
adicionada con 1 mL de azida de sodio al 0.1%
m/v, se colocé en frascos de pldstico de 20 mL y
se incubd a 50°C y 80rpm durante 0, 4, 8, 12, 24,
48, 72,96 y 168h (Se consider6 que la densidad de
la muestra pretratada es igual a 1g/mL).

0.5 de celulosa

P = 2
muestre = g de celulosa/g de muestra @)
25 UPF /g
Vsol.enz. ~ Actividad enzimatica del extracto (3)
(UPF/mL)
Vbuffe?“ = Vreaccio’n - [Pmuestra + VsolAenz.
+ VAzida de sodio] (4>

Concluida la hidrdlisis, los hidrolizados se aforaron
a 100 mL con agua destilada, se determind su
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contenido de aztucares reductores por el método
de Miller (1959) y se calculé el rendimiento de
hidrolisis (Ec. 5).

CrFVge
me

Ry = [ } 100 (5)

2.4  Andlisis estadistico

Se determiné el efecto de las condiciones de
pretratamiento sobre la eficiencia de hidrdlisis,
sometiendo los resultados a andlisis de varianza
(ANDEVA). Las condiciones Optimas de
pretratamiento (concentraciéon de NaOH y tiempo
de pretratamiento e hidrdlisis) se determinaron
mediante el procedimiento de superficie de
respuesta. El analisis estadistico se realizé con
el software Stastistica, ver. 5.0.

3 Resultados y discusion

3.1 Composicion quimica de la mezcla de

pajas de frijol

En la Tabla 1 se muestran los contenidos de
celulosa, hemicelulosa y lignina de la paja de
frijol (valores experimentales), de trigo y sorgo
dulce (Ballesteros y col., 2004), de arroz (Saha
y col., 2005), de madera de dlamo (Cantarella
y col., 2004), de rastrojo (Olofsson y col., 2008)
y mazorcas de maiz (Nabarlatz y col,, 2004).
La comparacién de resultados muestra que los
contenidos de celulosa y lignina son mas bajo
para las pajas de frijol que para el resto de los
materiales lignocelulésicos mostrados, en tanto
que el contenido de hemicelulosa es menor que las
de sorgo dulce, paja de trigo y mazorcas de maiz.

El contenido de carbohidratos totales es mas alto
que el de la paja de arroz, pero més bajo que la de
los otros materiales. De lo anterior se desprende
que la composicion de la mezcla de pajas de frijol
(Pinto villa, Pinto saltillo, Pinto mestizo y Flor de
mayo) es muy parecida a la de la paja de arroz.

3.2  Efecto de las condiciones de
pretratamiento sobre la composicion
quimica de la paja de frijol

En la Tabla 2 se muestra la composiciéon quimica
de la mezcla de pajas después someterlas a
los diferentes tratamientos. El analisis de
varianza dio como resultado, con una p < 0.05,
que las cenizas, las proteinas y la lignina no
se ven afectadas de manera significativa por
las condiciones de pretratamiento utilizadas,
que las concentraciones de NaOH influyen
significativamente en las proporciones de celulosa,
hemicelulosa y extraibles, en tanto que el
tiempo de pretratamiento afecta tinicamente a los
contenidos de celulosa. El anélisis gréfico de los
resultados (Fig. 1) muestra que el pretratamiento
redujo el peso del material pretratado en un
30%. Esta disminucién ocurrié a expensas de los
contenidos de hemicelulosa, cenizas y extraibles.
Los resultados concuerdan con los reportados para
maderas latifoliadas (Fengel y Wegener, 1984);
para estas, la remocién de lignina es dificil, pero
en cambio ocurre una hidrélisis hasta de un 50%
de hemicelulosa y un hinchado sustancial de la
celulosa, lo que ocasiona que ésta ultima esté
mas disponible para el ataque hidrolitico de las
celulasas. Los pretratamientos alcalinos utilizan

Tabla 1. Comparacién de los contenidos de celulosa, hemicelulosa y lignina de la mezcla de pajas de
frijol' (Pinto willa, Pinto saltillo, Pinto mestizo y Flor de mayo), con los reportados en la literatura
para la madera de dlamo, las pajas de trigo, sorgo dulce y arroz, el rastrojo y las mazorcas de maiz.

Material lignocelulésico  Celulosa (%)

Hemicelulosa (%)

Lignina (%) Bibliografia

Paja de trigo 35.80 26.80 16.70 Ballesteros y col. (2004)
Sorgo dulce 44.60 25.30 18.00
Madera de dlamo 48.90 17.30 27.70 Cantarella y col. (2004)
Rastrojo de maiz 36.40 22.60 16.60 Olofsson y col. (2008)
Mazorcas de maiz 38.50 32.80 18.70 Nerbalatz y col. (2004)
Paja de arroz 35.62 11.96 15.38 Saha y col. (2005)
Paja de frijol! 30.64 + 0.12 23.14 + 0.74 9.35 + 0.03 Resultados
experimentales

'Promedio de dos repeticiones + la desviacién estandar.
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Fig. 1: Efecto del pretratamiento sobre la composicién quimica de la mezcla de pajas de frijol (Pinto
villa, Pinto saltillo, Pinto mestizo y Flor de mayo). En el testigo se muestran los resultados obtenidos
para la composicién quimica de la mezcla de pajas sin tratar. Las condiciones en que se realizaron los
pretratamientos se especifican en la tabla que aparece debajo del eje de las abscisas.

temperaturas y presiones mdas bajas en
comparacion con otras tecnologias, y adin es
posible realizarlos a temperatura ambiente, pero
el tiempo aumenta de minutos o segundos a horas
o incluso dias (Lynd y col., 2002).

3.8 Hidrdlisis enzimatica de la mezcla de
pajas sometida a pretratamiento

El pretratamiento alcalino rompe los enlaces
hemicelulosa-lignina, ocasionando que se reduzcan
los contenidos de lignina y hemicelulosa en la
biomasa pretratada, que se altere la estructura
de la lignina residual y que se aumente la
porosidad y la superficie interna de la biomasa;
que disminuya el grado de cristalinidad de la
celulosa y que se facilite la penetracién de las
moléculas de agua a las capas interiores de la
biomasa, facilitando asi el ataque enzima&tico
de la celulosa por las celulasas (Silverstein y
col., 2007). Los datos reportados en la Tabla
3 muestran el comportamiento de la hidrdlisis
enzimatica de la mezcla de pajas de frijol, en
funcién de la concentracion de NaOH y del
tiempo de pretratamiento. El andlisis de varianza
(Tabla 4) muestra que la concentracién de NaOH,
el tiempo de pretratamiento y su interaccién

afectan significativamente a los rendimientos de
hidrélisis (p < 0.05). La sacarificacién méxima
(98.95+8.38%) se obtuvo para el pretratamiento
con 0.5% de NaOH, a 121°C durante 90 minutos;
utilizando 240h para la hidrdélisis, con una carga
enzimdtica de 25 UPF/g de celulosa; un pH y
una temperatura de hidrélisis de 4.5 y 45°C,
respectivamente.

En la Fig. 2 se muestra la grafica de superficie
de respuesta, para el rendimiento de sacarificacién
en funcién de la concentracion de NaOH y del
tiempo de hidrélisis.  El modelo estadistico
que la representa (Ec. 6), permitié obtener
las condiciones 6ptimas de pretratamiento para
la hidrélisis enzimatica del material pretratado
(0.66% de NaOH durante 72 min, a 120°C). De
acuerdo al modelo, en las condiciones éptimas es
posible obtener un rendimiento méximo de 99%
de azucares reductores.

Z = —7.812 4+ 154.791z + 1.536y — 73.174x
—0.775zy — 0.007y> (6)

Este rendimiento es notablemente mayor que
el reportado por Saha y Cotta (2006) para la
hidrélisis de cascarilla de arroz pretratada con 1%
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Tabla 3. Rendimiento de azicares reductores para la mezcla de pajas pretratada (Flor de mayo, Pinto
Villa, Pinto mestizo, Pinto Saltillo), en funcién de la concentracién de NaOH y del tiempo de
pretratamiento. Los valores reportados son el promedio de dos repeticiones + la desviacién estandar. Los
rendimientos obtenidos se expresaron con respecto al contenido total de celulosa en la mezcla de pajas
sin pretratar.

NaOH t Rg1 % Ryga % Ry
(%)  (min) (m/m) (m/m) Promedio Desv estd
0 0 66.64 86.11 76.37 13.77
0.10 30 88.51 95.14 91.82 4.69
0.10 60 86.39 82.16 84.28 2.99
0.10 90 80.61 84.70 82.65 2.89
0.50 30 92.32 90.06 91.19 1.60
0.50 60 82.72 93.87 88.30 7.88
0.50 90 93.02 104.88 98.95 0.38
1.00 30 100.36 79.76 90.06 14.57
1.00 60 90.62 91.61 91.12 0.670
1.00 90 93.32 97.82 95.07 3.89

Tabla 4. Anélisis de varianza (ANDEVA) de los resultados obtenidos para el rendimiento de
hidrélisis expresados como % de azticares reductores, de las mezclas de pajas de frijol (Flor de
mayo, Pinto Villa, Pinto mestizo, Pinto Saltillo), pretratadas con distintas concentracién de
NaOH (0.1, 0.5 y 1%), durante tiempos de 30, 60 y 90 min a 121°C. Resumen de todos los efectos.

Efecto GL Efecto CM Efecto GL Error CM Error F Nivel-p
NaOH (%) 2 1290.6 9 45.0963  28.6187 0.00013
t (min) 2 693.069 9 45.0963  15.3686 0.00125
NaOH-t 4 499.492 9 45.0963  11.0761 0.00158

a3 BRE

Fig. 2: Grafico de superficie de respuesta que muestra el comportamiento del rendimiento de hidrolisis
de la mezcla de pajas de frijol (Flor de mayo, Pinto Villa, Pinto mestizo, Pinto Saltillo), en funcién de
la concentracién de NaOH y del tiempo de pretratamiento, a 121 °C. Los rendimientos se expresaron con
respecto al contenido total de celulosa en la mezcla de pajas sin pretratar.
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de HySO4 v/v, durante 60 min, a 121°C (40%,
en funcién del contenido total de carbohidratos)
y su posterior hidroélisis con una mezcla de
celulasa y [-glucosidasa (Celluclast, Novozyme
188), durante 72h a 121°C (45% en funcién
del contenido total de carbohidrato), lo cual
demuestra que la utilizacién de hidréxido de
sodio para el pretratamiento de materiales
lignocelulésicos es una alternativa que puede
substituir al pretratamiento con acido sulftrico
(Silverstein y col., 2007).

3.4 Cinética de hidrolisis

Con el propdsito de validar el modelo se realizd
la cinética de hidrélisis de la mezcla de pajas
(Fig. 3), en las condiciones Optimas de
pretratamiento previamente encontradas (0.66%
de NaOH durante 72 min, a 120°C). Como se
observa, el rendimiento mdximo (92+5%) fue
obtenido después de 168h de hidrdlisis. Este
valor es muy parecido al rendimiento predicho por
el modelo (99% de azticares reductores), en las
mismas condiciones de hidrélisis, lo que demuestra
que el modelo de optimizacién (Ec. 6), puede
ser utilizado para describir el comportamiento de
hidrélisis en el rango experimental probado. La
Fig. 3 muestra que es posible detener el proceso
de hidrdlisis a las 48 horas, con una pérdida
de rendimiento de 15 % de azucares reductores,
pero con una reduccién de 120h en el tiempo de
hidrélisis. El rendimiento de aziicar para estas
condiciones fue de 83.76% m/m. Este rendimiento
es 1.86 veces mayor que el obtenido en 2005
por Saha y col. (45%), para la hidrdlisis de
cascarilla de arroz pretratada con HySO4 (1%,
v/v), a 121°C, durante 60 min, e hidrolizado
con una combinacién de celulasa y [-glucosidasa
(Celluclast, Novozyme 188), durante 72h. Aunque
el tiempo de pretratamiento es 12 minutos mayor,
la concentraciéon de NaOH es baja (0.66%) y el
tiempo de hidroélisis es 24h menor. Se ha reportado
que la utilizacién de NaOH para el pretratamiento
de materiales lignocelulésicos es una alternativa
para el pretratamiento con HySOy (Silverstein y
col., 2007). Sin embargo, la utilizacién de dlcalis
esta limitada porque estos se convierten en sales
irrecuperables o se incorporan como sales en la
biomasa (Lynd y col., 2002). Cabe destacar que
el rendimiento obtenido para la hidrdlisis de la
mezcla de pajas de frijol sin pretratar fue de
76,37+13.775 (Tabla 3), el cual es comparable con
los rendimientos de hidrolisis que se reportan en

la literatura (Saha y col., 2005, Silverstein y col.,
2007). Lo anterior es particularmente importante,
debido a que el costo del pretratamiento es uno de
los principales factores que encarecen el proceso
de produccién de etanol (Balat y col,, 2008).
Lo anterior muestra que la paja de frijol es
una materia prima sumamente atractiva para la
produccién de etanol combustible.

Los rendimientos de azicar obtenidos para la
hidrélisis enzimatica de la mezcla de pajas de
frijol pretratada con 0.66% de NaOH durante 60
min (92.5+3.3%) son mayores que los reportados
por Hamelink y col., (2005). Sin embargo, el
tiempo de hidrolisis (168h), es considerablemente
mayor (132h) que el reportado por ellos (36h). No
obstante, el rendimiento de azicares obtenido en
48h de hidrodlisis de la mezcla de pajas de frijol
es comparable con el reportado por Hamelink y
col., (2005) para 1.5 dfas de hidrdlisis con celulasas
(Tabla 5).

~110
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- 80 * Tf/
Z 70 1
260 —1 /f/ v=1542Intg = 1542
=
= R2=0.943
Z 5 ,g;/
S 40
= 30
2 20
g
E 10
£ 0
0 50 100 150 200
tiempo (h)

Fig. 3: Comportamiento cinético de la hidrdlisis
enzimdatica de la mezcla de pajas de frijol (Flor
de mayo, Pinto Villa, Pinto mestizo, Pinto
Saltillo) pretratada en las condiciones optimas
previamente determinadas (Concentraciéon de
NaOH: 0.66%, temperatura: 120 °C y tiempo:
160h).

Conclusiones

El pretratamiento con NaOH reduce los
contenidos de hemicelulosa y deja préacticamente
intactos los contenidos de celulosa y lignina. El
rendimiento méximo de azicares reductores fue
de 92+5% para la hidrdlisis enzimdtica de la
paja de frijol pretratada con 0.66% de NaOH a
120°C, durante las 168h de hidrolisis. Es posible
detener el proceso de hidrélisis a las 48 horas, a
expensas de una pérdida de 15% de rendimiento.
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Tabla 5. Comparacién de los resultados obtenidos para el rendimiento de hidrolisis de la mezcla de
pajas de frijol (Flor de mayo, Pinto Villa, Pinto mestizo, Pinto Saltillo), pretratada en las
condiciones optimas previamente determinadas (Concentracién de NaOH: 0.66%, temperatura: 120
°C y tiempo: 160h), con los valores reportados en la literatura para materiales lignoceluldsicos.

Procesos de hidrdlisis Consumibles T °C Tiempo Rendimiento de glucosa (%)
Enzimética Celulasa 50 1.5 dias 75-95

Acido diluido < 1% de HySO4 215 3 min 5-70

Acido concentrado 30-70% de HySO4 40 2-6 dias 90
Experimental Celluclast 1.5 L 50 7 dias 92.5+3.3

Fuente: Hamelink y col., (2005). Resultados experimentales

El rendimiento obtenido para la hidrolisis de
la mezcla de pajas de frijol sin pretratar
(76,37+£13.775), la sitia como una materia
prima sumamente atractiva para la produccién
de etanol combustible, toda vez que el costo
del pretratamiento es uno de los principales
factores de costo de este proceso. Los
rendimientos expresados como porcentaje de
azlicares reductores, en las condiciones de
pretratamiento encontradas, permiten afirmar que
la paja de frijol puede ser utilizada como substrato
para la produccién de azicares fermentables y
por tanto de etanol combustible. Los modelos
obtenidos para el pretratamiento y la cinética
de hidrdlisis pueden ser utilizados para explicar
el comportamiento de la misma en el espacio
experimental investigado.

Nomenclatura

me mg de celulosa en la mezcla de
reaccién.

Cr Concentracién de azicares reductores
obtenidos a partir de la curva tipo
(mg/mL).

F Factor de dilucién utilizado =10.

Ry Rendimiento de hidrdlisis (% m/m).

Vio Volumen de reaccién ajustado =
100mL.

X NaOH (%)

Y tp (min)

Z Rendimiento de azicares reductores
(% m/m)

NaOH Concentracién de la solucién de
NaOH utilizada en el pretratamiento
(% m/v)

t tiempo de pretratamiento (min)

Ry rendimiento de hidrolisis replica 1 (%

m/m)
Rpyo rendimiento de hidrélisis replica 2 (%
m/m)
Ry rendimiento de hidrélisis promedio
(% m/m)
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