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Resumen

La industria de palma de aceite en Colombia, primera en produccién en Latino América y cuarta a
nivel mundial, genera cerca de 11,6 a 15% de fibra prensada respecto a la carga inicial de los frutos
procesados, residuo que presenta una estructura compleja compuesta de lignina, hemicelulosa y
celulosa; haciéndolo susceptible de ser procesado para la obtencién de diversos productos
biotecnolégicos de alto valor agregado. En este trabajo se evaluaron los ensayos para la obtencién
de aziicares fermentables a partir de la fibra prensada de palma, realizando un pre-tratamiento
biolégico en combinacién con agua caliente. IEn el primero de ellos se evalué la fermentacién en
estado sélido del hongo P. ostreatus en medio de cultivo Kirk a la cuarta semana de tratamiento y
en el segundo pre-tratamiento se evalué un disefio de superficie de respuesta variando la
temperatura, tiempo y carga-concentraciéon de sélidos; encontrdndose un punto maximo a los 213°
C, 1.6 min y 3.3 g de sélidos/100 mL de solucién, para la produccién de azicares fermentables
(glucosa més xilosa) obtenidos tanto en la fraccién sélida como liquida. Después se evalué la
combinacién de estos dos pre-tratamientos encontrandose: un porcentaje de sacarificacién de 55,4
gramos de glucosa en la hidrolisis enzimdtica/100 gramos de glucosa potencial en la fibra pre-
tratada y el parametro mds relevante: el rendimiento global de aztcares fermentables de 37,8
gramos/ 100 gramos de materia prima; los resultados hallados ratifican el potencial de este residuo
para la produccién de aztcares aplicando la combinacién de los dos pre-tratamientos: biolégico
seguido por agua caliente, los cuales presentan ventajas ambientales y econémicas.

Palabras clave: fibra prensada de palma, pre-tratamiento biolégico, pre-tratamiento agua caliente,
hidrélisis enzimatica, aztcares fermentables.

Abstract

The oil palm industry in Colombia, first in production in Latin America and fourth worldwide,
generates about 11.6 to 15% of wallboard over the initial load of processed fruits, this residue has a
complex structure lignin, hemicellulose, cellulose and is liable to be prosecuted for obtaining
various biotech products with high added value. In this work we assessed the trials for obtaining
fermentable sugars from palm pressed fiber, making a pre-biological treatment in combination
with hot water. In the first of which was evaluated in solid state fermentation of the fungus P.
ostreatus in culture medium Kirk to the fourth week of treatment and the second pre-treatment was
assessed a response surface design by varying the temperature, time and load-solids concentration,
finding a peak at 213 ° C, 1.6 min and 3.3 g of solids/100 mL of solution, maximizing the
production of fermentable sugars (glucose plus xylose) obtained in both solid and liquid fraction.
Then evaluated the combination of these two pre-treatments were found: a percentage of
saccharification of 55.4 grams of glucose in the hydrolysis enzymatic of glucose/100 grams fiber
potential in pre-treated and the most important parameter, the overall yield of fermentable sugars
as 37.8 grams/ 100 grams of raw material on the findings confirm the potential of this residue for
the production of sugars using a combination of the two treatments: biological, followed by hot
water, which have environmental benefits and economic.

Keywords: palm press fiber, biological treatment, liquid hot water treatment, enzymatic
hydrolysis, fermentable sugars.
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1. INTRODUCCION

Actualmente, la produccién de aztcares fermentables enfrenta una crisis socio-energética
ya que estos derivan exclusivamente del sector alimenticio. Una alternativa atractiva es la
produccién a partir de materiales lignocelulésicos, ya que estos no compiten directamente
con los alimentos destinados al consumo humano y animal y, permite aprovechar grandes
cantidades de biomasa que generan los procesos agroindustriales. La industria de palma
de aceite en Colombia, primera en produccién en Latino América y cuarta a nivel mundial,
genera cerca de 11.6 a 15% de fibra prensada de palma respecto a la carga inicial de los
frutos procesados (Garcia, et al, 1997). Los materiales lignocelulésicos presentan
estructuras complejas compuestas de lignina, hemicelulosa y celulosa, siendo matrices
resistentes al ataque microbiano debido a la interaccién entre sus componentes y a la
cristalinidad de la celulosa. Por esta razén, el proceso de obtencién de aztcares
fermentables a partir de estas materias primas comprende dos etapas: pre-tratamiento e

hidrélisis.

En el pre-tratamiento sea fisico, quimico, térmico o biol6égico, se busca aumentar el area
superficial, reducir la cristalinidad de la celulosa y disociar el complejo celulosa-lignina.
Esta operacién favorece la exposicién del sustrato a la segunda etapa del proceso, la
hidrolisis, la cual puede ser 4cida o enzimdtica. Dentro de los pre-tratamientos que
incrementan la digestibilidad de la biomasa lignocelulésica se encuentran los siguientes:
mecanicos, térmicos (explosién con vapor y agua caliente), acidos, alcalinos, de oxidacién y
combinaciones de estos (Hendriks et al, 2008). Ademas, existe el pre-tratamiento biolégico
que usa hongos o bacterias deslignificadoras tales como el Phanerochaete chrysosporium,
Ceriporia lacerata, Cyathus stercolerus, Ceriporiopsis subvermispora, Pycnoporus cinnarbarinus y
Pleurotus ostreatus; a través, de la accién de enzimas ligninasas y peroxidasas (Kumar et al.,
2009). Este altimo pre-tratamiento requiere un bajo consumo de energifa, bajo costo de
capital, sin necesidad de productos quimicos, presentando condiciones ambientales suaves,
ademds de reduccién en la concentracién de inhibidores de fermentacién (Alvira et al,

2009), sin embargo, para que sea eficaz en cuanto al rendimiento asociado a los costos,
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manejo medioambiental y tiempos de residencia dentro del proceso, debe ser usado en

combinacién con otros pre-tratamientos.

Dentro de la segunda etapa del proceso, la hidrdlisis, puede ser 4cida o enzimética. La
primera de ellas presenta mayores rendimientos de producto expresado como glucosa
obtenida, pero muestra inconvenientes operativos tales como corrosién de equipos y
costos asociados a la disposicién ambiental de los residuos. Por el contrario, el empleo de
complejos enzimaticos no presenta las dificultades mencionadas en la hidrélisis acida. A
partir de estas caracteristicas de las etapas, surge una pregunta de investigacién: gcual
puede ser el proceso que combine pre-tratamientos biolégicos con agua caliente para

tacilitar la hidrélisis enzimatica de fibra prensada de palma hasta azicares fermentables?

En este trabajo se planteé llevar a cabo un proceso previo a la hidrélisis enzimatica de la
fibra prensada de palma hasta azicares fermentables, que combinara pre-tratamientos
biolégicos con agua caliente. Para esto se caracterizé la fibra prensada de palma en su
contenido de lignina, hemicelulosa y celulosa, se establecié6 una combinacién de pre-
tratamiento biol6égicos con agua caliente previo a la hidroélisis enzimatica, se identificaron
compuestos inhibidores del proceso de crecimiento de microorganismos en los liquidos
obtenidos en los pre-tratamientos y finalmente se evalué el grado de hidrélisis sobre el

material pre-tratado para obtener azicares fermentables.

Investigaciones previas han estudiado el pre-tratamiento con agua caliente, donde se ha
optimizado variables de produccién tales como: temperatura y tiempo de residencia en
materiales como paja de trigo; la reaccién la llevaron a cabo en temperaturas de 170, 195 y
220° C y tiempos de residencia de 0, 20 y 40 min; encontrandose recuperaciones para los
azucares derivados de la hemicelulosa del orden de 43,6% y un rendimiento de hidrolisis
enzimatica del 79.8% (Pérez et al, 2008). En cuanto al pre-tratamiento biolégico,
investigaciones de la Universidad Jorge Tadeo Lozano han logrado deslignificacién del

43.1% de raquis de palma (Ospina y Pifieros, 2007). En otro trabajo se observé el potencial
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del pre-tratamiento biolégico utilizando Phanerochaete chrysosporium sobre tallos de
algodoén en cultivo sumergido y en cultivo en estado sélido, con un porcentaje del 19.4% y
85.5% de degradacion de la lignina (Shi et al, 2008). Finalmente, se ha reportado que el
90% de los carbohidratos presentes en la fibra prensada pueden ser liberados luego de un
pre-tratamiento de deslignificacién con vapor (Yojiro et al, 1990), ratificando el potencial
que presentan estos residuos agroindustriales para la produccién de aztcares
termentables, que posteriormente pueden ser empleados por microorganismos para la

produccién de productos de alto valor agregado.

Debido a las grandes cantidades de biomasa generadas por la industria de la palma de
aceite a nivel nacional, es necesario desarrollar la investigacién planteada, ya que esta
biomasa es quemada en las calderas provocando dafios al medio ambiente (emisiones de
diéxido de carbono) y en el caso de la fibra prensada de palma, es dispuesta en campo,
provocando proliferaciéon de plagas. La utilizacién adecuada de esta biomasa de
caracterfsticas lignocelulésicas, permitirfa el desarrollo de nuevos procesos para la
produccién de glucosa y xilosa, presentando opciones de valor agregado a los residuos de

una industria colombiana tan importante como la de palma de aceite.
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2. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

2.1 Palma de aceite

La palma de aceite es una planta tropical propia de climas célidos que crece en tierras por
debajo de los 500 metros sobre el nivel del mar. Su origen se ubica en el golfo de Guinea
en el Africa occidental. De ahi su nombre cientifico, Elaeis guineensis Jacq, y su

denominacién popular: palma africana de aceite.

La expansién del cultivo en Colombia ha mantenido un crecimiento sostenido. A mediados
de la década de 1960 existfan 18.000 hectdreas en produccién y hoy existen mas de
860.000 hectdreas (a 2010) en 73 municipios del pafs distribuidos en cuatro zonas

productivas (Fedepalma, 2010):

e Norte - Magdalena, Norte del Cesar, Atlantico, Guajira
e Central - Santander, Norte de Santander, sur del Cesar, Bolivar
e Oriental - Meta, Cundinamarca, Casanare, Caqueta

e Occidental — Narifio

Los departamentos que poseen mas area sembrada en palma de aceite son en su orden son:
Meta, Cesar, Santander, Magdalena, Narifio, Casanare, Bolivar, Cundinamarca y Norte de
Santander. Colombia es el primer productor de palma de aceite en América Latina y el

cuarto en el mundo.

El procesamiento de la palma de aceite, se ilustra en la Figura 2-1, los racimos con los
frutos frescos son tratados térmicamente con vapor en un autoclave horizontal de contacto
directo, a 140 °C por 50 min, la esterilizacién inactiva las enzimas (lipoliticas) que causan
el desdoblamiento del aceite y afloja los frutos. Los racimos son alimentados a un tambor
rotatorio (desfrutador), el tambor gira sobre un eje central con los racimos que golpean los
barrotes y producen el desprendimiento de los frutos. De este proceso se generan los

racimos o tusas vacfas o raquis (17.7-26.1% de la carga inicial). Posteriormente los frutos
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se transportan a los digestores 6 cilindros verticales provistos de agitacién a baja
revolucién donde se adiciona agua a 80° C; allf se liberan las nueces para la extraccién del
aceite de palmiste y la masa de los frutos pasa al proceso de prensado mecéanico. La masa
s6lida que resulta de la prensa se llama fibra prensada y constituye el segundo residuo
lignocelulésico principal (11.6-15% de la carga inicial). Finalmente, el aceite pasa al
proceso de decantacién y clarificaciéon. En Colombia, la generacién de residuos
lignocelulésicos de palma de aceite es de aproximadamente siete millones de toneladas al

ano.

Figura 2-1 Diagrama esquematico de la extracciéon de aceite de palma. FFB: racimos de los frutos frescos,
EFB: racimos de los frutos vacios, PPF: fibra de palma prensada, PKS: cdscara del palmiste, PKC: torta de
palmiste, PKO: aceite de palmiste (Gutiérrez et al., 2008 modificado).

Condensado
ESTERILIZADOR
DIGESTOR
TRILLADOR == =
TAMBOR
[TORNILL |
PRENSA W Pure fruto
—_—— —
PPF !
prensadaclcmN P PKS
Aceite crudo |
DECANTADOR LLutos | PKC
Secos
Granos PKO
} Cracker
Filtro |
Solid: ’ A Molienda
,D = Secadory |
. finos e
Sedimento |
> [ p.| Biodiesel
- Aceite deshidratado production
Lodo Q
Tratamiento  Centrifuga M |_ Bioethanol
Efluentes Torta decantada - production
Efluente

tratado

Por otra parte Abdul et al., 2002, reportan que en promedio, por cada tonelada de racimos

de frutos frescos (FFB) procesados, se producen 200 Kg de racimos de frutos vacios (EFB),
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670 Kg de efluente de aceite de palma (POME), 120 Kg de fibra del mesocarpio, 70 Kg de
cascara y 30 Kg de torta de los granos de palma (PKC).

2.2 Fibra prensada de palma

El proceso de extracciéon del aceite de palma lleva a la formacién de muchos sub-productos
y residuos que tienen un potencial econémico. Estos productos, sub-productos y residuos
se ilustran en la Figura 2-2 junto con sus aplicaciones actuales y potenciales. Los racimos
de frutos vacios “EFB”, por sus siglas en ingles, son el residuo sélido que es producido en
mayor cantidad. Su composicién se muestra en la Tabla 2-1 acorde a los datos de Abdul
Aziz et al, 2002 y Wan et al, 2004. Debido a su alto contenido de humedad, este material
no es apropiado como combustible. Por esta razén, se usa frecuentemente como abono. El
compostaje ha sido sugerido como una opcién para producir abono de alta calidad de los
EFB. La utilizacién de los EFB como substrato para el cultivo de setas por fermentacién
en estado sélido, también se ha propuesto. En este caso, no se requieren tratamientos
previos al material (Gutiérrez et al, 2008). Ademas, el material que queda después de la
cosecha de setas presenta mejores propiedades fertilizantes. Por otro lado, la fibra
resultante de la separacién del prensado de la torta: fibra prensada de palma, “PPF” por
sus siglas en inglés; tiene un importante contenido de complejo lignocelulésico y un
menor contenido de humedad, véase Tabla 2-1. El aceite retenido en la fibra hace que este
material sea una buena fuente de combustible sélido. Cuando en las instalaciones del
procesamiento de la palma se produce tanto vapor de proceso como electricidad, la
cantidad total de PPF se somete a combustién. Sin embargo, si solo se produce vapor, el
70% de los PPF se quedan sin uso y se convierten en residuo (Prasertsan et al., 1996). De
esta manera la biomasa contenida en los EFB y PPF puede ser utilizada para la produccién
de azuicares fermentables. Algunos estudios reportan que estos residuos contienen 0.69 g
de aztcares fermentables/g de material seco para los racimos vacios, mientras que para la
fibra el valor es de 0.42, valores prometedores para la produccién de etanol, una de las

posibles aplicaciones entre otras (Bic-Biocentrum-DTU 2006).
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Figura 2-2 Productos, sub-productos y residuos obtenidos durante el procesamiento del aceite de palma.
Las formas con bordes continuos corresponden a las aplicaciones actuales de productos y subproductos. Las
formas con bordes discontinuos corresponden a posibles aplicaciones. Gasf’ gasificacion, Pyr: pirélisis, F'Pyr:

pirdlisis rapida, Comp: compostaje, SSF: fermentacién en estado sélido, SRf reformado de vapor,

WGS: reaccion agua-gas, F'T'S: sintesis Fischer-Tropsch, PT: pre tratamiento, CH: hidrdlisis celulosa, F'm:

fermentacién, T'rans: transesterificaciéon, CC: craqueo catalitico, HA: sintesis alcohol superiores
(Gutiérrez et al., 2008 modificado)
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Tabla 2-1 Composicién promedio de dos residuos sélidos obtenidos de la extraccién del aceite de palma,
proveniente de Malasia (Gutiérrez et al., 2008 modificado)

Contenido % (p/p)

Componente EFB PPF
“raquis” “fibra prensada”

Celulosa 15,47 24
Hemicelulosa 11,78 14,4
Lignina 7,14 12,6
Cenizas 0,67 3

Aceite - 3,48

Otros - 2,52
Humedad 65 40
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2.3 Materiales celuldsicos

Las paredes de las células vegetales contienen tres tipos de capas, Figura 2-3: lamina
media, es la primera formada durante la divisién celular, compuesta principalmente por
pectina. La pared primaria, formada después de la ldmina media, compuesta por un
esqueleto de microfibrillas de celulosa incorporados en un gel de compuestos pépticos y
hemicelulosa. La pared secundaria es rigida, compuesta por celulosa, hemicelulosa y
lignina. La celulosa se dispone en el interior de la madera, formando estructuras
cristalinas, unidas por zonas amorfas. La celulosa y la hemicelulosa estan unidas entre si
por la lignina (laminilla) la cual le da consistencia y rigidez a la planta. La lignina se sitta
formando una capa externa alrededor de las fibras, y dicha capa externa se une a la
existente en las demads fibras por medio de enlaces covalentes y de puente de hidrégeno.
La lignina estd presente en capas de la pared celular (secundaria) que junto con la
hemicelulosa forman una matriz amorfa en la que las fibras de celulosa se incrustan y

protegen contra la biodegradacién (Fengel et al., 1989).

Figura 2-3 Estructura vegetal y composicién de los residuos lignocelulésicos
(Sanchez C., 2008, modificado)
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La celulosa es probablemente el compuesto biolégico de naturaleza polimérica mas
abundante en la naturaleza. Es un componente fundamental de la pared de las células
vegetales, donde se encuentra intimamente asociada con otros polisacaridos, tales como
hemicelulosas y pectinas, y con la lignina. Por otra parte, la celulosa es un componente
abundante en los residuos agricolas y de la manufactura de productos madereros. Ademas,
representa entre un 40 y un 60% del total de los residuos sélidos municipales, residuos que
corrientemente se queman, entierran o abandonan y raramente se incorporan al ciclo

industrial.

Los materiales celuldsicos tienen un uso extensivo, bien en forma lignificada, como la
madera, o bien en estado méas o menos puro, como por ejemplo la celulosa del papel, fibras
y material textil. Todo ello, junto al hecho de que la celulosa sea, por otra parte, el
material de desecho predominante en la agricultura; principalmente en forma de tallos,
troncos o cascaras, justifica la abundancia de este material entre los residuos tanto de la
actividad humana como en la naturaleza. Sin embargo, y a pesar de su natural abundancia,
s6lo una insignificante proporcién de este material ha sido explotado con fines

comerciales, debido fundamentalmente a problemas técnicos.

2.3.1 Celulosa

La celulosa es un homopolimero de cadena lineal formado por moléculas de glucosa unidas
por enlace 1,4-B-glucosidicos. Las moléculas contiguas de glucosa estan giradas 180° una
con respecto a la otra. Esto hace que cada dos moléculas de glucosa contiguas; o lo que es
lo mismo, una unidad de celobiosa, constituyan una unidad repetitiva. Todas las moléculas
de glucosa presentan una conformacién en silla y, debido a la configuracién beta, todos los
grupos hidroxilo estdn en posicién ecuatorial (Figura 2-4a). Esto explica por qué la
celulosa presenta una estructura en capas, donde las cadenas sencillas en una capa se unen
por puentes de hidrégeno intermoleculares y las capas se unen entre si por enlaces de tipo

Van der Waals (Figura 2-4b).
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Figura 2-4 Estructura basica de la celulosa. a) Composicién de la cadena de celulosa. b) Disposicién de las
cadenas de celulosa, mostrando los puentes de hidrégeno inter e intramoleculares que estabilizan la
estructura. (Lucas et al, 2001, pag. 16)
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Dependiendo de su procedencia, el grado de polimerizacién o ntmero de unidades de
glucosa por molécula de celulosa varfa aproximadamente desde 1.000 hasta 10.000. La
unidad organizativa mas simple, resultante de la combinacién de moléculas de celulosa, es
la protofibrilla o microfibrilla elemental, que posee un didmetro entre 3-10 nm siendo
visible al microscopio electrénico. Las protofribrillas se retinen en un haz, denominado
microfibrilla, cuyo didmetro varfa entre 20-40 nm. Las microfibrillas se agrupan formando
una macrofibrilla, que es visible al microscopio 6ptico. La asociacién de macrofibrillas

origina la fibra de celulosa (Figura 2-5).
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Figura 2-5 Organizacion de la celulosa observada a distintos niveles (Lucas et al, 2001, pag. 17)
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Los aspectos mas importantes de la estructura fisica de la celulosa son:

1. Las cadenas poliméricas de la celulosa natural muestran diferentes grados de
ordenamiento unas con respecto de otras.

2. La fraccién menos ordenada del polimero no muestra ninguna regularidad, y se
conoce como “regién amorfa” siendo facilmente penetrable por solventes, enzimas,
o reactivos, y, por tanto, es tacilmente hidrolizable.

3. La fraccién altamente ordenada del polimero se conoce como “regién cristalina”, y

es muy resistente a la penetraciéon por solventes, enzimas y reactivos.

2.3.2 Hemicelulosa

Mientras que la celulosa es un homopolimero lineal con muy poca variaciéon de una especie
a otra, las hemicelulosas son heteropolisacaridos altamente ramificados y generalmente no

cristalinos. Contienen azicares tales como pentosas (D-xilosa, L.-arabinosa), hexosas (D-
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galactosa, L-galactosa, D-manosa, L-ramnosa, L-fucosa) y é4cidos urénicos (4dcido D-
glucurdnico). A su vez, estos residuos pueden contener diversas modificaciones, tales como

acetilaciones o metilaciones.

Los aztcares tipo C6 con facilmente fermentables a etanol, pero los microorganismos
normalmente usados en la industria para obtener alcohol etilico no son capaces de
metabolizar los azucares de cinco atomos de carbono. A diferencia de la celulosa, la cual
siempre tiene la misma estructura y composicién, las de la hemicelulosa pueden variar
ampliamente entre especies de plantas. Las cadenas poliméricas individuales contienen de
50 a 100 unidades monoméricas de azucares. Debido a que las cadenas de hemicelulosa no
son lineales, tiene ramificaciones laterales y no tienen estructura regular, este polimero no

es cristalino y es tacilmente hidrolizado.

La hemicelulosa esta presente en la pared celular de las plantas y en ella forma un gel
acuoso en el cual estdn embebidas las microfibrillas de celulosa. La corta extensién de las
cadenas que incrementan la solubilidad de las hemicelulosas y la posicién expuesta de las
mismas en la superficie de las microfibrillas, explicarfa porque este polimero estd entre los
primeros componentes de la pared celular atacados por los hongos causantes de pudricién

(Zabel et al, 1992).

En las maderas blandas, provenientes de gimnoespermas, los componentes mas
abundantes de la hemicelulosa son el galactoglucomanano y el arabinoglucuroronoxilano.
El primero estd integrado mayoritariamente por unidades de manosa anhidra y en el
segundo predominan las unidades de xilosa anhidra. Por este motivo la hidrélisis de la

hemicelulosa de maderas blandas rinde mayoritariamente a manosa y xilosa.

En las maderas duras (provenientes de angiospermas), el componente principal de la
fraccion hemicelulosa es el O-acetil-4-metilglucurono--D-xilano. Por hidrdlisis se
obtiene bdsicamente xilosa, 4cido acético y 4cido metilglucurénico en una relacién molar
aproximada de 10:7:1 respectivamente. El aztGcar mas importante que compone estas

maderas es la xilosa.
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2.3.3  Lignina

El termino lignina deriva del latin /lignum, que significa madera, y define al material
cementante presente entre las paredes celulares de los tejidos lefiosos de los vegetales.
Mas que definir a un compuesto homogéneo, este término se refiere a un conjunto de
sustancias todas ellas con propiedades quimicas muy similares, pero con diferente tamaiio

molecular, llegando a exceder los 100.000 d.

Gran parte de la actividad fotosintética de las plantas se dedica a la conversiéon del
anhidrido carbénico en lignina, llegando esta a constituir aproximadamente el 40% de la
energfa solar almacenada en los tejidos vegetales. Por consiguiente, juega un papel muy
destacado en el ciclo del carbono. De hecho, la lignina es el polimero aromatico renovable
de origen natural mas abundante en la naturaleza, representando una de las reservas mas
importantes de carbono orgénico junto con la celulosa y la hemicelulosa. Se estima que
cada afio se generan (gracias a la fotosintesis) entre 10'' y 10'? toneladas. La lignina

constituye entre un 15 y un 36% del contenido de los materiales lignocelulésicos.

La lignina es el componente mas destacado de los tejidos lefiosos en los 6rganos de
conduccién y sostén. Este polimero se encuentra en la pared celular de la mayorfa de las
plantas (gimnospermas y angiospermas), helechos, y algunos hongos, predominando en
los tejidos vasculares, estd formada por polimerizacién al azar de unidades radicales de
alcohol sinapilico, p-cumarilico y coniferilico, unidades que se pueden observar en la
Figura 2-6. En la pared celular, estd asociada intimamente con hemicelulosas, formando

una matriz que rodea a las fibrillas de celulosa altamente ordenadas.
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Figura 2-6 Mondémeros precursores de la molécula de lignina.
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En los tejidos conductores, la lignina desempefia importantes funciones como la de
proporcionar la dureza e impermeabilidad necesarias para la conduccién de agua y sales
minerales y proteger a los polisacaridos celulosa y hemicelulosa del ataque enzimético
microbiano. En definitiva, su presencia en las paredes celulares proporciona a los tejidos

una vida més larga por ser un elemento dificilmente degradable.

La lignina es un polimero aromético heterogéneo, a diferencia de la mayorfa de los
)

polimeros que constituyen la pared celular. Las unidades de fenilpropano (Cy) que la

componen estdn entrelazadas al azar mediante diferentes tipos de enlace (Figura 2-7)

formando una macromolécula amorfa e insoluble en agua. Durante el proceso de

polimerizacién tienen lugar también una serie de reacciones secundarias que provocan el

entrecruzamiento de la lignina con las hemicelulosas.
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Figura 2-7 Principales grupos y tipos de enlaces presentes en la lignina. (Lucas et al, 2001, pag. 26)
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2.4 Descripcion del proceso de produccion de azicares
fermentables a partir de lignocelul6sicos

Como se observa en la Figura 2-8, el proceso de obtencién de azicares fermentables, en la
mayorfa de los casos empieza con un tratamiento previo donde se producen sélidos
insolubles en agua (WIS), con contenido de celulosa y lignina, y una fraccién liquida
compuesta de hemicelulosa. La hemicelulosa queda més o menos intacta, dependiendo del
pre- tratamiento, posteriormente esta fraccién se hidroliza hasta monosacaridos, pero la
hidrélisis no se puede realizar perfectamente porque aun la fraccién esté integrada por los
oligosacaridos, los cuales requieren de una hidrélisis mas antes de la fermentacién. La
celulosa es hidrolizada por las celulasas y se convierte en glucosa. El proceso en el que la
hidrélisis de la celulosa y la fermentacién se realicen por separado, se designa como
hidrélisis y fermentacién por separado (SHF). El proceso en el cual la fraccién de las
pentosas se fermenta junto con la fraccién de las hexosas después de una hidrélisis por
separado, se denomina hidroélisis por separado y co-fermentaciéon (SHCF). Cuando la
hidroélisis de la celulosa se realiza en simultdneo con el proceso de fermentacién, se

denomina sacarificacién y fermentacién simultdneas (SSF). Cuando SSF incluye la co-
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termentacién de la glucosa y xilosa, es decir, con toda la mezcla “slurry” (WIS y la fraccién
de liquido) se denomina sacarificacién simultdnea y co-fermentacién (SSCF). Por ultimo, el
bio-proceso consolidado cuando las enzimas se generan durante el proceso, en una
produccién enzimatica in situ y la hidrélisis junto con la fermentacién de todos los

azucares se realiza en un solo paso, se denomina (CBP), (Girio et al, 2010).

Figura 2-8 Descripcién esquematica del proceso de obtencién de azticares fermentables a partir de
materiales lignocelulésicos (Girio et al, 2010, modificado)
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2.5 Pre-tratamientos

Para una conversién biolégica eficiente de la celulosa en azicares fermentables, es
importante modificar las caracteristicas fisicas y propiedades quimicas de la pared celular
de las plantas, esto se puede hacer a través de una etapa de pre-tratamiento. Diferentes
tratamientos previos tienen diferentes composiciones quimicas y formas de interaccién
con los componentes de la pared celular de los vegetales. Ademas, hay un extensa variedad
de materiales lignoceluldsicos, que van desde los pastos hasta maderas blandas y maderas

duras, que también tienen diferentes propiedades fisicas y quimicas. Por esta razén existe
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una interdependencia entre el pre-tratamiento, el tipo de sustrato, y la forma en que
finalmente se procesa. Por otra parte, es evidente que la eleccién del tratamiento también
afectard las propiedades fisicoquimicas de la biomasa pre-tratada. Estas propiedades
también influirdn sobre los procesos aguas abajo, en cuanto a la seleccién de enzimas
microbianas, pre-acondicionamiento, utilizacién de los subproductos, manejo de residuos y
la recuperacién de etanol si este fuera el producto (Figura 2-9). En consecuencia, la
eleccién del pre-tratamiento tiene un impacto econémico en cada uno de las siguientes
etapas en una biorefinerfa. Estos aspectos hacen que el pre-tratamiento sea la unidad de
operacién primaria que define la plataforma-biolégica para la transformacién de biomasa
lignocelulésica a aztcares y posteriormente a combustibles y productos quimicos. (da

Costa Sousa et al., 2009)

Figura 2-9 La eleccién del pre-tratamiento afecta a todas las operaciones relacionadas con la bio-refinerfa.
Hecho que juega un papel central, porque el pre-tratamiento atafie al disefio y a la viabilidad econémica de
una biorefinerfa lignoceluldsica (da Costa Sousa et al., 2009).
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Condiciones de costos

2.5.1 Pre-tratamientos térmicos

Durante estos pre-tratamientos la biomasa lignocelulésica se calienta. Si la temperatura se
incrementa por encima de los 150-200° C, parte de la biomasa lignoceluldsica, primero la
hemicelulosa y en poco tiempo después la lignina, comienza a ser soluble. Los compuestos

producidos principalmente son compuestos fenélicos y tienen en algunos casos efectos
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inhibitorios o téxicos sobre las bacterias, hongos y levaduras. Estos compuestos de la
lignina soluble pueden ser muy reactivos, si no son removidos rapidamente, pueden

condensarse como precipitados sobre la biomasa.

2.5.1.1 Pre-tratamiento con agua caliente

El objetivo de este pre-tratamiento es solubilizar la fraccién de la hemicelulosa como
oligosacaridos liquidos solubles (Sheng et al., 2010) para hacer a la celulosa més asequible
y evitar la formacién de inhibidores. Entre las ventajas que presenta este pre-tratamiento
se encuentra que no emplea ninguln catalizador, pero es necesario utilizar presién para
mantener el agua en estado liquido a temperaturas elevadas. Se ha reportado que tiene un
gran potencial para remover la hemicelulosa, mientras que minimiza la hidrélisis de la
celulosa y las reacciones de degradacién de aztcares. Por ejemplo, se ha demostrado que
remueve hasta el 80% de la hemicelulosa y mejora la digestibilidad enzimatica de materias
primas herbaceas pre-tratadas tales como la fibra de maiz (Mosier et al., 2005), bagazo de
caia de azucar (Laser et al.,, 2002) y paja de trigo (Pérez et al., 2008). Sin embargo, la
deslignificacién completa no es posible, debido a la re-condensacién de componentes

solubles procedentes de la lignina.

En general, el pre-tratamiento con agua caliente es atractivo por el ahorro en los costos
potenciales: no requiere ningin efecto de catalizador y presenta bajo costo en la
construccion del reactor debido a un bajo potencial de la corrosiéon (Alvira et al, 2008).
Ademds de que usar agua pura en vez de 4cido reduce los riesgos en términos de costos,

seguridad de la planta y sostenibilidad ambiental (Sheng et al., 2010).

El proceso de autohidrélisis utiliza agua caliente comprimida (presién por encima del
punto de saturacién). Las temperaturas de operacién por lo general oscilan entre 150 y
230 °C (Garrote et al,, 1999a) y el tiempo de reacciéon puede variar desde unos segundos
hasta horas, dependiendo de la temperatura (Figura 2-10). La autohidrélisis tiene un
mecanismo similar a la hidrélisis con acido diluido. Ambos presentan iones hidronio que
catalizan el proceso. Los catalizadores en la autohidroélisis son iones hidronio generados in
situ por autoionizacién de agua y 4cido acético resultante de los sustituyentes de acetilo de

la hemicelulosa, la que después ha tenido una mayor contribucién a la hidroélisis (Carrasco,
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1989). También se ha sugerido que los 4cidos urénicos también puede contribuir a la
formacién de iones hidronio (Conner, 1984), pero su papel en la hidrdélisis atin no esta
completamente entendido. A través de la autohidrélisis se ha obtenido un alto grado de
recuperacién de la hemicelulosa en el rango de 55-84%, junto con bajos niveles de

inhibidores de los subproductos, (Garrote y Parajo, 2002).

Figura 2-10 Rangos tipicos para diferentes pre-tratamientos con agua como funcién de la temperatura y
presion. (A) Auto hidrélisis, LHW; (B) Condiciones subcriticas; (C) Condiciones supercriticas. Lineas que
representan el diagrama de fase para el agua. (Girio et al, 2010)
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La celulosa y lignina no se ven significativamente afectados, la obtencién de celulosa y la
tfase sélida rica en lignina, junto con una fraccién liquida con una concentracién
relativamente baja de inhibidores, presenta un potencial alto de sustrato para cultivos
microbiolégicos. Debido a que los niveles del pH son cercanos a la neutralidad, los
problemas de corrosién se reducen, y los pasos del reciclaje y la eliminacién de acido no se
hacen necesarios. Esto reduce tanto los costos en capital, como los costos operativos, con
consecuencias beneficiosas para el medio ambiente en comparacién con otras tecnologias
hidroliticas. El principal inconveniente de este proceso cuando se utiliza el liquido para
termentarlo hasta etanol es que la hemicelulosa solubilizada aparece principalmente en
forma de oligémeros, los cuales no se pueden fermentar (Allen et al., 2001b; Carvalheiro et

al., 2004; Garrote et al. 1999b).
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2.5.2 Pre-tratamientos biolégicos

La estructura peculiar de la lignina requiere la participacién de celulosomas especializados

para su degradaciéon. A diferencia de las restantes moléculas biolégicas, la lignina solo

puede ser degradada por determinados microorganismos, conocidos como ligninoliticos.
rincipa rgani ue de nen la lignina pertenecen al gru e

Los principales o SmMos descomponen la 1 ertenec 1 o de los

ongos. Estos degradan los polimeros de la madera, incluyendo los componentes de la

h Estos degradan 1 1 de 1 dera, incl do 1 tes de 1

lignina, mediante la secrecién de enzimas extracelulares (Lucas et al, 2001).

En el proceso del pre-tratamiento biolégico, los microorganismos de la podredumbre
blanca, caté y blanda son usados para degradar la lignina y hemicelulosa en los materiales
de desperdicio. Los de la podredumbre café principalmente atacan la celulosa, mientras que
lo de la podredumbre blanca y blanda lo hacen tanto a la celulosa como la lignina. Los
hongos de la podredumbre blanca son los mas efectivos basidiomicetos para el pre-
tratamiento biolégico de materiales lignocelulésicos. Hatakka (1983) estudié el pre-
tratamiento de paja de trigo por 19 hongos de la podredumbre blanca y encontré que el
85% del trigo fue convertido en azicares reductores por Pleurotus ostreatus en cinco
semanas. Una conversiéon similar fue obtenida en el pre-tratamiento por Phanerochaete

sordida 37 y Pycnoorus cinnabarinus 115 en cuatro semanas (Sun et al., 2002).

Las ventajas de la deslignificacién biolégica sobre otros métodos incluyen las leves
condiciones de reaccién, mayor rendimiento por producto y pocas reacciones laterales,
menos demanda de energfa y menos resistencia en el reactor a la presién y la corrosién. La
lignina es degradada por muchas enzimas flingicas: lignina peroxidasa, Mn-peroxidasa y
lacasa (mono-fenol oxidasa). La degradacién de la lignina por estas enzimas depende de la
cepa del hongo, la accesibilidad de la enzima a la lignina, las condiciones de cultivo y el
disefio del reactor (Lee, 1997). Sin embargo, la velocidad de hidrdlisis en la mayorfa de los

procesos de pre-tratamiento biol6gico es muy baja (Sun et al., 2002)
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2.5.2.1 Hongos de la podredumbre blanda

Algunos géneros de ascomicetos y deuteromicetos como Aspergillus o Fusarium provocan
un reblandecimiento de los tejidos de la madera que va acompaiiado de una pérdida
significativa de peso. Dichos hongos se desarrollan preferentemente en las paredes de las
células vegetales. Este tipo de degradacién, conocida como “podredumbre blanda”,
generalmente tiene lugar en angiospermas con un alto porcentaje de humedad, y se
caracteriza por la degradacién preferente de la fraccién de polisacaridos, incluyendo las
celulosas y hemicelulosa. La lignina es atacada en mucho menor grado, observandose

algunas desmetoxilaciones y roturas de los anillos aromaticos. (Lucas et al, 2001).

Cuando el contenido en lignina de la pared vegetal es superior al 20%, solo algunos
basidiomicetos son capaces de iniciar el ataque. Dependiendo del patrén de degradacion
que provocan sobre la madera, se habla de hongos de la podredumbre parda y hongos de la

podredumbre blanca.

2.5.2.1.1 Hongos de la podredumbre parda

La podredumbre parda se ocasiona principalmente por basidiomicetos. En las maderas
blandas, estos hongos degradan los carbohidratos de la pared celular, dejando la lignina
practicamente intacta. Esta queda como un actimulo pardusco. Este grupo de hongos solo
provocan cambios limitados en la lignina, tales como desmetilacién de grupos metoxilo,

hidroxilaciones, y una oxidacién limitada de las cadenas laterales. (Lucas et al, 2001)

2.5.2.1.2 Hongos de la podredumbre blanca

El 90% de los hongos capaces de atacar la madera de un modo eficaz pertenecen a este
grupo. La podredumbre blanca implica la degradacién de los diferentes polimeros de la
madera (celulosa, hemicelulosa y lignina), a la que confieren una consistencia fibrosa o
esponjosa. Dependiendo de la especie, la degradacién de los carbohidratos y la lignina
puede ocurrir de forma simulténea, si bien algunos casos se observa una degradacién mas
temprana de la lignina. Entre los hongos que producen este tipo de podredumbre hay que
distinguir a su vez dos grupos: los que degradan simultdneamente la celulosa y la lignina y

los que solo degradan la lignina. Entre los primeros se encuentra Phanerochaete
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chrysosporium y ente los segundos los hongos del genero Pleurotus. La degradacién de la
lignina implica una serie de cambios oxidativos, que conducen a una progresiva
despolimerizacién y liberacion de compuestos de bajo peso hasta CO. y H.O. La
degradacién de la lignina conlleva a la acumulacién de celulosa y hemicelulosa dando

lugar a un color blanco al que deben su nombre. (Lucas et al, 2001)
2.5.2.2 Fermentacion en estado sé6lido (FES)

La fermentacién en estado sélido ha sido ampliamente aplicada en la industria de
alimentos. Las FES son llevadas a cabo con microorganismos que crecen en medios de
cultivo nutritivos impregnados al sustrato sélido con poco agua o libres de esta. Las
ventajas principales que presenta este fermentacién son: bajos contenidos de humedad, alta
superficie de 4rea interfacial relacionado con el volumen del liquido, simula el ambiente de
crecimiento natural para el microorganismo, medios de cultivo simples y disponibilidad

del sustrato (Wang et al., 2007).

2.6 Hidroélisis enzimatica (HE)

Los primeros estudios llevados a cabo acerca del modo de ataque de los hongos sobre la
celulosa y las enzimas celuloliticas elaborados por ellos pusieron de manifiesto que, si bien
son numerosos los hongos capaces de degradar la celulosa en la naturaleza, son muy pocos
los que producen actividad celulolitica libre en los filtrados de los cultivos con capacidad
para atacar a la celulosa insoluble. Estas observaciones condujeron al concepto de enzima
multiple, precediendo en muchos afios al aislamiento de las endo y exo-glucanasas
reconocidas hoy. Segtin estas teorfas los verdaderos organismos celuloliticos son
organismos que producen dos o mas enzimas. El primero, llamado C,, ataca la celulosa
nativa para romper los agregados y producir cadenas lineales de unidades de anhidro
glucosa. Estas cadenas son mas tarde atacadas por una segunda enzima Cx, (B-1,4
glucanasa) que las hidroliza al disacarido celobiosa. La celobiosa podria entonces ser
asimilada directamente al interior de la célula, o bien ser convertida en glucosa por la -

glucosidasa antes de la asimilacién. (Lucas et al, 2001)
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Posteriormente se observé que los complejos celuloliticos eran capaces de llevar a cabo
tres tipos bdsicos de reacciones. Estos tres tipos de enzimas se clasifican hoy dfa de

acuerdo con su modo de accién de la siguiente manera:

a) Exo-B-1,4 glucanasa o [B-1,4-glucano celobiohidrolasa, comuinmente conocida
como celulosa C,.
b) Endo-B-1,4-glucanasa o B-1,4-glucanohidrolasa, también conocida como CMCasa o

celulosa Csy.

c) Beta-1,4-glucosidasa.

En la Figura 2-11 se muestran de forma esquematica los sitios de ataque de las principales
enzimas celuloliticas. Las endoglucanasas atacarfan las regiones amorfas de la celulosa,
liberando extremos de cadena para el ataque de las exoglucanasas. Estas liberarfan
residuos de celobiosa. Las B-glucosidasas actuarfan sobre los extremos libres y sobre la
celobiosa, liberando moléculas de glucosa. Su accién sobre la celobiosa es muy importante,
ya que este disacdrido inhibe la actividad de endoglucanasas y exoglucanasas cuando se
acumula en el medio. Por consiguiente, la actividad B-glucosidasa es en la mayorfa de los
casos el factor limitante de la velocidad del proceso de hidrélisis.

Figura 2-11 Representacion esquemadtica de los sitios de actuacién de las distintas enzimas celuloliticas,
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Los factores que afectan la hidrélisis enzimatica de la celulosa incluyen entre otros: el tipo
de sustrato, la actividad celulasa y las condiciones de reaccién: temperatura, pH, asi como

otros parametros.

2.6.1 Tipo de sustratos

La concentracién del sustrato es uno de los principales factores que afectan el rendimiento
y la velocidad inicial de la hidrélisis enzimatica de la celulosa. A niveles bajos de sustrato,
un incremento de la concentracién del sustrato normalmente resulta en un incremento del
rendimiento y la velocidad de reacciéon. Sin embargo, altas concentraciones de sustrato
pueden causar inhibicién por sustrato, lo cual sustancialmente baja la velocidad de la
hidrélisis. El grado de la inhibicién del sustrato depende de la relacién total de

sustrato/enzima.

2.6.2 Actividad celulasa

Incrementar la dosis de celulasa en el proceso, en cierta medida, puede mejorar el
rendimiento y la velocidad de la hidrdlisis, pero implicarfa aumentar considerablemente el
costo del proceso. La dosificacién de 10 FPU (Unidades de actividad sobre Papel Filtro)/g
celulosa se usa a menudo en estudios de laboratorio porque ofrece un perfil de hidrélisis
con altos niveles de rendimiento de glucosa en un plazo razonable (48—72 h) a un costo

razonable de enzima (Gregg y Saddler, 1995).

La hidrdlisis enzimatica de celulasa consiste de tres pasos: adsorcién de la enzima celulasa
sobre la superficie de la celulosa, biodegradacién de la celulosa a aztcares fermentables, y
la desorcién de la celulasa. La actividad de la celulasa decrece durante la hidrélisis. La

adsorcién de la celulasa sobre la celulosa es responsable parcialmente de su desactivacion.

2.6.3 Inhibicién de la actividad celulasa por el producto-final

La actividad de la celulasa es inhibida por la celobiosa y, en menor medida por la glucosa.

Varios métodos han sido desarrollados para reducir la inhibicién, incluido el uso de altas

concentraciones de enzimas, la adicién de B-glucosidasas durante la hidrdlisis, y la

35



eliminacién de los azicares durante la hidrélisis por ultrafiltracién o simultanea

sacarificacién y fermentacién (SSF).

Los microorganismos usados en la SSI actualmente son el hongo T. reesei y la levadura S.
cerevisiae. La temperatura mas adecuada para la SSF es alrededor de 38° C, lo cual es un
promedio entre el mejor intervalo para la hidrélisis (45-50° C) y la fermentacién (30° C)

(Sun et al., 2002).

2.7 Inhibidores del proceso de crecimiento de
microorganismos

Durante el pre-tratamiento de los materiales lignocelulésicos se forman y/o liberan una
amplia gama de compuestos que inhiben a los microorganismos. Con base en su origen los
inhibidores se dividen en tres grandes grupos: los acidos débiles, los derivados de furanos
y los compuestos fendlicos. Estos compuestos limitan el uso eficiente de los hidrolizados

para la produccién de diversos productos por fermentacién.

Los procesos que involucran el tratamiento de lignocelulésicos a alta temperatura bajo

condiciones 4cidas inducen a la formacién y liberaciéon de un amplio grupo de compuestos.

Las principales vias de degradacién son esquematizadas en la Figura 2-12. Cuando la
hemicelulosa se degrada, se libera xilosa, manosa, acido acético, galactosa y glucosa. La
celulosa es hidrolizada a glucosa. A altas temperaturas y presiones la xilosa es degradada a
turfural. Similarmente, 5-hidroximetilfurfural (HMF) es formado de la degradacién de
hexosas. El 4cido férmico se forma cuando el furfural y HMF se descomponen. El 4cido
levulinico es formado por la degradaciéon del HMF. Los compuestos fenolicos son
generados por la degradacién parcial de la lignina y también se forman por la degradacién

de los carbohidratos (Palmqvist et al., 2000).
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Figura 2-12 Reacciones que ocurren durante la hidrolisis de materiales lignocelulésicos. Los derivados de
los compuestos furanos y fendlicos pueden reaccionar a partir de algunos materiales poliméricos (Palmqvist
et al, 200)
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Durante el pre tratamiento, una parte de la lignina también se degrada originando una
gran variedad de compuestos fendlicos (Larsson et al. 2000). Los derivados fendlicos
incluyen el acido 4-hidroxibenzoico, el siringaldehido y el 4cido siringico, el 4-
hidroxibenzaldehido y los acidos gentisico, salicilico y protocatéquico. Otros derivados
tendlicos identificados tanto en maderas blandas como abeto (Larsson et al. 2000), como
en maderas duras como el sauce (Oliva 2003), han sido la vainillina y el 4cido vainillinico.
Otros compuestos reportados son el catecol, guayacol, hidroquinona (Palmqvist and
Hahn- Higerdal 2000a), aldehido coniferilico y acido homovainillinico (Larsson et al.
2000). También se pueden liberar &cidos grasos, terpenoides, esteroles y ceras,
flavonoides, taninos, etc. (Ekman and Holmbom 2000) que a pesar de su baja
concentracién, también pueden actuar como inhibidores de los microorganismos
empleados en la fermentacién de los hidrolizados procedentes de materiales

lignocelulésicos.
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Los compuestos téxicos pueden producir estrés fermentativo en los microorganismos,
disminuyendo la eficiencia en el uso de los azicares. Compuestos como el furfural pueden
inhibir y afectar la velocidad especifica de crecimiento y el rendimiento de biomasa/ATP;
el hidroximetil furfural es menos téxico para las células pero su efecto es similar al del
furfural y causa un tiempo mayor en la fase “Lag” durante el crecimiento (Palmqvist and
Hahn-Hiégerdal 2000b). Debe considerarse que el efecto sinérgico entre los diferentes
compuestos téxicos puede causar inhibicién de la fermentacién. Los compuestos fendlicos,
resultantes de la degradacién de la lignina causan una particién y pérdida de la integridad
de la membrana celular, afectando su habilidad de asimilar aztcares y por lo tanto el
crecimiento celular. Otros compuestos como el acido acético, a pH bajo estd disociado, es
liposoluble y se difunde a través de la membrana plasmética, afectando el pH interno y

dafiando la célula.

2.8 Aplicaciones industriales de los residuos
lignocelulésicos.

Muchos usos han sido sugeridos para la biodegradacién de residuos lignoceluldsicos; entre
ellos: utilizarlos como materia prima para la produccién de etanol, para la
tabricaciéon de papel, como abono para el cultivo de hongos comestibles,
y como alimento directo para los animales. Un gran ntimero de bio-productos de alto valor
agregado tales como: 4cidos orgéanicos, aminodcidos, vitaminas y una serie polisacaridos a
partir de bacterias y hongos, tales como xantanos se producen por la fermentacién de

glucosa como sustrato base, Figura 2-13 (Sdnchez, 2008).
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Figura 2-13 Etapas generalizadas del proceso de bioconversién de residuos lignoceluldsicos (Sanchez, 2008,

modificado)
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En conclusién el interés de la presente investigacién es la hidrélisis enzimética de fibra

prensada de palma pre-tratada en combinacién con pre-tratamientos biolégicos y agua

caliente.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materia prima

La materia prima que se uso fue fibra prensada de palma proveniente de una planta
extractora de aceite de palma del municipio de Cumaral, Meta. Esta se adecué lavandola
para retirar polvo e impurezas en una relaciéon de aproximadamente 2 L. de agua por kg de
material, posteriormente se seco en un secador de bandejas a 80° C durante 6 horas
obteniéndose un material con una humedad final del 8,57%, medida en una balanza de
humedad Mettler Toledo HB43-S Halogen Classic Plus a 105° C. La apariencia final de la
fibra se puede observar en la Figura 3-1, la fibra es un material heterogéneo, compuesto no
solamente por los residuos fibrosos del proceso de la extraccién del aceite de palma, sino

también por residuos de la cascara de los frutos o cuescos y de los racimos vacios o raquis.

Figura 3-1 Fibra prensada de palma
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3.2 Caracterizacion

La materia prima después de su adecuacién se molié en un molino Cyclotec 1093 Sampler
Tecator hasta un tamafio de particula de 1 mm, después del proceso de molienda se
determino la humedad de la fibra utilizando una balanza de humedad Mettler Toledo
HB43-S Halogen Classic Plus a 105° C encontrandose un valor de 7,13%, con este

material se procedi6 a realizar la siguiente caracterizacién.
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3.2.1 Extraibles o extractivos

Son aquellas sustancias presentes en las diferentes fibras vegetales, pero que no son
carbohidratos, tales como acidos grasos, terpenos, fenoles o resinas. Muchos de estos
compuestos son solubles en agua o en disolventes orgénicos polares como metanol, etanol
o acetona; algunos pueden llegar a ser utilizados por los hongos macromicetos (Hernandez
et al. 2006).

Para su cuantificacién se realizé una extraccién tipo Soxhlet a la fibra prensada primero
con agua, seguido por etanol, para asi cumplir con la especificaciéon del protocolo de la
National Renewable Energy Laboratory “NREL” (Sluiter et al. 2008) que requiere la
materia prima libre de extrafbles, para el andlisis posterior de lignina y carbohidratos
estructurales. El procedimiento que se llevé a cabo se describe en la Figura 3-2 y se

presenta en el esquema de la Figura 3-3.

Figura 3-2 Esquema metodoldgico para la realizacién de los extraibles en soxhlet previo a caracterizacion
del material

En un balon esmerilado de . -
Repetir la extraccion en un

Moler la fibra prensada de

palma, determinar humedad,

pesar 8 gramos y colocar en
un dedal para soxhlet

250 mL (previamente tarado

por 3 horas a 105° C) colocar

150 mL de agua y extraer en

soxhlet (dedal+muestra) por
12 horas

balon esmerilado de 250 mL
(previamente tarado por 3
horas a 105° C) con etanol al
96%

Después de terminada la
extraccion concentrar en
rotavapor lo maximo posible

Secar a 105° C por 12 horas
los balones después de la
concentracion, después del
tiempo dejar en desecador y
registrar peso

El dedal mas el material
después de la extraccion,
colocarlo a secar por dos
dias a 40° C, después de

este tiempo pasar a
desecador registrar peso y
guardar el material
hermeticamente, finalmente
determinar humedad.

Figura 3-3 Montaje de Soxhlet para extraccién con etanol

Dedal con fibra

4—

Plancha de calentamiento

Condensador

Soxhlet

etanol y extractivos

Balén de fondo redondo con



3.2.2  Lignina

La cuantificacién de lignina se presenta en la Figura 3-4, esta metodologia fue ajustado
con base en protocolos de la National Renewable Energy Laboratory “NREL” véase

Anexo I.

Figura 3-4 Esquema metodoldgico para la caracterizaciéon de lignina en la biomasa

Determinar humedad Agregar a esta
de la biomasa molida, muestra 3 mL de una
colocar 0,3 g en un solucién de H,SO,4

Moler la biomasa
seca en un tamafio »
de particula de 1 mm

tubo de ensayo 72% viv y agitar
]
v
Llevar a un bafio de Transferir el contenido Llevar el
calentamiento, por 1 +| aunErlenmeyery - Erlenmeyer al
hora a 30° C y agitar "] adicionar 84 mL de 7| autoclave a 121° C
cada 15 minutos agua destilada por una hora
v . :
Dejar enfriar y transferir Prewameqte calcinar - -
cuantitativamente el filtros de crisoles gosh Dejar enfriar los
- en la siguiente rampa filtros en un
contenido total del ; >
Erlenmeyer a un balon > de calentamiento 45 desecadora T
aforado de 100 mL min a 300°C y 600° C ambiente
por 2 horas

v

Colocar por 16
horas a 105° C los
filtros con la
biomasa anterior

! }

Después de pasado este
tiempo, dejar enfriar,
registrar peso y llevar a
mufla a 600° C por dos
horas, registrar peso
(cenizas). Por diferencia
de pesos, obtener el
contenido de lignina.

Filtrar a vacio la
Pesar los filtros » solucién aforada
previamente

La fraccion liquida
obtenida reservarla
para cuantificar
azlcares

3.2.3 Cenizas

En la Figura 3-5, se resume el procedimiento para la determinacién de cenizas.

Figura 3-5 Esquema metodolégico para la caracterizacion de contenido de cenizas en la biomasa

Pesar en cada crisol
. . Pasar a desecador, .
Calcinar crisoles en . - 0,5 g de biomasa
o dejar enfriar y : -
una mufla a 600° C . molida (previamente
» registrar peso de los > ;
por 2 horas . haber determinado
crisoles
humedad)
Colocar los crisoles Dejar enfriar los Por diferencia de
mas muestra en una crisoles, pasar a pesos obtener el
mufla a 600° C por 3 > desecador y > contenido de
horas registrar peso cenizas




3.2.4 Carbohidratos estructurales

Se cuantificaron los aztcares estructurales por cromatografia liquida de alta eficiencia
“HPLC” por sus siglas en inglés; de la fraccién liquida obtenida en el proceso descrito
para la determinacién de lignina. Se emplearon como patrones reactivos grado analitico
marca Sigma-Aldrich®, Tabla 3-1, utilizando un detector de indice de refraccién, una
columna Aminex HPX-87H marca Biorad, temperatura de la columna 65° C, fase mévil:

solucién de 4cido sulfiirico 0,0005 M a un flujo de 0,6 mL/min.

Tabla 3-1 Azicares estructurales y tiempo de retencién detectados en la fibra prensada de palma

tiempo de retencién

Azucar .
(min)
Glucosa 9,01
Xilosa 9,54
Arabinosa 10,58

3.3 Pre-tratamiento con agua caliente

3.3.1 Esquema del pre-tratamiento con agua caliente

En la Figura 3-6 se presenta el esquema del proceso llevado a cabo para el pre-
tratamiento con agua caliente, con el cual se pueden identificar las fracciones analizadas

posteriormente.

Figura 3-6 Esquema metodoldgico para identificar las fracciones obtenidas después del pre-tratamiento
con agua caliente

___Fraccion | Hidrélisis | Hidrolizado
liquida 4cida acido
. Pre-tratamiento
—Fibra=  conagua [
caliente B Hidrolizado
Fra}l:_((:;on »| Hidrdlisis enzimatico
soliga [
enzimatica | Solido agotado
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El esquema metodolégico para realizar el pre-tratamiento con agua caliente se presenta
en la Figura 3-7. El reactor de alta presién empleado y el montaje que se realiz6 se

observan en las Figuras 3-8 y 3-9, respectivamente.

Figura 3-7 Esquema metodolégico para la realizacién del pre-tratamiento con agua caliente

Colocar la carga (9) Colocar el reactor en
de biomasa a un Adicionar 100 mL un bafio de aceite
reactor de alta » de agua destilada —— | caliente, precalentado
presion en acero y sellar el reactor ala T indicada del
inoxidable ensayo

v

Al cabo de 5 minutos
realizar la purga del
sistema, desalojando
el aire

Cronometrar 40 minutos
de tiempo de
——— calentamiento hasta que
se alcanza la presion de
equilibrio a la T indicada

Una vez alcanzada la

presion temporizar el

tiempo indicada para
cada ensayo

. A Filtrar para realizar
Retirar el reactor del e o
~ . Destapar el reactor y cuantificacion de sélidos
bafio y enfriar con agua - P
recolectar el agua del insolubles, al liquido del
de la llave - - .
: ——>»  pre-tratamiento, pre-tratamiento medir
despresurizando el o
. PP aforando a un sélidos solubles y pH.
sistema lo mas rapido ; S o
osible volumen conocido Reservar el liquido y sélido
p para analisis posterior
Figura 3-8 Esquema del reactor de alta presién Figura 3-9 Montaje para realizar el pre-
empleado para el pre-tratamiento con agua tratamiento con agua caliente

caliente

Manometro
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3.3.2  Disefio experimental para el pre-tratamiento con agua
caliente

Se siguié una metodologfa de superficie de respuesta en un disefio central compuesto,

tactorial 2° con tres repeticiones en el punto central, segin se observa en la Tabla 3-2.

Tabla 3-2 Disefio experimental de superficie de respuesta para fibra prensada de palma, tomando como
factores carga expresada como la masa de sélidos (g)/100 mL de solucién, temperatura y tiempo de

tratamiento
Carga sdlidos Temperatura tiempo
(g/100 ml solucién) 9] (min)
7,5 180 10
7,5 180 10
7,5 180 10
7,5 180 18,4
10 160 15
5 160 15
5 200 5
3,3 180 10
11,7 180 10
10 200 15
5 160 5
10 200 5
7,5 180 1,6
10 160 5
7,5 146,4 10
5 200 15
7,5 213,6 10

3.4 Pre-tratamiento biolégico

3.4.1 Ensayo preliminar pre-tratamiento biolégico

La experimentacion correspondiente al pre-tratamiento biologico (Figura 3-10) consto de 48
ensayos. Se probaron dos hongos: Phanerochaete chrysosporium cepa ATCC 24725 (Figura 3-11)
y Plenrotus ostreatus (Figura 3-12) el primero de ellos inoculado como suspension de esporas
(1,42x10° esporas/mlL.) luego de cultivar el hongo en agar PDA por seis dias a 30° C y el
segundo inoculando las semillas de esta cepa comercial al 5% en peso. La fermentacién en
estado sélido se inicio con la adecuacion del material a una humedad del 70% utilizando dos

medios de cultivo: el primero de ello Mandels y el segundo Kirk (previamente preparados)



cuya composicion se ilustra en las Tabla 3-3 y 3-4, respectivamente. Las bolsas con el material
e inoculo (Figura 3-13) se incubaron a 30° C, se tomaron tres replicas semanales de cada
condicién durante cuatro semanas, analizando el grado de deslignificacion y realizando la
caracterizacion del material pre-tratado (cenizas y carbohidratos estructurales) y el porcentaje
de sacarificacion enzimatica después de 72 horas.

Para la caracterizacion del material libre de extrafbles (protocolo descrito en el item 3.2.1
modificado a una hora de extracciéon en agua y etanol, respectivamente) en cuanto a su
contenido de lignina, cenizas y carbohidratos estructurales se realizaron los protocolos

descritos en el item 3.2.

Figura 3-10 Esquema metodoldgico para la realizacién del pre-tratamiento biolégico

Adecuar 10
gramos (peso

Suplementar cada bolsa con el

medio de cultivo Cerrar las bolsas

seco) de fibra — correspondiente, hasta alcanzar » con un tapon de
en bolsas la humedad correspondiente al algodon
plasticas 70% ‘
; Previamente se Se hara una Se adicionara 2 mL de la

Someter a habra cultivado una suspencion de solucion de esporas a

esterilizacién por cepade P. esporas con el cada bolsa esterilizada
15mina121°Cy — chrysosporium hongo precultivado con el material

2 bares de
presion

Del hongo P. ostreatus, Se suplementara

presentacion semilla | 3| Semillas a cada
comercial bolsa, 5% en

peso

A 4

\ 4
Se sellaran las Después de este

bolsas y se llevaran

a horno de —

incubacién 30° C
por 30 dias

tiempo se lavara el
material sélido,
retirando los restos
micelares y las semillas
de trigo

Figura 3-11 Hongo Phanerochaete chrysosporium
esporulado luego de 6 dfas de incubacién

Registrar peso y
determinar
humedad del
material pre-tratado

Figura 3-12 Hongo Pleurotus ostreatus en
semilla comercial
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Tabla 3-8 Composicién del medio Mandels

Compuesto Concentracién (g/L)
KH,PO, 2
(NH4)2SO4 1,4
CaCly.2H,O 0,4

MgSO..4H,O 0,3
FeSO,.7H,O 0,005
MnSO..4H.O 0,0016
ZnS0,.TH.O 0,0014
CoCl,.6H,O 0,002

Urea 0,3

Extracto de levadura 0,25

Tabla 3-4 Composicién del medio Kirk

Compuesto Concentracion (g/L)
KH,PO. 2
MgSO..7H.O 0,5
CaCl,.2H,0O 0,1
MnSO..4H.O 0,03
NaCl 0,06
FeSO.,.7H.O 0,006
CoCle.6H.0O 0,006
7ZnS0O.,.7H.O 0,006
CuSO, 0,006
AIK(S04)..12H,0 0,006
H;BO, 0,006
Na.Mo00..2H,O 0,006
Extracto de levadura 0,012
Diamonio tartrato 0,2
Tiamina 1 mg

Figura 3-13 A Vista de una bolsa inoculada con semilla de P. ostreatus sobre fibra prensada de palma,
después de 3 dfas de pre-tratamiento
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Figura 3-13 B Vista de la fibra pre-tratada con P. ostreatus después de las cuatro semanas de tratamiento

Figura 3-13 C Vista de la fibra pre-tratada con Phanerochaete chrysosporium después de las cuatro semanas
de tratamiento

3.4.2 Pre-tratamiento biolégico variando la relacion C/N

Después de escogerse el hongo P. ostreatus y el medio de cultivo Kirk (como se analizara
en el ftem 4.4.1 del Capitulo Resultados y andlisis de resultados), se realizaron 18 ensayos
variando la relacion C/N como: propia el material (64,3), suplementada con 5g/L de
glucosa (65,9) y con 10 g/L de glucosa (67,3) correspondiente al medio de cultivo. Se
realizé seguimiento a la tercera y cuarta semana, caracterizando de nuevo el material en

cuanto a su contenido de lignina, cenizas, aztcares estructurales e hidroélisis enzimatica.
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3.5 Hidrdlisis enziméatica (HE)

Los so6lidos insolubles pre-tratados fueron usados como sustrato para los experimentos de
la hidroélisis enzimdtica. La hidrélisis enzimdtica fue colocada en recipientes de vidrio
sellados herméticamente con capacidad de 70 mL, cada uno contenfa 25 mL de buffer
citrato de sodio 0.1 M pH de 4.8 a 5% (p/v) de sustrato seco pre-tratado, incubado a 50°
Cy 150 rpm por 72 h. Las enzimas para la hidrélisis de la celulosa fueron: Celuclast® 1.5
L (Anexo II) con una actividad de 65 FPU/g, y NS50010® (Anexo III) con actividad 3-
glucosidasa de 590 IU/g. Las enzimas fueron proporcionadas por Novozymes Inc.
Dinamarca y se cargaron a una relacién de 15 FPU/g de sustrato. En la Figura 3-14, se

presenta el esquema metodolégico realizado.

Figura 3-14 Esquema metodolégico para la realizacién de la hidrélisis enzimatica

Adicionar 1,25 g de
Preparar una biomasa pre-tratada Adicionar 15FPU/g de
solucion buffer de | (peso seco) enuna .| sustrato de enzima
citratos 0,1 M a un relacion 5% (p/v) en Celuclast 1.5Ly
pH 4,8 recipientes de vidrio NS50010
(compota)

A\ 4
Colocar los recipientes
de vidrio en una
incubadora a 50° C con »
agitaciéon constante de
150 rpm

Dejar la reaccién de hidrolisis
por 72 horas, tomando
muestra para analizar

azucares posteriormente por

DNS y glucosa a través de un

glucometro

3.6 Cuantificacion de inhibidores de fermentacion

De las fracciones liquidas obtenidas después del pre-tratamiento con agua caliente se
cuantificaron los inhibidores de fermentacién por cromatogratia liquida de alta eficiencia

“HPLC”.

3.6.1 Acido acético

La cuantificacién del 4acido acético se realizé a través de la misma columna Aminex-
HPX-87H y las mismas condiciones de analisis de los aztcares, solamente que el dcido

acético se revelaba a los 14,5 min.
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3.6.2  Derivados del furano y compuestos fendlicos

Se emplearon como patrones reactivos grado analitico marca Sigma-Aldrich®, véase
Tabla 3-5, utilizando un detector de UV a una longitud de onda de 270 nm, una columna
Chromolith C18 marca Merck, temperatura de la columna 30° C, fase mévil compuesta
por metanol (40%), 4cido acético (1%) y agua (59%) a un flujo de 2 mL/min, gradiente de
t=0 min 100% fase moévil, t=9 min 40% metanol y 60% fase mévil, t=10 min 40% metanol

y 60% tase mévil y t=12 min 100% fase moévil.

Tabla 3-5 Inhibidores de fermentacién y su respectivo tiempo de retenciéon

Tipo Inhibidor tiempo de

retencién (min)
Derivados de 5-Hidroximetilfurfural 2,61
los Furanos Furfural 3,11
Acido 4-Hidroxibenzoico 4,52
4 Hidroxibenzaldehido 5,35
Acido vainillinico 5,57
Compuestos Acido sirfngico 6,33
Fendlicos Vainillina 6,45
Siringaldehido 7,10
Acido para-cumérico 7,54
Acido fertlico 8,13

3.7 Cuantificacion de aztucares reductores

Cuantificar la formacién del producto como azicares reductores después del tiempo de
hidroélisis se realizé a través del método analitico DNS, el cual consistié en hacer
reaccionar las muestras hidrolizadas a diferentes diluciones con el é4cido 8,5-
dinitrosalicilico, relacionandose su concentracién a través de la densidad éptica del color
producido, en un espectrofotémetro a 540 nm, reportindose diferentes valores de
absorbancias, los cuales finalmente se correlacionaran con la curva de calibracién ajustada

con concentraciones de glucosa conocidas, Anexo IV.
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3.8 Cuantificacion de sélidos solubles y pH, después del
pre-tratamiento con agua caliente

Del liquido de pre-tratamiento con agua caliente se procedié a cuantificar los sélidos
solubles, filtrando la solucién en un papel de filtro Whatman. El porcentaje de sélidos
solubles se midi6 al liquido filtrado a través de un refractémetro digital Pocket (0-70%).

El pH del liquido de pre-tratamiento se midi6 en un peachimetro Mettler Toledo.

3.9 Caracterizacion y cuantificacion liquido post-
hidrélisis (hidrolizado 4cido-HA)

Al liquido del pre-tratamiento se le realiz6 una post-hidrolisis acida que consistié en
hacer reaccionar 25 mL del liquido con 0,720 mL de HoSO4 al 97% a una temperatura de
121° C por media hora. Posteriormente se analizaron los carbohidratos estructurales

liberados en el hidrolizado 4cido, a través de HPLC.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS DE
RESULTADOS

4.1 Caracterizacion de la materia prima

En la Tabla 4-1 se muestran los resultados obtenidos para el contenido de extraibles en
agua y etanol y en la Tabla 4-2 la composicién de la fibra prensada de palma, después de

su caracterizacion.

Tabla 4-1 Contenido de extraibles en la fibra prensada de palma en base seca, luego de protocolo Soxhlet

, g sdlidos extraidos
Extraibles en (100 g materia prima)
Agua 4.910,5
Etanol 3.24+05

Tabla 4-2 Composicién de la fibra prensada de palma

Componente Porcentaje (%)

Extraibles 8.1%£0,5
Lignina 30.1+0,6
Cenizas 3.1x0,1
Celulosa 30.6%£1,8

Hemicelulosa 26.0£29
Otros 1.2

Segun la caracterizacion de la fibra prensada de palma Tabla 4-1, la fibra presenta un mayor
contenido de extrafbles en agua (4.9) que en etanol (3.3); para un total de 8.1 g soélidos
extraidos/100 g de materia prima, al comparatlo con otros materiales como el cardo o abrojo
“Cynara cardunculus” con un valor de 14.3 (Ballesteros et al., 2008) y el arbol de olivo con 15.4 g
solidos extraidos/100 g de materia prima (Cara et al, 2006) la fibra presenta un menor

contenido de extractivos.

La variabilidad de los resultados obtenidos para la caracterizaciéon de las diferentes fracciones
analizadas, Tabla 4-2, se obtuvieron en un intervalo de confianza del 95%, sin embargo para la
fraccion de la hemicelulosa (2.9) y celulosa (1.8) este limite no se logro obtener, esto
posiblemente se debié a que estos dos componentes varian significativamente de una muestra

a otra por la heterogeneidad intrinseca del material.
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La materia prima presentdé un alto contenido de lignina, 30.1%, comparado con el otro
residuo principal de la explotacion de la palma de aceite: los racimos vacios del fruto o raquis
que contienen aproximadamente un 20,4% vy superior al valor del 21% reportado por
Gutiérrez et al, 2008. Esta diferencia se podria deber a la alta heterogeneidad de la materia
prima, que no solamente consta de los residuos fibrosos de la palma de aceite, sino también

de los residuos de la cascara de los frutos o cuescos y hasta de raquis.

La cantidad de celulosa (30.6%) es menor a la reportada por Gutiérrez, et al. (40%), véase
Tabla 2-1. Los comparativos para el contenido de hemicelulosa son similares y tan solo
presentan una diferencia de dos unidades, de igual manera para el caso de las cenizas.
Respecto a lo reportado por ensayos realizados en Nibong Tebal, Malasia (Abdul et al., 2002)
el producto proveniente del Meta presenta valores superiores para la hemicelulosa y las
cenizas. La fibra prensada de palma cuenta con un contenido del 60,1% de carbohidratos en
peso seco, lo cual hace de esta materia prima un sustrato adecuado para la produccién de

azucares fermentables.

4.2 Analisis elemental

En cuanto al analisis elemental de la fibra prensada de palma, se solicité el analisis externo al
Laboratorio de Carbones de Ingeominas, Bogota-Colombia y los resultados que alli se

obtuvieron (Anexo V) bajo la norma ASTM D:5373-07(07) se presentan en la Tabla 4-3.

Tabla 4-3 Andlisis elemental a la fibra prensada de palma (en base seca)

Elemento Porcentaje (%)

Carbono 47,6
Nitrégeno 0,7
Hidrogeno 6,2

Otros 45,5

La relacién C/N propia del material corresponde a un valor de 64,3 y el contenido de

nitrégeno en el material es de tan solo un 0,7%.

53



4.3 Pre-tratamiento con agua caliente

4.3.1 Fraccion liquida: caracterizacion de sélidos solubles y pH

En la Tabla 4-4 se muestran las condiciones generales del ensayo ordenadas
ascendentemente con respecto a la temperatura (la numeracién dada a cada uno de los
resultados facilita su lectura posterior), ademas se presenta la caracterizacién del liquido

de pre-tratamiento en cuanto al contenido de sélidos solubles y pH.

Tabla 4-4 Porcentaje de sé6lidos solubles y pH después del pre-tratamiento

Condiciones Sélidos
Ensayo T 0) Carga tien.lpo (gs/oll(l)l(l))lgsde pH
(g/100mL)  (min) materia prima)
1 146,6 7,5 10 0,4 5,1
2 160 5 5 0,4 4,8
3 160 5 15 0,4 4,7
4 160 10 5 0,6 4,9
5 160 10 15 0,7 4,8
6 180 3,3 10 0,5 44
7 180 7,5 10 1,1 4,3
8 180 7,5 10 1,1 4,3
9 180 7,5 10 1,0 3,8
10 180 7,5 1,6 0,8 3,4
11 180 7,5 18,4 1,3 4.6
12 180 11,7 10 1,7 4.5
13 200 5 5 1,3 4,3
14 200 5 15 1,3 4,3
15 200 10 15 2.3 4,2
16 200 10 5 2,0 44
17 213,6 7,5 10 2,1 4,0

Se observa que el contenido de sélidos solubles vario entre 0.4 a 2.3 gramos/ 100 gramos
de materia prima, el primer valor correspondié a la condicién 160° C, 7.5 g/100 mL y 10
min, mientras que para el valor mas alto correspondié a 200° C, 10 g/100 mL y 15 min,
con lo cual la solubilizacién de los sélidos presenté una tendencia ascendente con el
aumento en la temperatura; en cuanto al pH alcanzado se encontraron valores que

variaron entre 3.4 a 5.1 con el valor mas bajo para 180° C, 7.5 g/100 mL y 1.6 min y para
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el limite superior de 146.6° C, 7.5 g/100 mL y 10 min. Se observé una tendencia
descendente con el aumento de la temperatura, posiblemente debido a la formacién de
iones hidronio presentes en los 4cidos que aparecen después del pre-tratamiento tales
como: el 4cido acético, el acido 4-hidroxibenzoico, el 4cido para-cumarico y el acido
tertlico. Cabe anotar que el valor del pH toma importancia cuando se decide trabajar con
toda la mezcla, slurry, formado por el liquido de pre-tratamiento mas los sélidos
insolubles; ya que a pHs bajos las levaduras o bacterias encargadas de la etapa de

termentacién se inhiben en su desempefio.

4.3.2  Fraccion sdlida: caracterizacion del material pre-tratado

En la Tabla 4-5 se muestran los resultados obtenidos en cuanto al porcentaje de
recuperacion, caracterizacién del material pre-tratado en cuanto su contenido de lignina,

cenizas, celulosa y hemicelulosa.

Tabla 4-5 Recuperacién total gravimétrica (en % de la materia prima), composicién del filtrado y de los
s6lidos insolubles después del pre-tratamiento con agua caliente (% de la materia pre-tratada), segin
técnica adaptada del protocolo NREL.

Ensayo Recuperacion  Lignina  Cenizas  Celulosa ~ Hemicelulosa
(%) (%) (%) (%) (%)
1 88,3 34,5 2,5 31,3 19,9
2 81,7 36,3 3,3 31,7 21,7
3 84,2 36,2 2,4 31,1 22,1
4 93,0 37,5 3,8 30,1 21,7
5 92,7 38,0 3,3 29,3 21,1
6 67,5 40,3 3,0 36,6 18,4
7 82,9 39,0 3,0 39,1 17,1
8 81,2 39,7 3,2 34,5 18,4
9 78,5 37,8 2,9 35,5 16,9
10 81,1 40,2 3,3 34,7 19,4
11 70,3 40,3 3,3 39,3 16,4
12 81,0 38,9 3,1 39,5 16,4
13 95,7 46,1 3,5 45,8 9,8
14 62,6 46,4 3,6 47,2 8,9
15 68,5 47,5 4,0 42,6 8,9
16 71,5 46,2 3,9 39,3 9,5
17 59,7 52,0 3,9 49,5 4,2

55



La recuperaciéon gravimétrica del sélido vario entre valores del 60% al 96%. Como se
esperaba, se detecto un decrecimiento de la recuperacién total de los s6lidos a medida que
aumenté la temperatura. Aunque en el ensayo 13 se presenté en contraste el mayor
porcentaje de recuperacién debido posiblemente al efecto de la carga. A medida que
aumento la temperatura, la solubilizacién, especialmente de la fraccién de hemicelulosa se
incrementa lo que se ratifica en el andlisis de la composicién de la fracciéon sélida y
liquida, donde se presenta un decrecimiento del contenido de este parametro en los
s6lidos y un aumento en el liquido. Los resultados de lo anterior se observa en la Tabla 4-
5 y Tabla 4-6. Teniendo en cuenta que la primera fraccién en solubilizarse es la
hemicelulosa, el residuo sélido se va concentrando en los menos solubles: celulosa y

lignina.
4.3.3 Caracterizacion del hidrolizado dcido (HA)

El contenido de aztcares producidos después de la hidroélisis 4cida de los liquidos de pre-

tratamiento se calculé como g de aziicar/100 g de materia prima.

Tabla 4-6 Porcentaje de aztcares obtenidos en el l{quido de pre-tratamiento después de post-hidrélisis

( g de azicar )
100 g de materia prima

Ensayo  Glucosa  Xilosa  Arabinosa

1 0,9 0,7 0,1
2 0,7 1,3 0,1
3 0,8 2,0 0,2
4 0,6 1,0 0,1
5 0,7 1,4 0,2
6 0,8 7,8 0,4
7 0,4 7,3 0,3
8 0,5 7,0 0,3
9 0,3 6,9 0,3
10 0,5 4,7 0,3
11 0,4 9,5 0,3
12 0,4 10,0 0,4
13 0,5 18,1 0,3
14 0,4 18,5 0,2
15 0,4 14,6 0,1
16 0,4 9,8 0,1
17 0,4 15,3 0,1
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Como se muestra en la Tabla 4-6 después de hidrolizar la fraccién liquida obtenida en el
pre-tratamiento, se alcanzan a recuperar porcentajes importantes principalmente de
xilosa hasta valores de 18,5 g/100 de materia prima. En cuanto a la glucosa el maximo
valor fue del 0,9%. Se infiere que a medida que aumenta la temperatura en el pre-
tratamiento, la recuperacién de la fraccién de xilosa también aumenta. La recuperacién de
los xilanos es importante teniendo en cuenta su caracter de aztcar fermentable. En

cuanto a la arabinosa detectada el valor maximo fue de 0,4 g/100 g de materia prima.

4.3.4  Porcentaje de sacarificaciéon, rendimiento y rendimiento
global

4.3.4.1 De glucosa

El porcentaje de sacarificacién en la hidrdélisis enzimatica, respecto al pre-tratamiento se
expresa como el porcentaje de glucosa liberada después de las 72 horas de reaccién en

relacién a la glucosa potencial presente en los sélidos insolubles o fibra pre-tratada.

g glucosa obtenida en la hidroélisis enzimatica (HE)

% sacarificacion = ( ) x 100

g glucosa potencial en la fibra pre—tratada
Indudablemente el porcentaje de sacarificacién es una herramienta util para evaluar la
eficiencia del pre-tratamiento, pero para establecer las mejores condiciones también es
atil evaluar la glucosa total producida por gramo de materia prima no tratada lo que se

expresa como:

. s RPLTIT o ze lucosa obtenida en la HE
Rendimiento de glucosa en la Hidrélisis Enmmatlca:(g 4 —— )
100 g de materia prima

Si ademads de analizada la glucosa producida en la fraccién de los sélidos insolubles, se
valora la glucosa producida en el liquido de pre-tratamiento (hidrolizado 4cido), el

rendimiento global de glucosa respecto a la materia prima, se expresarfa como:

Rendimiento global de glucosa=((g glucosa obtenida en la hidrélisis enzimatica +

g glucosa obtenida en la hidrolisis dcida) /(100 g de materia prima))
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En la Tabla 4-7 se muestran los resultados obtenidos para estos tres parametros,

evaludndolos para la glucosa.

Tabla 4-7 Porcentaje de sacarificacién, rendimiento de glucosa y rendimiento global de glucosa en la
hidrélisis enzimética

Rendimiento
Porcentaje de | Rendimiento Recuperacién | global de glucosa Recuperacion
Ensayo sacarificacion | de glucosa en de glucosa en (s6lidos HE+ global de
(%) la HE (%) la HE (%) hidrolizado glucosa (%)
acido)

1 8,5 2.6 7,6 3,4 9,9

2 8,6 2,5 7,2 3,1 9,0

3 9,9 2,8 8,4 3,5 10,2
4 10,9 3,4 9,9 3,9 11,8
5 9,2 2,7 8,1 3,3 9,6

6 4,9 1,3 3,9 1,9 5,7

7 17,5 6,3 18,4 6,6 19,3
8 19,6 6,0 17,7 6,4 18,9
9 19,2 5,9 17,3 6,2 18,1
10 19,8 6,1 18,0 6,5 19,1
11 18,7 5,7 16,7 6,0 17,6
12 20,6 7,2 21,3 7,6 22,9
13 19,6 9,5 27,8 9,8 28,9
14 15,4 5,0 14,7 5,3 15,7
15 20,8 6,7 19,6 7,0 20,5
16 22,5 7,0 20,4 7,2 21,8
17 21,7 7,1 20,7 7,4 21,6

El mayor porcentaje de sacarificacién en el paso de la hidrélisis enzimatica fue de 22.5
correspondiente al pre-tratamiento a 200° C, 7.5% de sé6lidos y 5 min. Mientras que para
el rendimiento de glucosa respecto a la materia prima se alcanzé un valor de 9.5 g de
glucosa/ 100 g de materia prima, para 200° C, 5% de carga de sé6lidos y 5 min; con lo cual
se alcanz6 un 28% de recuperacién de la glucosa teérica. La glucosa del hidrolizado 4acido
contribuye en 0.3 unidades del total de 9.8% para el ensayo donde se tiene el mayor
porcentaje de recuperacién total. Esta consideracién se deberd tener en cuenta cuando se

intente recuperar e incluir la carga de glucosa global a la fermentacion.
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4.%.4.2 De xilosa

Al poseer la fibra prensada un alto contenido de hemicelulosa, 26% en peso seco de su
composicién es importante analizar lo que sucede con esta fraccién en el pre-tratamiento.
La mayorfa de xilanos en la hemicelulosa corresponden a xilosa (aproximadamente un

90%), por esto se puede expresar el rendimiento de xilosa, como:

((g de xilosa obtenida en el liquido HE +

g xilosa obtenida en el hidrolizado acido) /(100 g de materia prima))

Resultados que se muestran en la Tabla 4-8.

Tabla 4-8 Rendimiento global de xilosa (% sobre la materia prima) y porcentaje de recuperacién de xilosa
(g de xilosa recuperados respecto a la tedrica)

Rendimiento P
Ensayo global de xilosa Recup era: 16n xilosa

1 1,1 44

2 1,7 6,3

3 2,3 8,9

4 1,5 6,0

5 1,8 6,7

6 6,6 25,5
7 7,4 28,5
8 7,1 27,4
9 7,0 27,0
10 5,3 20,5
11 9,2 35,5
12 9,8 37,6
13 16,5 63,4
14 16,4 63,2
15 18,7 52,5
16 9,8 37,8
17 14,7 56,7

Como se observa en la Tabla 4-8 el mayor rendimiento de xilosa fue de 16.5 g de
xilosa/ 100 de material pre-tratado el cual se logré a una condicién de 200° C, 5 % carga

de sélidos y 5 min de pre-tratamiento. La recuperacién de xilosa vario en un intervalo de
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4.4 a 63.4% con respecto a la xilosa tedrica propia del material, viéndose una tendencia de

recuperacion mayor a medida que aumenta la temperatura del pre-tratamiento.

4.3.4.3 Rendimiento global de aziicares fermentables

Si se tiene en cuenta el aporte de la xilosa como aziicar fermentable, el rendimiento global

de azicares se expresarfa como:

Rendimiento global de aztGcares

= ((g de aztcares (glucosa + xilosa))/(100 de materia prima))

En la Tabla 4-9 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 4-9 Rendimiento global y porcentaje de recuperacién de azticares fermentables con respecto a la
materia prima

Rendimiento Recup t,eraci(’)n
Ensayo global azucares de aziicares
fermentables (%) fermentables

(%)

1 4,5 7,6

2 4,7 7,9

3 5,8 9,6

4 5,4 9,0

5 5,0 8,4

6 8,6 14,3

7 14,0 2392

8 13,6 22,6

9 13,2 21,9

10 11,8 19,7

11 15,2 25,3

12 17,4 28,9

18 26,3 43,8

14 21,8 36,2

15 20,6 34,4

16 17,1 28,4

17 22,1 36,8

60



Al tener en cuenta el aporte tanto de la glucosa y xilosa obtenida en la hidrdlisis
enzimdtica como en el hidrolizado acido, el rendimiento global de aziicares aumenta hasta
un 26.3 g/100 g de materia prima para la condicién de 200° C, 5% carga de sélidos y 5
min de reaccién, resultado que debe tenerse en cuenta desde un punto de vista
econémico, ya que es nhecesario considerar los aztcares derivados de la fraccién
hemicelulosica presente en el filtrado, los cuales podrian ser también transformados a
etanol por cepas de levaduras selectas. Con esto la recuperaciéon final de azudcares
termentables obtenidos en el pre-tratamiento es de 43.3% respecto al valor tedrico
potencial. Este valor supera el encontrado en trabajos previos (25%) utilizando paja de
arroz bajo condiciones de pre-tratamiento de 190° C, 120 min y una relacién de 7% p/p

como lo reportan Rogalinski et al., 2008.

4.3.5 Inhibidores de crecimiento de microorganismos

En la Tabla 4-10 se presentan los resultados para el contenido (g de inhibidor/100 g de
materia prima) de inhibidores analizados en los liquidos de pre-tratamiento los cuales se
dividieron en tres grupos. El primero de ellos corresponde al 4cido acético como parte de
los 4cidos débiles, el segundo los derivados de los furanos que fundamentalmente
corresponde al 5-hidroximetilfurfural y el furfural y el tercer grupo a los compuestos
tenélicos donde se tuvo en cuenta la contribucién del resto de componentes analizados

(véase Tabla 3-5).

En la Tabla 4-10 se observa que el contenido de inhibidores para el 4cido acético varia
entre 0.5 a 7.4 g/100 de materia prima, infiriéndose un aumento del contenido de 4cido

acético con la temperatura.

Para el grupo de los derivados del furano se observa que estos no se producen hasta
cuando la temperatura supera los 180° C y se obtuvieron en un intervalo de 0.1 a 0.8%.
Mientras que para los compuestos fenolicos se generaron desde temperaturas bajas con

valores entre un 0.2 a 0.5%.
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g de inhibidor )

Tabla 4-10 Concentracién de inhibidores de crecimiento de microorganismos ( —
100 g de materia prima

Ensayo Acido acético (%) Furanos (%) Fenoélicos (%)
1 0,5 0,0 0,2
2 0,9 0,0 0,2
3 1,1 0,0 0,3
4 0,8 0,0 0,2
5 2,0 0,0 0,2
6 3,2 0,0 0,5
7 2,5 0,0 0,3
8 2,4 0,0 0,3
9 2,2 0,0 0,3
10 1,7 0,0 0,2
11 3,1 0,1 0,2
12 2,3 0,1 0,2
13 6,0 0,2 0,5
14 5,9 0,2 0,5
15 5,8 0,1 0,2
16 3,4 0,1 0,3
17 7,4 0,8 0,4

Considerar el efecto de los inhibidores sobre el crecimiento de los microorganismos en las
eficiencias de procesos posteriores de fermentacién, es muy importante. Por ejemplo, se
podrian presentar alargamientos en la fase de adaptacién de los microorganismos a los
sustratos con alta concentraciéon de inhibidores, lo que se reflejarfa de manera directa en

tiempos y costos de proceso.

4.3.6  Anadlisis superficie de respuesta

4.3.6.1 Rendimiento global de azicares

Para el analisis estadistico de la superficie de respuesta se utiliz6 el software Statgraphics
Plus v.5.0. En este se estim6 el disefio experimental maximizando el rendimiento global
de azidcares fermentables como gramos de glucosa+xilosa/100 gramos de materia
priman, Anexo V. Con el andlisis de varianza los datos experimentales se ajustaron a un

r-cuadrado de 87.9%, como se observa en la Figura 4-1.
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Figura 4-1 Grifico de Probabilidad normal para Rendimiento Azucares

Grafico de Probabilidad normal para Rendimiento Azucares
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En la Figura 4-2 se evidencia que el factor que tuvo mayor incidencia fue la temperatura
en la maximizacién del disefio experimental, encontrdndose una relacién ascendente entre
el rendimiento global de los aztcares y la temperatura, mientras que los factores de carga
y tiempo no tuvieron una incidencia importante. Sin embargo, una alta dosificaciéon de
s6lidos puede incrementar la viscosidad de la mezcla, consecuentemente incrementando la

resistencia a la transferencia de masa (Sheng et al., 2010).

Figura 4-2 Gréfico de Efectos principales para Rendimiento Aztcares

Grafico de Efectos principales para Rendimiento Azucares
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e Superficie de respuesta estimada

Al observar la Figura 4-3 se evidencia que no se ha alcanzado un punto 6ptimo para el
rendimiento global de azicares, aunque se encontré un punto maximo en 211.8° C, carga
de 8.3 g/100 mL y un tiempo de 1.6 min, para el cual se espera obtener un valor de 28.9
gramos de azlcares/100 gramos de materia prima. Segtn el modelo ajustado, se puede
inferir que en el disefio experimental planteado no se ha cubierto un rango adecuado de
temperaturas ya que la tendencia de la produccién de aztcares siempre fue creciente en el
intervalo de 146.6-213-6° C estudiad. Investigaciones de Sheng et al., 2010, usando las
hojas de la palma de aceite reportan rendimientos de glucosa de 92.8% en un punto
6ptimo de 178° C, en una relacién de liquido-sélido de 9.6 y en un tiempo de pre-

tratamiento de 11.1 min.

Figura 4-3 Superficie de respuesta estimada para el rendimiento global de azicares

Superficie de Respuesta estimada
tiermpo=10,0

Rendimiento Azucares

4.3.6.2 Rendimiento global de glucosa mas Inhibidores de
crecimiento de microorganismos

Al realizar un anélisis de optimizacién de respuesta multiple maximizando el rendimiento
global de glucosa (7.29%) y minimizando la produccién de inhibidores de fermentacién
(1.79) se encontr6 un punto 6ptimo a una temperatura de 186° C, 9.4 g/100 mL y un
tiempo de 1.6 min, como se observa en la Figura 4-4 y 4-5. Este resultado proyecta un

resultado importante para ser evaluado en la siguiente etapa de fermentacién, tomando
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como materia prima solamente la glucosa y teniendo en cuenta los compuestos téxicos

para el desempefio de los microorganismos.

Figura 4-4 Superficie de respuesta estimada maximizando el rendimiento global de glucosa y minimizando
la produccién de inhibidores

Superficie de Respuesta estimada
tiermpo=10,0
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Figura 4-5 Contornos de superficie de respuesta estimados maximizando el rendimiento global de glucosa
y minimizando la produccién de inhibidores
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4.4 Pre-tratamiento bioldgico

4.4.1 Ensayo preliminar

4.4.1.1 Caracterizacion del material pre-tratado

El sélido pre-tratado se caracterizé en su contenido de lignina, cenizas y carbohidratos

estructurales; se realiz6 la determinacién de lignina residual el cual consistié en calcular
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el grado de deslignificacién y correlacionarlo con la lignina presente en la materia prima

sin pre-tratar.
¢ Grado de deslignificaciéon

Lignina material pre — tratado
Lignina materia prima

GD=< )*100

Como se observa en la Figura 4-6 el mayor grado de deslignificacién estuvo a cargo del
hongo P. ostreatus en combinacién con el medio de cultivo Mandels al alcanzarse un
34.6% a la cuarta semana, sin embargo fue muy semejante al resultado obtenido para la
combinacién con medio de cultivo Kirk al alcanzarse un 83.4% en el mismo tiempo. Por
otro lado las combinaciones P. chrysosporium en los dos medios de cultivo tan solo

alcanzaron el 31% de deslignificacién.

Figura 4-6 Lignina residual en funcién del tiempo de tratamiento
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Como se observa en la Tabla 4-11 el porcentaje de recuperacién disminuyé a lo largo del
tiempo, los valores que se encontraron a 95.2% y 66.3% para la primera y tltima semana
respectivamente, se correlaciona con la perdida de lignina a través del tiempo. En cuanto
al contenido de cenizas no se observaron diferencias significativas (2.2 — 3.4%) y se fueron

incrementando ligeramente con el tiempo de tratamiento.
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Tabla 4-11 Porcentaje de recuperacién gravimétrica de sélidos y composicién de cenizas a través del

tiempo
Medio de H 1° Semana 2° Semana 3° Semana 4° Semana
ongo
cultivo & Recuperacion  Cenizas |Recuperacion Cenizas |Recuperacion Cenizas |[Recuperacion  Cenizas
Mandels P. chrysosporium 82,4 2,9 72,8 2,3 66,3 2,4 66,4 2,4
P. ostreatus 86,8 2,6 82,3 2,4 76,2 2,7 67,7 3,2
Kirk P. chrysosporium 95,2 2,2 82,4 2,2 70,1 2,4 66,9 3,0
P. ostreatus 78,8 2,7 79,9 2,4 87,2 3,4 70,4 3,4
. . * 7
4.4.2 Porcentaje de sacarificacion

En cuanto al porcentaje de sacarificacién o rendimiento de hidrélisis enzimatica en la

Figura 4-7 se observa que el mayor valor alcanzado fue de 19.2 g glucosa en la Hidr6lisis

Enzimética (HE)/g glucosa potencial en la fibra pre-tratada para la combinaciéon P.

ostreatus en medio de cultivo Mandels, aunque de cerca estuvo el valor obtenido para la

combinacion P. ostreatus en medio de cultivo Kirk con un 18.4%, mientras que la biomasa

no pre-tratada tuvo un rendimiento de hidrélisis enzimatica inferior de 5.6%. Cabe

resaltar que el pre-tratamiento biolégico con el hongo P. ostreatus empieza a superar este

valor desde la primera semana de tratamiento, lo cual demuestra que este hongo

efectivamente mejora la glucosa liberada de la fibra prensada de palma en las condiciones

adecuadas de crecimiento (medio de cultivo, humedad y temperatura).

Figura 4-7 Rendimiento de glucosa en la hidrolisis enzimdtica a través del tiempo
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Los resultados para las combinaciones del hongo P. chrysosporium en los dos medios de
cultivo no arrojan rendimientos promisorios ya que ni siquiera superan al control, o sea al
material sin pre-tratar en ninguna de las cuatro semanas de tratamiento; esto se debe
principalmente a que el hongo P. chrysosporium degradada no solamente la lignina sino
también la celulosa, como se observa en la Tabla 4-12. Para la cuarta semana de pre-
tratamiento la caracterizacién del material arroja un 5% menos de celulosa para el
material pre-tratado con la combinacién P. chrysosporium en medio Kirk respecto al P.
ostreatus en el mismo medio, resultado que se ratifica también con lo obtenido en el item

4.4.1.1 correspondiente al grado de deslignificacion.

Tabla 4-12 Caracterizacion de las fracciones de celulosa y hemicelulosa a través del tiempo

1° Semana 2° Semana 3° Semana 4° Semana
Medio de Hongo Celulosa Hemicelulosa| Celulosa Hemicelulosa| Celulosa Hemicelulosa| Celulosa Hemicelulosa
Mandels P. chrysosporium 29,7 22,3 29,2 23,2 26,1 19,8 29,7 24,5
P. ostreatus 28,3 21,7 30,5 22,0 30,7 20,3 31,1 21,0
Kirk P. chrysosporium 28,2 22,7 29,0 23,0 27,9 22,3 28,8 22,8
P. ostreatus 28,2 22,3 29,1 21,4 31,5 22,0 33,3 21,7
4.4.2.1 Rendimiento de glucosa y xilosa

Los resultados del rendimiento de glucosa por 100 gramos de materia prima no tratada se
muestran en la Figura 4-8. El mayor rendimiento de glucosa obtenido en la etapa de la
hidrélisis enzimatica correspondié a 4,8 g de glucosa/100 g de materia prima, para la
combinacién del hongo P. ostreatus tanto en medio de cultivo Kirk, muy seguido por la
combinacién del mismo hongo pero en el medio Mandels con un 4,5%, lo que corresponde
a un 14 y 13,1% respectivamente de recuperaciéon de la glucosa liberada respecto a la
tedrica. De nuevo los resultados obtenidos para la combinacién P. chrysosporium en los dos
medios de cultivo no arrojan resultados prometedores ya que ni siquiera superan al
material tomado como control (1,67% de rendimiento de glucosa). Para el hongo P.
ostreatus se observa que este empieza a superar el limite alcanzado por el control a partir

de la segunda semana de tratamiento.
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Figura 4-8 Rendimiento global de glucosa en funcién del tiempo
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En cuanto al rendimiento de xilosa, Figura 4-9, que se ha tenido en cuenta en esta
investigacion por ser considerada como aztcar fermentable y por ser detectada en el
andlisis después de la hidrélisis enzimdtica, esto atribuido principalmente a que las
enzimas empleadas deben presentar en menor proporcién actividad hemicelulasa por ser
un complejo enzimatico, ademds que la fibra prensada de palma presenta un alto
contenido de esta fraccién. Se observa que el mayor valor alcanzado fue de 2,6 y 2,5 g de
xilosa/ 100 de materia prima para la combinacién P. ostreatus en medio de cultivo Kirk y
Mandels respectivamente, con lo cual el porcentaje de recuperacién de este azicar

correspondié a un 10,2 y 9,5%.

Figura 4-9 Rendimiento global de xilosa en funcién del tiempo
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4.4.2.2 Rendimiento global de aziicares

El pardmetro principal para evaluar el pre-tratamiento biolégico corresponde al
rendimiento global de aztcares que expresa la suma de la glucosa y xilosa liberadas en la
hidrélisis enzimética del material pre-tratado con respecto a la materia prima de partida,
azGcares que posteriormente serian los disponibles para la posterior etapa de
termentacién. En la Figura 4-10 se observa que el mayor rendimiento correspondié a la
combinacién P. ostreatus en medio de cultivo Kirk con un 7.4% seguido de la combinacién
del mismo hongo en el medio de cultivo Mandels con un 6.9%. Con esto el porcentaje de
recuperacién de los azicares fermentables respecto a la materia prima fue de un 4,5% y un
4,2% respectivamente. Para la combinacion P. chrysosporium en los dos medios de cultivo

el porcentaje de recuperacién de aztcares no supero el 0,4%.

Figura 4-10 Rendimiento global de aztcares fermentables en funcién del tiempo
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Al tener en cuenta no solamente la caracterizacion del material pre-tratado (grado de
deslignificacién y contenido de celulosa), sino también el rendimiento de hidrolisis
enzimatica y el rendimiento global de glucosa/g de materia prima, se escogi6 la
combinacién P. ostreatus en medio de cultivo Kirk para ser evaluada variando la relacién
C/N (item 4.4.2), ya que aunque se obtiene un porcentaje de deslignificaciéon menor

(83,4%) con respecto a la combinacién P. ostreatus en medio de cultivo Mandels (34,6%),
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se ve compensada en cuanto a la disponibilidad de la celulosa luego de la caracterizacién
del material pre-tratado 33,3% con respecto a un 31,1% que en conversiéon de glucosa

significa un 2,4% adicional (véase Tabla 4-12).

Ademads respecto al porcentaje de sacarificacién de glucosa en la hidrélisis enzimatica se
observa que desde la primera semana los valores son mayores para la combinacién P.
ostreatus en medio de cultivo Kirk, mientras que para la segunda combinacién (P. ostreatus-
Mandels) se incrementa levemente a la cuarta semana, en tan solo un 0,8%. Por ultimo
teniendo en cuenta el rendimiento global de aztcares como aporte de la glucosa liberada
méds el de la xilosa. Y al ser el pardmetro mds significativo por estar relacionado
directamente con el material que se carga sin pre-tratar se obtuvo en la combinacién
Kirk/ P. ostreatus un rendimiento (7,4%) mayor sobre la combinacién Mandels/ P. ostreatus

con un valor de 6,9%.

Sustentados en lo anterior se decidi6é tomar la primera combinacién. Adicionalmente para
apoyar esta discusiéon el medio de cultivo Kirk ha sido ampliamente reportado por poseer
una relacién de nutrientes adecuados para la deslignificacién biolégica (Cardona et al.,

20009).

Si se compara el pre-tratamiento biolégico con el de agua caliente, se pueden obtener
resultados similares a los obtenidos con agua caliente a temperaturas entre 146 y 160° C,
con la ventaja de no utilizar una carga energética elevada, sin embargo; para un andlisis

maés exhaustivo se debe tener en cuenta la productividad del proceso.

4.4.3  Ensayo variando la relacién C/N

4.4.3.1 Caracterizacion del material pre-tratado

El porcentaje de recuperacién para este ensayo varié de un 66.2 a un 71.3%, el porcentaje
de cenizas se incremento en la cuarta semana de un 2 a un 3.6% y como era de esperarse
la celulosa y hemicelulosa se concentraron de una semana a la otra con la respectiva

compensacién del incremento en el grado de deslignificaciéon (Tabla 4-13).
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Tabla 4-13 Porcentaje de recuperacién y composicién del material pre-tratado variando la relacién C/N

Relacién C/N % Recuperacion % Lignina % Cenizas % Celulosa % Hemicelulosa
Semana 3 Semana 4 |Semana 3| Semana 4| Semana 3 | Semana 4 | Semana 3 | Semana 4| Semana 3| Semana 4

64,3 66,2 68,0 33,5 30,1 2,7 3,5 23,1 25,9 20,2 20,8

65,9 70,1 67,7 33,3 32,0 2,0 3,3 23,0 24,0 20,0 19,0

67,3 66,1 71,3 32,5 30,5 2,6 3,6 24,7 21,7 20,8 17,6

e Grado de deslignificacién

Como se observa en la Figura 4-11 después de la tercera y cuarta semana de pre-
tratamiento con la relacién propia (64,3) de C/N del material, se alcanz6é un grado de
deslignificacion del 28.7% y 32.3% respectivamente, valor semejante al obtenido cuando
el medio de cultivo se suplemento con 10g/L de glucosa (relacién C/N de 67,3) 28.0 y
32.6, respectivamente. Mientras que el resultado obtenido para la relacién intermedia
(65,9) alcanzé valores de deslignificacion inferiores a las otras dos relaciones; por tanto
este parametro por ahora indica que para obtener el mismo grado de deslignificacién no
es necesario suplementar el medio de cultivo con adicién de fuente de carbono, ya que la
relacion intrinseca que tiene el material es suficiente; ademas si se observa la Tabla 4-12
el porcentaje de celulosa disponible en el material pre-tratado es superior para la relacién
C/N propia en 2 unidades (tercera semana de tratamiento) y 4.62 unidades (cuarta
semana de tratamiento) convertidas a glucosa disponible en comparacién con las otras
dos relaciones respectivamente, lo que de nuevo ratifica la no necesidad de variar la

relacién C/N, en cuanto al grado de deslignificacion.

Figura 4-11 Lignina residual en funcién del tiempo
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4.4.3.2 Porcentaje de sacarificacion

En la Figura 4-11 se observa que el porcentaje de sacarificacién en la hidrolisis
enzimatica respecto a la glucosa (g de glucosa liberados en la HE/g de glucosa potencial
en la fibra pre-tratada) alcanzan valores de 18.5 15.7 y 17.9% a la cuarta semana de
tratamiento, mientras que para el control se alcanza un 4.6%. A medida que aumenta la

relacién C/N se observa un aumento en el porcentaje de sacarificacion.

Figura 4-12 Rendimiento de glucosa en la hidrélisis enzimaética en funcién del tiempo
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4.4.3.3 Rendimiento de glucosa y xilosa

Al evaluar el parametro correspondiente al rendimiento de glucosa (Figura 4-12) y xilosa
(Figura 4-13) que se expresa como los gramos de glucosa o xilosa liberados en la HE/100
g de materia prima se observa que los valores en las diferentes relaciones C/N, estuvieron
cercanos en un rango de 5.4 a 5.7% y de 3 a 3.2% respectivamente, después de la cuarta
semana de tratamiento. Con estos resultados el porcentaje de recuperacién vario entre

valores de 12.2 a 16.7%, mientras que para la xilosa variaron en un 8.9 a un 12.2%.

Comparados estos resultados con el tratamiento de agua caliente en las condiciones de

temperatura de 146.6 a 160° C (Ensayos 1 al 5) y ensayo 6 correspondiente a las
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condiciones T=180° C, 3.3 carga de sélidos y 10 min se alcanzan rendimientos

semejantes de glucosa y xilosa en la hidrélisis enzimatica.

Figura 4-13 Rendimiento global de glucosa en funcién del tiempo para las diferentes relaciones C/N
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Figura 4-14 Rendimiento global de xilosa en funci6n del tiempo para las diferentes relaciones C/N
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4.4.3.4 Rendimiento global de aziicares fermentables

El rendimiento global de azicares fermentables (glucosa + xilosa) se contemplé como el
parametro principal para evaluar el ensayo, Figura 4-14. Con este se encontré un
rendimiento méximo de 8.9 g de azlcares/100 de materia prima con un porcentaje de
recuperacién correspondiente del 5.3% para la relaciéon C/N que se suplementé con
mayor cantidad de glucosa. Sin embargo, para la relacién propia del material los valores
estuvieron en un 8.5 g de azdcares/100 g de materia prima para una recuperacién del
5.1%. Con este resultado nuevamente se corrobora que la adicién de una fuente de

carbono como suplemento, no serfa necesaria para llevar a cabo el pre-tratamiento.

Figura 4-15 Rendimiento global de azticares en funcién del tiempo
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4.5 Combinacion de pre-tratamiento agua caliente con
biol6égico

La combinacién del punto estimado encontrado en el item 4.3.6 utilizando el material
previamente tratado biolégicamente con el hongo P. ostreatus en medio Kirk a la cuarta
semana y sin adicién de fuente de carbono, se llevé a cabo para evaluar el rendimiento

global de azicares. A continuacién se presentan los resultados obtenidos:
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Como se observa en la Tabla 4-14 se pretrato material original como control y material
previamente tratado biolégicamente con la combinacién del punto méximo de 211° C, 3.3
g/100 mL de solucién y 1.6 min. El porcentaje de sdlidos solubles y el pH fueron
semejantes para los dos materiales; se observé diferencia en el porcentaje de recuperacién
gravimétrica donde se obtuvo un 10% mas de recuperaciéon para el material pre-tratado
biolégicamente. En cuanto al contenido de lignina se observa que el material pre-tratado
biol6gicamente presenté un porcentaje menor debido a que el material ingresa al
tratamiento previamente deslignificado por parte del hongo P. ostreatus, 1o que a su vez se
corresponde con el contenido de celulosa (40,4%) siete unidades por encima del reportado

para el material original.

Tabla 4-14 Caracterizacién del material original y el material pre-tratado con la combinacién (biolégico
més agua caliente) en el punto méximo

Seélid
Material Recuperacion insc:yllu:lses Sélidos Lignina  Cenizas  Celulosa Hemicelulosa
(%) (%) solubles (%) P (%) (%) (%) (%)
0
Original 67,9 1,8 0,9 34 526 4,4 33,3 4,7
Pre-tratad
re-tratado 80,1 1,5 0,9 35 433 4,1 40,4 2,9

biologicamente

En cuanto al porcentaje de sacarificacién alcanzado se observa en la Tabla 4-15 que para
el material previamente pre-tratado se alcanzé un valor quince veces superior que con el
material original, debido esto principalmente a que el material pre-tratado previamente
ya ha logrado un grado de deslignificacién donde deja a mayor disposicién la celulosa y
por ende la glucosa potencial. En cuanto al rendimiento de glucosa y xilosa se obtuvo una
recuperacion del 47.7% y 82.9% respectivamente, para el pre-tratado biolégicamente
contra una recuperacién del 36.1% y 63% para el material original. En conclusién con la
combinacién de los dos pre-tratamientos se obtiene una recuperaciéon del 62.9% de los
azucares fermentables contra un 47.8% cuando se utiliza solamente el tratamiento con
agua caliente. Finalmente se alcanz6 el valor predicho por la superficie de respuesta: 28.9
gramos de azlcares/100 de materia prima para el caso del material sin pre-tratar
biolégicamente y se supero este valor en nueve unidades aproximadamente al tratarse

previamente la fibra prensada con el hongo con P. ostreatus.
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Tabla 4-15 Porcentaje de sacarificacién, rendimiento de glucosa y xilosa, rendimiento global de aztcares
para el pre-tratamiento en combinacién o no en el punto 6ptimo

Por(.:entaj.ei de Rendimiento = Rendimiento Rend,lmlento
sacarificacién (g lucosa ( xilosa ( azlicares
. glucosa HE/g g & . & fermentables (g
Material > . glucosa/100 g xilosa/100 g .
glucosa potencial . . azticares/100 g
de materia de materia .
en la fibra pre- rima) rima) de materia
tratada) P P prima)
Original 40,8 12,3 16,4 28,7
Pre-tratad
[ remiraraco 55,4 16,3 21,4 37,8
biol6égicamente

En cuanto al analisis de inhibidores se encontraron valores semejantes para los dos
materiales con 2,4 g (material original) y 8 g (combinacién de pre-tratamientos) de
inhibidor/100 de materia prima, donde los compuestos detectados fueron principalmente
dcido acético y 5-hidroximetilfurfural, no se encontré presencia de los compuestos

fenolicos.

En la literatura revisada no se tiene referencia de la aplicacién de estos tratamientos a
este tipo de residuos. Solamente Abdul et al., 2002 reportan porcentajes de conversién de
fibra prensada de palma en peso seco aplicando pre-tratamientos de blanqueamiento y
alcalinos compardndolos con el material sin ningtn tipo de tratamiento Los resultados
tueron para la xilosa de 23.9%, 9.3% y 22.3% y para la glucosa de 18%, 45.2% y 27.8%

respectivamente.

Los resultados hallados en el presente trabajo ratifican el potencial de este residuo para la
produccién de aztcares fermentables aplicando la combinacién de dos pre-tratamientos:
uno biolégico seguido por otro con agua caliente, los cuales presentan ventajas

interesantes desde el punto de vista ambiental y econémico.
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5. CONCLUSIONES

La fraccién correspondiente a la hemicelulosa (26%) hace de este residuo, un material
interesante para la produccién de productos como el xilitol o furfural.

La fibra prensada de palma presenta un contenido total de 60% (peso seco) de
carbohidratos, lo que lo hace un sustrato adecuado para la produccién de aztcares
fermentables.

En el pre-tratamiento de agua caliente se logra recuperar un 80% de la glucosa y un
64% de la xilosa respecto a la materia prima, para las condiciones de 200° C, 5 % de
carga y 5 min de reaccién.

Los liquidos de pre-tratamiento después de someter el material al agua caliente se
caracterizaron en cuanto a su contenido de inhibidores de crecimiento de
microorganismos encontrandose que: el 4cido acético vario en un intervalo de 0.5 a 7.4
g de inhibidor/100 g de materia prima; para los derivados del furano de 0.1 a 0.8 g de
inhibidor/100 g de materia prima, rescatando ademds que estos se producen cuando se
supera la temperatura de 180° C solamente y para los compuestos fendlicos de 0.2 a 0.5
% sobre la misma base.

En el pre-tratamiento de agua caliente aplicado a la fibra prensada se present6 una
incidencia significativa de la temperatura sobre los otros dos factores analizados:
tiempo y carga.

Maximizando el disefio experimental de supertficie de respuesta se encontré un punto
méximo de rendimiento global de los aztcares fermentables (28.9 gramos de
glucosa+xilosa/ 100 gramos de materia prima) a las condiciones de 211.8° C, carga de
3.3 y un tiempo de 1.6 min.

En el pre-tratamiento biolégico se logro un mayor grado de deslignificacién (34.6%)
con el hongo P. ostreatus en medio de cultivo Mandels a la cuarta semana de
tratamiento en fermentacién en estado sélido, sobre las otras tres combinaciones del
mismo hongo en medio Kirk y del hongo P. chrysosporium en los dos medios de cultivos

evaluados.

Considerando el tratamiento biolégico como un todo se encontré que la combinacién

P. ostreatus en medio Kirk es la mejor opcién para tratar la fibra prensada de palma
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reportandose valores de rendimiento global de azicares de 7.4 gramos de azlcares
fermentables/ 100 gramos de materia prima en contraste con un 1.67% del material sin

pre-tratar.

Cabe resaltar que al tratar el material biol6gicamente, se encuentran rendimientos
semejantes que al tratarlo con agua caliente a una condicién de temperatura 146 a
160° C, lo que desde el punto de vista energético es interesante porque el tratamiento
biolégico tan solo se realiza a 30° C. Ademas no producirfa elementos inhibidores en
una fermentacién lo que si se genera con el incremento de temperatura y la posterior

degradacion de las fracciones hemicelulosicas y/o celulésicas.

No se encontraron diferencias significativas cuando el medio de cultivo Kirk se
suplementé con fuente de carbono, variando la relacion C/N intrinseca del material.

Por tanto se decidi6 trabajar con el material sin adicién de glucosa.

La combinacién del material pre-tratado biolégicamente por el hongo P. ostreatus en
medio de cultivo KRirk por cuatro semanas con el punto maximo encontrado con el pre-
tratamiento con agua caliente (211.8° C, carga de 8.3 y un tiempo de 1.6 min) mejora
el rendimiento global de azicares fermentables:

En 9 unidades sobre el tratamiento térmico,

En 30.4- unidades sobre tratamiento biol6gico y

En 86 unidades sobre el material sin pre-tratamiento.

Lo cual ratifica el potencial de este residuo de la industria de palma de aceite aplicando
la combinacién de estos dos tratamientos que presentan ventajas importantes sobre un

impacto ambiental del proceso y sobre una evaluacién econémica del mismo
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6. RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones relacionadas con el tema se recomienda:

Para el pre-tratamiento con agua caliente:

e Realizar ensayos donde no se varié la carga de los sélidos ya que se identificé que

esta variable no es significativa en el proceso.

e Ampliar el intervalo de temperaturas y tiempos para el pre-tratamiento con agua

caliente.

e Se sugiere estudiar alternativas para acortar el tiempo de calentamineto del

sistema

Para los inhibidores de fermentacion identificados:

e En cuanto al analisis de los inhibidores de crecimiento de microorganismos se
recomienda realizar un andlisis de fermentabilidad teniendo en cuenta el slurry en

cuanto a cinéticas de crecimientos vs formacién de producto.

Para la hidrélisis enzimdtica:
e [Evaluar otras enzimas comerciales disponibles en el mercado.

e Aumentar la carga de sélidos en la hidroélisis enzimatica

Para la combinacion de los pre-tratamientos:

e En cuanto al analisis estadistico realizado optimizando multiples respuestas:
maximizando glucosa y minimizando inhibidores, probar el punto 6ptimo

encontrado.
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DISCLAIMER

These Standard Biomass Analytical Methods (“Methods”) are provided by the National
Renewable Energy Laboratory (“NREL"), which is operated by the Midwest Research Institute
(*MRI") for the Department Of Energy.

Access to and use of these Methods shall impose the following obligations on the user. The
user is granted the right, without any fee or cost, to use, copy, modify, alter, enhance and
distribute these Methods for any purpose whatsoever, except commercial sales, provided that
this entire notice appears in all copies of the Methods. Further, the user agrees to credit
NREL/MRI in any publications that result from the use of these Methods. The names
NREL/MRI, however, may not be used in any advertising or publicity to endorse or promote any
products or commercial entity unless specific written permission is obtained from NREL/MRI.
The user also understands that NREL/MRI is not obligated to provide the user with any support,
consulting, training or assistance of any kind with regard to the use of these Methods or to
provide the user with any updates, revisions or new versions.

THESE METHODS ARE PROVIDED BY NREL/MRI "AS IS" AND ANY EXPRESS OR IMPLIED
WARRANTIES, INCLUDING BUT NOT LIMITED TO, THE IMPLIED WARRANTIES OF
MERCHANTABILITY AND FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE ARE DISCLAIMED. IN
NO EVENT SHALL NREUMRI BE LIABLE FOR ANY SPECIAL, INDIRECT OR
CONSEQUENTIAL DAMAGES OR ANY DAMAGES WHATSOEVER, INCLUDING BUT NOT
LIMITED TO CLAIMS ASSOCIATED WITH THE LOSS OF DATA OR PROFITS, WHICH MAY
RESULT FROM AN ACTION IN CONTRACT, NEGLIGENCE OR OTHER TORTIOUS CLAIM
THAT ARISES OUT OF OR IN CONNECTION WITH THE ACCESS, USE OR PERFORMANCE
OF THESE METHODS.
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Procedure Title: Determination of Structural Carbohydrates
and Lignin in Biomass

Laboratory Analytical Procedure

1. Introduction

1.1 Carbohydrates and lignin make up a major portion of biomass samples. These constituents
must be measured as part of a comprehensive biomass analysis, Carbohydrates can be
structural or non-structural. Structural carbohydrates are bound in the matrix of the biomass,
while non-structural carbohydrates can be removed using extraction or washing steps. Lignin
is a complex phenolic polymer.

1.2 Portions of this procedure are substantially similar to ASTM E1758-01 “Standard method for
the Determination of Carbohydrates by HPLC.

1.3 This procedure is suitable for samples that do not contain extractives. This procedure uses a
two-step acid hydrolysis to fractionate the biomass into forms that are more easily quantified.
The lignin fractionates into acid insoluble material and acid soluble material. The acid
insoluble material may also include ash and protein, which must be accounted for during
gravimetric analysis. The acid soluble lignin is measured by UV-Vis spectroscopy. During
hydrolysis the polymeric carbohydrates are hydrolyzed into the monomeric forms, which are
soluble in the hydrolysis liquid. They are then measured by HPLC. Protein may also partition
into the liquid fraction. A measure of acetyl content is necessary for biomass containing
hemicellulose with a xylan backbone, but not biomass containing a mannan backbone. Acectate
is measured by HPLC.

2.  Scope

2.1 This procedure is appropriate for extractives free biomass, which includes biomass that has
been extracted using LAP “Determination of Extractives in Biomass”, as well as process solids
containing no extractives. Results are reported on an oven dry weight basis. Results may be
reported on an as received biomass basis or an extractives free basis, depending on type of
biomass used. LAP “Preparation of Samples for Biomass Compositional Analysis” should be
used prior to this procedure.

2.2 This procedure is appropriate for biomass containing the components listed throughout the
procedure. Any biomass containing other interfering components not listed must be further
investigated.

2.3 A measure of acetyl content is necessary for biomass containing hemicellulose with a xylan
backbone, but not biomass containing a mannan backbone.

2.4 All analyses should be performed in accordance with an appropriate laboratory specific Quality
Assurance Plan (QAP).

3. Terminology

3.1 Oven dry weight (ODW)- the weight of biomass mathematically corrected for the amount of
moisture present in the sample at the time of weighing

3.2 Prepared biomass- biomass prepared according to LAP “Preparation of Samples for Biomass
Compositional Analysis”.



3.3 Extractives free biomass - Biomass after exhaustive water and ethanol extraction (refer to LAP
“Determination of Extractives in Biomass”).

3.4 Acid insoluble lignin- the residue remaining on a medium porosity filtering crucible after a two
step hydrolysis, with correction for acid insoluble ash and acid insoluble protein, if necessary.

3.5 Structural carbohydrates-Polymeric carbohydrates, namely cellulose and hemicellulose.

3.6 Non-structural components- Non-chemically bound components of biomass that include but are
not limited to sucrose, nitrate/nitrites, protein, ash, chlorophyll, and waxes.

Significance and Use

4.1 This procedure is used, possibly in conjunction with other procedures, to determine the amount
of structural carbohydrates and lignin in a solid biomass sample.
Interferences

5.1 This procedure has been optimized for the particle size range specified in LAP “Preparation of
Samples for Biomass Composotional Analysis”. Deviation to a smaller particle size may result
in a low bias in carbohydrate content (and consequent high lignin bias) due to excessive
carbohydrate degradation. Deviation to a larger particle size may also result in a low bias in
carbohydrate content (and consequent high lignin bias) due to incomplete hydrolysis of
polymeric sugars to monomeric sugars.

5.2 Samples containing extractives are not suitable for this procedure. Extractives will partition
irreproducibly, resulting in a high lignin bias.

5.3 Samples with an ash content above 10 wt % may not be suitable for this procedure, as the
sample may contain soil or other minerals that will interfere with appropriate acid
concentrations and may catalyze side reactions.

5.4 Samples with a moisture content above 10 wt % may not be suitable for this procedure, as the
excess moisture will interfere with appropriate acid concentrations. Samples should be dried
(air-dried or oven dried at less than 40°C) prior to this procedure.

5.5 Samples containing protein will bias the acid insoluble lignin high unless the protein is
accounted for in the gravimetric determination of acid insoluble material. An independent
nitrogen analysis is required to estimate the protein content of the residue. The protein estimate
is then subtracted from the acid insoluble residue measurement. Physical separation of the acid
insoluble protein from the acid insoluble lignin is beyond the scope of this procedure.

5.6 This procedure is not suitable for samples containing added acid, base, or catalyst.

5.7 Certain guard columns for carbohydrate quantification may cause artifact peaks. Individual
carbohydrates should be run on new columns and guard columns to verify to absence of artifact
peaks.

Apparatus

6.1 Analytical balance, accurate to 0.1 mg

6.2 Convection drying oven, with temperature control of 105 + 3°C

6.3 Muffle furnace, equipped with a thermostat, set to 575 + 25 °C or equipped with optional
ramping program

6.4 Water bath, set at 30 +3 °C

6.5 Autoclave, suitable for autoclaving liquids, set to 121 +3 °C

6.6 Filtration setup, equipped with a vacuum source and vacuum adaptors for crucibles

6.7 Desiccator containing desiccant

6.8 HPLC system equipped with refractive index detector and the following columns:
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6.8.1

6.8.2

Shodex sugar SP0810 or Biorad Aminex HPX-87P column (or equivalent) with ionic
form H'/CO5” deashing guard column

Biorad Aminex HPX-87H column (or equivalent) equipped with an appropriate guard
column

6.9 UV-Visible spectrophotometer, diode array or single wavelength, with high purity quartz
cuvettes of pathlength 1 em
6.10Automatic burette, capable of dispensing 84.00 mL water, optional

7. Reagents and materials

7.1 Reagents

7.1
7.12
7.1.3
7.1.4

T:1:3

Sulfuric acid, 72% w/w (specific gravity 1.6338 at 20°C)- (also commercially available
as a reagent for the determination of fluorine, from Fluka #00647)

Calcium carbonate, ACS reagent grade

Water, purified, 0.2 pum filtered

High purity standards : D-cellobiose, D(+)glucose, D(+)xylose, D(+)galactose,
L(+)arabinose, and D(+)mannose

Second set of high purity standards, as listed above, from a different source
(manufacturer or lot), to be used to prepare calibration verification standards (CVS)

7.2 Materials

7.2.1

122

T23

724
1.2:5
7.2.6
1.2.7
7.2.8
129
7.2.10
7.2.11

QA standard, well characterized, such as a National Institute of Standards and
Technology (NIST) biomass standard or another well characterized sample of similar
composition to the samples being analyzed

Pressure tubes, minimum 90 mL capacity, glass, with screw on Teflon caps and o-ring
seals (Ace glass # 8648-30 tube with #5845-47 plug, or equivalent)

Teflon stir rods sized to fit in pressure tubes and approximately 5 cm longer than
pressure tubes

Filtering crucibles, 25 mL, porcelain, medium porosity, Coors #60531 or equivalent
Bottles, wide mouth, 50 mL

Filtration flasks, 250 mL

Erlenmeyer flasks, 50 mL

Adjustable pipettors, covering ranges of 0.02 to 5.00 mL and 84.00 mL

pH paper, range 4-9

Disposable syringes, 3 mL, fitted with 0.2 um syringe filters

Autosampler vials with crimp top seals to fit

8. ES&H Considerations and Hazards

8.1
82

83

8.4
8.5

Sulfuric acid is corrosive and should be handled with care.

Use caution when handling hot pressure tubes after removal from the autoclave, as the
pressurized tubes can cause an explosion hazard.

When placing crucibles in a furnace or removing them, use appropriate personal protective
equipment, including heat resistant gloves.

Operate all equipment in accordance with the manual and NREL Safe Operating Procedures
Follow all applicable NREL chemical handling procedures
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9.

9.1
92

93

9.4

95

9.6

10.

Sampling, Test Specimens and Test Units

Care must be taken to ensure a representative sample is taken for analysis.

LAP “Preparation of Samples of Biomass Compositional Analysis” should be performed prior
to this analysis. Samples must have a minimum total solids content of 85%.

LAP “Determination of Extractives in Biomass” should be performed prior to this analysis if
extractives are present in the sample.

LAP “Determination of Solids in Biomass” should be performed at the same time that
samples for this analysis are weighed out.

This procedure is suitable for samples that have been air dried or lyophilized. Samples dried
at a temperature of 45°C or higher are not suitable for this procedure.

Steps 9.2 to 9.4 should be applied to the QA standard

Procedure

10.1 Prepare the sample for analysis and hydrolyze
10.1.1 Place an appropriate number of filtering crucibles in the muffle furnace at 575 +25 °C for a

minimum of four hours. Remove the crucibles from the furnace directly into a desiccator
and cool for a specific period of time, one hour is recommended. Weigh the crucibles to the
nearest 0.1 mg and record this weight. It is important to keep the crucibles in a specified
order, if they are not marked with identifiers. Permanent marking decals are available from
Wale Apparatus. Do not mark the bottom of the filtering crucible with a porcelain marker,
as this will impede filtration.

10.1.2 Place the crucible back into the muffle furnace at 575 + 25 °C and ash to constant weight.

Constant weight is defined as less than + 0.3 mg change in the weight upon one hour of re-
heating the crucible.

10.1.3 Weigh 300.0 + 10.0 mg of the sample or QA standard into a tared pressure tube. Record the

weight to the nearest 0.1 mg. Label the pressure tube with a permanent marker. LAP
“Determination of Total Solids in Biomass™ should be performed at the same time, to
accurately measure the percent solids for correction. Each sample should be analyzed in
duplicate, at minimum. The recommended batch size is three to six samples and a QA
standard, all run in duplicate.

10.1.4 Add 3.00+0.01 mL (or 4.92 + 0.01 g) of 72% sulfuric acid to each pressure tube. Use a

Teflon stir rod to mix for one minute, or until the sample is thoroughly mixed.

10.1.5 Place the pressure tube in a water bath set at 30 + 3 °C and incubate the sample for 60 + 5

minutes. Using the stir rod, stir the sample every five to ten minutes without removing the
sample from the bath. Stirring is essential to ensure even acid to particle contact and
uniform hydrolysis.

10.1.6 Upon completion of the 60-minute hydrolysis, remove the tubes from the water bath. Dilute

the acid to a 4% concentration by adding 84.00 + 0.04 mL deionized water using an
automatic burette. Dilution can also be done by adding 84.00 + 0.04 g of purified water
using a balance accurate to 0.01 g. Screw the Teflon caps on securely. Mix the sample by
inverting the tube several times to eliminate phase separation between high and low
concentration acid layers.

10.1.7 Prepare a set of sugar recovery standards (SRS) that will be taken through the remaining

hydrolysis and used to correct for losses due to destruction of sugars during dilute acid
hydrolysis. SRS should include D-(+)glucose, D-(+)xylose, D-(+)galactose, -L(+)arabinose,
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and D-(+)mannose. SRS sugar concentrations should be chosen to most closely resemble

the concentrations of sugars in the test sample. Weigh out the required amounts of each

sugar, to the nearest 0.1 mg, and add 10.0 mL deionized water. Add 348 pL of 72% sulfuric

acid. Transfer the SRS to a pressure tube and cap tightly.

10.1.7.1 A fresh SRS is not required for every analysis. A large batch of sugar recovery

standards may be produced, filtered through 0.2 um filters, dispensed in 10.0 mL
aliquots into sealed containers, and labeled. They may be stored in a freezer and
removed when needed. Thaw and vortex the frozen SRS prior to use. If frozen SRS
are used, the appropriate amount of acid must be added to the thawed sample and
vortexed prior to transferring to a pressure tube.

10.1.8 Place the tubes in an autoclave safe rack, and place the rack in the autoclave. Autoclave the
sealed samples and sugar recovery standards for one hour at 121°C, usually the liquids
setting. After completion of the autoclave cycle, allow the hydrolyzates to slowly cool to
near room temperature before removing the caps. (If step 10.2 is not performed, draw a 10
mL aliquot of the liquor for use in step 10.5.)

10.2 Analyze the sample for acid insoluble lignin as follows

10.2.1 Vacuum filter the autoclaved hydrolysis solution through one of the previously weighed
filtering crucibles. Capture the filtrate in a filtering flask.

10.2.2 Transfer an aliquot, approximately 50 mL, into a sample storage bottle. This sample will be
used to determine acid soluble lignin as well as carbohydrates, and acetyl if necessary. Acid
soluble lignin determination must be done within six hours of hydrolysis. If the hydrolysis
liquor must be stored, it should be stored in a refrigerator for a maximum of two weeks. It
is important to collect the liquor aliquot before proceeding to step 10.2.3.

10.2.3 Use deionized water to quantatively transfer all remaining solids out of the pressure tube
into the filtering crucible. Rinse the solids with a minimum of 50 mL fresh deionized water.
Hot deionized water may be used in place of room temperature water to decrease the
filtration time.

10.2.4 Dry the crucible and acid insoluble residue at 105 + 3 °C until a constant weight is achieved,
usually a minimum of four hours.

10.2.5 Remove the samples from the oven and cool in a desiccator. Record the weight of the
cricuble and dry residue to the nearest 0.1 mg.

10.2.6 Place the crucibles and residue in the muffle furnace at 575 + 25 °C for 24 + 6 hours.

10.2.6.1 A furnace with temperature ramping may also be used
Furnace Temperature Ramp Program:
Ramp from room temperature to 105 °C
Hold at 105°C for 12 minutes
Ramp to 250 °C at 10°C / minute
Hold at 250 °C for 30 minutes
Ramp to 575 °C at 20 °C / minute
Hold at 575 °C for 180 minutes
Allow temperature to drop to 105 °C
Hold at 105 °C until samples are removed

10.2.7 Carefully remove the crucible from the furnace directly into a desiccator and cool for a
specific amount of time, equal to the initial cool time of the crucibles. Weigh the crucibles
and ash to the nearest 0.1 mg and record the weight. Place the crucibles back in the furnace



and ash to a constant weight. (The amount of acid insoluble ash is not equal to the total
amount of ash in the biomass sample. Refer to LAP “Determination of Ash in Biomass™ if
total ash is to be determined.)

10.3 Analyze the sample for acid soluble lignin as follows

10.3.1 Ona UV-Visible spectrophotometer, run a background of deionized water or 4% sulfuric
acid.

10.3.2 Using the hydrolysis liquor aliquot obtained in step 10.2.2, measure the absorbance of the
sample at an appropriate wavelength on a UV-Visible spectrophotometer. Refer to
sectionl1.3 for suggested wavelength values. Dilute the sample as necessary to bring the
absorbance into the range of 0.7 — 1.0, recording the dilution. Deionized water or 4%
sulfuric acid may be used to dilute the sample, but the same solvent should be used as a
blank. Record the absorbance to three decimal places. Reproducibility should be + 0.05
absorbance units. Analyze cach sample in duplicate, at minimum. (This step must be done
within six hours of hydrolysis.)

10.3.3 Calculate the amount of acid soluble lignin present using calculation 11.3 .

10.4 Analyze the sample for structural carbohydrates
10.4.1 Prepare a series of calibration standards containing the compounds that are to be quantified,
referring to Table 1 for suggested concentration range. Use a four point calibration. If
standards are prepared outside of the suggested ranges, the new range for these calibration
curves must be validated.
10.4.1.1 Table 1- Suggested concentration ranges for 10.4.1 calibration standards
Component Suggested
concentration range
(mg/ml)
D-cellobiose 0.1-4.0
D(+)glucose 0.1-4.0
D(+)xylose 0.1-4.0
D(+)galcatose 0.1-4.0
L(+)arabinose 0.1-4.0
D(+)mannose 0.1-4.0
CVS Middle of linear range,
concentration not equal
to a calibration point
(2.5 suggested)
10.4.1.2 A fresh set of standards is not required for every analysis. A large batch of standards
may be produced, filtered through 0.2 pm filters into autosampler vials, sealed and
labeled. The standards and CVS samples may be stored in a freezer and removed
when needed. Thaw and vortex frozen standards prior to use. During every use,
standards and CVS samples should be observed for unusual concentration behavior.
Unusual concentrations may mean that the samples are compromised or volatile
components have been lost. Assuming sufficient volume, standards and CVS
samples should not have more than 12 injections drawn from a single vial. In a
chilled autosampler chamber, the lifetime of standards and CVS samples is
approximately three to four days.
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10.4.2

10.4.3

10.4.4

10.4.5

10.4.6

10.4.7

10.4.8

Prepare an independent calibration verification standard (CVS) for each set of calibration
standards. Use reagents from a source or lot other than that used in preparing the calibration
standards. Prepare the CVS at a concentration that falls in the middle of the validated range
of the calibration curve. The CVS should be analyzed on the HPLC after each calibration
set and at regular intervals throughout the sequence, bracketing groups of samples. The
CVS is used to verify the quality and stability of the calibration curve(s) throughout the run.
Using the hydrolysis liquor obtained in step 10.2.2, transfer an approximately 20 mL aliquot
of each liquor to a 50 mL Erlenmeyer flask.
Use calcium carbonate to neutralize each sample to pH 5 — 6. Avoid neutralizing to a pH
greater that 6 by monitoring with pH paper. Add the calcium carbonate slowly after
reaching a pH of 4. Swirl the sample frequently. After reaching pH 5 — 6, stop calcium
carbonate addition, allow the sample to settle, and decant off the supernatant. The pH of the
liquid after settling will be approximately 7. (Samples should never be allowed to exceed a
pH of 9, as this will result in a loss of sugars.)
Prepare the sample for HPLC analysis by passing the decanted liquid through a 0.2 um filter
into an autosampler vial. Seal and label the vial. Prepare each sample in duplicate,
reserving one of the duplicates for analysis later if necessary. If necessary, neutralized
samples may be stored in the refrigerator for three or four days. After this time, the samples
should be considered compromised due to potential microbial growth. After cold storage,
check the samples for the presence of a precipitate. Samples containing a precipitate should
be refiltered, while still cold, through a 0.2 pm filters.
Analyze the calibration standards, CVS, and samples by HPLC using a Shodex sugar
SP0810 or Biorad Aminex HPX-87P column equipped with the appropriate guard column.

HPLC conditions:

Injection volume: 10 — 50 pL, dependent on concentration and detector limits

Mobile phase: HPLC grade water, 0.2 pum filtered and degassed

Flow rate: 0.6 mL / minute

Column temperature: 80 - 85°C

Detector temperature: as close to column temperature as possible

Detector: refractive index

Run time: 35 minutes

Note: The deashing guard column should be placed outside of the heating unit and kept at

ambient temperature. This will prevent artifact peaks in the chromatogram.

Check test sample chromatograms for presence of cellobiose and oligomeric sugars. Levels
of cellobiose greater than 3 mg/mL indicate incomplete hydrolysis. Fresh samples should be
hydrolyzed and analyzed.
Check test sample chromatograms for the presence of peaks eluting before cellobiose
(retention time of 4-5 minutes using recommended conditions). These peaks may indicate
high levels of sugar degradations products in the previous sample, which is indicative of
over hydrolysis. All samples from batches showing evidence of over-hydrolysis should
have fresh samples hydrolyzed and analyzed.

10.5 Analyze the sample for acetyl content if necessary

10.5.1

Prepare 0.005 M (0.01 N) sulfuric acid for use as a HPLC mobile phase. Ina 2L volumetric
flask, add 2.00 mL of standardized 10 N sulfuric acid and bring to volume with HPLC grade
water. Filter through a 0.2 pm filter and degas before use. If 10N sulfuric acid 1s not
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available, concentrated sulfuric acid may also be used. 278 ul concentrated sulfuric acid
brought to volume in a 1L volumetric flask with HPLC grade water will also produce 0.005
M sulfuric acid.

10.5.2 Prepare a series of calibration standards containing the compounds that are to be quantified.
Acetic acid is recommended, formic acid and levulinic acid are optional. A range of 0.02 to
0.5 mg/mL is suggested. An evenly spaced four point calibration is suggested. If standards
are prepared outside of the suggested ranges, the new range for these calibration curves
must be validated.

10.5.3 Prepare an independent calibration verification standard (CVS) for each set of calibration
standards, using components obtained from a source other than that used in preparing the
calibration standards. The CVS must contain precisely known amounts of each compound
contained in the calibration standards, at a concentration that falls in the middle of the
validated range of the calibration curve. The CVS should be analyzed on the HPLC after
each calibration set and at regular intervals throughout the sequence, bracketing groups of
samples. The CVS is used to verify the quality and stability of the calibration curve(s)
throughout the run.

10.5.4 Prepare the sample for HPLC analysis by passing a small aliquot of the liquor collected in
step 10.2.2 through a 0.2 pum filter into an autosampler vial. Seal and label the vial. If it is
suspected that the sample concentrations may exceed the calibration range, dilute the
samples as needed, recording the dilution. The concentrations should be corrected for
dilution after running.

10.5.5 Analyze the calibration standards, CVS, and samples by HPLC using a Biorad Aminex
HPX-87H column equipped with the appropriate guard column.

HPLC conditions:
Sample volume: 50 pL
Mobile phase: 0.005 M sulfuric acid, 0.2 pm filtered and degassed
Flow rate: 0.6 mL / minute
Column temperature: 55 -65°C
Detector temperature: as close to column temperature as possible
Detector: refractive index
Run time: 50 minutes
Calculations

11.1 Calculate the oven dry weight (ODW) of the extractives free sample, using the average total
solids content as determined by the LAP “Standard Method for the Determination of Total
Solids in Biomass”.

Weight ., iy samme X %0 Total solids
ODW = 2

100

11.2 Calculate and record the weight percent acid insoluble residue (AIR) and acid insoluble lignin
(AIL) on an extractives free basis

R
0% AIR =2 HS}); R el
sample
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% AIL=

(Weigh L crucible plus AIR = Weight .. s, )7 (Weigh!

crucible plus ash

-Weight , ... )* Weight

protein

where:

ODW,

sample

Weightyoein = Amount of protein present in the acid insoluble residue, as
determined in LAP “Determination of Protein Content in Biomass”. This

measurement is only necessary for biomass containing high amounts of protein.

11.3 Calculate the amount of acid soluble lignin (ASL) on an extractives free basis

where:

UVabs = average UV-Vis absorbance for the sample at 320 nm

% ASL =

UVabs x Volume g, . x Dilution

gx ODW

sample

X

Volumehydmlysisliqum = volume offiltrate, 87 mL

Dilution

Vohrmemw,@

+ V()]Hme diluting solvent

Volume

sample

€ = Absorptivity of biomass at specific wavelength (see table below)

Absorptivity constants for acid soluble lignin measurement for select biomass types

x 100

Biomass type Lambda max | Absorptivity at | Recommended | Absorptivity at

(nm) lambda max wavelength recommended
(L/g cm) (nm) wavelength
(L/g cm)

Pinus Radiata- 198 25 240 12

NIST SRM 8493

Bagasse- NIST 198 40 240 2y

SRM 8491

Corn Stover- NREL 198 35 320 30

supplied feedstock

Populus deltiodes- 197 60 240 25

NIST SRM 8492

Note: Lambda max values often contain interfering peaks from carbohydrate degradation
products. Recommended wavelength values have been chosen to minimize these

interferences.

11.4 Calculate the total amount of lignin on an extractives free basis.

% Lignin

ext free

= % AIL + % ASL
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11.5 Calculate the total lignin value to an as received basis, if necessary

(1 00-% Ex!mcfives)
100

T _ o
% Lignin  ,...nei (A:ngmnw free )x

where:
% Extractives = percent extractives in the prepared biomass sample, as determined
in LAP “Determination of Extractives in Biomass”

11.6 Create a calibration curve for each analyte to be quantified using linear regression. From
these curves, determine the concentration in mg/mL of each component present in the samples
analyzed by HPLC, correcting for dilution if required.

11.7 Calculate and record the amount of each calibration verification standard (CVS) recovered
following HPLC analysis.

conc. detected by HPLC, mg/ml
known conc. of standard, mg/mlL

% CVS recovery = x 100

11.8 For the sugar recovery standards (SRS), calculate the amount of each component sugar
recovered after dilute acid hydrolysis, accounting for any dilution made prior to HPLC
analysis. Average any replicate (%Rg.) values obtained for each individual sugar and report
%Ra\'g, sugar-

conc. detected by HPLC, mg/mL
known conc. of sugar before hvdrolysis, mg/ml,

x 100

0 =
96 Rougar

11.9 Use the percent hydrolyzed sugar recovery values calculated in step 11.8 to correct the
corresponding sugar concentration values obtained by HPLC for each of the hydrolyzed
samples (Ceor. sample), accounting for any dilution made prior to HPLC analysis.

Cupre X dilution factor
% Rave.sugar / 100

Ce

Where: Cpprc = conc. of a sugar as determined by HPLC, mg/mL.
% Rave. sugar = average recovery of a specific SRS component.
Cx = Ceor. sample, concentration in mg/mL of a sugar in the hydrolyzed
sample after correction for loss on 4% hydrolysis

11.10Calculate the concentration of the polymeric sugars from the concentration of the
corresponding monomeric sugars, using an anhydro correction of 0.88 (or 132/150) for C-5
sugars (xylose and arabinose) and a correction of 0.90 (or162/180) for C-6 sugars (glucose,
galactose, and mannose)
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o~ Cear X Anhydro correction

11.11Calculate the percentage of each sugar on an extractives free basis

g
s XV e oo
%6 SUZAY,; 0 = £ x 100
V ()D”/swnp[e
Where: Viiltrate = volume of filtrate, 87.00 mL.

11.12Calculate the percentage of each sugar on an as received basis, if necessary

(] 00 —% Extracffves)
100

0, Y, 0, Y/
%6 SUZAT oy yeceived = (/o.Sugarm free )x

where:
% Extractives = percent extractives in the prepared biomass sample, as determined
in LAP “Determination of Extractives in Biomass”

11.13Calculate the acetate percentage on an extractives free basis.

C x Volume ., . x Conversion factor
% Acetate,,, ,, = —22C ()“;';’ ’;; - x 100

sample

where:

Caanrrc = concentation in mg/mL of acetic acid as determined by HPLC
Volumenydrolysis liquor = volume of filtrate, 87 mL

Conversion factor = 0.683, the conversion from acetic acid to acetate in biomass

11.14Calculate the acetyl percentage on an as received basis, if necessary.

)x (1 00 -% Ex.fracffves)

(%) A Celyle.\rﬁ'fe 100

% Acetyl

asreceived

11.15To report or calculate the relative percent difference (RPD) between two samples, use the
following calculation

(Xl — Xz)

RPD = [ J x 100
X mean

Where:
X, and X, = measured values
Kimean = the mean of X, and X»
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11.16To report or calculate the root mean square deviation (RMS deviation) or the standard
deviation (st dev) of the samples, use the following calculations.
First find the root mean square (RMS), of the sample using

RMSdeviation = o = stdev

Where:
Xm=the root mean square of all x values in the set
n=number of samples in set
x;=a measured value from the set

12. Report Format

12.1 Report the weight percent of lignin, each sugar, and acetate. Report on an as received basis,
correcting for extractives if necessary.
12.2 For replicate analyses, report the average and relative percent difference.

13. Precision and Bias

13.1 Round robin testing — For a report documenting an international round robin test of biomass
analysis methods, including this procedure, see Milne et al., 1992.

14.  Quality Control

14.1 Reported Significant Figures or decimal places: Determined by data quality objectives and
laboratory specific Quality Assurance Plan.

14.2 Replicates: Run all samples in duplicate.

14.3 Blank: none

14.4 Relative percent difference criteria: Determined by data quality objectives and laboratory
specific Quality Assurance Plan.

14.5 Calibration verification standard: Calibration verification standards should be independently
prepared and analyzed as appropriate, per the procedure

14.6 Sample size: 4g, minimum, of sample, extracted if necessary (including amount necessary for
percent solids determination)

100



14.7 Sample storage: Hydrolysis liquors may be stored in a refrigerator for up to two weeks.
Neutralized hydrolysis liquors may be stored in a refrigerator for up to four days.

14.8 Standard storage: HPLC standards should be stored in a freezer and removed when needed.
Thaw and vortex samples prior to use.

14.9 Standard preparation: Standards should be prepared as described in the procedure, including a
QA standard.

14.10Definition of a batch: Any number of samples that are analyzed and recorded together. The
recommended size is three to six samples with a QA standard, all run in duplicate.

14.11Control charts: All CVS, SRS recoveries, and NIST or QA standards should be control
charted.

15. Appendices
15.1 None

16. References

16.1 NREL BAT Team Laboratory Analytical Procedure "Determination of Total Solids in
Biomass".
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Anexo II Ficha técnica Celluclast® 1.5L
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Celluclast® 1.5 L

Valid From

Caracteristicas del producto:

Enzima Declarada
Actividad declarada

Color

Forma fisica
Densidad aproximada (g/ml)

Estabilizantes

Conservadores
Olor
Organismo de produccion

Método de produccion

Ficha de Datos del
Producto

2007-09-11

Celulasa
700 EGU/g

Marrén

El color puede variar de lote a lote, sin que la intensidad del
color sea indicativa de la actividad enzimatica.

Liquido
1,22

Cloruro de sodio
Sorbitol

Sorbato de potasio
Ligero olor a fermentacion.
Trichoderma reesei

Producido mediante fermentacion sumergida de un
microorganismo. Se separa la proteina enzimatica del
organismo de produccion y se purifica.
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Especificacion del producto:

Limite Minimo Limite Maximo Unidad
Cellulase Units EGU 700 g
Cuenta Total en Placa = 50000 /g
Bacteria coliforme - 30 /g
E.coli enteropatogénico Ninguno detectado /1259
Salmonella Ninguno detectado 259

El producto cumple con las especificaciones de pureza recomendadas para enzimas de grado
alimenticio dadas por la Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) y por Food
Chemical Codex (FCC).

Envases: Revise la lista de envases estandar para mayor informacion.

Almacenamiento recomendado:

Utilizar preferentemente antes de Almacenado como es recomendado, el producto debe
utilizarse dentro de 6 meses a partir de la fecha de entrega.

Temperatura de almacenamiento 0-25°C (32°F-77°F)

Condiciones de almacenamiento En envase intacto, en lugar seco y protegido de la luz solar. El

producto ha sido formulado para mantener una estabilidad
optima. Puede resultar necesario aumentar la dosificacion si la
enzima ha experimentado un almacenamiento prolongado o
condiciones adversas, incluyendo temperatura o humedad
alta.

Precauciones de seguric!ad y manejo

Las enzimas son proteinas. La inhalacién de polvo o aerosoles puede provocar sensibilizacion y
causar reacciones alérgicas en personas propensas. Tras un contacto prolongado, algunas enzimas
pueden irritar la piel, los ojos y las mucosas. El producto puede crear aerosoles inhalables si se
salpica o si se agita fuertemente. El producto derramado puede secarse y generar polvo. Cualquier
material derramado debe lavarse con agua abundante. Deben evitarse las salpicaduras. El material
sobrante puede secarse y generar polvo. Usense ropa, guantes adecuados y proteccion para los ojos
y la cara segun las indicaciones en la etiqueta de advertencia. Lavese toda la ropa manchada o
salpicada. Con todos los productos se suministra una ficha de seguridad. Revise el Manual de
Seguridad para mayor informacion sobre el manejo seguro del producto.

22
Novozymes Latin America Ltda. Novozymes A/S Para mas informaciones, o La e fas reglame nes y los chos de terceros
Rua professor Francisco Ribeiro 683 Krogshoejvej 36 direcciones de nuestras M”‘? rmpe'darque dlosrcﬁ'enres amdporfaien. uralazfasen‘ prfoo;\sasen Or
CEP 83707-660 - Araucaria - Parana 2880 Bagsvaerd oficinas, visite: FEIRIKACON {05 [0 91 Sa Coarrie N6 pnsaiieieounin
en determinadas formas. Sin otro contrato por escrito enire el cliente y
Brazil Denmark www.novozymes.com Novozymes para ese efecto, este documento no constituye una
declaracion o garantia de ningun tipe y se encuentra sujeto a cambio
Tel. +55 41 641 1000 Tel +45 4446 0000 sin previo aviso.
Fax +55 41 643 1443 Fax +45 4446 9999 © Novozymes A/S
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Anexo III Ficha técnica NS50010

Novozymes Biomass Kit

Enzymes for Hydrolysis of Lignocellulosic Materials

Introduction

Lignocellulosic biomass is an abundant and renewable source of sugars that can be
fermented into high-value producis like ethanol. The standard concept for lignocellulosic
bio-processing requires a physical/chemical pretreatment to open the [iber structure,
which allows carbohydrate in the plant cell walls 1o become accessible 10 enzymes.
Pretreatment may in addition partially convert some fraction of plant polysaccharide to
fermentable sugars, but 1o ensure high biomass conversion yields, the pre-treated
hydrolysate is subsequently treated with enzymes to release fermentable sugars. The
fermentation can be carried out by a single microbial strain, which is able 10 utilize all
sugars in the hydrolysate, or by a mulli-step process using diflferent organisms, cach
optimized to convert a specific array of sugars to a high-value produet.

Biomass conversion

Conversion of plant fiber to ethanol and other products requires liberation of the sugar
constituents from the lignocellulosic material. Lignocellulose fibers are composed of
three major fractions: cellulose, hemicellulose, and lignin. Biomass plant fibers are
resistant to physical wear and microbial attack. The lignin protects the fibers against
microbial and enzymatic auack by preventing the cellulose and hemicellulose from
reacting with water and swelling. Hence, the use of lignocellulose as a raw material
requires disruption of lignin in order to render the cellulose and hemicellulose fractions
accessible for fermentation. Typically an inivial physical/chemical pretreatment is applied
to open the fiber structure, followed by the use of enzymes to liberate the C5 and C6
sugars from the cellulose and hemicellulose fractions. The enzyme treatment can be
conducted as a separate step or together with a fermenting microorganism in a
Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) process, as shown in the
illustration below.

Biomiass: Physical/Chemical
Prefreatment

SimultaneousSaccharification
A and Fer

Product

or

Enzymatic | .| Fermentation

Hydralysis
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Application
The primary enzymes that should be used in the hydrolysis of lignocellulosic material are
NS50013 (cellulase) supplemented with NS50010 (B-glucosidase). NS50013 will break
down the cellulose in the pretreated material into cello-oligomers and cellobiose, while
the NS50010 will further convert the cellobiose into glucose. Addition of NS50010
should be approximately 5%-10% (v/v) of the amount of NS50013 for complete
hydrolysis of the available cellulose.

Depending on the properties of the feedstock and pretreatment method, a combination of
NS50013 (cellulase), NS50010 (p-glucosidase), NS50030 (xylanase), NS22002
(hemicellulase), and NS50012 (multi-component complex) may be used. For example,
for a corn stover substrate which has been pretreated using a dilute-acid process that has
hydrolyzed a good portion of the hemicellulose, NS50010 should be used in combination
with NS50013 to efficiently hydrolyze the remaining cellulose into glucose. If a
pretreatment is employed which leaves a significant portion of the hemicellulose intact,
such as neutral-pH or alkaline pretreatment methods, it is recommended to incorporate
NS22002 along with NS50013 and NS50010 to hydrolyze both the hemicellulose and
cellulose fractions. If a feedstock contains considerable amounts of pectin, it is
recommended to use NS50012 along with NS50013 and NS50010.

In order to maximize yield from the enzymatic treatments, an optimized combination of
enzyme activities must be used. The optimum enzyme blend depends greatly on the
composition of the various fractions (cellulose, hemicellulose and lignin) in the biomass
substrate. Experiments to determine the optimal blend of enzymes for saccharification of
a specific feedstock and pretreatment combination should be conducted.

Pretreatment conditions must be optimized to achieve maximum conversion of
polysaccharides to fermentable sugars while minimizing the enzyme requirement. It is
essential to evaluate the pretreated biomass for cellulose digestibility at a solids
concentration in which the substrate and enzymes can be properly mixed. If the solids
concentration in a hydrolysis experiment is too high, non-enzyme related factors can be
introduced which will interfere with the interpretation of the results. A range of 2%-5%
total solids (TS) loading is suggested for determining the efficacy of the pretreatment
system. Results may be compared by evaluating the required enzyme dose per mass of
cellulose in the feedstock (cellulose content may determined chemically) in order to give
an indication of the enzymatic digestibility of the pretreated substrate (i.e., the efficiency
of the pretreatment technology).

The following tables contain information on the enzymes included in the Novozymes
Biomass Kit. Listed here are the enzyme density and activity, as well as suggested pH,
temperature, and dose parameters for this application. The suggested dose of the enzymes
is based on weight percent relative to the amount of biomass (total solids) on a dry basis.
The required enzyme dose may vary significantly due to the varying composition of
lignocellulosic biomass feedstocks and the nature of various physical/chemical
pretreatment methods which can be used. Even though some of the enzymes have high
temperature ranges, they will work at lower temperatures, though at reduced activity.
Operating at temperatures above the upper limit can result in irreversible enzyme
denaturation. The general impact of temperature on enzyme activity and stability is
shown in Appendix B.
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Table 1: Descriptions of enzymes contained in the Novozymes Biomass Kit

NS50013 This cellulase preparation catalyzes the breakdown of cellulosic material into

Cellulase complex  glucose, cellobiose, and higher glucose polymers. NS50013 can be used for
reduction of viscosity or increase in extraction yield of various products of
plant origin. The main reaction products of cellulose hydrolysis with NS50013
are cellobiose and glucose. Combination with NS50010 is recommended to
maximize performance.

NS50010 The B-glucosidase, also known as cellobiase, hydrolyzes cellobiose to glucose.

B-Glucosidase Cellobiose is a carbohydrate consisting of two molecules of D-glucose linked
together by a -1,4-glucosidic bond. NS50010 can be used to supplement
NS50013 in order to increase yield of fermentable sugars.

NS50012 NS50012 is a multi-enzyme complex containing a wide range of

Enzyme complex  carbohydrases, including arabinase, f-glucanase, cellulase, hemicellulase,
pectinase, and xylanase. NS50012 can breakdown cell walls for extraction of
useful components from plant tissue and can be used in the processing of cereal
and vegetable materials. This enzyme has the ability to liberate bound materials
and can degrade a variety of non-starch polysaccharides.

NS50030 NS50030 is a purified endo-xylanase with a high specificity towards soluble
Xylanase pentosans. NS50030 can be used to liberate pentose sugars from biomass
hemicellulose fractions.

NS22002 NS22002 contains a mixture of B-glucanase and xylanase enzyme activities. 3-
p-Glucanase glucanase and xylanase are the two main enzyme activities in the enzyme
Xylanase preparation, but the product also contains several other side activities, including

cellulase, hemicellulase, and pentosanase.
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Table 2: Enzyme activity, pH and temperature, and recommended dosage
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Enzyme Activities' Density” pH Temperature Dos¢’
Name g/mL - 212 % wiw (TS)

NS50013 700 EGU/g 1.2 4.5-6.5 45-50 2-6%
Cellulase complex (~ 70 FPU/g)
NS50010 250 CBU/g 1.2 2.5-6.5 45-70 0.2-0.6%
B-Glucosidase
NS50012 100 FBG/g 1.2 4.5-6.0 25-55 0.05-0.4%
Enzyme complex (~13,700 PGU/g)
NS50030 500 FXU/g 1.1 4.5-6.0 35-55 0.1-0.5%
Kylanase
NS22002 45 FBG/g 1.2 5.0-6.5 40-60 0.4-2%
Hemicellulase (~470 FXU/g)

1) CBU = Celiobiase Unit, EGU = Endo-Glucanase Unit, FBG = Fungal fi-Glucanase Unit, FPU = Filter Paper Unit, FXU = Farvet

Xylan Unit, and PGU = Polygalacturonase Unit

See the Appendix A for further information on activity units.

2) Density values are approximate.

3) Dosage required is heavily dependent on feedstock type, pretreatment technology, and processing conditions. Therefore

enzyme dosage requirements may range significantly.

Note: Inhibition of enzymatic hydrolysis

As mentioned earlier, a pretreatment is needed to make the cellulose more amenable to
enzyme hydrolysis. The pretreatment method can create inhibiting products that can
reduce the performance of the enzyme, resulting in lower cellulose conversion and/or
increased enzyme dose. Lignin-related products released during the pretreatment process
can interfere with the enzymatic performance by binding irreversibly to the enzymes or
by blocking the enzymatic access to the substrate.

Additional information

We invite you to explore our biomass information site at www.biomass.novozymes.com.

Disclaimer

The enzymes provided in this Biomass Kit shall only be used for the conversion of
lignocellulosic materials and shall not be used with other materials that will be used in
food. Risks may be associated, therefore, Novozymes and its affiliated companies and
their respective employees, affiliates and agents shall not be responsible for any claims or
liabilities that might arise as a result of the materials contained in this Biomass Kit.

In addition, NOVOZYMES EXPRESSLY DISCLAIMS ALL WARRANTIES,
EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING WITHOUT LIMITATION, WARRANTIES OF
MERCHANTABILITY, FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE AND NON-
INFRINGEMENT OF THIRD-PARTY INTELLECTUAL PROPERTY RIGHTS.
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The following table contains information on the various enzyme activities which are contained in

the Biomass Kit from Novozymes. For additional information on enzyme activity analyses, please

contact Novozymes using the contact form at www.biomass.novozymes.com to place your

inquiry.

Table 3: Description of activity units

Abbreviation Description

Definition

CBU Cellobiase unit

EGU Endo-glucanase unit

FBG Fungal beta-glucanase unit
FPU Filter paper unit

FXU Farvet xylan unit

PGU Polygalacturonase unit

One cellobiase unit (CBU) is the amount of
enzyme which releases 2 umol glucose per
minute under standard conditions with cellobiose
as substrate.

Endo-glucanase activity in EGU 1s measured
relative to a Novozymes enzyme standard.

One FBG (Fungal beta-glucanase unit) is the
amount of enzyme that produces reducing
carbohydrate equivalent to 1 umol glucose per
minute under the conditions given in this method.
The activity is determined relative to an enzyme
standard.

0.185 FPU is that quantity of enzyme activity
that, when assayed according to the standard FPU
method, will produce reducing sugar equivalent

to 2.0 mg of glucose.
Reference: hitp://www nrel gov/biomass/pdfs/4689 pdf

Endoxylanase activity in FXU (Farvet Xylan
Unit) is measured relative to a Novozymes FXU
enzyme standard.

Polygalacturonase activity in PGU is measured
relative to a Novozymes enzyme standard.
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Appendix B:

Activity and stability response curves

NS50012

Description

NS50012 is a multi-enzyme complex containing a wide range of carbohydrases, including
arabinase, -glucanase, cellulase, hemicellulase, pectinase, and xylanase. Its main activities are
polygalacturonase, mannanase and -glucanase. In addition, it contains a range of plant cell wall
degrading enzymes like pectin lyase, pectin esterase, and rhamnogalacturonase. It also contains
some galactanase and other hemicellulolytic activities. The enzyme preparation is produced from

a selected strain of Aspergillus aculeatus. Optimal conditions for NS50012 are pH 4.5-6.0 and
25-55°C.
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NS22002

Description

NS2202 contains a mixture of B-glucanase and xylanase enzyme preparation produced by
submerged fermentation of a Humicola insolens strain. f-glucanase and xylanase are the two
main enzyme activities in the enzyme preparation, but the product also contains several other side

activities, including cellulase, xylanase, arabinase, and pentosanase. Optimal conditions for
NS22002 are pH 5.0-6.5 and 40-60°C.

Product type
NS22002 is a brown liquid with a density of approximately 1.2 g/ml.

Product

Activity

NS2002 has a typical standardized activity of 45 Fungal Beta-Glucanase Units/g (FBG/g), and in
addition, it has approximately 470 Fungal Xylanase Units/g (FXU/g).
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NS50013

Activity and Stability
Figures 1 and 2 illustrate the activity of NS50013 at different pH values and temperatures, using

CMC as substrate. The pH and thermo- stability of the enzyme in aqueous solutions can be seen
from Figures 3 and 4. For practical applications, the optimum conditions are about 45-50°C (113-

140°F) and a pH of 4.5-6.5.
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Fig. 1. Influence of pH on the activity of NS50013.

Concentration of enzyme: | 0.009 EGU/mI
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Fig. 2. Influence of temperature on the activity

Concentration of enzyme
pH:
Reaction time:

0.009 EGU/mI
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Fig. 3. Influence of pH on the stability of N550013.

Fig. 4. Influence of temperature on the stability

Concentration of enzyme: | 0.9 EGU/m of NS50013.

Temperature: 25°C (77°F) Concentration of enzyme: 0.9 EGU/mI
Incubation time 16 hours pH 48

Buffer system: Mcllvaine Reaction time: 30 minutes
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NS50030
Activity and Stability

novozymes

Rethink Tomorrow

Figures 1 and 2 illustrate the activity of NS50030 at different temperatures and pH values using
Azo-wheat arabinoxylan as substrate. The heat and pH stability of the enzyme in aqueous
solutions can be seen from Figures 3 and 4. For practical applications, the optimum conditions are

about 35-55°C (95-131°F) and a pH of 4.5-6.0.
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Fig. 1. The effect of temperature on activity of
NS50030.

Substrate: Azo-wheat arabinoxylan
pH: 4.0
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Fig. 3. The effect of temperature on stability of
NS50030.

Substrate: Azo-wheat arabinoxylan

pH: 5.0
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Fig. 2. The effect of pH on activity of NS50030.

Substrate: Azo-wheat arabinoxylan
Temperature: 70°C
Reaction time: 10 minutes
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Fig. 4. The effect of pH on stability of N550030.
Substrate. Azo-wheat arabinoxylan
Temperature: 50°C (122°F)
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Anexo IV Determinaciéon de azicares reductores
(Método DNS)

Los azucares que poseen extremos carbonilos ficilmente oxidables (aztcares reductores)
reaccionan con el 4cido 3,5 dinitrosalicilico, produciendo el correspondiente 4cido derivado del
azucar y é4cido 8,5 amino-nitrosalisilico, de color naranja rojizo. La densidad éptica del color
producido es directamente proporcional a la cantidad de aztcares reductores en solucién.

Para la determinacién de azicares reductores por este método se sigue un protocolo establecido
para la preparacién del reactivo y la posterior construccién de una curva de calibracién con una
solucién patrén de glucosa con concentraciones diferentes conocidas.

e Reactivos

Mezclar: Agua destilada 1416 mL
Acido 8,5 dinitrosalicilico 106 g
NaOH 19.8 g

Luego acidionar y disolver:
Sal Rochelle (tartrato de Na-K) 306 g
Fenol (fundido a 50° C) 7.6 mL
Metabisulfito de sodio 8.3¢g
Solucién patrén de glucosa (Solucién 1)

Disolver 100 mg de glucosa en agua destilada y llevar a volumen en un balén aforado de
100 mL

e Curva de calibracién azicares reductores

- Con una hora de anterioridad prender el espectrofotémetro.
- Prepara 5 tubos de ensayo, numerarlos y colocar en cada uno de ellos una concentracién
diferente de la solucién I, de acuerdo a los voliimenes reportados en la Tabla 1

Tabla 1. Concentraciones para la curva de calibracién de azicares reductores

- DILUCION - Blanco - 1 - 2 - 8 - 4 - 5
- Volumen de solucién I (mL) -0 - 01 - 02 - 03 - 04 - 0,5
- Volumen de agua (mL) - 05 - 04 - 03 - 02- 01 - O
- Concentracién de glucosa (g/L) -0 - 02 - 04 - 06 - 08 - 1,0

- Tomar 0,5 mL de las soluciones preparadas anteriormente en 5 tubos de ensayo diferentes y
adicionar 8 mL de solucién de DNS preparada anteriormente
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Agitar en vortex brevemente y calentar en bafio de agua en ebullicién durante 10 minutos
Transcurridos los 10 minutos transferir inmediatamente a un bafio de agua-hielo para detener
la reaccién rapidamente

Adicionar a cada tubo de ensayo agua destilada, agitar y dejar reposar por 5 minutos

Leer la densidad éptica de cada tubo de ensayo en el espectrofotémetro a una longitud de
onda de 540 nm

e Graficar la concentracion de glucosa (g/L) en funcién de la densidad éptica
(absorbancia), la cual sera la curva de calibracion para azicares reductores
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Anexo V Anilisis

elemental

GLQ -534
DIRECCION DEL SERVICIO
GEOLOGICO 19-07-2010
ibsetod y Oudan —
i : INFORME DE RESULTADOS i
LABORATORIOS DE QUIMICA DEAANATISIS Pagina 1 de |

REMITENTE

DIRECCION
TELEFONO

TIPO DE MUESTRA
PROCEDENCIA
SOLICITUD No.

UNIVERSIDAD NACIONAL SECCIONAL BOGOTA

lerojasp@unal.edu.co
Depto. Ing. Quimica y Ambiental

2765759 Cel. 3002755474

Material vegetal

Estudiante Maestria Ing. Carolina Rojas P.

92 1 del 14-07-2010

MUESTRA
REFERENCIA

21792-1

Fibra prensada de Palma

Resultados en la muestra secada al aire:

Carbono, % masa 47,61
Hidrdgeno, % masa 6,15
Nitrogeno, % masa 0,74
Nota 1: Losr fos del p informe corresponden exclusivamente a la muestra recibida y no a otra de la misma procedencia,
La muestra se trabajé bajo Norma ASTM D: 5373-07(07)
s /%7_.-/
Sonia L. Guerra Lemoine
Quimica, MPQ-0112
INSTITUTO COLOMBIANO DE GEOLOGIA INGEOMINAS

[agonal 33

No 34 - 53, Bog

2002 256
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Anexo VI Analisis estadistico

Analizar Experimento - Rendimiento azticares

Fesumen del analisis

Nombre de ficherc: <8in titulo>

Efectos estimados para Rendimiento Azu

promedic = 13,6035 +/- 2,10300
ArTemporatura = 13, H687 +f= 1,597991
B:Carga = [, 627532 o= 1,97744
Crtiempo = 0,793269 of=- 1,97744
An - =-0,208154 +/- 2,18857
AR =-2,575 +f= 2,5R251
ac = —0,425 Hf- 2, 58251
BB = -0,383298 /- 2,17765
BC = 1,625 +{- 2,50251
oo -0,0286893 +/- 2,17765

Los errores estandar estan basados en un error total con 7 g.l.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra cada uno de los efectos estimados e
interaccliones. También se muestra el error normal de cada uno de los

i error de muestre Trazar

1r

efectos, el cual mide

d rnbe e

N or
la Lista de Opolones
eatadist
de Opclone
significantes puls
Opciones del Andll

importancia,

ndo el botdn derecho del ratén,
¢ ¥ pulsando o] botdn Execluir.

mar Gralico
iralicas. Para probar la signilics
da les efectos, seleccione la Tabla de ANOVA de la lista
Tabularea. Despuézs puede eliminar los efectos

imaciones
de Parcto de
cidn

seleccionando

Grafico de Pareto estandarizado para Rendimiento Azucares

A Temparatura
AB

2 4 6
Efectos estandarizados

ra Hendimiento Azucare

Suma de Cuadrados Gl Cuadrado medio F-Ratio P-Valor
AiTemperatura 654,482 1 654,482 449,07 0, 0002
HiCarga 1,34503 1 1,34503 0,10 0, 7601
Crliempo 2,14659 1 2,1465% 0,16 0, 7003
AR 0,12066 1 0,12066 0,01 0,9269
AB 13,2612 1 13,2612 0,99 0,3519
AC 0,36125 I 0,36125 0,03 0,873%
BB 0,413245 1 0,413249 0,03 0,8653
BC 5,28125 1 5,28125 0,40 0,5492
cc 0,00236383 1 0,00236383 0,00 0,9898
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Error Total 93,3113 7 13,3388

Total (corr.) 770,661 16

R-cuadrade = 87,8843 por ciento

R-cuadrade (ajustado para g.l.) = 72,3069 por ciento
Error Estandar de Est. = 3,65223

Error absoluto de la media = 1,79261

Estadistico Durbin-Watson = 0,820731 (F=0,0030)
Autocorrelacidn residual Lag 1 = 0,504845

El StatAdvisor

La tabla de ANOVA divide la variabilidad en Rendimiento Azucares en
distintos segmentos separados para cada uno de los efectos. después
pruebe la significacién estadistica de cada efecto comparande la media
al cuadrado contra una estimacién del error experimental. En este
caso, 1 de los efectos tienen los p-valores inferiores a 0,05,
indicando que son significativamente diferentes de cero al 95,0% de
nivel de confianza.

El estadistice R-cuadrado indica que el modelo asi ajustado explica
el 87,8843% de la variabilidad en Rendimiento Azucares. EI1
estadistico R-cuadrado ajustado, el cual es mas adecunado para la
comparacién de numeros diferentes de variables independientes, es
72,3069%. El error estdndar de la estimacidén muestra la desviacidén
normal de los residuos para ser 3,65223. El error absoluto de la
media (MAE) de 1,79261 es el promedio del valor de los residuos. EL
estadistico Durbin-Watson (DW) examina los residuos para determinar si
hay cualquier correlacién significativa basada en el orden en el que
se suceden en el fichero de datos. Puesto que el p-valor es inferior
a 0.05, hay indicios de una posible correlacién de serie. Represente
los residuos frente al orden de la fila para ver si hay cualquier
modelo que pueda ser visto.

Gréﬁcu? de Efectos principales para Rendimiento Azucares

21F -
18 [ -

15 b

Rendimiento Azucare

160 200 5 10 5 15
Temperatura Carga tiempo

Coef. de regresién para Rendimiento Azucares

constante = -94,4665
A:Temperatura = 0,654763
B:Carga = 4,57054
C:tiempo = =0,0140773
AR -0,000260192
AB = -0,02575

AC = =0,002125

BB -0,0306638
BC = 0,065

cc = -0,000578787
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El StatAdvisor

Esta ventana muestra la ecuacidén de la regresién gque se ajustado a
los datos. La ecuacion del modelo ajustado es

Rendimiento Azucares = -94,4665 + 0,654763*Temperatura + 4,57054*Carga
- 0,0140773*tiempo - 0,000260192*Temperatura™2 -
0,02575*Temperatura*Carga - 0,002125*Temperatura*tiempo -
0,0306638*%Carga~2 + 0,065*Carga*tiempo - 0,000579787*tienpo~2

siendo los valores de las variables especificados en sus unidades
originales. Para gque STATGRAPHICS evalie esta funcién, seleccione
Predicciones de la lista de Opciones Tabulares. Para trazar la
funcién, seleccione Graficos de Respuesta de la lista de Opciones
Graficas.

Grafico de Probabilidad normal para Rendimiento Azucares

99,9 F T T : d =
99 E
95 . _
80 ' E
50 - : -

porcentaje

0.1k " n " ; .
-1 1 3 5 7 9

Efectos estandarizados

Respuesta Optimizada

Meta: maximizar Rendimiento Azucares

Valor Optimo = 28,8893

Factor Inferior Mayor Optimo
Temperatura 146,86 213,68 211,798
Carga 3.3 11,7 33
tiempo 1,6 18,4 1,6

El StatAdvisor

Esta tabla muestra la combinacién de niveles de factores que
maximizar Rendimiento Azucares por encima de la regidén indicada.
Utilice el cuadre de dialogo Opciones del Anadlisis para indicar la
regién en la gue se realizard la optimizacidén. Puede determinar el
valor de uno o mas factores para una constante fijande los limites
inferior y superior en ese valor.
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Superficie de Respuesta estimada
tiempo=10,0

to Azucares
N
B

20
16
S 12
g 2
E 4
el
S 160170 180 190 g0 5 Carga
x Temperatura

Optimizaciéon de Respuesta Multiple

Optimizacién de Respuesta Mialtiple

Nombre de ficherco: C:\Users\Carcla\Documents\TESIS\Carcla.sfx

Datos/Variables:
Inhibidores

oY G1
Observado
Respuesta Minimo Maximo
Inhibidores a,7 8,6
0Y Gl 1,9 9,8
Conveniencias Pesos

Respuesta Bajo Alto Objetivo Primero Segundo Impacto
Inhibidores 0,0 8,0 Minimizar 10 3,0
0Y G1 1,0 9,0 Maximizar 1,0 3,0

Pronosticado Observado
Fila Inhibidores 0Y Gl Conveniencia Conveniencia
1 0,7 3,4 0,42996 0,523211
2 1,0 ek 0,482298 0,479257
3 1,4 3,5 0,417902 0,507752
4 0,9 3,9 0,593977 0,567203
5 2,2 B 0,610611 0,45655
3 3,7 1.9 0,41588 0,245904
7 2,9 6,6 0, 665029 0, 668019
8 2.8 6,4 0,665029 0,662382
9 2,6 6,2 0, 665029 0, 662382
10 1,9 6,5 0,753465 0,72403
11 3,4 6,0 0,566382 0,599479
12 2,6 7,6 0,640596 0,746241
13 6,7 9,8 0,394943 0,403113
14 6,6 5,3 0,278497 0, 306696
15 6,1 T.9 0,438194 0,422049
16 T8, ] 7 0,662048 0,637868
17 8,6 7,4 0,0 0,0
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El StatAdvisor

Este procedimiento ayuda a determinar la combinacién de factores
experimentales gque simultdneamente optimiza varias respuestas. Hace
esto aumentando al maximo una funcidén de conveniencia. Puede
determinar varias caracteristicas de la funcidén de conveniencia en el
cuadro de dialogo Opciones del Andlisis. Los cbjetiveos para cada una
de las respuestas actualmente estdn determinados como:

Inhibidores - minimizar

OY Gl - maximizar

La salida también muestra la funcidén de conveniencia evaluada en
cada puntc en el disefio. Entre los puntos del disefio, se logra una
conveniencia méxima en la ejecucion 10. Para encontrar la combinacién
de factores que logran la conveniencia éptima global, seleccionar
Optimizacién del cuadro de diadlogo Opciocnes Tabulares.

Superficie de Respuesta estimada
tiempo=10,0

Conveniencia

Temperatura

Conveniencia Optima

Valor Optimo = 0,781486

Factor Bajo Alto Optimo
Temperatura 146,6 213,6 186,028
Carga 3,3 117 89,4019
tiempo ] 18,4 1,6
Respuesta Optimo

Inhibidores 1,79495

0Y Gl 7,29907

El StatAdvisor

Esta tabla muestra la combinacién de niveles de factores que
aumentan al maximo la funcién de conveniencia por encima de la regién
indicada. También muestra la combinacién de los factores en la gque se
logra la optimizacién. Utilice el cuadro de didlogo Opciones del
An4lisis para indicar la regién en la que se realizara la optimizacién.
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Contornos de Superficie de la Respuesta Estimada

Carga

tiempo=10,0
160 170 180 190 200
Temperatura

Conveniencia
03
— 04
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— 06
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