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La produccién de bioetanol a partir de biomasa lignocelulésica sigue ganando
Aceptado: importancia, ademas de su principal uso como bio-combustible, el etanol es

11/diciembre/2020 considerado un importante quimico de plataforma, debido a su alto volumen de
produccion esperado. Durante el pretratamiento de los materiales lignocelulésicos se
producen compuestos furfurales, tales como el furfural y el hidroximetilfurfural
(HMF), los cuales inhiben el proceso de fermentacion, y he ahi la importancia de
detectarlos y cuantificarlos. El presente trabajo se enfoc6 en establecer y validar un
T e e método de cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) para cuantificar glucosa,
VI EE G etanol, acido férmico y acético, asi como HMF y furfural, en un solo analisis. Esto se
HPLC logré en un sistema isocratico de HPLC con dos detectores, indice de refraccion (RI)

T y ultravioleta (UV220) acoplados en serie. El método mostro ser preciso y lineal hasta
los 10 mg/mL con R% = 0.98 y limites de deteccion de partes por millén
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fermentation The production of bioethanol from lignocellulosic biomass continues to gain

importance, in addition to its main use as a bio-fuel the ethanol is considered an
important building block chemical, due to its high expected production volume.
During pretreatment of lignocellulosic materials, furfural compounds are produced,
such as furfural and hydroxymethylfurfural (HMF), which inhibit the fermentation
process, hence the importance of detecting and quantifying them. The present study
was focused on establishing and validating a high-performance liquid
chromatography (HPLC) method to quantify glucose, ethanol, formic and acetic acid,
as well as HMF and furfural, in a single analysis. This was achieved in an isocratic
HPLC system with two detectors, refractive index (RI) and ultraviolet (UV220) coupled
in series. The method proved to be accurate and linear up to 10 mg/mL with R2> 0.98
and detection limits in the order of parts per million.
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compuestos organicos de alto valor comercial, como por
ejemplo alcoholes, aldehidos, acidos organicos, polioles,
cetonas, aminoacidos, polimeros, entre otros (Werpy y
Petersen, 2004; Fitz Patrick et al., 2010); y por ese motivo
la produccion de bioetanol obtenido a partir de biomasa
lignocelulésica ha ganado gran importancia a nivel
mundial. No obstante, atin es necesario atender algunas
limitantes técnicas que permitan liberar los azudcares
fermentables y otras moléculas de interés, utilizando
procesos econémicamente atractivos.

Los azucares de cadena C5 y C6 son considerados como
la principal materia prima de una biorrefineria, y son
utilizados para producir biocombustibles a través de
diversos procesos de fermentaciéon alcohdlica, que se
llevan a cabo empleando levaduras; donde el producto
final es etanol y en menor proporciéon butanol. Ademas
de su principal uso como bio-combustible, el etanol
obtenido de este tipo de procesos es considerado como
un importante quimico base o plataforma para la
obtencidn de otros compuestos, esto derivado de su alto
volumen de produccién esperado. El etanol y butanol son
precursores que pueden ser utilizados en la produccion
por deshidratacion de sus correspondientes olefinas, y
obtener etileno y butileno respectivamente (Isikgor y
Becer, 2015). Durante el pretratamiento de los
materiales lignocelulésicos se producen compuestos
tales como el hidroximetilfurfural (HMF) y furfural, los
cuales no son deseables debido a que son inhibidores
dentro del proceso de fermentacion.

El etanol es un compuesto organico que tiene la formula
quimica C:HsOH, que se obtiene mediante diversos
procesos quimicos, mientras que el bioetanol es una
forma de etanol que se obtiene de un proceso biolégico.
El proceso de produccién de etanol incluye tres etapas
principales (fermentacion, destilacién y deshidratacion)
para el procesamiento de la cafia aziicar, mientras tanto
que en la producciéon de bioetanol requiere un
tratamiento previo del material sustrato (principalmente
materiales lignocelul6sicos) con acidos o enzimas
seguidas de la fermentacién; y por este motivo el
bioetanol es considerado como una fuente energética
renovable, mientras tanto el etanol no es considerado
una fuente energética renovable.

Figura 1. Formula quimica de los principales compuestos
generados en los procesos de tratamientos de materiales
lignoceluldsicos.

Hoy en dia se requieren metodologias analiticas que sean
aplicables a nivel industrial y que permitan cuantificar
los productos de la hidrolisis de los materiales
lignocelulésicos, asi como de los productos de
fermentacion. Por este motivo la cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés,
High-Performance Liquid Chromatography) es una
técnica adecuada para este fin. Pero hay que tomar en
cuenta que una limitante que presenta esta técnica
(HPLC) es el detector con el que cuente el equipo, uno de
los utilizados y encontrados es el detector de UV-Vis,
pero para el analisis de los compuestos generados en un
proceso de fermentacion el detector de UV-Vis no ofrece
resultados adecuados, esto debido a que las senales
generadas se sobreponen y traslapan. Para el andlisis de
este tipo de procesos los detectores por indice de
refraccion (RI) ofrecen mejores resultados debido a que
permiten una separaciéon de las diversas sefiales
generadas por los compuestos presentes.

Figura 2. Equipo HPLC Varian con detector de UV-Vis y
detector IR.

Como se menciond las técnicas cromatograficas nos
permiten cuantificar dos o mas componentes de una
muestra, por lo cual son ampliamente utilizados en la
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industria y centros de investigacién, la medicién
obtenida debe ser confiable, por lo cual es necesario
verificar su validez. El objetivo del presente trabajo fue
establecer y validar un método cromatografico que
permita cuantificar azucares, alcoholes, acidos organicos
e inhibidores de fermentacion en un solo analisis.

Metodologia

La metodologia empleada se bas6 en mayor parte en el
reporte técnico NREL/TP-510-42623 reportado por
Sluiter et al. (2006) con las modificaciones necesarias
para separar azucares, acidos organicos, etanol y
furfurales para realizar un solo analisis.

Preparacién de muestras

Se preparé una solucién mezcla con el siguiente
contenido (mg/mL): 25 glucosa, 20 etanol, 5 férmico, 5
acético, 1 HMF, 1 furfural. A partir de la solucién se
prepararon diluciones 1:5, 1:10, 1:50, 1:100 y 1:1000.
Las muestras fueron preparadas centrifugadas a 10,000
rpm por 10 min y el sobrenadante fue filtrado con
0.22pum.

Figura 3. Preparacién de las muestras y la solucién muestra.
Condiciones cromatograficas

El andlisis cromatografico se realiz6 en un sistema
isocratico usando un HPLC (Varian ProStar 210, Palo
Alto, CA, USA) equipado columna Aminex HPX-87-H (300
x 7.8 mm ID; Bio-Rad) y horno ajustado a 50 °C. La fase
movil fue H2S04 0.005M, pH 2.0 con flujo de 0.6 mL/min.
El volumen de inyeccién fue 20 puL de muestra y la
deteccion se realizé por indice de refracciéon (RI) y
ultravioleta a 220 nm (UV220).

Adecuabilidad del sistema

Para verificar la adecuabilidad del sistema se inyecto por
quintuplicado un estandar para analisis de &cidos
organicos (Bio-Rad) conteniendo una mezcla de sales de
oxalato, citrato, malato, succinato, formato y acetato.

Analisis estadistico y parametros de validacion

Todos los andlisis fueron realizados por quintuplicado y
a partir de los resultados se determiné el promedio,
desviacién estdndar y porcentaje de coeficiente de
variacion. Los parametros determinados para la
validacion del método fueron: adecuabilidad,
especificidad, linealidad, repetibilidad, reproducibilidad,
limite de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ)
determinados como 3 y 10 veces respectivamente la
sefial del blanco. El criterio de aceptacion fue establecido
de acuerdo con la guia de validacion de métodos
analiticos (Garcia et al.,, 2002).

Para verificar la estabilidad de las muestras y robustez
del método, se realizaron andlisis después de 36 h de
almacenamiento a temperatura ambiente o refrigeracion
a 4°C tanto de las muestras como de la fase movil, y se
determind el porcentaje de recobro de cada uno de los
compuestos presentes en la mezcla.

Resultados y discusion
Adecuabilidad del sistema cromatografico

La adecuabilidad del sistema se verifico a través del
andlisis de un estandar de acidos organicos, obteniendo
para el acetato un numero de platos tedricos de 6219.7
0.2; factor de coleo de 1.734 + 0.3 y resolucion de 25.6 +
0.1, mostrando que el sistema cromatografico es
adecuado para llevar a cabo los analisis.

Cromatografia de compuestos de fermentaciéon

En la Figura 4 se muestran los cromatogramas de la
mezcla de compuestos de fermentaciéon, se puede
observar que por indice de refraccién pueden ser
detectados todos los compuestos, sin embargo la sefial
del HMF y el furfural es débil y estd muy cerca de la sefial
de la linea base, ambos con una concentraciéon de
0.5mg/mL, en contraste la respuesta obtenida en UV220
es mayor para estos dos compuestos y el dcido férmico,
pero no asi para la glucosa y el etanol los cuales no son
detectados en UV220 a una concentracién de 5 y 4
(mg/mL) respectivamente.

El sistema de HPLC con detectores de Rl y UV acoplados
en serie, permite realizar en un solo analisis la
separacion y cuantificacién de estos compuestos. Debido
a sus caracteristicas hidrofébicas los furfurales
presentan tiempos de retencion mayores a los 30
minutos, lo cual hace que las corridas sean de alrededor
de 50 minutos.
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Tabla 1. Parametros de validacién de método analitico para la
determinacion de compuesto de fermentacién por HPLC.

Linealidad LO]? L0Q~
tr 3xsefial  10x sefial
Compuesto . Rz>0.98
(min) (mg/mL) blanco blanco
(ug/mL)  (ug/mL)
Glucosa 8.7 0.2-20 50 200
Férmico 13.5 0.2-20 30 100
Acético 14.6 0.2-20 50 200
Etanol 20.2 1-20 200 1000
HMF 31.7 0.01-10 6 10
Furfural 50.6 0.01-10 5 10

Tiempo de retenciéon (tr). Limite de deteccién (LOD) y
cuantificacion (LOQ).
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Figura 4. Cromatogramas de la mezcla (mg/mL) 5 Glucosa, 4
Etanol, 1 Férmico, 1 Acético, 0.5 HMF, 0.5 Furfural, separados
en columna Aminex HPX-87H detectados por indice de
refraccion (arriba) y por ultravioleta a 220 nm (abajo).

Validacion de método analitico

Enla Tabla 1 se muestran los resultados del intervalo de
linealidad asi como el limite de deteccion y cuantificacion
para cada uno de los compuestos ensayados, es
importante mencionar que la glucosa y etanol fueron
determinados por RI mientras que los demas
compuestos por UV.

La repetibilidad del método sometida a prueba por un
solo analista bajo las mismas condiciones, asi como la
reproducibilidad llevada a cabo por dos andlisis en dos

diferentes dias tuvieron porcentajes de recobro del
100.61% = 0.2y 99.87 + 0.68 respectivamente con menor
al 2.0%. La estabilidad de los compuestos se mantuvo por
encima del 90% de recobro, después de 36 h de
almacenamiento a temperatura ambiente o refrigeracion
a4°C

Conclusiones

Se logr6 establecer y validar una metodologia para el
analisis por HPLC con dos detectores acoplados Rl y UV,
que permite cuantificar los productos de la hidrolisis de
los materiales lignoceluldsicos (glucosa, HMF y furfural),
asf como de los productos de fermentacién (etanol,
féormico y acético) en un solo analisis, lo cual tiene
potencial aplicacién en los procesos de produccion de
bioetanol a partir de residuos. El método atin puede ser
mejorado a fin de disminuir el tiempo de analisis.
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