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RESUMEN

Los residuos agroindustriales estan adquiriendo cada vez mayor importancia por su
uso en diversos procesos fermentativos, incluyendo, la produccion de sustancias
con actividad biolégica de valor industrial, para esto, los azUcares fermentables son
un grupo de compuestos claves, para estos procesos, sin embargo, para obtener
estos compuestos se debe llevar a cabo una serie de pasos que faciliten su
liberacion. El pretratamiento es un paso crucial para la obtencion de estos
compuestos. Por tal motivo el objetivo del presente trabajo de investigacion fue
encontrar el método adecuado para la deslignificacion del rastrojo de amaranto y
posterior produccion de azUcares fermentables, para ello se probaron cinco
métodos de pretratamiento, los cuales se clasificaron en, fisico (I. vapor y Il
ultrasonido), quimico (Ill. Hidrélisis alcalina), y combinado (IV. Pretratamiento
alcalino + vapor y V. NaOH (2, 2.5, 3, 3.5 N) + Ultrasonido), se utilizo el método de
Miller (DNS) para determinar la concentracion de azulcares reductores, lo que
indicaria la degradaciéon de la lignocelulosa; esto se corrobord por la técnica de
espectroscopia de transmision de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR). Los
métodos con los que se obtuvieron la mayor concentracion de azucares reductores
fueron los pretratamientos, fisico (ll. Ultrasonido, 7.9 + 0.12 mg/mL) y combinado
(V. 3.5 N + ultrasonido, 8.1 + 0.23). Una vez que se definio el método de
pretratamiento, se realizé el proceso de sacarificacion por hidrélisis enzimatica
convencional y asistida por ultrasonido, observandose mayor eficacia con esta

tltima.



ABSTRACT

Agroindustrial residues are becoming increasingly important due to their use in
various fermentation processes, including the production of substances with
biological activity of industrial value, for this, fermentable sugars are a group of key
compounds, for these processes, however, to obtain these compounds, a series of
steps must be carried out to facilitate their release. Pretreatment is a crucial step in
obtaining these compounds. For this reason, the objective of this research work was
to find the appropriate method for the delignification of amaranth stubble and
subsequent production of fermentable sugars, in this work, five pretreatment
methods were tested, which were classified as physical (l. vapor and Il. Ultrasound),
chemical (I11. Alkaline hydrolysis), and combined (IV. Alkaline pretreatment + steam
and V. NaOH (2, 2.5, 3, 3.5 N) + Ultrasound), the Miller method (DNS) was used to
determine the concentration of reducing sugars, which would indicate the
degradation of lignocellulose; this was corroborated by the Fourier transform infrared
transmission spectroscopy (FTIR) technique. The methods showed higher
productivity in terms of reducing sugars were pretreatments, physical (ll. Ultrasound,
7.87 £ 0.12 mg / mL) and combined (V. 3.5 N + ultrasound, 8.08 = 0.23). Once the
pretreatment method was defined, the saccharification process was carried out by
conventional enzymatic hydrolysis and assisted by ultrasound, observing greater

efficiency with the latter.



[.INTRODUCCION

La crisis energética mundial y la contaminacion ambiental derivada del uso de
recursos fosiles convencionales, concretamente petroleo, carbén y gas natural, han
llevado a la busqueda y explotacion de recursos alternativos renovables, sostenibles,
eficientes y rentables para la fabricacion de productos de interés y con mayor valor
agregado, una de estas alternativas es el uso de residuos de biomasa lignocelulésica,
ya gue este tipo de recurso no compite directamente con los alimentos destinados al
consumo humano o animal y, permite aprovechar las grandes cantidades generadas
en los procesos agroindustriales. A su vez, esta biomasa adquiere mayor importancia
por su uso en diversos procesos fermentativos, para la produccion de sustancias con
actividad biologica de valor industrial (Méndez - Arango, et al., 2019). Por otro lado,
el uso de materiales lignoceluldsicos provenientes de las actividades agricolas,
contribuye a mitigar el proceso de contaminacion ambiental, dado que estos residuos
en sus diferentes etapas de produccién son actualmente una problematica, debido a
gue en su mayoria no tienen un manejo o disposicion final adecuada (Vargas y Pérez,
2018).

A pesar de que la biomasa lignocelulésica obtenida de residuos agroindustriales
ofrece una alternativa considerable para la produccién de sustancias de valor
industrial, el proceso de transformacion es complejo, constando de tres pasos
fundamentales; pretratamiento, sacarificacion y fermentaciéon (Subhedar, et al.,
2016). Estos procesos proporcionan sostenibilidad econdmica, que se ve desafiada

por la crisis energética y la contaminacion ambiental.

El pretratamiento es un proceso importante para transformar la biomasa
lignocelulésica en productos quimicos de alto valor; aumentan significativamente la
tasa de produccion, debido a que provocan una liberacion mayor de azlcares para la
etapa de hidrdlisis, removiendo la lignina y la hemicelulosa, dejando asi el paso
accesible al ataque enziméatico, permitiendo llegar a obtener mejores rendimientos
(Aragjo., et al., 2019), en comparacién con la hidrolisis realizada a sustratos sin

tratamiento previo. Hay que destacar; que, dependiendo el método de pretratamiento,
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este puede ser costoso, requerir grandes cantidades de tiempo y originar posibles
amenazas ambientales, en el caso del uso de quimicos agresivos (Subhedar et al.,
2018).

La funcion principal de la sacarificacion de los residuos lignocelulésicos pretratados
es la obtencion de azlcares solubles contenidos en sus fibras, los cuales son un
compuesto intermediario clave para la produccion de diversas sustancias. La
sacarificacion es llevada a cabo por medio de un proceso de hidrdlisis enzimatica el
cual es mas eficiente en comparacién con otros métodos, como la hidrélisis acida
(Ponce, 2015).

Tanto el proceso de pretratamiento como el de hidrélisis se pueden mejorar mediante
la aplicacion de ultrasonido. Para el caso de los pretratamientos, el uso de ultrasonido
mejora el contacto entre la biomasa y los reactivos, utilizando un menor tiempo y
obteniendo mejores rendimientos, lo mismo sucede en el proceso de hidrolisis
enzimatica asistida por ultrasonido, se obtiene mayores rendimientos en menor
tiempo (Subhedar et al.,2018).

El objetivo general de este trabajo de investigacion fue producir azucares reductores
a partir del rastrojo de amaranto mediante diferentes pretratamientos fisicos y

guimicos.
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Il.- MARCO TEORICO

2.1 MATERIALES LIGNOCELULOSICOS

Los materiales lignocelulésicos; contienen un alto porcentaje de celulosa,
hemicelulosa y lignina en su composicion (Vargas y Pérez, 2018), lo cual favorece su
uso como materia prima en diferentes procesos o en la elaboracion de productos con
un valor agregado, amigables con el ambiente y similares a los productos obtenidos

con materias primas convencionales.

Son fuentes rentables, renovables y abundantes para una utilizacién eficiente como
piensos, aunque cada afio una gran parte de los residuos agricolas se desechan sin
darles otro uso. (Subhedar et al., 2018).

Garcia (2009) reportd que los compuestos lignocelulésicos tienen alto contenido de
material fermentable, pero que el acceso a estos (pectina, hemicelulosa y celulosa)

por hongos o0 enzimas constituye la principal limitante de la fermentacion.

Los azucares obtenidos de los materiales lignoceluldsicos también se pueden
transformar en productos quimicos como la acetona, acido lactico y aminoacidos
utilizando microorganismos. Debido a la complejidad y resistencia de la biomasa
lignocelulésica para la hidrélisis enzimatica, es necesario aplicar un método de
pretratamiento apropiado para el material, con la finalidad de proporcionar una mejora
en la accesibilidad de las enzimas hacia los carbohidratos.

Para seleccionar la alternativa mas apropiada para el aprovechamiento y posterior
tratamiento de un residuo agroindustrial es necesario conocer su composicion, la
calidad de sus componentes, la cantidad que se genera y tener en cuenta que este
proceso produce un nuevo residuo que puede tener otra aplicaciéon o convertirse en
un desecho (Taherzadeh y Karimi, 2015b).

11



2.2 COMPONENTES ESTRUCTURALES DE LA BIOMASA LIGNOCELULOSICA

Se denominan materiales lignocelulésicos o biomasa lignoceluldsica a los materiales
gue tienen como caracteristica comun el estar formados en su mayor parte por
polisacaridos (celulosa y hemicelulosas) y lignina (polimero de naturaleza fendlica),
lo que les otorga sus propiedades caracteristicas (Vega, et al., 2018).

2.2.1 Componentes quimicos. Los componentes quimicos de la pared celular de los
materiales lignoceluldsicos se dividen en dos secciones como se puede apreciar en

la figura 1.

Figura 1. Componentes estructurales y no estructurales de la biomasa lignocelulésica
(Modificada de Ares, 2015).
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2.2.1.1 Polisacéaridos

Celulosa. La celulosa es un polimero estructural presente como microfibrillas en las
paredes celulares de las plantas. El polimero de celulosa se compone de unidades
de celobiosa, dimeros de glucosa, con cada mondémero orientado 180° entre si.

La celulosa (CeH100s) n, €s el polimero mas abundante en la tierra ya que es el
componente mayoritario de las paredes celulares de las plantas, formado por
unidades monoméricas de D-glucopiranosa unidas por enlaces B (1—4). que forman
largas cadenas lineales altamente estables y resistentes llamadas microfibrillas,
unidas por puentes de hidrogeno entre grupos hidroxilo. Normalmente cada cadena
tiene entre 500 y 15000 unidades de glucosa dependiendo del tipo de planta. Las
uniones por puente de hidrégeno entre las cadenas de celulosa hacen que los
polimeros sean rigidos, lo que impide la flexion de las moléculas y dificulta la hidrolisis
de los enlaces glucosidicos. (Ares, 2015). Es un polimero semi cristalino, ya que
presenta regiones cristalinas donde las microfibrillas tienen una estructura altamente

ordenada y regiones amorfas susceptibles a la degradacion enzimatica (figura 2).

Figura 2. Estructura quimica de la celulosa (Modificada de Taherzadeh y Karimi,
2015a).

Cristalinidad de la celulosa: Las microfibrillas de celulosa tienen regiones tanto
cristalinas como amorfas. Alrededor de 2/3 de la celulosa total se encuentra en la

forma cristalina. Su area de superficie accesible y la proteccién con lignina y

13



hemicelulosa, los grados de polimerizacidén y de acetilacion de las hemicelulosas son
los principales factores que afectan su velocidad de degradacion biolégica por las

enzimas (Taherzadeh y Karimi, 2015a).

Hemicelulosa. La hemicelulosa (CsHgO4)n; es el segundo polimero mas abundante
de la tierra, forma las paredes celulares de las plantas, rodea las fibras de celulosa y
la protege del ataque enzimatico. La cadena principal puede estar constituida por una
sola unidad (homopolimero) o varias unidades (heteropolimero), la clasificacion de
las hemicelulosas se hace con base a los monosacéaridos que constituyen la cadena
principal del polimero y sus ramificaciones, por ejemplo, se denominan Xxilanos,
mananos, galactanos, glucanos, glucomananos, galactoglucomanano, etc., que a su

vez puede presentar una gran variedad de ramificaciones (Serrato, 2018).

Los métodos de pretratamiento pueden eliminar las hemicelulosas y, en
consecuencia, mejorar la hidrélisis enzimatica, pero la mayoria de estos procesos
también eliminan en parte la lignina, por lo que la mejora no resulta solo de la
eliminacién de la hemicelulosa, cabe mencionar que la superficie accesible para el
atague enzimatico puede estar relacionada con la cristalinidad de la celulosa, la
lignina y el contenido de hemicelulosa. La hemicelulosa se puede hidrolizar por
hidrélisis enzimatica por hemicelulasa, sin embargo, un tratamiento previo adecuado,
por ejemplo, con &cido diluido se degrada la hemicelulosa, elimina o reduce la
necesidad de utilizar mezclas de enzimas, hemicelulasas para degradar la biomasa
(Cortinez, 2010).

2.2.2. No polisacaridos

Lignina. La lignina (CoH1003(OCHs3)o,9-1,7)n, €S UNa estructura compleja, después de
la celulosa y la hemicelulosa, es el tercer polimero mas abundante de la tierra que
forma los materiales lignoceluldsicos, formada por la polimerizacion de unidades de
fenilpropano mediante la formacion de diferentes tipos de enlaces entre unidades de
forma aparentemente desordenada, por lo regular la lignina se encuentra situada en

el espacio intercelular y en la pared primaria de la célula, ya que la celulosa y
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hemicelulosa se encuentran fuertemente ligadas a la lignina; mientras mayor es la
proporcion de lignina, mayor es la resistencia a la degradacion quimica y enzimatica
(Serrato, 2018).
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Figura 3. Estructura general de la lignina (Modificada de Taherzadeh y Karimi,
2015a).

2.3 RASTROJO DE AMARANTO (Amaranthus hypochondriacus)

El amaranto pertenece a las plantas herbaceas y anuales. Actualmente, sus especies
se distribuyen en regiones de clima templado y calido, dispersadas por el ser humano;
varias de ellas son cultivadas tradicionalmente en Centro y Sudamérica para
aprovechar sus semillas o sus hojas como alimento. De las 900 hectareas sembradas
en el pais, los estados de Puebla y Tlaxcala ocupan el 51%, seguido de Morelos,
Guanajuato, y Estado de México (CONABIO, 2017).
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El rastrojo de amaranto puede utilizarse para producir moléculas con aplicaciones
biotecnoldgicas debido a su composicién quimica; de acuerdo a un estudio realizado
en el 2019, el amaranto estd compuesto de hemicelulosa 37.45 + 0.59, lignina 27.73
+ 0.11, celulosa 33.34 + 0.65 (Ramirez, 2019), esto podria brindar un valor agregado

a este residuo, ademas de reducir la contaminacién ambiental.

Tabla 1. Taxonomia de la planta de amaranto (Amaranthus hypochondriacus).
(CONABIO, 2017).

Reino: Plantae Orden: Caryophyllales
Subreino: Tracheobionta Familia: Amaranthaceae
Divisién: Magnoliophyta Subfamilia: Amaranthoideae
Clase: Magnoliopsida Tribu: Amarantheae
Subclase: Caryophillidae Género: Amaranthus

2.4 PROCESOS DE TRANSFORMACION DE MATERIALES LIGNOCELULOSICO

El proceso de transformacion de los materiales lignoceluldsicos consta de tres pasos
fundamentales: (1) pretratamiento de la biomasa, (2) hidrélisis de celulosa y
hemicelulosa en azlcares fermentables y (3) fermentacion de azlcares producidos.
Los azucares se pueden transformar en productos para la alimentacion como,
acetona, acido lactico y aminoécidos utilizando técnicas microbianas (Bellido, 2015).
El pretratamiento modifica la lignina y mejora el acceso de las enzimas a la celulosa
y hemicelulosa, en la sacarificacién se fracciona un carbohidrato complejo como el
almiddn o la celulosa en unidades monoméricas, en este paso se utilizan enzimas del

tipo celulasas y ocasionalmente hemicelulasas para liberar los azlcares reductores,
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por dltimo en la fermentacion con microorganismos de interés que utilizan los
azucares reductores obtenidos en la etapa anterior como fuente de carbono y

posterior obtencion de sustancias de interés (etanol, acido lactico, etc.).

Figura 4. Esquema del proceso de transformacion de los materiales lignocelulosicos
(Modificada de Taherzadeh y Karimi, 2015a).

2.4.1 Pretratamiento del material lignocelulésico

Los pretratamientos incrementan la tasa de produccién, debido a que permiten una
mayor liberacién de azlcares para la etapa de hidrélisis, a su vez removiendo o

degradando la lignina y la hemicelulosa. Las cuales rodean a la celulosa.

Un método de pretratamiento apropiado es esencial para reducir la estructura
recalcitrante del material vegetal, proporcionando una mejor accesibilidad de las
enzimas a los carbohidratos (Subhedar, et al., 2016).

Un tratamiento previo debe cumplir ciertos requisitos: (a) produccion de fibra

celulésica reactiva para el ataque enzimético, (b) evitar la destruccion de
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hemicelulosa y celulosa (c) evitar la formacion de posibles inhibidores para las
enzimas hidroliticas y microorganismos fermentadores, (d) minimizar la demanda de
energia, (e) reducir el costo de reduccion de tamafio para las materias primas, (f)
reducir el costo del material para la construccion de reactores de pretratamiento, (Q)
producir menos residuos, (h) consumir poco o ningun producto quimico y en caso de
usarlo que sea un quimico econdmicamente accesible (Taherzadeh y Karimi,
2015b).Existen diversos métodos de pretratamiento, utilizados en la industria
(Fisicos, quimico y bioldgicos), que generalmente se basan en el uso de alcali, 4cidos
diluidos, vapor, amoniaco y solventes organicos, sin embargo, dependiendo de la

biomasa vegetal y los fines de esta, se selecciona el tratamiento mas adecuado.

El mecanismo de los pretratamientos es variado, pero su principal funcién es la de
aumentar el area de contacto entre las enzimas celuloliticas y la celulosa, rompiendo
la estructura cristalina de la celulosa, despolimerizandola parcialmente vy
solubilizando la lignina y/o hemicelulosa (Chen, et al., 2015).

2.4.2 Clasificacion de los tipos de pretratamiento

Existen diversos métodos de pretratamiento para el material lignocelulésico estos se
clasifican de acuerdo a su origen en fisicos, quimicos, fisicoquimicos y biolégicos

como se puede apreciar en el Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de los tipos de tratamientos (Chen, et al., 2017).

Clasificacion Fundamento Ejemplo

Reduce el tamafio de las | Molienda

Fisico particulas, la cristalinidad
de la celulosa, y el grado Irradiacion
de polimerizacion. .
P Ultrasonido
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Alta liberacién de | Hidrdlisis &cida (H2S0gy)

Quimico azucares, degrada la

lignina de manera | Hidrdlisis alcalina (NaOH)
efectiva, amplio rango de

temperatura.

No produce compuestos | Explosion de vapor

. L de inhibicién, bajo | (autohidrolisis)
Fisico-quimico

consumo de energia, —
Explosion de vapor con

degrada la lignina y| . . eSO,

hemicelulosa, aumenta el

(90-100 °C)
Los microorganismos | Hongos blancos y de

o aplicados degradan la|pudricion blanda (son los
Bioldgico

lignina y la hemicelulosa, | microorganismos mas
pero muy poca parte de la | eficaces para el
celulosa, ya que esta|tratamiento bioldgico de la

ultima es mas resistente. |lignocelulosa).

Pretratamiento fisico. Se basa en una reduccidén del tamafio del material por
fragmentacion, triturado y molido para asi reducir la cristalinidad desordenando las
cristalitas presentes en la fase amorfa, este proceso facilita la accesibilidad de las
enzimas aumentando la conversion de celulosa a azucares reductores debido a un
incremento del area superficial especifica, también propicia una disminucién del
tiempo de digestion y del grado de polimerizacién lo que permite incrementar los

rendimientos de la posterior hidrolisis (Cortinez, 2010).

Explosion a vapor. El proceso de explosion a vapor es un método de pretratamiento
fisico que consiste en la inyeccion de vapor a temperaturas elevadas. el material
lignocelulosico se somete a este tratamiento por un tiempo determinado provocando

de este modo el rompimiento de las fibras que entrelazan la celulosa y la hemicelulosa
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en dicho material. El efecto de este método sobre la biomasa es una combinacion de
alteraciones fisicas (desagregacion y ruptura de las fibras) y quimicas
(despolimerizacion y rotura de enlaces). El efecto fisico esta causado por los rapidos
cambios de presion los cuales provocan una evaporacion del agua interna, creando
unas fuerzas de cizalladura que producen la separacion de las fibras, principalmente
de las regiones de baja cristalinidad (celulosa amorfa). El efecto quimico se debe al
proceso de auto hidrélisis de los restos acetilos de la hemicelulosa produciendo acido
aceético, que, a la temperatura del proceso, cataliza la hidrélisis de la hemicelulosa.
Durante el tratamiento se destruyen parcialmente los enlaces lignina-carbohidrato.
Como resultado, se obtiene un producto fibroso cuya celulosa es mas accesible al
ataque enzimatico. La hemicelulosa se despolimeriza en mayor o menor medida
dependiendo de las condiciones del tratamiento. La lignina, practicamente sin alterar
puede ser extraida y utilizada con diferentes fines (Shi, et al., 2019).

Ultrasonido. El efecto que provoca el uso de ultrasonidos en el material vegetal se
ve reflejado en la estructura de la pared celular, donde los ciclos de onda de alta y
baja presion generados por este método forman burbujas pequefias o micro burbujas
(cavitacion) que implotan debido a los cambios bruscos de presion, causando
cizallamiento en el material vegetal, es decir, causando ruptura del material fibroso y
celulésico (Subhedar, et al., 2016). La aplicacién de ultrasonido como pretratamiento,
aumenta la tasa de deslignificacion al aumentar la transferencia de masa debido a los

efectos de transmision acustica y a los efectos de corte.

Pretratamiento quimico. Para estos métodos se utilizan agentes quimicos tales
como ozono, acidos, bases, peroxidos y variedad de solventes organicos, el
pretratamiento basico ha sido uno de los mas relevantes debido a que el uso de
hidréxidos como el hidroxido de sodio y de potasio permiten la disolucion de lignina
causando un aumento en el area de superficie de contacto y reduciendo de esta forma

el grado de cristalinidad y polimerizacion de la celulosa (Carranza, 2015).

Hidrdélisis alcalina. El tratamiento previo con alcali se refiere a la aplicacion de
soluciones alcalinas como NaOH, Ca (OH) (cal) o amoniaco para degradar la lignina
y una parte de la hemicelulosa, y aumentar la accesibilidad de la enzima a la celulosa
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de manera eficiente, dando como resultado una menor descomposicion del azlcar,
pero el uso excesivo de alcali y tiempos de tratamiento mas largos son algunos de

los inconvenientes asociados (Araujo et al., 2019).

El hidréxido de sodio (el reactivo mas utilizado) incrementa el area interna superficial
del material por hinchamiento, causando una disminucion en el grado de

polimerizacion y una separacion de hemicelulosa y lignina (Qing, et al., 2017).

En comparacion con los reactivos 4cidos oxidativos, el tratamiento con &lcali parece
ser el método mas eficaz para romper los enlaces éster entre la lignina, la
hemicelulosa y la celulosa, y evitar la fragmentacion de los polimeros de la
hemicelulosa (Subhedar et al.,2016). Sin embargo, el método de pretratamiento

alcalino se puede mejorar con el enfoque asistido por ultrasonido.

Pretratamiento bioldgico. La deslignificacion bilégica en comparacion a las técnicas
tradicionales presenta un menor impacto ambiental, mayor rendimiento del producto
debido a la selectividad lo que conlleva a una menor producciéon de reacciones
secundarias, que puedan inhibir los procesos posteriores y una menor demanda

energética (Cortinez, 2010).

2.5 APLICACIONES DEL ULTRASONIDO

El ultrasonido tiene diversas aplicaciones, como homogeneizar, desintegrar,

desgasificar, limpiar o uso en sonoquimica.

2.5.1 Homogenizacién. Los procesadores de ultrasonidos se utilizan como
homogeneizadores con el objetivo de reducir el tamafio de las particulas dentro de
un liquido, mejorando su homogeneidad y estabilidad. Estas particulas (fase
dispersa) pueden encontrarse en estado sdélido o liquido. La homogeneizacion
mediante ultrasonido resulta muy eficaz para reducir tanto particulas blandas como

duras.
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2.5.1.1 Dispersion y desaglomeracién por ultrasonido. La dispersion vy
desaglomeracion de sélidos en liquidos es una importante aplicacion de los
dispositivos de ultrasonidos. Las ondas de ultrasonido generan elevadas fuerzas de
cizallamiento o esfuerzo cortante que rompen los aglomerados de particulas
dispersandolos en particulas individuales; esto se debe a la aplicacion de estrés
mecanico, lo cual rompe los aglomerados de particulas y, ademas, el liquido presiona
contra las mismas. Cuando se sonican liquidos, las ondas acusticas que se propagan
por el medio liquido generan ciclos alternos de alta presion (compresion) y de baja
presion (rarefaccion). Esto ejerce un esfuerzo mecanico sobre las fuerzas
electrostaticas de atraccion (por ejemplo, fuerzas de van der Waals, o tension
superficial). EI fendmeno de cavitacion ultrasonica, en liquidos produce chorros a
altas velocidades de hasta 1000 km/h, estos chorros inyectan liquido a alta presion
entre las particulas, separandolas entre si. Las mas pequefias son aceleradas por los
chorros de liquido y chocan a altas velocidades con otras particulas. Esto hace del

ultrasonido un medio eficaz para la dispersion y desaglomeracion.

2.5.2 Ruptura celular por ultrasonido. Los ultrasonidos pueden fraccionar tejidos
de celulosa y romper las paredes de la estructura celular, liberando asi mayor
cantidad de sustancias intracelulares, como almidon o azlcares. Ademas, las
paredes celulares se fragmentan en pequefias particulas faciles de separar por
sedimentacion. Estos efectos pueden utilizarse en procesos de fermentacion,
digestidon y otros procesos de conversion de materia organica. Después de romper
las estructuras celulares, el ultrasonido permite aprovechar mas eficientemente el
material intracelular, puesto que, por ejemplo, celulosa y los restos de la pared celular
estdn mas disponibles para la accién de las enzimas hidroliticas. El uso del
ultrasonido aumenta la superficie de interaccion para las enzimas durante los
procesos de licuefaccion o sacarificacion, lo que, a su vez, incrementa la velocidad y

el rendimiento.

2.5.3 Efecto del ultrasonido sobre el tratamiento alcalino
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Los enfoques asistidos por ultrasonido reducen el tiempo de tratamiento y también

reducen el requerimiento quimico / enzimatico (Rucha et al.,2019).

Se ha demostrado que el tratamiento alcalino asistido por ultrasonido aumenta la
efectividad del tratamiento en comparacion con el enfoque convencional,
generalmente reduce el tiempo de procesamiento y disminuye el requerimiento de
alcali (Torres, et al., 2016) La aplicacién de ultrasonido aumenta la tasa de
deslignificacion al incrementar la transferencia de masa debido a los efectos de
transmision acustica y a los cambios morfolégicos favorables por la turbulencia
intensa y los efectos de corte (Zumar y Romeela, 2017). Estos efectos se atribuyen a
la cavitacion transitoria obtenida a medida que las ondas ultrasénicas se propagan a
través del medio liquido y provocan un colapso intenso de las cavidades generadas.
La cavitacion también promueve la descomposicién de las moléculas de agua en
radicales libres que ayudan a la escision de las redes de lignina y xilano. Los efectos
fisicos y quimicos de la cavitacidbn desempefian un papel decisivo en la determinacion
del grado de deslignificacion. El efecto fisico de ondas de choque da como resultado
la degradacion de la matriz de lignina y mejora la accesibilidad, mientras que los
efectos quimicos (formacion de radical hidroxilo) conducen las diferentes reacciones
gue implican hidroxilacion/oxidacién y la eliminacién de la cadena latera (Sasmal, et
al., 2012). Por lo tanto, la irradiacién ultrasénica proporciona una deslignificacion
efectiva e intensificada (mayor grado de deslignificacion y menor tiempo de
tratamiento) en condiciones de temperatura ambiente con menor requerimiento de
NaOH. Se ha demostrado que el tratamiento alcalino asistido por ultrasonido aumenta
la efectividad del tratamiento en comparacién con el enfoque convencional (Rucha,
et al., 2019). Se inform6 que la velocidad de liberacién de azucares reductores
aumenta al incrementar la temperatura y la concentracion de alcali, y al reducir el
tamafio de particula. El pretratamiento alcalino asistido por ultrasonido dio como
resultado una deslignificacién cercana al 99.6% y dio una mayor produccion de

azucar reductora que el pretratamiento alcalino solo (Taherzadeh y Karimi, 2015a).
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El efecto fisico de ondas de choque da como resultado la degradacion de la matriz
de lignina y mejora la accesibilidad, mientras que los efectos quimicos (formacién de
radicales hidroxilos) conducen las diferentes reacciones que implican
hidroxilacion/oxidacion y la eliminacion de la cadena lateral. En general, el enfoque
asistido por ultrasonido se considera una técnica ecolégica novedosa y respetuosa

con el medio ambiente, que proporciona un grado significativo de intensificacion.

2.5.4 Reacciones secundarias ocurridas durante la degradacion de material

lignoceluldsico.

Algunos tipos de pretratamientos generan de manera indirecta algunos subproductos,
de los cuales algunos son toxicos para los microorganismos, (Carranza, 2015).
Debido a esto se han realizado diversas investigaciones en el tema, las cuales se han
centrado en resolver el problema de los inhibidores, por ejemplo, convirtiendo los
materiales toxicos en otros compuestos menos toxicos para los microorganismos o
aumentando la tolerancia de estos ultimos. En la figura 5, se presentan algunas de

las reacciones ocurridas durante la hidrolisis de materiales lignocelulésicos.
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Figura 5. Reacciones secundarias ocurridas durante la degradacion de material

lignocelulésico (Modificada de Carranza, 2015).

La celulosa, hemicelulosa y lignina pueden romper sus enlaces para formar glucosa,
xilosa, manosa, galactosa y compuestos fendlicos respectivamente (Figura 5). De los
azucares producidos, algunos de ellos se pueden descomponer durante el proceso y
formar compuestos como 5-hidroximetil furfural (HMF) a partir de las hexosas, y
furfural desde las pentosas, a su vez, HMF y furfural pueden también descomponerse
en acido levulinico y acido férmico. Otro compuesto liberado es el acido acético, el
cual se forma a partir de los grupos acetilo contenidos en la hemicelulosa; a su vez la

lignina al ser descompuesta puede liberar compuestos fendlicos (Carranza, 2015).

2.6 Hidroélisis enzimética

Después del proceso de pretratamiento, se tiene que llevar a cabo una hidrolisis para
liberar los azucares monomericos fermentables del material vegetal; la hidrolisis
enzimatica tiene como propésito la degradacién de la celulosa; rompe las cadenas
guimicas de lignina, celulosa y hemicelulosa, lo que produce oligdmeros més solubles
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(Luo, et al., 2018); es decir, se produce la liberacibn de azlcares simples que

provienen del material lignocelulésico degradado por enzimas especificas. La

hidrolisis enzimatica es mas eficiente en comparacion con otros métodos como el
quimico (hidrdlisis acida); ya que requiere menores costos de utilidad, ademas de ser
una alternativa limpia y amigable con el ambiente debido a que genera una minima

cantidad de compuestos toxicos, esta se lleva a cabo con valores de pH cercanos a

la neutralidad y no requiere temperaturas elevadas, pero si requiere un mayor tiempo

de procesamiento (Ponce, 2015).

Las enzimas capaces de hidrolizar tanto celulosa como hemicelulosa se engloban en

celulasas y xilanasas, respectivamente. En el caso de las celulasas, existen tres tipos

principales que actuan de forma conjunta para la liberacion de azucares fermentables:

)] Endoglucanasas (EGs) o Endo B-glucanasas. Actuan hidrolizando las
regiones amorfas de la celulosa generando oligosacéaridos, causando
acortamientos de las cadenas de celulosa, rompen los enlaces B-glucosidicos
en forma aleatoria en el interior de las moléculas de celulosa.

1)) Exoglucanasas 6 celobiohidrolasas (CBHs). Atacan gradualmente las
moléculas de celulosa de los extremos no reductores liberando subunidades
de celobiosa.

i) B-glucosidasas (BG) 6 celobiosas. Se encargan de hidrolizar una molécula
de celobiosa para liberar dos moléculas de glucosa y de este modo evita que
la celobiosa actue de forma inhibitoria sobre los otros dos tipo de celulasas
(figura 6) (Bellido, 2015).

Este tipo de hidrélisis (hidrdlisis enzimatica) requiere menores costos de utilidad y

puede realizarse a temperaturas de reaccidn mas bajas, pero requiere un mayor

tiempo de procesamiento, aunque el material pretratado puede hidrolizarse mediante
técnicas quimicas, el enfoque de hidrélisis enzimatica es mas eficiente en
comparacion con los métodos quimicos alternativos como la hidrolisis acida. La razon

principal es que la hidrdlisis enzimatica se realiza en condiciones de presion y

temperatura moderadas, proporciona un mayor rendimiento del producto en funcion

de la actividad especifica hacia los productos deseados e implica un requerimiento
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de energia menor (Vega et al.,2018). Sin embargo, un inconveniente son los largos

tiempos de tratamiento.

Endoglucanasas

B-glucosidasas 2nCe H12 06
(C6 H1205) 2n Exoglucanasas nCs H12 O11 glucosi

| —

lobi
Celulosa Celobiosa Glucosa

Figura 6. Ecuacion de la transformacion de celulosa a unidades monoméricas de
glucosa (Modifica de Bellido, 2015).

2.6.1 Enzimas comerciales para hidrolisis de celulosas y hemicelulosas

Las enzimas comerciales son preparados celuliticos 6 hemiceluliticos obtenidos a
partir de microorganismos (M.O) como hongos y bacterias, aerébicos o anaerobicos,

mesofilos o termofilos (Tabla 3).

En la actualidad existen numerosos preparados enzimaticos comerciales grado
alimenticio que contienen principalmente actividad celulolitica (endo-f-1,4-glucanasa,
exo-B-1,4-glucanasa, B1,4-glucosidasa).Algunos de estos preparados enziméticos
son: Crystalzyme PML-MX de Valley Research Inc., Biocellulase A de Quest Intl.,
Celluclast 1.5 L de Novo Nordisk, Econase Ce-S de Enzyme Development Co.,
Cellulase AP30K de Amano Enzyme, Stonenzyme Plus, Zymafilt L-300 y Macerex de
Enmex S.A. de C.V., Novozym 342 de Novo Industries, Cellubrix L de Novo Nordisk
y Cellulase de Bio-Cat Inc. Todos son solubles en agua y su presentacion es en
estado liquido, excepto el preparado Cellulase que es en polvo. Asi también,
Crystalzyme PML-MX, Macerex y Cellulase son preparados enzimaticos con
actividad mixta porque ademas de actividad celulasa contienen actividad pectinasa y

hemicelulasa (Waliszewski y Osvando-Chacén, 2005).
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Tabla 3. Microorganismos productores de enzimas comerciales (Modenbach y
Nokes, 2014)

Tipo de M.O Caracteristicas Nombre del M.O

Aerobicas mesofilicas y | Cellulomonas sp., Cellvibrio
termofilicas sp., Microbispora bispora y

Thermomonospora sp.

Bacteria Anaerobicas

mesofilicas y

lermolilicas Acetivibrio  cellulolyticus,

Bacteroide ssuccinogenes,

Ruminococcus albus,
Ruminococcus fl avefaciens
y Clostridium thermocellum

Trichoderma viride,
Trichoderma reesei,
Penicillium pinophilum,
Sporotrichum
pulverulentum,  Fusarium
Hongo solani, Talaromyces
emersonii 'y Trichoderma
loningi

Aerobicos

Aerobicos Termofilicos | Sporofrichum thermophile,
Thermoascus aurantiacus y
Humicola insolens

Anaerdbios mesofilicos | Neocallimastix frontalis,
Piromonas communis,
Sphaeromonas communis

2.6.2 Hidrolisis enzimética asistida por ultrasonido

El uso del ultrasonido puede considerarse como una fuente auxiliar de energia
(agitacion y/o calentamiento) en reacciones enzimaticas, mediante la formacion de
microburbujas durante los tratamientos de debido al fendmeno de cavitacion. Este
fendmeno de cavitacion implica un aumento localizado de temperatura y presion en
la interfaz sélido-disolvente, que puede ser excelente para la intensificacion de las

reacciones enzimaticas (tiempos de reaccion mas bajos, temperaturas mas baja y
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cantidad mas bajos), debido a la eliminacion de las resistencias de transferencia de
masa basadas en la turbulencia y la transmision acustica generada por cavitacion
inducida por ultrasonido, dando como resultado una mayor tasa de reduccién de la
produccion de azlcares con una reduccion significativa del tiempo de reaccién
(Rucha et al.,2019). En general la cavitacion modifica la estructura de la enzima, lo
que conduce a un mayor contacto de la superficie entre los complejos enzimaticos
del sustrato junto con mayores tasas de transferencia de masa para los sustratos

hacia las enzimas (Subhedad y Gogate, 2016).

2.6.3 Factores clave en la hidrélisis enzimatica

El tipo de pretratamiento utilizado es el factor clave en la hidrélisis enzimatica, ya que
como ha sido mencionado, es el paso donde ocurren las modificaciones estructurales
necesarias para dejar accesible el paso al ataque enzimatico. Por otro lado, se debe
hacer mencién de los factores que afectan la hidrdlisis enzimatica de celulosa, dentro
de los cuales se incluyen el sustrato, la actividad enzimatica, y las condiciones de

reaccion (temperatura, pH, entre otros pardmetros).

a) Sustrato: La concentracion de sustrato es uno de los principales factores que
afectan el rendimiento y la velocidad inicial de hidrdlisis de celulosa. Un
incremento en la concentracion de sustrato incrementa el rendimiento y la
velocidad de hidrdlisis. Sin embargo, una alta concentracion de sustrato puede
causar inhibicién por sustrato, la cual disminuye sustancialmente el rendimiento
y la velocidad de hidrdlisis. Esto va a depender de las caracteristicas estructurales
del material vegetal, tales como la cristalinidad, el grado de polimerizacion de la
celulosa, el area superficial y el contenido de lignina. Como se mencioné
anteriormente la accesibilidad de las enzimas al sustrato es uno de los factores
que tienen mas efecto en la hidrdlisis. Por lo tanto, se debe elegir un pre
tratamiento que aumente el area superficial y que deje expuesta la celulosa al
atague enzimatico (Gutierrez-Rojas, et al., 2014).

b) Celulasa: es importante tener en cuenta que el incrementando de la dosis de

enzima hasta cierto punto, pueden incrementar el rendimiento y la velocidad de
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hidrdlisis, sin embargo, esto significaria un aumento en el costo del proceso. La
actividad enzimatica disminuye durante la hidrolisis debido a la adsorcion

irreversible de la celulasa en la celulosa (Gutierrez-Rojas, et al., 2014).

2.6.4 Carga de sdlidos en la hidrélisis enzimatica.

La alta carga de sdlidos es un desafio para la hidrdlisis enzimatica debido a la falta
de agua disponible en el reactor. El agua es esencial para una hidrolisis efectiva por
dos razones: transferencia de masa y lubricidad, aumenta la efectividad de la enzima
y de las reacciones quimicas. Por otro lado, el agua también reduce la viscosidad de
la suspensién al aumentar la lubricidad de las particulas, lo que disminuye el
cizallamiento requerido (tensién necesaria para producir una velocidad de corte dada,
lo que permite una menor potencia para mezclar). A medida que las cargas de sélidos
se acercan al 20% (p/p), el liquido se absorbe completamente en la biomasa dejando
poca cantidad de agua libre, aumentando la viscosidad de la mezcla y, en
consecuencia, la mezcla y el manejo del material se vuelve mas dificil. (Yan y Yajun,
2018).

30



l1l. JUSTIFICACION

Actualmente los residuos agroindustriales no tienen una disposicion final adecuada,
la gran mayoria terminan siendo quemados, provocando una liberacion de CO2, uno
de los principales gases de efecto invernadero, por lo tanto, las investigaciones
actuales se han enfocado en la busqueda de alternativas para la disposicion de estos
residuos, a través de su utilizacion en la produccion de sustancias de valor industrial
(Vargas y Pérez,2018). Para esto se debe llevar a cabo una serie de procesos de
acondicionamiento; empezando por la adecuacion de un pretratamiento que degrade
eficazmente la lignocelulosa del material vegetal; sin embargo, a pesar de que se han
estudiado diversos meétodos de pretratamiento para diferentes materiales
lignocelulésicos, no hay un método estandarizado para el proceso de deslignificacion,
ya que el pretratamiento se realiza de acuerdo a la composicién quimica de la
biomasa vegetal y el uso final de los productos resultantes (Subhedar, et al., 2018).

Por lo tanto, en esta investigacion se exploraron diversos métodos de pretratamiento
para la deslignificacién del rastrojo de amaranto, comprobando la eficacia del método

seleccionado en el proceso de sacarificacion.
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IV. HIPOTESIS

La seleccion del método de pretratamiento del rastrojo de amaranto permitird un

mayor rendimiento de azUcares reductores.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Producir azucares reductores a partir del rastrojo de amaranto mediante diferentes

pretratamientos fisicos y quimicos.

5.20bjetivos especificos

1. Determinar la composicion quimico proximal del rastrojo de amaranto.

2. Comparar distintos métodos de pretratamiento para la deslignificacion del rastrojo
de amaranto, utilizando la técnica de espectroscopia de transmision de infrarrojo
con transformada de Fourier (FT-IR).

3. Determinar la concentracion de azucares reductores para deducir el método que

produce mejores resultados en cuanto a concentracion de azucares.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 MATERIALES

6.1.1 Rastrojo de amaranto. Se recolecté en parcelas ubicadas en el municipio de
Santa Apolonia Teacalco (19°13'48.7N"98°18'12.8"W) en el estado de Tlaxcala,
México, noviembre 2018. Las hojas y tallo de la planta se colectaron después del
proceso del trillado en costales y se pusieron a secar al sol. Posteriormente el material
se molié en un molino agricola No. 20 (Swissmex turbo), el rastrojo molido se deposité
en bolsas de plastico. Se tamiz6 con una malla del No. 40 para obtener una

homogenizacion en el tamafio de particula.

6.1.2 Enzima. Se utilizé la enzima celulasa de Aspergillus niger (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, USA). La celulasa de Aspergillus niger cataliza la hidrdlisis de los enlaces
endo-1,4-B-D-glucosidicos en celulosa. Una unidad libera 1.0 ymol de glucosa de la

celulosa en una hora a pH 5.0 a 37 °C.

6.2 METODOS

6.2.1 Analisis quimico proximal

La composicion quimica de la harina de rastrojo de amaranto, se realizé de acuerdo
a la metodologia de la NORMA OFICIAL MEXICANA:

Humedad (NOM-116-SSA1-1994). Se realiz6 por el método de gasa o arena, por
pérdida de peso al calentar una muestra de harina a 110°C en una estufa durante 4

h a presion atmosférica.

Cenizas (NMX-F-607-NORMEX-2013). Se obtuvo por calcinaciéon lenta,

incrementando la temperatura hasta 550°C, donde se mantuvo por 6 horas.
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Proteinas (NOM-155-SCFI-2012). Se basé en el método Kjeldahl para la
cuantificacion del nitrogeno total presente en la muestra, utilizando el coeficiente 6.25

como factor de conversion a proteinas.

Extracto etéreo (NOM-086-SSA1-1994). Se cuantifico después de una extraccion de

la muestra durante 4 h con éter de petrdleo en un sistema Soxhlet.

Carbohidratos totales se determinaron por calculo indirecto, mediante la diferencia
de, %H = porcentaje de humedad de la muestra; %G = porcentaje de grasa; %C =

porcentaje de ceniza; y % P = porcentaje de proteina.

6.2.2 Métodos empleados para el pretratamiento de deslignificacion del rastrojo

de amaranto

6.2.2.1 Métodos fisicos

l. Vapor (presiéon y temperatura)

El tratamiento se llevd a cabo en matraces Erlenmeyer de 200 mL, los cuales
contenian 100 ml de agua destila y 10 g de rastrojo de amaranto, obteniendo una
suspension en una relacion 1:10 p/v (rastrojo de amaranto/agua destilada),
posteriormente se deposité en una autoclave a una temperatura de 120 °C y una
presién de 15 PSI, por un tiempo total de 5 horas, tomando una muestra de 2 mL
cada hora durante 5 horas, las muestras obtenidas se centrifugaron a 10 000 rpm,
por 10 min, a 25°C (Subhedar, 2016), para la obtencion del sobrenadante el cual se
utilizé para la determinacién de la concentracion de azucares reductores (DNS)
(Miller, 1959).

I. Ultrasonido (rastrojo + agua)

El pretratamiento se realizo utilizando agua destilada para una suspension 1:10 p/v
(rastrojo de amaranto/agua destilada). El procesador ultrasonico (Cole Parmer
modelo CPX 750, USA) utilizado en el estudio tiene una frecuencia de 20 kHz y una
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disipacion de potencia nominal de 750 W. El didmetro de la punta de la bocina
ultrasodnica fue de 1 cm y el material de la punta de la bocina fue de titanio. La bocina
se introdujo a aproximadamente 2 cm de profundidad en la mezcla de reaccion (la
profundidad de 2 cm se ha seleccionado en funcion de la distancia 6ptima para
minimizar las zonas muertas en la seccién sobre la punta de la bocina y maximizar
las interacciones entre las ondas (Subhedar et al., 2018). El tiempo empleado fue de
60 minutos a una potencia constante de 100 W y temperatura de 50 °C (Tabla 4), la
cual se controlé con bafio maria y se monitoreé a intervalos regulares con ayuda de

un termémetro convencional.

En este tratamiento se evaluaron las variables ciclo de trabajo y amplitud; el efecto
del ciclo de trabajo se estudi6 en los rangos de 50, 70 y 90%, el ciclo de trabajo se
refiere a los intervalos de exposicion y paro (ON/OFF) del sonicador expresados en
segundos (por ejemplo, un ciclo del 50%, hace referencia a 25 s de encendidoy 25 s
de apagado), y la amplitud en los porcentajes del 75 y 50% (tabla 4). Se tomaron
muestras de 2 mL a intervalos regulares de 10 min, durante los 60 minutos que duré
el pretratamiento, las muestras obtenidas se centrifugaron a 10 000 rpm, durante 10
min, a 25°C, al sobrenadante obtenido se realizd la determinacion de azucares
reductores por el método de Miller (DNS) (Miller, 1959).

Tabla 4. Parametros utilizados para el tratamiento de ultrasonido

Parametro valor
Potencia 100 W

Temperatura 50 °C
Sustrato 1:10 p/v
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6.2.2.2 Métodos quimicos

[I. Hidrolisis alcalina

El tratamiento se realizdé en matraces Erlenmeyer de 200 mL, utilizando 100 mL de
hidréxido de sodio (NaOH) 3.5 N. obteniendo una suspension 1:10 p/v (rastrojo de
amaranto/solucién alcalina), la cual se puso en agitacién a una velocidad de 1 050
rpm, se tomaron muestras de 2 mL, a intervalos de tiempo de una hora durante 5
horas continuas (Torres, et al., 2016) Las muestras se centrifugaron a 10 000 rpm a
25°C durante 10 min, este método se realiz6 de acuerdo a lo reportado por Subhedar,
et al.,, (2016) . El sobrenadante se utiliz6 para la determinacion de azlcares
reductores (Miller, 1959).

6.2.2.3 Meétodos combinados

V. Pretratamiento alcalino + vapor

Se elaboré una suspensién en una relacién 1:10 p/v (rastrojo de amaranto/soluciéon
alcalina), la cual se moli6 mecanicamente por 5 minutos, posteriormente se depositd
en una autoclave a una temperatura de 120 °C y 15 PSI de presién, tomando una
muestra de 2 mL cada hora, durante las 5 horas del tratamiento; las muestras
obtenidas se centrifugaron a 10 000 rpm a 25°C durante 10 min, para recuperar el
sobrenadante el cual se utilizd para la determinacion de la concentracién de azucares
reductores (Miller, 1959); cabe mencionar que este método se realizé de acuerdo a
Subhedar (2016).

V. Pretratamiento alcalino + ultrasonido

En este tratamiento se estudio el efecto de la concentracion de alcali (2 N, 2.5 N, 3
N, 3.5 N), sobre la obtencion de azlcares reductores, utilizando un procesador
ultrasonico (Cole Parmer modelo CPX 750 USA) con una frecuencia de 20 kHz y una
disipacion de potencia nominal de 750 W. El didmetro de la punta del sonotrodo fue

de 1 cm. Las condiciones de operacion utilizadas se muestran en la tabla 4.

Para el andlisis del tratamiento se extrajeron muestras de 2 mL a intervalos regulares

(cada 10 min durante 60 minutos). Todas las muestras se centrifugaron a 10 000 rpm
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durante 10 min a 25 °C; el sobrenadante se usé para determinar la concentracion de
azucares reductores y el precipitado para el analisis de espectroscopia infrarroja por

transformada de Fourier (FTIR).

6.3 Determinacion de azlicares reductores.
Se determinaron utilizando el método del &cido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959).

Se sigui6 un protocolo estandar de DNS para determinar el contenido de glucosa.

6.4 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR)

Se utilizé un equipo de espectroscopia infrarroja (Dynascan modelo Spectrum 100.
Perkin ElImer, USA), el cual utilizé el software IR solution empleandose la metodologia
de transformada de Fourier (FT-IR), que ofrece la relacion sefal/ruido para convertir
las vibraciones en espectros. El analisis se realizé tomando 2 mg del precipitado de
cada muestra. Los espectros fueron obtenidos a una resolucién de 4 cm, en un
rango de 4000-550 cm™ (Seyed y Fan, 2013).

6.5 Sacarificacion del rastrojo de amaranto pretratado

6.5.1 Hidrdlisis enziméatica convencional

Después de la etapa de pretratamiento para la deslignificacion, las muestras
obtenidas se sometieron a un proceso de hidrdlisis enzimatica, utilizando la enzima
comercial celulasa de Aspergillus niger (Sigma-Aldrich. USA) a un pH de 5.0, para la

produccion de azlcares reductores.

El tratamiento se realizé en un matraz Erlenmeyer (100 ml) con agitacién a una
velocidad de 300 rpm, se utilizé una carga de muestra del rastrojo pretratado al 5%
(p/v) y una carga enzimatica de 0.5% (p/v) para la hidrélisis convencional. La
temperatura de la mezcla de reaccion se ajusté a 50 °C usando un bafio de
temperatura controlada. La reaccién se mantuvo durante 8 h tomando muestras cada

hora durante 8 horas (tiempo en el cual se mantuvo constante la cantidad de azlcares
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liberados). Todas las muestras retiradas se centrifugaron a 10 000 rpm durante 10
minutos para la separacion de sélidos (Rucha, et al., 2019). El sobrenadante obtenido
se analizd para la concentracion de azucares reductores por el método del acido
dinitrosalicilico (Miller, 1959).

6.5.3 Hidrolisis enzimatica asistida por ultrasonido

Para estudiar el efecto de ultrasonido sobre la hidrélisis enzimatica del rastrojo de
amaranto pretratado se utilizé un dispositivo ultrasénico (Cole Parmer modelo CPX
750. USA) con una frecuencia de 20 kHz y una disipacion de potencia nominal de 750
W. El didmetro de la punta de la bocina ultrasonica fue de 1 cm y el material de la
punta de la bocina fue de titanio. Las condiciones de la sonicacién se seleccionaron
de acuerdo a los resultados presentados por Rucha et al., (2019) y por Subhedar et
al. (2018); potencia 50 W, temperatura 50°C, ciclo de trabajo del 50%, amplitud del
75%. La carga del sustrato fue del 5% p/v y la carga enzimética fue del 0.2% p/v. Para
el analisis del progreso de la reaccion, se tomaron muestras cada 15 min, durante
120 min. Todas las muestras retiradas se centrifugaran a 10 000 rpm durante 10 min,
a 25°C. El sobrenadante obtenido se utilizd6 para la determinacion de azucares
reductores (Miller, 1959).

6.6 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el software Minitab 18. Se realizé un
andlisis de varianza para cada tratamiento, se utiliz6 ANOVA de una via, para los
tratamientos con una variable; (I. Vapor, lll. Hidrélisis alcalina, IV. Pretratamiento
alcalino + vapor, V. pretratamiento alcalino + ultrasonido) y factorial 23, para el
tratamiento Il. Ultrasonido (donde se probaron 2 factores (amplitud (75 y 50%) y ciclos
de trabajo (50,70,90%)), se utilizé la prueba de Tukey con un nivel de significancia

del 0.5%, para probar la diferencia de medias.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Andlisis de la composicién quimica proximal del rastrojo de amaranto

Enla Tabla 5, se muestra la composicion quimica de la harina de rastrojo de amaranto

de la especie Amaranthus hypochondriacus.

Tabla 5. Analisis quimico proximal de la harina de forraje de amaranto (tallo y

hojas) obtenida después de la cosecha del grano.

Humedad Cenizas Grasas Proteina Carbohidratos
% % % % totales %
9.6 + 0.05 59+0.00 0.3 +0.02 9.6 +0.09 74.6 +0.6

La composicion proximal de la harina de rastrojo de amaranto (Amaranthus
hypochondriacus) mostré valores similares a los reportados por Méndez-Arango,et.
al.,, (2019), quienes mostraron porcentajes de 10-11% de proteina, 69-72% de
carbohidratos, 0.7 -1 % de lipidos y 12 % de cenizas cuando utilizaron tallo y hoja de
la planta. Sin embargo, algunos porcentajes difieren con lo encontrado en este
estudio, esto se puede acreditar a la presencia de microorganismos en las muestras
tomadas, ya que esto provocaria un incremento en la composicion de las muestras,
por ejemplo, aumentaria el contenido de minerales y proteinas. Por otro lado, Gomez-
Gomez (2014), utilizaron la misma especie de planta, pero cultivada en Loma Bonita,
Oaxaca, México en los meses de febrero a mayo (temperatura promedio de 28 °C y
66 % de humedad), obteniendo 24.75 % de proteina, 4.24 % de extracto etéreo y
15.33 % de cenizas; todos estos valores son mayores a los obtenido en este estudio;
pero menores en carbohidratos totales (45.69 %), cabe mencionar, que en el

porcentaje de carbohidratos totales, se incluye la fibra dietética soluble e insoluble,
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dentro de la cual se clasifica las lignocelulosas, hemicelulosas y celulosas. Por su
parte Garcia- Pereyra, et al., (2009) reportaron porcentajes de 12-15% de proteina,
63-71 % de carbohidratos, 1-5 % de lipidos y 18-23 % de cenizas y 5 -10% humedad,
cuando utilizaron tallo y hoja de la planta de amaranto de diferentes especies.

Se considera que la variacion en los porcentajes de la composicion quimica del
rastrojo de amaranto en los estudios mencionados puede deberse a diversos factores
como la especie de la planta, las condiciones ambientales y fisiograficas de las

localidades donde se siembren los cultivos (Garcia, et al., 2009).

7.2 Obtencién de azUcares reductores utilizando diferentes métodos de

pretratamiento

Un criterio importante para medir la efectividad de los pretratamientos es la
determinacion del contenido de azucares reductores, el cual se puede tomar como

un indicador parcial de la degradacion de la lignocelulosa.

7.2.1 Vapor (presion y temperatura)

En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos en el pretratamiento con vapor
donde se obtuvo una concentracion de 6.3 mg/mL de azlcares reductores en 5 horas
de tratamiento, donde se observo que no existen diferencias significativas entre las 4
y 5 horas, por tal motivo no se considero prolongar el tiempo del tratamiento, fijandolo
en 5 horas de exposiciéon al vapor, como se puede apreciar en la grafica, los

tratamientos de 1y 2 h presentan diferencias significativas respecto a los demas.

La presiéon y la temperatura son los factores claves de este tratamiento (103 KPa,
121°C), ya que, de acuerdo a la literatura, este método tiene se define por provocar
una auto hidrolisis acida, esto debido a la liberacion de restos acetilos de las
hemicelulosas, los cuales, produciran 4cido acético, que, debido a las temperaturas
del proceso, catalizaran la hidrélisis de la hemicelulosa. Como resultado, se obtiene
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un producto cuya celulosa es mas accesible a la hidrolisis enzimética (Negro, et al.,
2011).
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Figura 8. Concentracion de azucares reductores obtenidos en el tratamiento con

vapor. Las medias que no comparten letra son significativamente diferentes.

Existen diversos estudios donde utilizan la presion del vapor como método de
pretratamiento, ya que es uno de los métodos industriales mas utilizados para el

ablandamiento de maderas, y otros materiales.

Shi, et al., (2019), utilizaron mazorcas de maiz como sustrato para la obtencion de
azucares fermentables, utilizando presiones y temperaturas mas elevadas (165°C,
188 MPa), que las utilizadas en este estudio, obteniendo como resultado 3 mg/mL de
azucares reductores en 25 min de tratamiento. De modo similar; Luisi, et al., (2015),
ocuparon una variedad de pasto elefante (Pennisetum purpureum Schum) como
sustrato para la obtencion de azlcares fermentables, probaron una temperatura de
190°C, con un tiempo de exposicion de 35 min, obteniendo 0.11 mg/mL de azucares
bajo estas condiciones. En un estudio con bagazo de sorgo (Negro, et al., 2011), se

probaron tres temperaturas (190, 210 y 230 °C) y dos tiempos para cada una de ellas,
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encontrando el tratamiento a 210 °C durante dos minutos como el ideal para este
sustrato ya que el rendimiento de celulosa fue 41 % mas alto respecto a los otros

tratamientos.

Por otra parte; la temperatura y presion utilizada en este estudio fueron menores a
las presentadas en las investigaciones mencionadas, por lo que el tiempo de
exposiciéon fue mayor, de ahi que se hayan obtenido resultados similares e inclusive
mayores a los presentados por otros autores. Cabe mencionar que las condiciones

del pretratamiento van a variar dependiendo el material vegetal utilizado.

7.2.2 Pretratamiento con ultrasonido

En el pretratamiento con ultrasonido, se estudio el efecto del ciclo de trabajo y
amplitud de onda sobre la obtencién de azucares reductores, los resultados se
pueden observar en la figura 9, donde se muestran los tratamientos con las

combinaciones de ciclo de trabajo y amplitud, obtenidos en una hora de tratamiento.

La mayor concentracién de azlcares reductores se obtuvo con la combinacion 1I-A
(ciclo de trabajo del 50% (ON 25 s, Off 25 s) y amplitud de onda del 75%); sin
embargo, no existen diferencias significativas con los resultados obtenidos en la
combinacion II-B (70% ciclo de trabajo y 75% amplitud) y 1I-C (90% ciclo de trabajo,
75% amplitud), pero si con II-D (50% ciclo de trabajo, 50% amplitud), los tratamientos
lI-E y II-F son significativamente similares al tratamiento II-C. Por otro lado, se
encontraron diferencias significativas entre los dos porcentajes de amplitud probados
(75% y 50%).

El efecto que provoca el uso de ultrasonidos en el material vegetal se ve reflejado en
la estructura de la pared celular, donde los ciclos de onda de alta y baja presion
generados forman burbujas pequefias o micro burbujas (cavitacion) que implosionan
debido a los cambios bruscos de presion, causando cizallamiento en el material
vegetal, es decir, causando una ruptura del material fibroso y celuldsico (Subhedar,
et al., 2016).
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Figura 9. Efecto de los parametros, ciclo de trabajo y amplitud de sonicacion, sobre
la obtencion de azucares reductores en el tratamiento de ultrasonido. Las medias que

no comparten una letra son significativamente diferentes.

Los porcentajes de ciclo de trabajo empleados (50%, 70% y 90%) se determinaron
de acuerdo a lo reportado por Rucha, et al.,(2019) y Subhedar, et al., (2018). Como
se menciona anteriormente el efecto del ciclo de trabajo del 50% (lI-A) en
combinacion con la amplitud del 75% fue el adecuado para el proceso de
pretratamiento del rastrojo de amaranto, los resultados obtenidos respecto al
porcentaje del ciclo de trabajo (50%) difieren de lo presentado por Rucha, et
al.,(2019), quienes investigaron el efecto del ciclo de trabajo sobre la sonicacion del
aserrin para la obtencion de azucares reductores, encontrando el ciclo de trabajo del
70% como el adecuado para este material vegetal, sin embargo, para el rastrojo de
amaranto el ciclo de trabajo del 70% no se considera el adecuado ya que dio un
resultado menor (7.4 mg/mL),en comparacién con el ciclo del 50%, aunque
estadisticamente no presentan diferencias significativas, por otro lado, Subhedar, et

al.(2018), investigaron la obtencién de azlcares fermentables de cdscara de nuez,
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coco, y pistacho, utilizando el mismo ciclo de trabajo (70%) reportado por Rucha, et
al.(2019), obteniendo resultados variados dependiendo del material vegetal utilizado
(Subhedar, et al., 2018); sin embargo, Nagula y Pandit (2015), estudiaron diversas
técnicas de deslignificacion incluyendo el uso del ultrasonido sobre el tratamiento
alcalino del césped Napier, encontraron que el ciclo de trabajo del 50% es el mejor
para este material, concordando con lo encontrado en este trabajo; por lo tanto, se
considera que el tipo de material vegetal influye en la seleccién de parametros del
proceso, Velazquez et al., (2015), mencionan que mientras mas grande es la particula
mayor sera la energia y el tiempo necesario para que las ondas penetren. Se debe
mencionar, que el ciclo de trabajo es uno de los factores determinantes para el
proceso de sonicacion. Es importante tener en cuenta que el uso de un ciclo de
trabajo demasiado alto causara problemas, como el aumento de la temperatura de
reaccion y la disipacién de energia, asi como la erosién de los transductores y
formacion de espuma, por lo tanto, debe evitarse (Rucha, et al., 2019).

7.2.3 Pretratamiento alcalino

En la figura 10 se muestran los resultados obtenidos en el pretratamiento con
hidréxido de sodio (3.5 N) en un tiempo total de 5 horas de tratamiento. Se observa
gue no existen diferencias significativas entre los tiempos de 1y 2 h y entre los
tiempos de 3 y 4 h, sin embargo, en el tiempo de 5 h, hubo un incremento en cuanto
a la obtencion de azulcares reductores, siendo este tiempo (5 h) significativamente
diferente de los demas. En diversos estudios (Jiang, et al., 2020, Qing, et al., 2017,
Araujo et al.,2019) se ha reportado que el grado de deslignificacion aumenta
proporcionalmente a la concentracion de alcali, confirmando que un valor elevado de

pH es favorable para el tratamiento previo del material lignocelulosico (Subhedar, et
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al., 2018), sin embargo, uno de los inconvenientes de este método es la utilizacion de

guimicos, a comparacion de otros tipos de pretratamiento.

Figura 10. Concentracidbn de azucares reductores obtenidos en el tratamiento
guimico (NaOH 3.5 N). Medias que no comparten una letra son significativamente

diferentes.

El NaOH provoca un hinchamiento de la biomasa por la cantidad de iones generados,

asi mismo saponifica los enlaces éster de lignina y hemicelulosa, rompiendo los

enlaces lignina-carbohidrato (C-O), dando como resultado un incremento en el area
superficial interna, provocando una disminucion del area cristalina de la celulosa,

dejando mas accesible el paso a las enzimas (Cheng, et al., 2011).

Este método es uno de los mas utilizados; Cheng, et al.,(2011) trabajaron con paja
de arroz como sustrato para la obtencidon de azlcares fermentables, probaron
diferentes concentraciones de NaOH (2-6% p/v), con una temperatura controlada de
55°C, durante 3 horas, determinando el 6% p/v como la mejor concentracion de NaOH
con un resultado de 18 mg/mL de glucosa, por otro lado, Meléndez et al., (2016)
probaron dos concentraciones de NaOH, para el pretratamiento de bagazo de cafa

utilizando 60 g de bagazo natural y 35 ml de NaOH al 50 % p/v, obteniendo en 8 horas
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de tratamiento una concentracion de 25 mg/mL de azUcares reductores, valores mas
elevados que los obtenidos en este estudio, no obstante, la concentracion de éalcali y

el tiempo de tratamiento fue menor.

7.2.4 Pretratamiento alcalino + vapor

En la figura 11 se presentan los resultados obtenidos en este tratamiento. En la
primera hora de exposicion al vapor se obtuvo una concentracién de 1.9 mg/mL de
azucares reductores, lo cual se incremento al transcurrir 3 horas de tratamiento donde
el resultado fue de 2.4 mg/mL de azlcares reductores, sin embargo, estadisticamente
no se encontraron diferencias significativas entre estos tiempos. En un estudio
realizado por GOmez, et al., (2013), donde utilizaron residuos de madera de pino
(Pinus patula y Eucalyptus camaldulensis) para la obtencién de azucares
fermentables, probaron la misma temperatura que en este estudio (120°C), pero una
mayor presion (29 PSI), la relacidon sélido liquido que emplearon fue de 1:15 plv,
concentracion de NaOH de 1% p/p por 30 min, obteniendo respectivamente 2.17 y
2.61 mg/mL de azucares reductores.
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Figura 11. Concentracion de azulcares reductores obtenidos en el tratamiento
combinado (NaOH 3.5 N + vapor). Las medias que no comparten una letra son

significativamente diferentes.

Al ser un método combinado se esperaban mejores resultados ya que en teoria el
vapor causaria una ruptura de las paredes celulares por hinchamiento y habria una
mejor penetracion del NaOH, el cual solubilizaria la lignina y aumentaria la
digestibilidad de las moléculas de celulosa, sin embargo, se considera que en este
método ocurrié una reaccion de Maillard, ya que se presentaron las condiciones
necesarias para esta reaccion, presencia de un compuesto carbonilico (azlcar
reductor) y una amina (aminoacido, péptido o proteina), ya que el rastrojo de
amaranto presenta ambas moléculas, otro factor que propicio el que haya ocurrido
esta reaccion es el pH el cual fue alcalino (13.5), (Arias y Lopez, 2019). Uno de los
factores fisicos que se atribuyen a que haya ocurrido esta reaccién es la apariencia
oscura que tomo la suspension; asi como el olor a pan horneado que desprendio
(Arias y Lopez, 2019). Por lo tanto, este método no se considerd viable para ser

utilizado como pretratamiento del rastrojo de amaranto.
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7.2.5 Pretratamiento alcalino + ultrasonido

En este método se evalué el efecto de la concentracion del alcali (2N, 2.5 N, 3N, 3.5
N) y del poder del ultrasonido en la obtencion de azucares reductores. Los resultados

obtenidos con las diferentes concentraciones de NaOH se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Efecto de la concentracién del alcali sobre la obtencién de azUcares

reductores utilizando el enfoque asistido por ultrasonido.

NaOH (N) 2N 25N 3N 35N

Glucosa (mg/mL) 5.0 5.5 6.5 8.1

Como se puede observar en la figura 12, no existieron diferencias significativas entre
las concentraciones de NaOH 2 Ny 2.5 N, a diferencia de las concentraciones de 3
y 3.5 N, en donde se encontraron diferencias significativas, entre estas
concentraciones; el contenido de celulosa del rastrojo de amaranto aumentd con la
concentracion creciente de NaOH, siendo la concentracién mayor (3.5 N) la que dio
mejores resultados en cuanto a la obtencion de azlcares reductores, de manera que
estos resultados coinciden con lo mencionado por, Wu, et al.,( 2017), quienes

mencionan que a mayor concentracion alcalina, habrd una mayor deslignificacion.
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Figura 12. Efecto de la concentracion de NaOH sobre la produccién de azucares
reductores después de un tratamiento con ultrasonido. Las medias que no comparten

una letra son significativamente diferentes.

En otros estudios donde utilizaron bagazo de cafia de azucar (Torres, et al., 2016)
como sustrato, encontraron que con 0.125 g de hidroxido de sodio y una potencia de
140 W, durante 30 min, se podian obtener 24 mg/mL de azucares fermentables. Wu,
et al., (2017), utilizaron como sustrato la paja de arroz, probando diversas
concentraciones de NaOH 0.4%, 0.6%, 0.8% y 1.0% pl/v, al igual que dos
temperaturas 23°C y 50 °C, mantuvieron el tratamiento de ultrasonido durante una
hora, utilizando un sonicador programable tipo bocina (VOSHIN-501D, Wouxi
Voshinlnstruments) operado a 22 kHz, el tiempo de encendido y apagado fue de 2 y
4 s, cabe sefialar; que la potencia utilizada (300 W) fue mayor a la empleada en este
estudio; asi mismo se debe hacer mencion de que el material de la punta de bocina

fue de titanio.

En el mismo afo, Wang, et al.,, (2017), utilizaron residuos de pastos podados,

ocupando NaOH al 5% p/p y una frecuencia ultrasonica de 25 kHz, (mayor a la
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utilizada en este estudio (20 kHz), asi mismo; la potencia que emplearon fue de 60

W, obteniendo 2.8 mg/mL de gllcosa.

No hay que olvidar que con este pretratamiento (alcalino asistido por ultrasonido) se
obtuvieron los valores mas altos de azucares reductores en este estudio, esto se
puede atribuir a la alta concentracion de hidroxido de sodio utilizada; ya que a medida
gue aumenta la concentracién de NaOH, aumentan los iones hidroxilo y esto ayuda
a degradar la lignina, por otro lado, de acuerdo a la literatura, se debe mencionar que
los iones de Na* tiene un didmetro como para penetrar los poros mas pequefos de
la matriz lignocelulésica y por su capacidad oxidativa actian sobre los enlaces éster
y éter de la lignina (Subhedar, et al., 2018).

En diversos estudios enfocados en el proceso de deslignificacién se ha informado
que el requerimiento de carga alcalina es menor en los procesos asistidos por
ultrasonidos, en comparacion con el proceso convencional, sin embargo, esto no se
observa en el experimento probado; la asistencia por ultrasonido provoca que se abra
la matriz lignocelulésica del material vegetal, lo que favorece la penetracion del
reactivo alcalino, y facilita la degradacion de la lignocelulosa, junto con un menor
tiempo de reaccion (Rucha, et al., 2019). Es importante mencionar que esto depende

de la biomasa vegetal con la que se vaya a trabajar.

Por otro lado, el control de la temperatura es un factor importante en este tipo de
tratamientos, ya que el NaOH junto con la potencia del sonicador favorece el
incremento de temperatura, y esto puede afectar a la liberacion de azlcares
reductores (Arias y Lépez, 2019); por tal motivo, en este trabajo la temperatura se

mantuvo constante a 50 °C.

7.3 Comparacion de la productividad de los métodos empleados

En la figura 13 se muestran los resultados obtenidos en los diferentes tratamientos
aplicados al rastrojo de amaranto. se muestra la concentracion de azucares
reductores obtenida con cada tratamiento en una hora de reaccion. Se observaron

diferencias significativas, en los tratamientos con ultrasonido (ultrasonido y quimico
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asistido por ultrasonido) en comparacion con los métodos convencionales (vapor,
alcalino, alcalino + vapor), concordando con lo reportado en la literatura referente al
uso de ultrasonido; ya que de acuerdo a lo mencionado por Subhedar et al., (2016),
el tratamiento asistido por ultrasonido generalmente reduce el tiempo de
procesamiento y otorga mejores resultados a comparaciéon de los métodos

convencionales.
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Figura 13. Comparaciéon del efecto del ultrasonido sobre los diferentes

pretratamientos probados

7.4 Andlisis estructural por espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier (FT-IR).

Los espectros FT-IR del rastrojo de amaranto (figura 14), muestra que los perfiles
espectrales de la mayoria de las bandas son similares, indicando que las muestras
del rastrojo de amaranto con los distintos pretratamientos mantienen los mismos

grupos funcionales, sin embargo, se visualiza una diferencia significativa entre los
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picos de los tratamientos quimicos con ultrasonido y los fisicos con ultrasonido;

utilizando como blanco el rastrojo sin pretratamiento.
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Figura 14. Espectros FTIR de los diferentes pretratamientos aplicados al rastrojo de

amaranto.

Se observa (figura 14) que todas las muestras, incluido el blanco, presentan una
banda ancha entre 3200 y 3400 cm™, la cual es atribuida a las vibraciones de tension
del grupo hidroxilo, aunque otros autores ( (Luo, et al., 2018; Seyed y Fan, 2013),
sefialan este grupo en la posiciéon 3310-3350 cm?, originado principalmente por la
asociacion entre la celulosa y hemicelulosa, influenciada por la concentracion de las
mismos en las muestras analizadas (Yan y Yajun, 2018), Xianliang et al.,(2018),
ubican este grupo funcional entre el intervalo 3000-3650 cm™; y en la posicion 2934

cm™! el grupo metilo (CHs) (Xianliang, et al., 2018). Los picos ubicados en la banda
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1634.91cm™ y 1024 cm™ corresponden al estiramiento caracteristico de los grupos
carbonilo, que estan interconectados con cadenas de celulosa formando enlaces de
hidrégeno, se puede notar la presencia de este grupo en la mayoria de las muestras,
excepto, en los tratamientos con NaOH N + ultrasonido, siendo més notorio en el
tratamiento de NaOH 3.5 N +ultrasonido, este resultado puede ser indicador de la
eficiencia de este método, estos resultados se pueden corroborar en la figura 15
donde se presentan Unicamente los espectros de los tratamientos con los mejores
resultados en cuanto a liberacion de azucares reductores (US T1y NaOH 3.5 N +

ultrasonido).

La banda de absorciéon en 1015-1027 cm- ! asociada a la hemicelulosa, se atribuye a
la flexiéon del grupo carbonilo (C=0). El pico en 1024.15 cm ~ %, es atribuido al

estiramiento del enlace C-O y las bandas de deformacion en celulosa y hemicelulosa.

En los tratamientos con hidroxido de sodio 2 Ny 2.5 N, se observa la presencia de
dos picos poco prolongados en las bandas 1570-1414 cm ~ 1, estos picos no se
visualizan en las otras concentraciones (3 y 3.5 N). Las asignaciones de bandas de
absorcién para la lignina normalmente incluyen la vibracién del anillo aromatico en
1606, 1507 y 1434 cm™, en la cual la vibracién aromatica en semicirculo (una
vibracion que involucra estiramiento C-C y un cambio del angulo de enlace H-C-C, es
asignado en 1507 cm, el grupo carbonilo y cetona no conjugada y carboxilo se
extiende en 1732 cm (Seyed y Fan, 2013).

En las bandas 1606, 1645 -1507 Xianliang, et al., (2018) sitian el anillo aromatico de

la lignina, sin embargo, Seyed y Fan (2013), lo ubican en la banda 1434 cm-?.

También se detecté una banda semiaguda en 897- 918 cm, que es tipica de los
enlaces B-glucosidicos entre las unidades de azucar de la hemicelulosa, en la region
anomérica (Xianliang, et al., 2018). Los picos inferiores a los 500 cm™, corresponden

a los compuestos inorganicos presentes en la muestra.

En la figura 15, se muestran Unicamente los espectros de los tratamientos donde se
obtuvieron mejores resultados y el espectro del blanco (rastrojo sin pretratar) para

fines comparativos.
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Figura 15. Espectros de los tratamientos con mejores resultados en cuanto a

obtencion de azlcares reductores

En la banda 2934 cm! se observa el pico del grupo metilo (CH3), en la posiciéon 1737
cml, se encuentra el grupo carbonilo, grupo representativo de la lignina, el cual se
presenta en el blanco y en el tratamiento con ultrasonido, pero no en el quimico con
ultrasonido; asi mismo, en la posicién 1636 cm™, se muestra la presencia de grupos

hidroxilo seguido de los picos de tensién de los enlaces Carbono-Oxigeno (C-O).

Con estos espectros se puede corroborar que, si hubo cambios en cuanto a la
estructura del material lignoceluldsico y estos cambios fueron méas notorios en el
tratamiento con NaOH mas ultrasonido, donde de manera cualitativa, de acuerdo a
los resultados de las derivadas obtenidas en el programa Origin 8.5.1 (OriginLab
Corporation, EUA), se pudo estimar que la lignina se redujo un 70% con el tratamiento
de ultrasonido mas agua destilada y un 99% con el tratamiento de NaOH 3.5 N +

ultrasonido (Figura 16).
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Figura 16. Derivada del pico de absorcion perteneciente al grupo carbonilo de la

lignina.

Dentro de los estudios donde se ha utilizado la asistencia de ultrasonido como
pretratamiento se encuentra el de Sasmal, et al., (2012)., quienes informaron la
eliminacioén de lignina del 68% en semilla de bon bogori (Ziziphus rugosa), 65% en
cascara de nuez de areca (Areca catechu) y 64% en semilla de moj (Albizia lucida)
después del pretratamiento de NaOH con ayuda de ultrasonido de la biomasa.
Subhedar, et al., (2018) sefialaron la eficiencia de deslignificacion de 70.4% (cascara
de mani), 80.0% (fibra de coco) y 78.9% (cascaras de pistacho), después del
pretratamiento alcalino asistido por ultrasonido de estos sustratos. Mohapatra, et al.,
(2017), informaron eficiencias de eliminacion de lignina de 80.4% y 82.1% para hierba
Denanath y hierba Napier hibrida respectivamente después del pretratamiento con
acido asistido por ultrasonido. Los autores también observaron que un aumento en el

poder de sonicacion mejor6 la eficiencia de deslignificacion. 7.4 Hidrélisis enzimatica
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7.4.1 Hidrdlisis enzimética convencional

La degradacion efectiva de la lignocelulosa es un paso fundamental para la liberaciéon
de azucares fermentables en la etapa de hidrdlisis, ya que el rendimiento dependera

de la eficacia del pretratamiento.

Los resultados de la cinética enzimatica de la degradacion del rastrojo pretratado para
su conversion a azucares reductores se muestra en la figura 17. La carga enzimatica
utilizada fue de 0.5% (p/v), carga de sustrato de 5% (p/v), y la temperatura se mantuvo

constante a 50 °C.

El tratamiento se realizé durante 8 horas, sin embargo, se lleg6 al punto maximo de
reaccion a las 4 horas de inicio obteniéndose 4.8 mg/mL de azucares reductores, en
otros estudios se reportaron tiempos de reaccion de 4.5 y 6 h, los cuales son
comparables con lo obtenido en este estudio (Patil, et al., 2019., Subhedar, et al.,
2018).

Azucares reductores
(mg/mL)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (h)

Figura 17. Azucares reductores obtenidos durante el proceso de hidrdlisis enzimatica

convencional.
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7.4.2 Rendimiento de la hidrélisis enzimatica convencional del rastrojo de

amaranto pretratado

El rendimiento de la hidrélisis enzimatica convencional del rastrojo de amaranto
pretratado se muestra en la tabla 7. La composicién quimica del sustrato, influye en
el rendimiento de la hidrdlisis, asi como en la cantidad de azucares liberados; asi
mismo, la concentracién, tipo de sustrato, y el tamafio de particula, son factores que
influyen en la eficacia del proceso, aunado a esto, se debe mencionar, que en algunas
investigaciones (Subhedad, et al., 2016, Sasmal, et al., 2012) parten de tamafos de
particulas definidos, que probablemente, son inferiores a los utilizados en este

estudio.

Tabla 7. Resultados obtenidos durante el proceso de hidrolisis convencional del

rastrojo de amaranto pretratado.

Tiempo Azticares Rendimiento*
) reductores (/)
(mg/mL)
0 1.90 0.04
1 3.20 0.06
2 4.10 0.08
3 4.50 0.09
4 4.80 0.10
5 4.50 0.09
6 4.20 0.08
75 3.90 0.08
80 3.80 0.08

* g A.R (gramo de azucar reductor)
g R.A (gramo de rastrojo de amaranto)

57



Garcia, et al., (2019) evaluaron la hidrélisis de la cascarilla de arroz, utilizando
celulasas comerciales (Sigma, USA), con un valor de pH de 5.0, a 50 °C , igual a la
utilizada en este estudio, sin embargo, el tiempo de reaccion fue de 72 h de hidrdlisis,
carga de sustrato del 5% p/v y carga enzimatica de 0.3 mL/ g, ellos obtuvieron 39.89
mg/mL de azlcares reductores, con un rendimiento del 73.2%; por otro lado,
Cardona, et al., (2019), utilizaron residuos de cebada como sustrato, ellos evaluaron
distintas enzimas para el proceso hidrolitico, las cuales fueron Viscozyme L (complejo
multienzimatico que contiene [B-glucanasa, celulasa, hemicelulasa vy
xilanasa; derivado de A. aculeatus, actividad 100 FBG/g); Celluclast 1.5L (derivado
de T. reesei, actividad 2700 U/g); Hemicelulasa (derivado de A.niger 0.3-3.0 U/mg); y
Xilanasa (derivado de A. oryzae 22500 U/g). Los tratamientos enzimaticos los
realizaron con agitacion constante a 250 rpm, pH 5.0 (amortiguador de acetatos 0.1
M), 50 °C, la concentracién de sustrato que utilizaron fue igual a la empleada en este
estudio y en el estudio antes mencionado, del 5% p/v, el maximo valor de glucosa
gue obtuvieron fue de 16.5 mg/mL para Viscozyme L; asi mismo, los residuos de las
podas de pastos es otro de los sustratos utilizados para la obtencion de azucares
fermentables. Cardona, et al., (2019), utilizaron dos variedades de pastos, elefante
(Pennisetum sp) y King (Pennisetum hybridum), empleando la enzima comercial
Accellerase 1500 (Genecor), con una carga de 30 FPU/g de biomasa, a una
temperatura de 50°C, 180 rpm, pH 4.8; cabe mencionar que la carga de sustrato fue
superior a la utilizada en este trabajo, ellos utilizaron el 11% (p/v) de sustrato, los
resultados obtenidos fueron 515. 6 mg de azucares reductores/g de biomasa para
pasto elefante y para la hidrdlisis de pasto king el mayor rendimiento a azucares
reductores fue de 563. 3 mg/g de biomasa; ellos mencionaron que las variables mas
influyentes en el proceso de hidrélisis fueron la temperatura y cantidad de sustrato
utilizado. Se debe mencionar que la carga de sustrato empleado en este estudio es
similar a la utilizada en las investigaciones antes mencionadas (Garcia, et al., 2019)
(Rucha, et al., 2019), sin embargo, la composicion quimica del material vegetal
utilizado, se vera reflejada en la cantidad de material celulésico disponible, asi mismo,
como se menciond anteriormente, la accesibilidad del sustrato al ataque enzimatico

es un factor fundamental para la eficacia de la hidrdlisis.
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7.4.3 Hidrdlisis enziméatica asistida por ultrasonido

En el caso de la hidrolisis enzimatica asistida por ultrasonido para la liberacién de
azucares reductores, se utilizé una carga enzimatica menor en comparacion con el
enfoque convencional (Rucha, et al., 2019). Los resultados obtenidos por hidrélisis
asistida por ultrasonido se presentan en la figura 18; donde se puede apreciar un
incremento de la liberacion de azlcares reductores conforme aumenta el tiempo de
reaccion, sin embargo, a los 75 min se obtuvo la mayor liberacion, a partir del minuto
90 la liberacion de azucares reductores permanecié constante, Por otro lado, el uso
del ultrasonido mostrd un incremento y una reduccién significativa en la concentracion
de azucares reductores y el tiempo, respectivamente, requerido para su liberacion en
comparacion con el enfoque convencional. Estos resultados se atribuyen al efecto de
las ondas de ultrasonido, las cuales provocan una mejor homogenizacién del medio,
debido a la dispersion y desaglomeracion de solidos en el liquido, esto causado por
el efecto de cavitacion ultrasonica, el cual actia generando elevadas fuerzas de
cizallamiento que rompen los aglomerados de particulas dispersandolos en particulas
individuales, y favoreciendo la accién de la enzima en el sustrato (Garcia , et al.,
2019).

15
14.2 14.1 14.2 14'3

11

Azucares reductores
(mg/mL)

10
15 30 45 60 75 90 105 120

Tiempo (min)

Figura 18. Azucares reductores obtenidos durante el proceso de hidrélisis enzimética

asistida por ultrasonido.
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7.4.4 Rendimiento obtenido mediante hidrélisis enzimatica asistida por

ultrasonido del rastrojo de amaranto pretratado

Como se puede observar en la tabla 8 se muestra el rendimiento obtenido por
hidrélisis enzimatica asistida por ultrasonido del rastrojo de amaranto pretratado, con
respecto a la cantidad de sustrato inicial, dicho rendimiento se presenta en gramo de
azucar reductor (g A.R) /gramo de rastrojo de amaranto (g. R.A).

Tabla 8. Resultados obtenidos durante el proceso de hidrélisis enzimatica asistida

por ultrasonido del rastrojo de amaranto pretratado

Tiempo Azdcares Rendimiento*
) reductores
(min) (mg/mL) (9/9)
0 11.10 0.22
15 11.70 0.23
30 12.20 0.24
45 13.00 0.26
60 13.70 0.27
75 14.20 0.28
90 14.10 0.28
105 14.20 0.28
120 14.30 0.29

* g A.R (gramo de azuUcar reductor)

g R.A (gramo de rastrojo de amaranto)

Como se aprecia en la tabla 8, el rendimiento fue mayor en comparacion con el
obtenido con el enfoque convencional, esto puede deberse a la asistencia del

ultrasonido; sin embargo, si se compara con otros sustratos empleados en estudios
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diferentes, los resultados son menores, esto se debe a la composicion de cada
material vegetal, ya que no todos los sustratos estan conformados por la misma
cantidad de celulosa, por lo tanto, aunque se utilicen las mismas condiciones, los

resultados en cuanto a la liberacién de azUcares va a variar.

En los dltimos afos se ha estudiado el uso de ultrasonido para optimizar o mejorar el
rendimiento de produccién de diversos procesos, dentro de los estudios para la
obtencion de azucares fermentables donde se utiliza como método de pretratamiento
0 para asistir el proceso de sacarificacion, se encuentra el de Jiang, et al., (2020),
quienes utilizaron mazorcas de maiz como sustrato, asi como una celulasa comercia,
ellos obtuvieron 3.1 mg/mL de concentrado de glucosa en 24 horas de tratamiento,
mencionan que el sustrato con pretratamiento de ultrasonido dio un rendimiento
mayor de glucosa (45.5-52.1 %), comparado con el sustrato sin tratamiento previo
(19.9%); del mismo modo; Lunelli, et al., (2014), utilizaron bagazo de cafa de azucar
como sustrato, obteniendo un rendimiento de 0.26 g/g de azUcares fermentables, asi
mismo, Subhedar, et al.,(2018) investigaron las condiciones adecuadas para la
obtencién de azucares fermentables, de tres sustratos, el rendimiento de azucar
reductor obtenido fue 10.2, 12.1 y 8.1 mg /mL para cascaras de cacahuete, coco y
cascaras de pistacho, ellos mencionan en su estudio que el ultrasonido ayuda a
mejorar la actividad catalitica y a disminuir la barrera limitante de la difusion que rodea
el sustrato, lo que conduce a una intensificacion en las velocidades de reaccion de
hidrélisis (Subhedar, et al., 2018), conviene especificar que las condiciones
(temperatura, potencia, ciclo de trabajo) utilizadas en su investigacion son similares
a las de este estudio; Asi mismo, Machado, et al.,(2015), probaron el uso de
ultrasonido para mejorar el rendimiento de la hidroélisis del bagazo de cafia de azucar,
utilizando una celulasa comercial (Sigma USA) ellos mencionaron que la aplicacion
del ultrasonido mejora la hidrolisis enzimatica ya que condujo a una concentracion
mayor de azucares reductores, en su caso, 89.37% mas alta en comparacion con el
control (muestra no sonicada); concordando con lo encontrado en los estudios antes
mencionados, donde hicieron mencion de que con la asistencia del ultrasonido ocurre
una mejor difusion de la enzima sobre el material vegetal, facilitando la accion

enziméatica, lo que mejora el rendimiento de la hidrdlisis enzimética. Por otro lado,
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Meléndez, et al., (2017), obtuvieron un rendimiento de 62.69%, trabajando de igual
manera con bagazo de cafia de azlcar, y una temperatura cercana a la de este
estudio (47 °C), sin embargo, la cantidad de azlcares fermentables fue de 24.99
mg/mL, se debe mencionar que en su estudio trabajaron bajo condiciones Optimas

para ese sustrato.

No hay que olvidar, que en este tipo de hidrdlisis las concentraciones de azucares
reductores fueron mayores en comparacion con la hidrdlisis convencional, ademas

de la notable disminucion del tiempo de reaccion.
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VIIl. CONCLUSIONES

Los mejores resultados se obtuvieron con los pretratamientos asistidos por
ultrasonido. El proceso de deslignificacion se ve favorecido con la asistencia

de ultrasonido.

No se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones de
azucares reductores obtenidas con los métodos fisicos (rastrojo + agua con

ultrasonido) y el combinado (NaOH 3.5 N y ultrasonido) (p = 0.5)

Los espectros FTIR mostraron que la modificacion del material con los
métodos fisico (Ultrasonido II-A) y combinado (NaOH 3.5 N + Ultrasonido)
presentaron diferencias en cuanto al porcentaje de deslignificacion; sin
embargo, conviene especificar que, desde el punto de vista ecolégico y
econdémico, el método adecuado para el de rastrojo de amaranto es el fisico

(rastrojo + agua con ultrasonido).

De acuerdo a lo obtenido en el proceso de sacarificacion, se sugiere utilizar
en estudios posteriores, el enfoque de hidrélisis enzimatica asistida por

ultrasonido para la sacarificacion del rastrojo de amaranto.
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XIV. PERSPECTIVAS

Optimizar el método de pretratamiento de ultrasonido para aumentar el
porcentaje de deslignificacion; incrementando la potencia de ultrasonido y la
temperatura.

Utilizar como método de pretratamiento el NaOH con ultrasonido para la
deslignificacion del rastrojo de amaranto y la posterior sacarificacion.
Caracterizar los productos obtenidos en el proceso de deslignificacion con la
finalidad de obtener el contenido de glucosa, hidroximetilfurfural y furfural. Esto
con el objeto de entender los rendimientos obtenidos de celulosa en el sustrato
sélido ya pretratado.

Caracterizar los productos obtenidos en el proceso de sacarificacion

El sustrato del rastrojo de amaranto pretratado con el pretratamiento
seleccionado en este trabajo, puede ser utilizado como medio de cultivo para

hongos de interés.
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ANEXO |

Analisis estadistico de los tratamientos

Analisis de Varianza. Tratamiento I. Vapor

Fuente GL SCAjust. MC Ajust.  ValorF Valor p
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Tiempo 4 357926 8.94816 2107.48 0.000
Error 5 0.0212 0.00425
Total 9 35.8139

Tukey confianza de 95%

Tiempo N Media Agrupacion
5 2 62980 A

4 2 61300 A

3 2 57995 B

2 2 52055 C

1 2 1.2215 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Analisis de Varianza. Tratamiento Il. Ultrasonido

Fuente GL SCSec. Contribucion SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
ciclo 2 11513 9.61% 1.1513  0.57563 740  0.024
amplitud 1 6.4739 54.07% 64739 647388 83.18  0.000
ciclo*ramplitud 2  3.8816 32.42% 3.8816  1.94078 2494  0.001

Error 6 04670 3.90% 0.4670  0.07783

Total 11 11.9737 100.00%

Tukey confianza de 95%

ciclo*amplitud N Media Agrupacion

5075 2 78705 A
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7075 2 74290 A B

90 75 2 71800 A B
70 50 2 6.6915 B
90 50 2 6.5860 B
50 50 2 4.7950 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Analisis de Varianza.Tratamiento lll. Quimico

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp

Tiempo 4 16.3937 4.09842 594.72 0.000
Error 5 0.0345 0.00689

Total 9 164282

Tukey confianza de 95%

Tiempo N Media Agrupacion

5 2 48695 A

4 2 23720 B

3 2 22425 B

2 2 1.4610 C
1 2 13030 C

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Analisis de Varianza. Tratamiento IV. Combinado NaOH +Vapor



Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp

tiemp 4 03378  0.08444 0.33 0.847
Error 5 1.2791 0.25582

Total 9 1.6168

Tukey confianza de 95%

tiempo N Media Agrupacion

3 2 2400 A
2 2 2380 A
4 2 2355 A
5 2 2134 A
1 2 1925 A

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anadlisis de Varianza. Tratamiento V. NaOH (2,2.5,3,3.5N) + Ultrasonido

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp
Tiempo 5 15.582 3.1164 2957  0.000
Tratamiento concentracién alcal 3 33.748 11.2494 106.74 0.000

Tratamiento concentracion alcal*Tiempo 15 7.739 0.5159 490  0.000
Error 24 2.529 0.1054

Total 47 59.598

Tukey confianza de 95%



Tratamiento

concentracién

alcali N  Media Agrupacion
4 12 6.74250 A

3 12 5.78367 B

2 12 4.74575 C
1 12 471308 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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