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ABSTRACT

Obtaining, purifying and using reducing sugars from
lignocellulosic =~ materials. The transformation of
lignocellulosic biomass into value-added products such as
reducing sugars is attracting worldwide attention. However,
efficient hydrolysis is often hampered by the recalcitrant
structure of the biomass. The purpose of this literature
review is to show the lignocellulosic sources and their
composition (cellulose, hemicellulose and lignin) from
which reducing sugars (RS) and subsequent metabolites
such as ethanol, xylitol, lactic acid, succinic acid, among
others, are obtained. The hydrolysis methodology is
described: chemical, enzymatic, autohydrolysis and others
with the aim of reusing the derived materials. Different
purification  and  refining  technologies  include
nanofiltration, adsorption and ion exchange, as well as their
corresponding determination by 3,5-dinitrosalicylic acid
methodology, Nelson-Somogyi, Eynon-Lane, Folin-Wu,
Fehlig Causse Bonnans and HPLC. Finally, the application
of reducing sugars in the food and/or pharmaceutical fields
is highlighted.

RESUMEN

La transformacion de biomasa lignoceluldsica en
productos de valor afiadido como los aztcares reductores
esta llamando la atencion en todo el mundo. Sin embargo,
la hidrdlisis eficiente suele ser obstaculizada por la
estructura recalcitrante de la biomasa. La presente
revision bibliografica tiene como proposito evidenciar las
fuentes lignoceluldsicas y su composicion (celulosa,
hemicelulosa y lignina) por las cuales se obtienen
azucares reductores (AR) y posteriores metabolitos como
etanol, xilitol, acido lactico, acido succinico entre otros.
Se describe la metodologia de hidrdlisis: quimica,
enzimatica, autohidrélisis y otras con el fin de
reutilizacién de los materiales derivados. Se menciona
diferentes tecnologias de purificacion y refinamiento
como el uso de nanofiltracion, adsorcién e intercambio
ionico, asi como su correspondiente determinacion por
metodologia del acido 3,5- dinitrosalicilico, Nelson-
Somogyi, Eynon-Lane, Folin-Wu, Fehlig Causse
Bonnans y HPLC. Finalmente, se destaca la aplicacion de
los aztcares reductores en el campo alimentario y/o
farmacéutico principalmente.
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INTRODUCCION

El vertido no controlado de residuos y excedentes generados de las cosechas en el entorno rural constituyen un
elemento de infeccion para los cultivos, asi como contaminacién mediante la quema'. Los materiales lignocelulésicos
son elementos biodegradables importantes para la fabricacion sustentable de biocombustible?. Estos pueden
procesarse segun el concepto de biorrefineria, que involucra el tratamiento consecutivo y organizado para lograr un
beneficio integral de los residuos. De esta forma, se logra reducirlos a una minima o ninguna fraccion de descarte
con el consecuente respeto al medio ambiente?. El uso de material lignocelulésico de descarte constituye un recurso
abundante y de reducido coste, que podria dar solucion a los inconvenientes de su disposicion final. Estos materiales
estdn compuestos mayoritariamente por celulosa, hemicelulosa y lignina, los cuales, se disponen estructuralmente de
manera entrelazada por uniones de tipo no covalente y covalente®.

Un aztcar reductor (dadores de electrones), se caracteriza por presentar un grupo carbonilo intacto, presentando
funciones aldehido o cetona en forma libre, susceptible de ser oxidadas®. Dentro del grupo de azicares reductores se
cuenta con la glucosa, fructuosa, galactosa, manosa y maltosa®.

En este sentido la presente revision no solo ofrece un compendio de técnicas y avances en la obtencion y purificacion
de azucares reductores, sino que también resalta su potencial para generar productos de alto valor afiadido de manera
sostenible. Con ello se promueve el desarrollo de tecnologias mas verdes y la transicion hacia una bioeconomia,
contribuyendo a la valorizacion de residuos, minimizando el impacto ambiental y promoviendo la economia circular.

Materias primas y composicion

La biomasa lignocelulésica es una matriz compleja compuesta de tres macromoléculas, como ser la celulosa,
hemicelulosa, y lignina. La celulosa (CsH100s)n es uno de los polimeros estructurales de la pared celular del reino
vegetal, constituido de glucosas de 5000 a 15000 unidades’ entrelazadas por uniones B-(1-4)® siendo su cristalinidad
una limitante en su hidrolisis®.

La hemicelulosa (CsHsO4)m son polisacaridos ramificados y heterogéneos que representan del 20-35% del peso de
la biomasa vegetal'°. Esta constituida por unidades de cinco carbonos (xilosa, ramnosa y arabinosa), seis carbonos
(glucosa, manosa y galactosa), y acidos urdnicos unidos por enlaces f-(1-4), y en menor medida por enlaces -(1-3)
glucosidicos'!. Dependiendo de la fuente de donde provienen, la hemicelulosa presenta un intervalo de
polimerizacion de 100 a 200 unidades. Presenta una cadena lineal de xilano con ramificaciones de 4cido glucurénico,
manano, galactomanano, glucomanano, entre otros'2.

La lignina [CoH19003(OCH3)0.9-1.7]x, €s una estructura hidrofobica, constituida de unidades fenilpropanoide (cumaril,
guaiacil y siringil) y que representa del 15-40% de la biomasa vegetal. Se diferencian en la sustitucion con el grupo
metoxilo (-OMe) en las posiciones 3 y 5 de la unidad aromatica. Esta sustitucion otorga una configuracién amorfa
con alta heterogeneidad. La lignina se constituye en barreras protectoras de la biomasa contra la accion de
microorganismos o degradacion por agentes quimicos'®. La lignina se entrecruza con la hemicelulosa por varios
enlaces quimicos. Estas encapsulan fuertemente la celulosa, formando una densa estructura matricial
tridimensional ', y generando dificultades en la conversion del biopolimero sacarificado a etanol'®. La disposicion
estructural de la celulosa, hemicelulosa y lignina en un material lignocelulosico se muestra en la Figura 1.
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Fig. 1. Disposicion de la red polimérica de biomasa lignoceluldsica'®
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La representacion porcentual de hemicelulosa, lignina y celulosa varian de acuerdo con la edad y tipo de planta'’.
Materias primas como la cafia de azucar, la cascara de cereales, desechos forestales, residuos del café y de la
elaboracion de cerveza, constituyen un potencial para la generacion de azicares reductores'®. En la Tabla 1 se
muestra la representacion porcentual de los constituyentes mas representativos de fuentes vegetales.

Tabla 1. Representacion porcentual de los constituyentes fisicoquimicos mas representativos de fuentes vegetales

Sustrato Humedad Extraibles Celulosa Hemicelulos Lignina Cenizas
*) (%) a total (%)
(%) (%)
(%)
Céscara de pifia"® 12.11 18.23 40.35 20.89 14.56 -
Cascara de cebada - 16.5 26.56 31.92 22.31 2.60
(bS)20
Cascara de la mazorca 13.01 0.87 20.04 - 23.15 8.52
del cacao?!
Cascara de arroz - - 45.0 11.0 28.0 16.0
(bS)ZZ
Cascara de la vaina de - - 53.7 18.7 25.7 2.00

cacao (bs)?

Céscara de naranja* 73.53 - 69.10 543 19.8 0.05
Madera de eucalipto - - 39.6 14.0 33.0 -
(Eucaliptus

obliqua)(bs)*

Céascara de melon®® 82-92 15-37 10-24 6.5-32 3.7-15
Rastrojos de maiz?’ 34.29 0.67 40.64 - 6.62 10.85
Bagazo de Agave - 1.22 31.53 15.16 17.28 8.17
salmiana (bs)**

Semillas de aceituna - 6.3 20.9 26.0 339 0.6
(bs)29

Cascaras de castana - 1.5 25.6 26.6 40.1 1.4
(bs)30

Paja de trigo (bs)*! - 6.2 32.7 24.5 16.8 4.7
Tallos de girasol - 21.6 35.8 19.7 14.8 6.3
(bs)32

Residuos de platano - - 13.2 14.8 14 114
(bs)33

(*) Corresponden a proteinas, vitaminas, lipidos, minerales, clorofila, terpenos, resinas y fenoles.
bs: base seca

A nivel polimérico los materiales lignoceluldsicos se pueden disgregar en glucano, xilano, arabano y lignina; asi como
sus principales sustituyentes como los grupos acetilos y acidos urénicos. Todos ellos se detallan en la Tabla 2.

Métodos de produccion de aziicares reductores

El éxito de la biorrefineria para obtener azucares reductores depende de la aplicacion correcta de las metodologias
tecnoldgicas a aplicar®*. La contribucion de biorrefinerias a la bio-economia futura inspira oportunidades comerciales
basadas en la diversificacion del producto mejorando su impacto medioambiental®®. Entre las diversas formas de
despolimerizar (ruptura de macromoléculas en unidades monoméricas o oligoméricas mas pequeias) la biomasa
vegetal se encuentra la autohidrolisis, hidrolisis acida, alcalina, enzimatica y una combinacion de las anteriores. En
los procesos de hidrolisis se produce una reaccion especifica que implica la ruptura de enlaces quimicos por la adicion
de agua’®.
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Autohidroélisis

También llamada “tratamiento con agua caliente comprimida”, es un proceso medioambientalmente amistoso y
econdémico donde se emplea agua como unico reactivo. Puede llevarse a cabo en intervalos de temperaturas de 190
a 225 °C, y tiempos diversos, permitiendo principalmente la solubilizacion de hemicelulosas. Esto genera un
incremento de la superficie de la biomasa y disminuye la cristalinidad de la fraccion celuldsica presente,
predominantemente en fase solida junto a la lignina. La autohidrolisis de materiales lignoceluldsicos produce la
fragmentacion de estas macromoléculas en compuestos mas pequeflos como los oligosacaridos y monosacaridos para
el caso de hemicelulosas, por ejemplo, el xilano se puede transformar en xilooligosacaridos y estos en xilosas®’

Tabla 2. Representacion polimérica mas representativa de fuentes vegetales (g/100 g ms)

Sustrato Glucano Xilano Arabano Grupos Grupos Lignina Cenizas
acetilos uronicos de
Klason
Cascara de 26.49 22.69 0.65 4.37 4.56 40.08 0.78
avellana®®
Cascara de 41.1 222 2.2 24 345 229 2.1
centeno®
Racimo vacio de 34.6 20.3 3.10 - - 35.0 0.40
fruta de palma
aceitera®
Tallo de maiz*! 33.9 18.1 3.6 - - 243
Céscara de arroz* 38 25 3.8 - - 16.5 9.8
Cascara de 20.63 10.46 2.98 2.01 5.99 44.59 -
castafia®
Madera de 42.18 16.99 0.84 3.76 6.56 - 0.28
Paulownia
elongata-
fortunei**
Rastrojos de 39.5 15.2 2.07 2.16 22.3 5.28
maiz®
Madera de 42 14.7 0.46 2.9 421 214 0.25
Eucalyptus
nitens*
Mazorca de maiz*’ 34.4 32.5 3.1 - - 14.9 -
Hierba Bermuda 25.59 15.88 1.95 - - 15.37 6.6
costera*®
Pulpa de 20.1 1.0 17.5 2.6 - 4.8 4.5
remolacha
azucarera®
Aserrin de pino™ 43.8 5.4 2.3 - - 26.6 -
Paja de sorgo! 35.09 19.16 4.80 - - 25.41 -
Bagazo de cafia de 57.53 3.73 0.12 - - 30.97 7.12
azticar™

Iones como los hidronios generados por la autoionizacion del agua, asi como la produccion de acido acético producto
de la hidrdlisis de grupos acetilos sustituyentes presentes en las hemicelulosas, actian como catalizadores “in-situ’.
Estos catalizadores permiten despolimerizar estructuras de bajo peso molecular y monosacéridos®. El aporte de iones
H;0" provenientes del acido acético es mucho mayor que de la autoionizacion del agua. A 250 °C y considerando una
solubilizacién del 100% de los grupos acetilo de la biomasa, el aporte de iones H3O" de estos sustituyentes es 9400
veces mayor que la contribucion del agua disociada™.

La autohidrdlisis se puede emplear como primera etapa de fraccionamiento de procesos de despolimerizaciéon de
materiales lignoceluldsicos, entendida esta como una disminucion de los pesos moleculares de polimeros como la
celulosa, hemicelulosa y lignina teniendo como productos oligosacaridos y monomeros. La fraccion solida agotada
(rica en celulosa y lignina) pueden ser aprovechados en la obtencion de pulpa de celulosa®, aziicares fermentables®® o
combustibles®’.

Una de las ventajas del proceso de autohidrolisis, es que genera menos corrosion en la maquinaria utilizada y una
reducida concentracion de inhibidores comparado a los procesos 4cidos o alcalinos®®. No obstante, pueden ser
coadyuvados por agentes quimicos como 4cido acético®.

Cuando la autohidrolisis es muy intensa, se pueden obtener compuestos como furfural (procedente de la degradacion
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de xilosa), hidroximetilfurfural (procedente de la degradacion de manosa, galactosa y glucosa), acido férmico y acido
acético (grupos acetilo), que podrian inhibir el proceso de fermentacion®.

La rapidez del proceso hidrolitico de la fraccion celuldsica se incrementa con el aumento de la temperatura de
reaccion, llegando a una produccion de glucosa del 70% a 260 °C. No obstante, reacciones secundarias ocurren a
valores por encima de 220 °C, existiendo subproductos dificiles de controlar cuando la temperatura sobrepasa estos
valores®!. En la Tabla 3 se presenta algunos parametros y rendimiento del proceso de autohidrélisis para diversa
biomasa vegetal.

Tabla 3. Pardmetros y rendimiento del proceso de autohidrolisis para diversos materiales lignoceluldsicos

Sustrato Parametros Recuperacién Rendimiento de recuperacién
de sélido (%)
Paja de trigo® 160 °C, 40 min, 1:10 sélido- 79 15.3% deslignificaion
liquido (isotérmico) 98.3% de glucano
84.6% de xilano en fase solida
Cafia de bambu® 160 °C, 120 min, 1:10 solido: - 36.3 %y 11% del xilano convertido
liquido en xilooligosacaridos y xilosa
(no isotérmico) respectivamente.
Miscanthus X 207 °C, 1:10 solido: liquido, - 10.96 g/l xilooligosacaridos y 0.84
giganteus® 150 rpm (no isotérmico) g/l de xilosa en fase liquida.
Madera de 200 °C, 10 min, 450 rpm, 1:10 - 64.8 g celulosa/100 g biomasa
acacia® solido: liquido. sélida residual.
Paja de colza® 190 °C, 15 min, 1:20 sélido: 59.88 51.93g celulosa/100 g solido
liquido, residual
Cascara de 200 °C, 15 min, 1:10 biomasa: - 48.7% de celulosa en solido
Jatropha agua residual
curcas®
Cascara de 1:8 solido: liquido, 205 °C (no - 9.16 g xilooligosacaridos/100 g
arroz® isotérmico) s6lidos en licores.

Hidrdlisis acida

Este tratamiento hace uso de catalizadores acidos como el sulfuroso, clorhidrico, sulfurico, fosforico y nitrico, ya sea
en forma concentrada o diluida. La hidroélisis 4cida produce la despolimerizacion de las cadenas de hemicelulosa y
celulosa, y su degradacion hasta llegar a sus principales mondmeros. Soluciones concentradas de 4cidos suelen operar
a baja temperatura, en tanto que la utilizacion de acidos diluidos debe operar a valores cercanos de 240 °C. La
granulometria de la particula (menores a 0.5 mm), y la concentracion de la solucion acida influyen en la generacion de
azlcares reductores a partir de residuos agrarios®. El uso de acidos concentrados (10-30% p/p) a 170-190 °C por
tiempos prolongados pueden llegar a hidrolizar el 80% de hemicelulosa y el 45% de celulosa™.

El 4cido diluido afecta preferentemente a la hemicelulosa, en cambio, presenta un reducido impacto degradativo sobre
lalignina”'. Para la cascara de naranja, se ha reportado que la hidrolisis con 4cido diluido es una de las mejores opciones
para la despolimerizacion de celulosa y hemicelulosa’. En la Tabla 4 se recogen los parametros de proceso y
generacion de azucares reductores a partir de biomasa vegetal con diferentes acidos comerciales.

Tabla 4. Pardmetros de hidrolisis 4cida para la produccion de azucares reductores a partir de biomasa vegetal.

Sustrato Parametros de hidroélisis Produccién en licores (azucares
reductores: AR)
Retamo espinoso 0.1 N H,SO4, Relacion 1:10 solido: solvente, 158.7 mg/g ms
(Ulex europeaus)™ 30°C,150 rpm, 24 h
Microalgas 6% H,S04, 120 °C y 90 min 1 406 mg/1
amazobnicas™
Poda de Olivos™ 1% (v/v) HySO4, 15% (p/v), 164 °C, 10 min 126 mg/g
Harina de cdscara de 6.5-7.3% H3PO4, 80-102 min a 121 °C, 75.45 g AR/100 g de solidos en
maracuya’® biomasa 5% licores
Médula de bagazo de 1% (v/v) HxSO4, 10% (p/v), 121 °C, 90 min, 537 mg/g
cafia de azicar”’ 1.5 bar
Rastrojos de maiz” 0.6 % p/p HNOs3, 150 °C, 1 min 26.82 g/l

La hidrolisis acida diluida (1-3% p/p) requiere una alta temperatura (200-240 °C) para romper los cristales de
celulosa”. Es seguido por la degradaciéon de hexosas y pentosas y la generacion de compuestos téxicos como
hidroximetilfurfural y fenoles perjudiciales para una efectiva sacarificacion®.
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Los mejores rendimientos para la conversion de celulosa y hemicelulosas en aziicares monoméricos se obtuvieron
con una combinacion de hidrolisis: una a alta concentracion de acido sulfurico (alrededor del 70% p/p) a baja
temperatura (alrededor de 30 °C), seguida por otro paso a baja concentracion de acido sulfurico (alrededor del 4%
p/p) a alta temperatura (alrededor de 120 °C). Estas condiciones de fraccionamiento produjeron un extracto que
contenia todos los azilicares en su forma monomérica, pero también, 4cido acético, furanos y compuestos fendlicos®!.

Algunos de los problemas con el tratamiento en los casos de la utilizacion de acido diluido, se pueden mitigar
reemplazando el acido sulfirico con 4cido fosférico. Se ha demostrado que cuando se usa acido fosforico, la
concentracion de inhibidores es menor. Ademas, el acido fosforico permite el uso de calidades inferiores de acero
inoxidable durante el tratamiento, lo que resulta en una reduccion considerable de los costos de capital de inversion
en maquinaria para €l proceso productivo®.

Hidrélisis alcalina

Las soluciones de é4lcalis (NaOH, KOH, o NH3) son convenientes para retirar la lignina y aumentar la digestibilidad de
la celulosa. También puede realizarse con solventes organicos como el etanol o mezclas solvente-agua, en la presencia
o ausencia de catalizadores. La hidrolisis alcalina permite a la enzima, acceder con mayor facilidad a la fraccion
celulésica y hemiceluldsica provocando alteraciones morfologicas de sus estructuras macroscopicas como el
incremento del area del polimero, asi como de su porosidad®.

La fraccion acuosa del tratamiento alcalino es de color negro intenso y estd constituido de lignina soluble en alcali,
estructuras fenolicas derivadas de la degradacion de la lignina y hemicelulosa. Debido a su alto pH, estos licores tienen
un efecto perjudicial sobre el medio ambiente, especialmente sobre los parametros DQO y DBO*,

Los tratamientos con alcalis degradan ligeramente los polisacaridos, y en menor medida que los acidos. Soluciones
alcalinas tienen mayor impacto sobre las maderas y pueden eliminar los grupos acetilos de las hemicelulosas®>. En
condiciones de baja severidad (temperatura, presion y concentracion), este método no genera tantos inhibidores en
comparacion con el tratamiento acido®.

En condiciones alcalinas, los monoémeros fendlicos (principalmente acido fertilico y p-cumarico) generan uniones entre
las unidades de lignina, y, por otro lado, las hemicelulosas se solubilizan en el caldo de reaccion. Las ligninas pueden
ser utilizadas como aditivos alimentarios, en productos cosméticos y farmacéuticos debido a su actividad antioxidante,
hipocolesterolemiante, prevencion de trombosis y aterosclerosis, actividad antimicrobiana y antiinflamatoria, y efecto
anticancerigeno®”®, El 4cido ferlilico también se puede utilizar para producir vainillina, mediante transformacién
microbiana®’.

Se ha documentado que la acciéon combinada de un alcali y un oxidante, como el peroxido de hidréogeno a baja
temperatura, puede hidrolizar eficazmente la lignina®®. Una concentraciéon del 1 a 2% p/v de H,O, durante el
tratamiento con alcali permitié reducir la concentracion de NaOH del 4% al 1%. Esta reduccion de alcali es importante
ya que, es probable que la concentracion excesiva de NaOH provoque la degradacion de xilano, disminuya la presencia
de xilosa durante la hidrdlisis enzimética, y en consecuencia, genere mayores cantidades de licor negro alcalino®'.

Cuando los procesos de hidrolisis tanto acida como alcalina es muy intensa se generan subproductos degradativos
como hidroximetilfurfural y furfural, provenientes de hexosas y pentosas respectivamente®?.

En la Tabla 5 se muestran los parametros de proceso y la produccion de aziicares reductores a partir de biomasa vegetal
con diferentes alcalis comerciales.

Tabla 5. Parametros de hidrolisis alcalina para la produccion de azucares reductores a partir de biomasa vegetal.

Sustrato Parametros de hidrélisis Medio Produccion de aziicares
de analisis reductores en mg/g o
solido remanente en %
Residuos de poda de 0.01 g de Ca(OH),/g ms, 20 g de H,0/g ms, Licores 220 mg/g
olivo” 160 °C,2 h
Céscara de cebada® NaOH (0.58 M), 10% (p/v), 87 °C Licores 163 mg/g
Caiia de azlicar dura® 0.5% NaOH, 5% (p/v), 30 min Licores 185 mg/g
Tallo de algodén®® 1.5% (p/v) NaOH, 121 °C, 30 min, 15% (p/v) so6lidos 64.0%
Bagazo de cada de 0.5 M NaOH, 80 °C, 2 h, 150 rpm, 50 g/1 solidos 82.2%
aziicar”’

Los tratamientos con bases como el NaOH tienen un mayor impacto en la degradacion de lignina que sobre la
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degradacion de hemicelulosa y celulosa. Ante ello, al aplicar NaOH sobre mazorca de maiz permitié determinar una
reduccion del porcentaje de lignina presente de 22.51 a 9.50%, un incremento de celulosa de 23.58 a 33.32% y de
hemicelulosa de 33.34 a 35.03%, antes y después del tratamiento con dicho 4lcali®®. Lo mismo sucedi6 con el bagazo
de sorgo dulce al pasar de 29.34 a 10.88% para la lignina, de 17.75 a 23.8% para la celulosa y de 16.28 a 13.05% para
la hemicelulosa. De todos los 4lcalis, la cal es uno de los mas baratos utilizados para este tipo de tratamiento®.
Hidrolisis enzimatica

La eficiencia hidrolitica de las enzimas sobre la celulosa estd influenciada por las caracteristicas del sustrato. Por
ejemplo, su grado de polimerizacién y su cristalinidad, la superficie accesible por la celulasa y la presencia de
hemicelulosas y lignina en la matriz s6lida'®. Los procesos enziméticos son mas limpios y energéticamente més
eficientes. Se ha considerado una estrategia de etapas basada en la accién de enzimas como las endocelulasas, las
cuales, rompen las uniones internas f3-(1,4)-glucosidicas. Esto seguido de las exocelulasas que rompen enlaces -(1,4)-
glucosidicos de los polimeros obtenidos por la reaccion con las endocelulasas, generando tetrdmeros o dimeros. Y
posteriormente, la accion de B-glucosidasas generando dos glucosas'%h192,

Se ha reportado que los productos de la hidrdlisis de carbohidratos como la celobiosa inhibe tanto a las
celobiohidrolasas como las endoglucanasas al unirse al modulo catalitico de la enzima!® y/o de uni6n a sustratos como
los carbohidratos. Por otro lado, la glucosa inhibe principalmente a la B-glucosidasa y, en menor medida, a las
celobiohidrolasas y endoglucanasas'®*. Asimismo, las hemicelulosas solubles pueden inhibir fuertemente la actividad
de la celulasa. Se ha evidenciado una reduccion de la eficiencia de hidrolisis de celobiohidrolasa I (CBHI, de
Thermoascus aurantiacus), celobiohidrolasa II (CBHII, de Trichoderma reesei) y endoglucanasa II (de T. aurantiacus)
por accion del xilano de madera de abedul en la hidrolisis enzimatica de la paja de trigo, Avicel y nanocelulosa!®. Se
postula que los xilooligosacaridos de bajo peso molecular presentan mayor grado de inhibicion de la enzima a-
glucosidasa, que cantidades molares iguales de celobiosa en concentraciones bajas de solidos!%.

Se ha publicado la utilidad de enzimas hidroliticas con actividad B-glucanasa, xilanasa, celulasa, hemicelulasa,
proteasas, lipasas'?!1%® y enzimas con actividad ligninolitica como peroxidasas y lacasas'®. Por otra parte, se ha
reportado que el contenido en lignina en residuos agrarios limita la accion de celulasas, disminuyendo su actividad
catalitica''’. En tanto, la hidrdlisis con alto contenido de s6lidos de materiales lignocelulésicos (superiores al 15% p/p)
plantea dificultades técnicas relacionadas con la cantidad reducida de agua libre. La suspension de material fibroso
tiene una viscosidad aparente alta que da como resultado una mala mezcla y limitaciones en la transferencia de masa
y calor. Esto reduce la eficiencia de las enzimas principalmente en las primeras etapas de la hidrolisis'!!. En la Tabla
6 se muestran los parametros de proceso y la producciéon de azicares reductores a partir de biomasa vegetal con
diferentes enzimas comerciales.

Tabla 6. Pardmetros de hidrélisis enzimatica para la produccion de azucares reductores a partir de biomasa vegetal.

Sustrato Enzima Parametros Produccién
Cascarilla de cebada Viscozyme L 25 U/g,pH 5.0,50 °C, 7 hy una 16.90 g glucosa/l
malteada (BSG)* concentracion de BSG del 5% p/v. (equivalente a 321.11
mg/g BSG).
Celulosa de agave''? Celulasa comercial de 28 °C, 150 rpm, pH 5, 5.8 mg glucosa /ml
Aspergillus niger
Solidos recuperados Mezcla de celulasa: 50 °C, 200 rpm, 72 h, pH 5, 0.1 ml ~22 g glucosa/100 g
autohidrolisis de tallos Cellic CTec2 y Cellic enzima/g biomasa. biomasa
de girasol® HTec2. Proporciéon
9:1
Miscanto y cascara de Mezcla de celulasas: 0.04 kg CelloLux-A /kg sustrato y 0.02 kg 65.4y73.3 g/l para
avena''® CelloLux-A'y de BrewZyme BGX/ kg sustrato, 46 + 2 miscanto y cascara de
BrewZyme BGX °C, pH de 4.6-4.8, 72 h x 150 rpm. 90 g/1 avena

de concentracion de sustrato.

El costo de enzimas como la celulasa es uno de los principales obstaculos que impiden la biorrefinacion a gran escala
de la biomasa lignoceluldsica. Aditivos como el soforolipido y proteina de suero estimulan la hidrélisis enzimatica.
Cuando la concentracion de sustrato fue del 20% (p/v), la presencia de soforolipidos y proteina de suero permitié un
aumento en el rendimiento de glucosa a 17.8% y a 11.9%, respectivamente. Esto podria atribuirse al favor de los
soforolipidos para disminuir la adherencia no especifica entre sustratos no deseados y enzimas, causada por fuerzas
hidrofébicas y electrostaticas. Ademas, puede deberse a la capacidad de la proteina de suero para bloquear el sitio de
adsorcion enzimatica de la lignina''4.
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Tween, polietilenglicol y tensioactivos a base de sulfonato son las formas mdas importantes de tensioactivos
sintetizados quimicamente y usados en el proceso de bioconversion de lignocelulosa para disminuir la union de
celulasa-lignina y mejorar el rendimiento de los productos de bioconversion''>,

Hidrdlisis acida-alcalina-enzimatica

Se ha puesto en evidencia que tratamientos secuenciales conducen a una mayor generacion de aziicares reductores, un
menor consumo de aditivos quimicos, una disminucion de los costes de proceso, y una menor generacion de
subproductos de reaccion!'®. En la Tabla 7 se muestran los pardmetros de proceso y la produccion de azicares
reductores a partir de biomasa vegetal con diferentes tratamientos combinados de despolimerizacion.

Tabla 7. Parametros de despolimerizacion en tratamientos secuenciales para la produccion de azlicares reductores a

partir de biomasa vegetal.

Sustrato Parametros Parametros Parametros Medio
Referencia (Primer tratamiento) (Segundo tratamiento) (Tercer tratamiento) de analisis
Hidrolisis acida/basica Hidrolisis Hidrolisis enzimatica Produccion
basica/acida/enzimatica (azthcares
reductores)
Aserrin de H,S04(2%), relacion NaOH (2%), relacion pH 4.8, 50 °C, 72 h, Fraccion solida
pino!'"’ solido/liquido 1:5 (m/v) y sélido/liquido de 1:6 150 rpm, relacion 1.81 g/l
en autoclave a 121 °Cy 1 (m/v) y en autoclave a solido/liquido
atm x 60 min. 121°Cy 1 atmx 90 1:50 (m/v), 0.34% v/v
min. de enzima, 20 FPU/g
celulosa
Bagazo Agave Relacion solido/ liquido de Parte solida lavada hasta Cellic Ctec2 Fraccion sélida
salmiana®® 1:10 (p/v), pH entre 6.5y 7. (Novozyme), 15 87.37+1.27 g/l
H,S0, de 1% (p/v), 60 min FPU/g sustrato,
,120 °C. concentracion de

solidos de 10% (p/v),
pH 4.8, 50 °C, 150
rpmy 72 h.

Granos agotados
de cerveceria''®

NaOH al 5% al 25% (p/v)
de carga de solidos durante
12has50°C

Neutralizacion a pH 7
con 4cido acético glacial

Celluclast a 1 g/L, 50
°Cx24hy 150 rpma
pH 4.8

Fraccion solida
1 92% de glucosa
tedrica

Rastrojos de 1% HCI, 120 °C, 40 min, 0.1 g cal/g sustrato, 60 Celluclast 1.5L (5 Fraccién sdlida:
maiz'"? relacion solido-liquido 1:10 °C, 12h, relacion solido- FPU/g sustrato), rendimientos de
pv liquido: 1:10. Novozymes 188 (20 97.0% y 78.0% para
CBU/g sustrato), 50 xilosa y glucosa.
°C, pH 4.8, 120 rpm,
72 h, 5% sustrato.
Agave 2.5% H,S04, 90 min, 3.4% NaOH, 70 min, Celluclast 1.5L (10 - Fraccion solida:
salmiana'? relacion so6lido-liquido 1:10 relacion solido-liquido 20 FPU/g celulosa), 88.91 g azucares/l.
pv 1:10 p/v pH 4.8, 50 °C, 150
rpm, 48 h.
Cascara de 0.75% NaOH, 90 °C, 2h, Celulasa fungica, 50 °C, - Fraccion liquida
platano de 30% (p/v) 1.5% (p/v), 30 h 32.6% equivalente
seda'?! en dextrosa

Cascara de pifia
Golden'?!

30% (p/v), 1h, 100 °C

150 °C, 1 atm, 3h
(autoclave)

Celulasa fungica
Gramozyme celulasa
50°C,30h, 1.5%
(pv)

Fraccion liquida
14.5% equivalente
en dextrosa

Los tratamientos previos a la hidrélisis enzimatica como la alcalinizacion mejoran los rendimientos de obtencion de
azucares reductores. Esto se pone de manifiesto en la alcalinizacion de mazorca de maiz con NaOH donde increment6
los rendimientos de azticares reductores de 6.9 a 21.5% utilizando Celluclast 1.5 L y Novozyme 188. La mayoria de
los estudios de hidrolisis enzimatica en materiales lignoceluldsicos se han realizado entre 45 y 55 °C, velocidad de

rotacion de 100-150 rpm y valores de pH de 4.0 a 5.0 para celulasas y xilanasas, principalmente

122

Una limitante a la accion de la celulasa es la region cristalina de la celulosa, que constituye del 30 al 80 por ciento
de la macromolécula, y en la cual, predominan los enlaces de hidrogeno y las interacciones de van der Waals. Cuando
la celulasa entra en contacto con la celulosa, inicialmente puede mostrar una mayor accion de endoglucanasa con la

region amorfa de la celulosa
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Otras formas de solubilizacion de materiales lignocelulésicos

Otras formas de solubilizar la masa vegetal incluyen los tratamientos de expansion de fibra con amoniaco (AFEX),
recomendado para material herbaceo y de bajo contenido de lignina. Un inconveniente importante es la baja
solubilizacién de la hemicelulosa, el costo del solvente y su recuperacion'?*. Una de las ventajas es la adicion de
nutrientes para el crecimiento microbiano a través del amoniaco residual en la biomasa pretratada'?®. Tratamientos
de céascara de cebada en amoniaco acuoso al 15%, 75 °C durante 48 h, sin agitacion, a una relacion solido: liquido
de 1:12, permitié rendimientos de solubilizacién de lignina del 66% y sacarificacion del xilano y glucano del 63 y
83%, respectivamente!?®, La oxidacion es otro tratamiento que hace uso de disolventes orgénicos como metanol,
etanol, acetona, glicol y etileno. Este se realiza entre 100 y 200 °C a presién atmosférica. Una gran desventaja es su
alto costo e inflamabilidad!?’. El tratamiento con liquido i6nico de la biomasa se caracteriza por sus bajos impactos
ambientales. Tiene una mayor incidencia en la hidrdlisis de lignina y hemicelulosa. Uno de los liquidos ionicos es la
sal de imidazolio, la cual no es volatil, de naturaleza polar, dificil de oxidar, asi como fécil de recuperar!'?®.

La ozondlisis es otro tratamiento a la biomasa vegetal, en la cual el ozono reacciona preferentemente con la lignina.
Favorece la desestructuracion y deslignificacion de la biomasa, y por tanto, la liberacion de azicares por hidrolisis
enzimatica'?®. La molécula de ozono es muy reactiva hacia compuestos con dobles enlaces conjugados y grupos
funcionales con altas densidades de electrones como es la lignina. Genera acidos como el acido férmico y acético
que puede resultar en una caida en el pH de 6.5 a 2. Las principales ventajas vinculadas a este proceso son la ausencia
de productos de degradacion que puedan interferir con la hidrolisis posterior o fermentacion y las reacciones que
ocurren a temperatura ambiente !,

Esta técnica se ha empleado de forma preliminar en la hidrdlisis de la paja de arroz con una dosis de 0.006 gramos
de ozono (O3) por gramos de biomasa, y se observo una desintegracion del 19% en la cristalinidad de la fibra con
una reduccion del 17% en el contenido de carbono total'*!. Asimismo, se evidencia una mejora significativa en el
rendimiento de liberacion de glucosa en pasto de bermuda costero del 24% al 53% con un consumo de ozono de 26.4
g de ozono por 100 g de biomasa'32, También han sido tratadas materias primas como paja de trigo, bagazo, pino,
mani, paja de algodén y aserrin de alamo!*>,

Procesos bajo la técnica de extraccion con agua subcritica permitieron obtener azicares reductores de la pulpa del
fruto de palmera datilera (Phoenix dactylifera). Para ello, la pulpa fue tratada con microondas, teniendo como
parametros optimos de presion 37.5 bar, temperatura de 130 °C, relacion solvente-alimentacion de 11 ml/g, y tiempo
de 11 minutos. Se recupero hasta el 8% de azicares reductores'34. Asimismo, se ha empleado el nitrogeno liquido en
el tratamiento de biomasas vegetales con fines de sacarificacion enzimatica. El criotriturado fue altamente eficiente
para mejorar la sacarificacion del componente holoceluldsico de las biomasas vegetales (del 4.3% al 54.1% para
aserrin de eucalipto y del 3.9% al 40.6% para cascarilla de arroz). El criotriturado no modificé significativamente
los contenidos de celulosa, hemicelulosa y lignina tanto en el aserrin de eucalipto como en la cascarilla de arroz. Sin
embargo, por microscopia electronica se evidencid una desorganizacion sustancial de los materiales
lignoceluldsicos!.

Por otra parte, el tratamiento por ultrasonido aplica el principio de cavitacion que forma millones de microscopicas
burbujas de vapor. La explosion de estas burbujas genera alta temperatura (1700-4700 °C) y presion (1800 bar) en
un microsegundo. Esto produce ondas de choque que inducen efectos mecanicos como romper moléculas mas
grandes en mads pequefias fracciones con reduccion de tamafio de particula'>®!37. La aplicacién de tratamiento
ultrasonico sobre la actividad de celulasas comerciales (Celluclast ® 1.5 L y Cellic ®CTec2) en la hidrdlisis de
bagazo de cafia de azucar (2% p/v) mejor6 la concentracion de azucares reductores en un 89.37% en comparacion
con el control (muestra no sonificada)'*®.

Por otra parte, la aplicacion de descargas eléctricas de alto voltaje (HVED) (222 kJ/kg) previa a la hidrdlisis
enzimatica con Viscozyme® L (12 FBGU/g) sobre cascaras de naranja frescas o desgrasadas permitio la extraccion
de polifenoles (0.7 g/100 g ms) y azlicares fermentables (50 g/100 g ms)!*.

Purificacion de licores de autohidroélisis o hidrélisis acida y/o alcalina

El refinamiento de licores de autohidrolisis que permitan aumentar la pureza de los oligosacaridos requiere de
tratamientos fisicoquimicos individuales o secuenciales (como evaporacion, precipitacion, extraccion,
cromatografia, adsorcion, intercambio idnico, ultra-nanofiltracién o diafiltraciéon'4’. Dependiendo de la severidad del
tratamiento de despolimerizacion (combinacion de tiempo, temperatura, presencia o no de sustancias quimicas) se
pueden generar inhibidores a la accion enzimatica, especialmente aquellos provenientes de los derivados de lignina
como el acido benzoico y el acido cinamico. Asi también, se pueden generar los provenientes de los

84


https://doi.org/10.34098/2078-3949.41.2.2

Rodolfo M. Vegas Nifio et al.
Revista Boliviana de Quimica, 2024, Vol. 41, N°2, 76-93
https://doi.org/10.34098/2078-3949.41.2.2

derivados/sustitutos de los carbohidratos como el acido acético, acido formico, acido levulinico, furfural,
hidroximetilfurfural, xilooligomeros, glucooligomeros y celobiosa'*!. En muchos hidrolizados de naturaleza
lignocelulésica se presentan compuestos fendlicos los cuales tienen un efecto inhibitorio en los procesos
fermentativos, siendo los de menor peso molecular lo més perjudiciales'#?. La misma actividad inhibitoria lo presenta
el 4cido 4-hidroxibenzoico, la vainillina y el catecol'4.

La evaporacion es un procedimiento simple que permite eliminar el acido acético, el furfural y otros componentes
volatiles de los hidrolizados. Sin embargo, esto no ocurre con los mondémeros fendlicos y los productos de
degradacion de lignina'#*. La concentracion de hidrolizado 4cido de madera de eucalipto fue cinco veces sometido a
evaporacion a 70 °C. Este procedimiento condujo a la eliminacion del 97.7% de furfural, el 61.3% de 4cido acético
y €l 22.8% de hidroximetilfurfural 4. La evaporacion en condiciones 4cidas (pH 1) favorece la eliminacion del acido
acético, que es volatil solo en su forma protonada; sin embargo, las condiciones acidas fueron menos favorables para
la eliminacion de hidroximetilfurfural 146,

La detoxificacion o purificacion de los hidrolizados podria lograrse utilizando carbon activado, resinas de adsorcion,
compuestos alcalinos y enzimas'¥’, o realizando una extraccion liquido-liquido con un solvente organico. El
tratamiento de hidrolisis acida en la biomasa produce derivados de furano, fenoles y acidos organicos, que son
perjudiciales para los microorganismos fermentadores. La eliminacion de compuestos inhibidores del hidrolizado
mediante la adsorcion de carbon activado con céscara de coco es esencial para mejorar la calidad del hidrolizado
desintoxicado como materia prima para la produccién de xilitol '8, La extraccion liquido-liquido presenta algunos
beneficios en comparacion con los otros métodos de purificacion ya que permite la remociéon de los compuestos
toxicos sin pérdida de carbohidratos y permite la recuperacion del solvente !4,

Se aplicaron resinas comerciales como la XAD4, XADI6HP, XAD7HP utilizadas para la recuperacion de
compuestos fendlicos de hidrolizados de cdscara de melon'>. Asimismo, la resina de poliestireno divinilbenceno
(PS-DVB) se us6 como material de adsorcién para eliminar simultdneamente los inhibidores de la fermentacion de
licores de madera dura'®'. Asimismo, se evalud la separacion y purificaciéon simultdnea de lignosulfonato y
xilooligosacaridos (XOS) del licor gastado de paja de trigo con un tratamiento de bisulfito de magnesio. Una columna
de lecho fijo con la resina D354 permiti6 una recuperacion del 93.09% de XOS y del 98.03% de lignosulfonato'*2,
En otros trabajos'> la remocion de lignina siguié una combinacion de cloruro de polialuminio, carbon activado y
resina XAD-4 para tratar los licores de la hidrolisis de madera de alamo. Cuando el pH del medio se ajusta a 5.5, las
resinas de intercambio anidnico presentan la mejor eliminacion de inhibidores de fermentacion'>. En tanto un pH
de 10 aumentd la adsorcién de 4cidos carboxilicos alifaticos, asi como derivados de furano'>>.

La ultrafiltracion es un enfoque eficaz para la separacion y purificacion de componentes orgénicos disueltos en licor
de prehidrolisis de materiales lignoceluldsicos!®® . Se pueden usar membranas con cut off de 10 a 50 kDa para
separar la lignina o las proteinas presentes en el liquido retenido, de los aztcares monoméricos, el 4cido sulftirico, el
4cido acético y los furanos presentes en el liquido permeado a través de la membrana'®’. Membranas con 150-300
Da pueden retener glucosa, xilosa y arabinosa, mientras que el acido acético y los furanos atraviesan las
membranas'*®, Membranas de ldmina plana de 10, 20 y 50 kDa permitieron retener macromoléculas de lignina y
proteinas de un hidrolizado acido de salvado de trigo, a diferencia de las membranas tubulares ceramicas con menor
cut off (8 y 15 kDa), donde la retencién de macromoléculas fue menor!*. La filtracion de hidrolizado 4cido diluido
de paja de arroz ajustado a pH 3 en una membrana orgénica enrollada en espiral con un cut off de 150—-300 Da
condujo a una retencion total de glucosa, y una retencion muy alta de xilosa y arabinosa (mas del 94%). En cambio,
el acido acético y los furanos atravesaron totalmente la membrana. El rendimiento de separacion disminuy6 cuando
la temperatura de operacion se incrementé de 25 a 40 °C'7.

Membranas de nanofiltracion con tamafio de poro de 120 Da han permitido separar compuestos fendlicos producto
de la despolimerizacion de la matriz lignoceluldsica con una eficiencia del 99%. El acido benzoico (PM 122 Da) es
el fenol mas pequefio lo que significa que todos los compuestos fendlicos deben ser retenidos por membranas de 120
Da'®. Asimismo, se emplearon los licores de tallos de quinua (Chenopodium quinoa) (QS) sometidos a autohidrolisis
(178 °C y 10 bar) e hidrolisis enzimatica para la produccion de xilooligosacaridos (79 mg XOS /g de biomasa). Se
produjo mayormente xilotetraosa (X4) a xilohexaosa (X6) en 20 min de proceso, mientras se evidencié un mayor
contenido de xilobiosa (X2, 18 mg/g de QS) y xilotriosa (X3, con contenidos de 18 mg/g de QS) en 45 min. Se
sometieron a ultrafiltracion con una membrana de 10 kDa, observandose un mayor flujo de permeado a pH 6,6 que
a valores de pH mas bajos (3.6, 4.6 y 5.6). En el retenido después de la nanofiltracion-NF (150-300 Da), se recuperd
el 56% del total de XOS (X2-X6)'°!.
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Estrategias combinadas implican el uso de carbon activo (1 g/l), separacion por membranas (poliester sulfona de
1000 Da, 7.25 kPa, pH 4) y adsorcion por resinas de intercambio aniénico (A-IRN7S8), especialmente en los
hidrolizados de mazorca de maiz (0.5% HNOs3, 121 °C, 30 min), para la obtencion de xilitol por rutas biotecnologicas
(Candida tropicalis, MTCC 6192, pH 4.5, 48 h, 150 rpm a 30 °C)'2,

Determinacion de azicares reductores

El método DNS constituye una reduccion del acido 3,5-dinitrosalicilico por accion del calor, y de los azucares
reductores. De esta manera permite determinar la presencia de grupos carbonilos libres (C=0) perteneciente a los
azucares reductores. Su determinacion se realiza por espectrofotometria-colorimetria a 540 nm y utilizando como
patrén, 2 g/l de glucosa con sus respectivas diluciones. Bajo este método se han cuantificado azucares reductores a
partir de la hidrlisis 4cida de la harina de la cascara de Manihot esculenta (yuca)'®®. Sin embargo, este método no es
aconsejable cuando los azucares reductores se encuentran en presencia de furanos, ya que puede generar una sobre
estimacion de azucares reductores hasta en un 68%. Incluso la presencia de furfural y 5-HMF conduce a una
sobreestimacion de estos valores'®.

El método Eynon-Lane se basa en la reaccion de un medio basico de alta concentracion que requiere un estabilizador
para €l i6n Cu™ como el tartrato, para evitar la formacion de Cu(OH), insoluble. No brinda exactitud en la
cuantificacion de azucares reductores en melaza de cafia debido a la presencia de especies inorganicas y moléculas con
grupos aldehidos. La exactitud puede disminuir también por la presencia de cetosas que pueden sufrir efectos de
tautomerizacion, otorgando valores mayores a los reales'®>. Mediante esta técnica se determinaron los azicares
reductores del hidrolizado de bagazo de sorgo dulce!®, asi como del hidrolizado enzimatico de la cdscara de platano!?!
y de pifia'®’.

El método de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) brinda mayor precision en la cuantificacion en azucares
reductores que el método de Eynon-Lane, especialmente en la caracterizacion de melaza de cafia'®. Columnas como
Aminex HPX-87H (BioRad Life Science Group, Hercules, CA, USA a 50 °C, fase mévil de H,SO4 0.003 N a 0.6
ml/min?®), y columna como la CarboPac PA20 de elucién isocratica con 10 mM NaOH a un caudal de 0.5 ml/min con
un paso de regeneracion de columna utilizando NaOH 200 mM a 0.5 ml/min''® han sido reportadas para la
determinacion de este tipo de elementos. Asi mismo, columnas como BioRad Aminex HPX-87P (80 °C con flujo de
0.6 ml/min de agua milli-Q)*®, Shodex NH,P-50 4E (acetonitrilo 80%, 1 cm*/min)'®®, Shodex SP 0810 (85 °C, agua
ionizada 0.6 ml/min)'"®, Agilent HiPlex H (60 °C con 5 mM H>SO4de fase movil y flujo de 0.7 ml/min'®? han permitido
la cuantificacion de mondmeros y oligosacaridos hidrolizados.

El método Fehlig Causse Bonnans es empleado para determinar azucares reductores en mostos y vinos previo proceso
de decoloracion con carbén activado y acetato de plomo. Se basa en el mismo principio que el método de Eynon-Lane,
el cual, es la reaccion de los azlicares reductores con el cobre en medio alcalino®. Esta metodologia ha sido aplicada
para determinar azicares reductores en diversas especies de zanahoria'®®. El método de Folin-Wu se fundamenta en
que los aldehidos (glucosa) se oxidan a acidos y el cobre del tartrato cupro alcalino se reduce a (Cu20) oxido cuproso.
Este método fue usado en la cuantificacién de azucares reductores en la fermentacion de bracteas de alcachofa para
producir biomasa de Candida utilis var. major CECT 1430'7, asi como en la obtencioén de azlicares reductores
proveniente de planta seca y fraccionada de maiz amarillo duro después de realizar la hidrdlisis mixta como resultado
de la combinacién del método fisico y fisico-quimico'’!.

La metodologia Nelson-Somogyi cuantifica los azucares reductores y no reductores, especialmente en
concentraciones de 20-180 mg/1'72. Este método es mucho mas preciso en la cuantificacion de azicares reductores
en miel de abeja que los métodos Luff-School y Munson-Walker que presentan valores més bajos '73. El ensayo DNS
es aproximadamente 10 veces menos sensible que el ensayo Nelson-Somogyi y no proporciona datos
estequiométricos con oligosacaridos. Esto ofrece valores significativamente mas altos de aztcares reductores que el
ntimero real de grupos reductores hemiacetal'!’*. DNS ha sido recomendado por la comision de biotecnologia de la
IUPAC para medir las actividades estandar de celulasa contra papel de filtro y carboximetilcelulosa (CMC)!75. Por
otra parte, el método DNS presenta mayor coeficiente de correlacion que el de Eynon-Lane especialmente para zumos
de cafia de azicar!™.

Aprovechamiento de los aziicares reductores

Existe una diversa gama de azlicares reductores (glucosa, xilosa, arabinosa, maltosa, maltotriosa, maltopentosa y
dextrinas, entre otros)'”’. Los azicares de bajo peso molecular provenientes de la celulosa y hemicelulosa son
favorables para la generacion de biocombustibles'’®, mientras que las hemicelulosas con un alto peso molecular pueden
usarse en cosméticos y productos farmacéuticos!”. La transformacion de los materiales lignoceluldsicos a alcohol
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etilico requiere de la eliminacion de la lignina para generar celulosa del complejo celulosa-hemicelulosa-lignina y
poder producir monémeros de hexosas y pentosas'!’.

Se ha reportado la sacarificacion de las cascarillas de maiz, mani y café por enzimas lignoceluloliticas secretadas por
Sphingobacterium sp. ksn para la produccién de bioetanol'®’. Otras materias primas como bagazo de cafia'®! también
han sido aprovechadas para obtener etanol. Levaduras como Clavispora lusitaniae CDBB-L-2031, han sido empleadas
para producir etanol y xilitol debido a su capacidad para asimilar xilosa, celobiosa y glucosa'®?. También han sido
reportado estudios relacionados con la utilizacion de levaduras como Pichia stipitis, Debaryomyces hansenii o Candida
shehetae en la fermentacion de medios que contienen xilosa derivados de materiales lignoceluldsicos 83184185,

El 4cido levulinico se puede extraer por deshidratacion de azucares, hidratacion de hidroximetilfurfural (HMF) o
hidrdlisis de alcohol furfurilico, ambos derivados de la xilosa, que es un azucar de la hemicelulosa'®. Puede obtenerse
por hidrdlisis acida con 1% HCI, 160 °C y 3 h a partir de cascara de arroz y tallos de maiz'¥’. También puede obtenerse
con H,SO; al 5%, 200-240 °C entre 2-4 h para madera de alamo, pino y abeto!®® o con bagazo de cafia!®. El 4acido
levulinico tiene aplicaciones en las industrias de aditivos, farmacéutica y plastica'®.

El acido succinico puede obtenerse de fracciones hemicelulosicas ricas en xilosa como las provenientes de semillas de
aceituna y bagazo de cafia de azlcar'®!, bagazo de agave'®? y melaza de cafia'®® por accioén de Actinobacillus
succinogenes. Parametros de 0.07-0.7% H,SO4, 180 °C por 8 min en madera triturada de pino'** y de 2-6.5 g/l NayCOs,
185-195 °C por 10-15 min sobre paja de trigo'** fueron reportados para la obtencion de este tipo de metabolitos.

El xilitol, un alcohol de cinco carbonos, se usa ampliamente como sustituto del azucar en la industria alimentaria por
su similitud en dulzura a la sacarosa. No requiere de insulina, previene la caries dental y es bajo en calorias!®. Ensayos
para su produccion se evidencian a partir de hidrolizado hemicelulésico de paja de colza!®’, hojas de platano'®®, hojas
de palma aceitera'®, cdscara de arroz'”. Se han hecho uso de hidrolizados ricos en xilosa obtenidos en reaccién de
H>SOy4 al 1% v/v, 121 °C durante 30-60 min y utilizando cepas como Candida tropicalis, Candida magnoliae, y
Candida guilliermondii**%-201:202,

El acido lactico es un aditivo obtenido de residuos lignoceluldsicos mediante ruta microbioldgica. Se han hecho uso
de Lactobacillus brevis, pentosus ATCC 8041, rhamnosus, L. rhamnosus ATCC 9595 (CET288) entre
otros203-204.205.206 Qe ha reportado que cascaras de pifia constituye una fuente promisoria para la obtencion de acido
lactico mediante la accion de Lactobacillus acidophilus®’, asi como los hidrolizados de maiz son fuente de hexosas y
pentosas por la accion de Bacillus coagulans TPE222%8,

Por otra parte, se han utilizado cascaras de naranja y platano sin ningun tratamiento previo para la produccion de
biohidrogeno. Este producto se obtiene por fermentacion oscura (40 °C x 4 dias, 120 rpm) con Clostridium
beijenrickii, llegando a rendimientos superiores a 86 ml de H, desplazado, por gramo de azucar reductor
alimentado?®”. Asimismo, se evalu6 el efecto de la concentracién de AR y extracto de levadura en la obtencion de
hidroxibutirato (PHB, bioplastico) por Bacillus sp B23 a partir de hidrolizado de granos y levadura cervecera
residual. La carga inicial recomendable de AR y extracto de levadura 6ptimas para la produccion de PHB fueron
34.14 g/l y 4.41 g/l, respectivamente. Bajo estos pardmetros se acumulo el 55% de PHB en biomasa y una ratio
productiva de 0.1245 g/L.h en 24 horas?'°. Por otra parte, se ha empleado azilicares reductores proveniente de bracteas
de alcachofa para la generacion de levadura Candida utilis var. major. CECT 1430 con propositos de obtener proteina
celular'™,

CONCLUSIONES

La composicion quimica de las materias primas depende de la variedad de su especie vegetal, las condiciones del
cultivo y el grado de madurez de la planta. Estas variables generan una variacion en su composicion y el
comportamiento del sustrato frente a una reaccion de hidrdlisis. El acceso a la estructura de la matriz lignoceluldsica
constituye un reto. Los factores que afectan la solubilizacién de estas macromoléculas incluyen su grado de
polimerizacién, hidrofobicidad, cristalinidad, area superficial, entre las mas importantes.

Estructuras como la lignina y la pectina obstaculizan la hidrélisis de la celulosa y hemicelulosa. Por tanto, es necesario
un tratamiento adecuado de deslignificacion de la biomasa para lograr la maxima hidrdlisis de la celulosa, que es un
requisito previo para la fermentacion eficaz de los azicares liberados para la produccion de etanol.

Los principales tipos de tratamientos incluyen el fisico, quimico y bioldgico, de los cuales se privilegia el biologico
por sus ventajas de condiciones suaves, no contaminantes y de bajo consumo energético. Sin embargo, los tratamientos
con acidos y alcalis son mayormente utilizados por su mayor rendimiento de azlcares reductores en comparacion a los
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bioldégicos o enzimaticos.

A partir de los aspectos mas destacados y desafios de los métodos de tratamientos discutidos, se puede observar que,
aunque un Unico tratamiento hace una contribucion significativa, ningun método por si solo proporciona resultados
eficientes debido a sus limitaciones intrinsecas. Por lo tanto, las estrategias combinadas de tratamientos podrian reducir
estas desventajas y brindar un resultado deseado. El principal desafio para el aprovechamiento de la biomasa es el
disefio eficiente, economico y sostenible del tratamiento (fisico o quimico) para romper y abrir la estructura
lignocelulésica compleja. Un segundo desafio se centra en, las estrategias de purificacion de metabolitos de inhibicion
que limitan la eficiencia del proceso y asi, facilitan el acceso de las enzimas durante la hidrolisis. Consecuentemente
se produce un incremento en la velocidad y el rendimiento de la liberacion de azicares.

Para futuras investigaciones quedan vacios relacionadas con el analisis técnico-econdmico y la eficiencia energética
de los diversos tratamientos y sus combinaciones respectivas.
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