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Cinéticade la hidrdlisis acida de bagacillo de cana de
azucar?

Kinetics of the acid hydrolysis of sugar cane bagasse pith

J. R. Ferrer?,G. Paez?, L. Arenas de Moreno?,
C. Chandler?, Z. Marmol?y L. Sandoval®

Resumen

Se estudié la produccion de azucares reductores (AR) a partir de la hidrolisis
acida del bagacillo de cafa, ya que ellos representan una fuente fundamental de
carbohidratos para procesos biotecnolégicos, orientados a la produccion de proteina
unicelular y compuestos organicos. El bagacillo tratado (BT) y no-tratado (BNT)
con inmersion en agua (TA) a temperatura ambiente, se hidroliz6, mediante
ebullicion a reflujo, con diferentes concentraciones (C) de acido sulfurico diluido
(2%, 4%, 6% y 8 % v/v) a diferentes tiempos de reaccion (TR) (4,8y 12 h.), enuna
relacion liquido: s6lido de 30/1. La determinacion cuantitativa de AR se realiz6
por espectrofotometria UV-Vis por el método del acido 3,5 dinitrosalisilico (DNS).
El experimento involucro6 un disefio totalmente al azar con un arreglo factorial 2
X 3 X 4 con tres repeticiones. Se realiz6 un analisis de varianza con el paquete
estadistico “Statistical Analysis System” (SAS); se utilizé la prueba HSD de Tukey
para los efectos principales y el método de minimos cuadrados para las interacciones.
Los resultados demostraron que todos los factores en estudio y sus interacciones,
excepto la interaccion (TA x TR), afectaron significativamente (P<0,01) la
concentracion (g/L) de AR. La concentracion de AR varié de 2,58 a 20, 45 g/L, con
un promedio general de 10,53 g/L.. La mayor produccion de AR (16,76 £1,71 g/L)
se obtuvo en la hidrdlisis de BNT con acido sulfurico al 6% y 4 horas de reaccion.
Palabras clave: Cafia de azUcar, bagacillo, hidrdlisis acida, azicares, material
lignoceluldsico.
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Abstract

The production of reductive sugars (AR) through acid hydrolysis of sugar
cane bagasse was performed in order to study reducing sugar production, be-
cause they represent a basic carbohydrate source in biotechnological processes
for single cell protein and organic compound production. The study involved hy-
drolysis of treated (BT) and non-treated (BNT) bagasse pith immersed in water
at environmental temperatures through reflux boiling with different concentra-
tions of diluted sulphuric acid (2%, 4%, 6%, 8%, v/v) with different reaction times
(TR) (4, 8 and 12 hrs) in a liquid/solid ratio of 30/1. Reducing sugars concentra-
tions (AR) were determined by UV-Vis spectrum-photometry using the 3.5
dinitrosalisilic acid method. The experiment utilized a factorial arrangement (2
x 3 x 4) in a completely random design with three replicates. Variance analysis
was performed with Statistical Analysis System (SAS) using the Tukey HDS
method for main effects and the minimum squares method for interactions . The
results showed that all the factors significantly affected the AR concentration
(P<0,01) except the interaction (TA x TR). The greatest AR concentration was
(16.76 £1.71 g/L) when using bagasse pith without agueous treatment, with a 6
% sulfuric acid solution and 4 hours of reaction time. AR concentration varied
between 2.58 and 20.45 g/L, with an general average of 10.53 g/L.

Key words: Acid hydrolysis, bagasse pith, sugar cane, sugar, lignocellulosic
material.

Introduccion

El bagacillo de cafia de azUGicar es reporta Chang et al. (5).
un material ligno-celulésico, obtenido Investigaciones han demostrado que el
en las centrales azucareras como molino de bolas vibratorio causa un
desecho, representando el 25% del to- incremento importante en la velocidad
tal de la cafia de azUcar procesada. de hidrélisis &cida y enzimatica de

Se han desarrollado muchos sustratos celulésicos (17,20,23).
tratamientos para hacer los materiales Respecto a los tratamientos

ligno-celulésicos mas susceptibles a la quimicos en este tipo de materiales,
sacarificacion, que incluyen los Tsao et al. (24), utilizando una
tratamientos fisicos, quimicos y combinacién de solventes (cadoxen y
enziméticos Como tratamiento fisico, acido sulfurico), lograron remover la
la molienda disminuye el indice de estructura cristalina y la lignina,
cristalinidad y el grado de permitiendo obtener la celulosa
polimerizacion de la celulosa, aunque reprecipitada de facil uso para
permite aumentar la superficie de hidrdlisis acida o enzimética, con alta
contacto con reactivos y enzimas produccion de glucosa.

(6,17). De la misma manera, la El hinchamiento del material
molienda himeda favorece la hidrélisis ligno-celulésico ha demostrado ser un
enziméatica de la celulosa, segun lo tratamiento efectivo para aumentar la
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posibilidad de ataque de los compuestos
quimicos a los carbohidratos
mondémeros componentes de sus
estructuras. Los efectos de los
tratamientos alcalino y acuoso del
bagacillo de cafia de azucar, sobre la
produccién de proteina microbiana, por
fermentacion sé6lida con Trichoderma
reesei y Chaetomiun cellulolyticum,
respectivamente, permitieron
incrementar la produccién de proteina,
obteniéndose los mejores resultados
para el tratamiento alcalino (4).

Los métodos enzimaticos han sido
ensayados en diferentes
investigaciones con resultados
satisfactorios. Asi, Andren et al. (1)
estudiaron la sacarificacion enzimatica
con celulasa de T. viride QM9414, a
una concentracién de 2 unidades
internacionales/ml sobre un grupo de
sustratos lignocelulésicos, encontrando
que la concentracion de azucares
reductores fue de 26,3 g/l., cuando se
us6 bagazo de cafia de azUcar.
Diferentes resultados fueron reportados
por Fox (9), cuando estudid la hidrélisis
enzimatica de bagazo de cafia de azticar
tratado con hidroxido de sodio,
utilizando un concentrado enzimatico
sélido de T. reesei C30. En dicha
investigacién se  obtuvieron
concentraciones de azlcares reductores
del orden de 136 g/I.

La hidrolisis de los materiales
lignocelulésicos ha sido intensamente
investigada y desarrollada en la mayor
parte del siglo XX. Sin embargo, hasta
el presente, diferentes problemas
asociados a este proceso no han sido
resueltos completamente. La
factibilidad econémica de estos
procedimientos depende
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principalmente de bajos costos en la
materia prima, en energiay operacién
y bajos costos de inversion (3,19). Por
lo tanto, procesos a pequefiay mediana
escala, utilizando tecnologias simples,
son los méas recomendables (6,12). La
hidrolisis enzimatica requiere de la
aplicacion de tratamientos a la ligno-
celulosa, ya que el requisito para la
hidroélisis es la accesibilidad a la
superficie celulésica por la enzima
celulolitica (14). Sin embargo, los
costos de molienda y deslignificacién
son prohibitivos, y el empleo de
solventes organicos tales como
cadoxen, presenta peligros de caracter
ambiental, en este caso por la presencia
de cadmio (22).

El costo de recuperacién de los
reactivos es también un factor clave
para contribuir a la economia del
proceso. Hasta el presente la hidrdlisis
enzimatica no ha tenido éxito como
paraser desarrollada a nivel industrial
y se requerira, previamente, un
esclarecimiento de manera integral, de
los aspectos econdmicos del proceso
(19). La hidrdlisis acida, en cambio, ha
sido llevada a escala comercial desde
1909 en USA Yy otros paises de Europa
y Asia, para fermentar la glucosa en
alcohol, utilizando madera como
sustrato (24). Utilizando esta
metodologia se han desarrollado
procesos biotecnoldgicos para obtener
proteina unicelular de
microorganismos y compuestos
quimicos, usando como sustrato
diferentes desechos agropecuarios
(4,6,18,22,25) y desechos de la indus-
tria de mariscos (8,10).

Basados en los antecedentes an-
tes expuestos, el objetivo del presente
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trabajo se centrd en el estudio de la
cinética de la hidrdlisis del bagacillo
de cafia de azlcar con diferentes
concentraciones de acido sulfurico

diluido, utilizando condiciones de
ebullicién a reflujo, a presion
atmosférica.

Materiales y métodos

Sustrato

El bagacillo de cafa de azucar,
subproducto del procesamiento de cafia
de azUcar (variedad Cuba 323-68), se
obtuvo del Centro de Investigaciones de
Estado para la Produccion Experimen-
tal Agroindustrial (CIEPE), ubicado en
San Felipe, estado Yaracuy, Venezuela.
Después de su recoleccion, el material
fue secado en una estufa marca
Memmert a una temperatura de 80 °C,
molido en un molino marca Tomas
Wiley y cernido en un tamiz de 20 mesh,
para homogeneizar las particulasaun
tamafio < 0,84 mm. Las muestras asi
preparadas, se conservaron en bolsas
plasticas de cierre hermético a
temperatura ambiente hasta su
utilizacién. La caracterizacion del
bagacillo de cafia de azucar tratado
(BT) y sin tratar (BNT), en lo relativo
a su composicidon en materia seca,
cenizas, proteina cruda, extracto etéreo,
lignina, celulosa y hemicelulosa, se
realiz6 mediante la metodologia descrita
por laA.O.A.C. (2).

Tratamiento acuoso

Con el propésito de producir el
hinchamiento del material, las
muestras de bagacillo se sumergieron
en agua, utilizando una relacion
liquido: sélido igual a 5/1, a
temperatura ambiente, por una hora.
Una vez transcurrido este tiempo, el
material fue lavado tres veces con agua
destilada, filtrado y secado en una
estufa a 80 °C, durante 24 h. Estas
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muestras fueron caracterizadas de la
misma manera que el bagacillo sin
tratamiento, por triplicado (2).

Hidrdlisis acida

La hidrolisis acida se realizé con
muestras de bagacillo tratado (BT) y
bagacillo no tratado (BNT), por
triplicado, mediante ebullicion a reflujo
y a presién atmosférica a nivel de
laboratorio. Se utiliz6 acido sulfarico
diluido a diferentes concentraciones (2,
4, 6 y 8% v/v), una relacion
liquido:sélido de 30/1, y diferentes
tiempos de reaccién (4,8 y 12 h.). Un
enfriamiento rapido de la mezcla de
reaccidon se utiliz6 para detener la
reaccion de hidrdlisis. El hidrolizado
se filtré a través de papel Whatman
No. 1y se ajusto el pH de 2,0 a 4,5 con
una solucion 2N de NaOH.
Posteriormente, se decolor6 con carbon
activado y se guardd bajo refrigeracion
(8 °C) hasta su utilizacion (26).

Determinacion de azdcares
reductores

El contenido de azucares
reductores en los hidrolizados se
determind utilizando el método de acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) con glucosa
como estandar (15,16). Las lecturas de
absorbancia se midieron en un
colorimetro Bausch & Lomb,
Spectronic 20, a 584 nm.

Analisis estadistico

El experimento involucré un
disefio totalmente al azar con un
arreglo factorial 2 x 3 x 4 con tres



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2002, 19: 23-33

repeticiones. Se realiz6 un analisis de
varianza con el paquete estadistico
“Statistical Analysis System” (SAS)
(21); se utiliz6 la prueba HSD de Tukey

para los efectos principales y el método
de minimos cuadrados para las
interacciones significativas.

Resultados y discusion

Caracterizacion del baga-
cillo de cafa de azucar

En el cuadro 1 se puede observar
la composicion del bagacillo de cafia de
azucar no tratado (BNT) y tratado
(BT).

El andlisis de dicha tabla
permite establecer que los contenidos
de celulosa, hemicelulosay lignina del
bagacillo de cafia de azlcar original y
tratado, se encuentran dentro de los
rangos correspondientes a la
composicion de los materiales
lignocelulésicos (40-60%; 20-40%; y 10-
25%, para celulosa, hemicelulosa y
lignina, respectivamente) reportados
por otros investigadores (4,6,7, 11, 14,
15, 22, 23, 24, 26).

De la comparacion de los
resultados obtenidos para el bagacillo

tratado (BT) y no tratado (BNT), se
puede inferir que el tratamiento acuoso
de hinchamiento, disminuyd la
disponibilidad de celulosa y
hemicelulosa, en forma relativa , en
24,35 % y 37,21 %, respectivamente.
Esto no es deseable ya que se limita la
posibilidad de hidrdlisis de dichos
polimeros y por consiguiente, la
produccion de azUcares reductores. Por
otro lado, se obtuvo una disminucién
en el contenido de lignina del 28 %, lo
cual si resulta un aspecto positivo en
el ataque del &cido a la estructura
polimérica de la celulosa y la
hemicelulosa.

La variacion general de las
concentraciones (g/L) de azUcares
reductores de la totalidad de las
muestras analizadas se ubico6 entre 2,58

Cuadro 1. Caracterizacion del bagacillo de cafia de azucar tratado (BT)

y no tratado (BNT)

Tratamiento

Componente

(% en base seca) BNT BT
Materia seca 92,50 + 1,46 90,35+0,49
Cenizas 9,563+0,16 10,11 £ 0,08
Lignina 12,86 +£0,28 9,41+0,88
Celulosa 52,25+0,34 40,47 £ 0,98
Hemicelulosa 19,27 +£1,58 12,39 +0,71
Proteina cruda 2,31+0,04 2,36 +£0,01
Extracto etéreo 0,91+0,23 1,04 £0,33
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y 20,45 g/l con una media general de
10,53 g¢/L, valores que se encuentran
en los rangos reportados por otros
investigadores (13, 15, 22, 26 ).

Dado que los efectos de los
factores principales, segin indica el
analisis de varianzay corroboran las
pruebas de medias y figuras adjuntas,
se manifestaron interrelacionados
afectando significativamente la
concentracion de azUcares reductores
(interacciones cruzadas), se hace
necesaria una discusién detallada de
los mismos.

Efecto de la interaccidén
concentracioén del &cido sulfurico
* tratamiento con inmersion en
agua.

El analisis de varianza detect6
diferencias significativas (P < 0,01)
para la interaccién C*TA sobre el
contenido de AR. El comportamiento
de las muestras de bagacillo de cafia
utilizadas en este estudio (BNT y BT),
se muestran en la figura 1, donde se
observa que, para ambos tipos de
muestra, las mayores concentraciones
de AR se produjeron a una
concentracion del acido igual al 4 %,
disminuyendo paulatinamente en la
medida en que aumentdé la
concentracién del &cido sulfurico. No
obstante, la prueba de medias
demostré que la mayor concentracion
(p< 0, 01) de AR se obtuvo en el
bagacillo no tratado (BNT).

Efecto de la interaccién del
tiempo de reaccidn * concen-
traciéon de acido sulfdrico.

La figura 2 muestra los
resultados de la prueba de medias para
el efecto de la interaccién TR*C sobre
la produccién de azlcares reductores
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con bagacillo de cafia.

Los resultados demostraron que
las mayores concentraciones (g/L) de
azlcares reductores se obtuvieron en
la hidrdlisis con acido sulfarico al 4%
vivalas4hy8h(15,29+ 2,63y 14,57
+ 2,42 g/L, respectivamente) y con
acido sulfarico al 6% v/v alas 4h (14,47
+ 2,95 g/L).

Del estudio del comportamiento
de la hidroélisis para un tiempo
determinado y variando las
concentraciones del 4cido, en general
se observa que la concentracion de
azucares aumentd con la concentracion
del acido, hasta una concentracion op-
tima, a partir de la cual se hizo
evidente la degradacion de los azUcares
debido a la disminucién brusca en su
concentracion. Estos resultados se
corresponde con las observaciones
establecidas por diferentes
investigadores, en las que un aumento
de la concentracion del acido produjo
aumento de la velocidad de hidrolisis
y de la velocidad de degradacion de los
azucares producidos (4, 25,26).

Efecto de la interaccion del
tratamiento * tiempo de reaccion
* concentracion de acido
sulfdrico.

Los valores medios de la
concentraciéon de azlcares reductores
en las muestras de bagacillo de cafia
respecto a la interaccion TA* TR *C
se muestran el cuadro 2. La existencia
de esta interaccion indica que el
comportamiento de la variable AR esta
gobernado por la combinacién de todos
los efectos estudiados. Sin embargo, el
BNT presenta mejores posibilidades de
aprovechamiento para la obtencion de
azucares, debido a que no hubo
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Cuadro 2. Comparacion de medias de la concentracion (g/L) de azUcares
reductores respecto al tratamiento, tiempo de reacciény a
la concentracioén de &cido sulfurico.

Tratamiento

BNT BT
Tiempo, h
Conc. de 4 8 12 4 8 12
HZSO4,VN
2 6’64 clelf 9,95 b/d/f 8’76 b/de/g 6,09 ble/f 7’91 clelf 15’58 a/d/f
4 16,19 a/d/f 13,36 alelf 15,12 a/de/f 14’38 a/d/f 15’77 a/d/f 7,55 b/elg
6 16,76 a/d/f 15’20 a/d/f 5’84 clelf 12’18 a/d/g 12’28 b/d/g 3’71 clelf
8 10’69 b/d/g 9,14 b/d/f 4’37 clelf 14’35 a/d/f 6’95 clelf 4’03 clelf

abe: Jetras distintas en una misma columna indican diferencias significativas entre medias (P <
0,01) para un mismo tratamiento a un determinado tiempo de reaccién, a diferentes

concentraciones de acido.

deletras distintas en una misma fila, indican diferencias significativas entre medias (P < 0,01)
para un mismo tratamiento a una determinada concentracion de acido, en los diferentes

tiempos de reaccién.

fg: Jetras distintas indican diferencias significativas entre medias (P< 0,01) en los diferentes
tratamientos a un mismo tiempo de reaccion y a una misma concentracion.

disminucion de las concentraciones de
celulosa y hemicelulosa en su
estructura, porque en este caso el
bagacillo no fue sometido a
tratamiento acuoso. Esto permite
establecer que, las concentraciones de
azlcares reductores obtenidas en el
hidrolizado BT son inferiores a las
obtenidas en hidrolizados BNT.

Las tendencias relativas de las
muestras en los diferentes ensayos de
hidrélisis, muestran un comporta-
miento opuesto en las muestras de
BNT y BT cuando son hidrolizadas con
acido al 2%. La concentracion de AR
en BT aumenta con el TR mientras
que para BNT disminuyen.

Cuando la concentracion del acido
es 4%, el comportamiento es diferente.
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En las muestras de BNT la
concentracién de AR aumenta con el
tiempo de reaccion mientras que las
de BT disminuye. Para las
concentraciones de &cido sulfdrico
equivalentes a 6 y 8 % v/v, el
comportamiento es el mismo, ésto es,
las concentraciones de azUcares
reductores disminuyen con el tiempo,
a una velocidad acelerada.

En general, para el bagacillo
tratado (BT), la cinética en cuanto a
la produccién de azucares reductores,
muestra una disminucién de la misma
a medida que transcurre el tiempo.
Esta disminucion indica que los
azucares sufrieron reacciones de
degradacion a productos de
descomposicion (26).
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Del analisis del cuadro 2, se
observa que el contenido de azUcares
reductores (16,76 g/l ), obtenido de la
hidrélisis de BNT para una
concentracion de acido sulfarico del 6%
v/vy un tiempo de reaccién de 4 horas,
supero al indicado por Tewari et al (23)
de 13,10 g/l al hidrolizar bagacillo de
cafia de azucar, utilizando &cido
sulfdrico al 5% v/v; sin embargo es
similar al establecido por Singh et al
(22), de 16,45 g/l , al realizar la
hidrélisis del bagacillo de cafia con
acido sulfarico al 1 % v/v y una
temperaturade 220 °C.

Otros investigadores, utilizando
sacarificacién enzimatica del bagazo de
cafla de azucar, obtuvieron
concentraciones de azUcares reductores
de 2,75 g/l (24), 14,42 g/gl (17) y 24,59
g/l (11), lo cual demuestra que los
resultados obtenidos en este estudio de
sacarificacion acida de bagacillo de cafia
de azlcar, utilizando ebullicién a reflujo
a presién atmosférica, se encuentran
dentro del rango encontrados en
estudios de mayor complejidad
operacional y econémica, al usar
equipos de alta tecnologia para llevar a
cabo la sacarificacion enzimatica.

Conclusiones

El bagacillo de cafia de azlcar es
un desecho agro-industrial con escaso
valor para aprovecharlo como combus-
tible o como alimento animal, pero
posee concentraciones adecuadas de
celulosa (52,25 = 0,34 %) y
hemicelulosa (19,27 + 1,58 %), las
cuales son fuentes importantes de
carbohidratos simples utiles para
producir alcoholes, acidos organicos y/
o proteina unicelular.

El tratamiento acuoso
implementado en este estudio permitié
disminuir el contenido de celulosa y
hemicelulosa, en forma relativa, en un
24,35 % y 37,21 %, respectivamente.
Al mismo tiempo, provocdé una
disminucién en el contenido de lignina
del 28 %. Estos cambios en la
estructura no fueron efectivos para

mejorar la producciéon de azuUcares
reductores en el bagacillo de cafia de
azucar, provocando por el contrario un
efecto totalmente adverso.

La hidrolisis acida a ebullicién a
reflujo, simple y con pocos problemas
operacionales, desarrollada en esta
investigacion, demostro ser eficiente
para la separaciéon de los monémeros
constituyentes de los polimeros
celulosay hemicelulosa, los que fueron
identificados como azUcares reductores.

Los resultados obtenidos
demostraron que la cinética de la
hidrolisis &cida del bagacillo de cafia,
es un proceso multifactorial, que a
escala de planta piloto debe ser
cuidadosamente controlado para
obtener un alto rendimiento de
azucares reductores.
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