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RESUMEN

En la actualidad la mayor parte de la energia utilizada en el mundo y en nuestro
pais proviene de los combustibles fosiles, los cuales se caracterizan por ser
contaminantes con el medio ambiente y ser recursos no renovables. Por este motivo es
de gran interés buscar formas alternativas de energia mas limpias tales como: energia
nuclear (mediante fision y fusion) hidroeléctrica, solar, edlica, geotérmica y biomasa

entre otras.

Este trabajo se centra en la energia de la biomasa, la cual se obtiene del
aprovechamiento de la materia organica e inorganica formada en algin proceso
biolégico o mecanico, generalmente, de las sustancias que constituyen los seres vivos
(plantas, ser humano, animales, entre otros) y restos. El aprovechamiento de este tipo del
energia se hace directamente (por ejemplo, por combustion), o por transformacién en

otras sustancias que pueden ser aprovechadas mas tarde como combustibles o alimentos.

El objetivo de este trabajo fue determinar el perfil de azuicares (glucosa y xilosa)
mediante dos procesos de sacarificacion para la obtencion de bioetanol: hidrélisis acida
y sacarificacioén enzimatica en muestras de biomasa de residuos agricolas (maiz, trigo) y

forestales (eucalipto, Lenga) pretratadas con hongos.

Las caracteristicas quimicas de las muestras agricolas y forestales fueron
determinadas de acuerdo a métodos descritos por el Laboratorio Nacional de Energias

Renovables (NREL), EE.UU. El primer proceso de obtencion de bioetanol estudiado fue



la hidrolisis acida, la cual se realizo con acido sulfurico al 72% por 30 minutos a
temperatura ambiente, luego este acido se diluyo al 4 % y se mantuvo por 1 hora a
120°C, a continuacion se neutralizaron las muestras con carbonato de sodio hasta pH 6-
7 y finalmente en este extracto se determinan las azucares. Para el segundo proceso de
obtencion de bioetanol fue la sacarificacion enzimatica, la cual se us6d 35 pl. de enzima
comercial Celluclast® 1,51 (celulasas de Trichoderma reesei), 5 pl. de enzima
comercial Novozyme® 188 (celobiasa obtenida de Aspergillus Niger) y 960 ul. de
buffer acetato 0,05 M a pH 5. Los tubos de centrifuga se llevaron a un agitador orbital
bajo las siguientes condiciones: temperatura de 50° C, pH 5 y agitacion de 250 rpm
durante 48 horas. El analisis quimico del perfil de azucares fue realizado por
Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), Columna Aminex HPX-87P, Fase
Movil AN/agua 75:25, flujo 1,0 mL/min, horno a 25°C y un detector de indice de

refraccion.

Los resultados indicaron que el tiempo de incubacion de los hongos en el
pretratamiento influyé en la cantidad de azicares obtenida en los distintos procesos de
produccién de bioetanol, ya que a mayor tiempo de incubacién se generé mayor
cantidad de aztcares. En las muestras de maiz, trigo, Lenga y eucalipto pretratadas con
los siguientes hongos se obtuvo la mayor cantidad de azucares: Pleurotus ostreatus en
60 dias, Trametes versicolor en 30 dias, Ganoderma applanatum en 45 dias, Stereum
hirsutum en 45 dias, respectivamente. Es asi como, la sacarificacion enzimatica genero
la mayor cantidad de azucares en las muestras agricolas y forestales, ademas considerar

que este proceso es mas amigable con el medio ambiente.
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ABSTRACT

Currently most of the energy used in the world and in Chile derives from fossil
fuels, which are characterized by polluting the environment and being non-renewable
sources. Therefore it is compulsory to find alternative forms of cleaner energy such as
nuclear energy (by fission and fusion), hydroelectricity, solar energy, wind energy and

biomass among others.

This work focuses on biomass energy, which is obtained from the use of organic
and inorganic matter formed in a biological or mechanical process, generally, substances
which are living things (plants, humans, animals, others) and debris. The use of this type
of energy is made directly (eg by combustion), or by conversion into other substances

that can be exploited later as a fuel or food.

This study was focused on the determination of sugars profiles (glucose and
xylose) in lignocellulosic residues derived from agricultural crops (corn stover and
wheat straw) and from forestry (Eucalyptus and Nothofagus pumilio) that were
previously treated using fungal bioaugmentation and two saccharification methods:

enzymatic hydrolysis and acid hydrolysis.

The chemical characteristics of the samples were determined according to
methods previously described by the National Renewable Energies Laboratory (NREL),

USA. The first bioethanol production process studied was the Acid hydrolysis, which

Vi



was performed with 72% sulfuric acid for 30 minutes at room temperature, then the acid
was diluted to 4% and was maintained for 1 hour at 120 °C and finally the samples were
neutralized with sodium carbonate to pH 6-7 and finally determined in this extract
sugars. For the second bio-ethanol process was enzymatic saccharification, which was
used 35 ml of commercial enzyme Celluclast (cellulase from Trichoderma reesei), 5 ml
of the commercial Novozym ® 188 (cellobiase from Aspergillus niger) and 960 ml of
acetate buffer 0.05 M at pH 5. The centrifuge tubes were introduced in a shaker
operating under 50°C, pH 5 and 250 rpm during 48 hours. Sugars profiles were obtained
by HPLC using: an Aminex HPX-87P column; mobile phase AN/water 75:25; flow 1

mL/min; oven at 25°C and a refractive index detector.

The results indicated that the incubation time of the fungi in the pretreatment
influenced the amount of sugars obtained in the different processes of ethanol
production, since the longer the incubation was generated greater amounts of sugars. In
samples of corn, wheat, Lenga and eucalyptus pretreated with the following fungi had
the highest amount of sugars: Pleurotus ostreatus in 60 days, Trametes versicolor in 30
days, Ganoderma applanatum in 45 days, Stereum hirsutum in 45 days, respectively.
Thus, the saccharification enzyme produced the highest amount of sugars in agricultural

and forest samples; also consider that this process is more environmentally friendly.
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L-INTRODUCCION

1.1 Matriz energética internacional

En la actualidad la mayor parte de la energia utilizada en el mundo proviene
principalmente de los combustibles fosiles, que se usan para el transporte, generar
electricidad, calentar ambientes, para la cocina y otros. Los combustibles fosiles se
pueden dividir en tres: petroleo, carbon y gas natural, éstos se formaron hace millones de

afios a partir de restos organicos de plantas y animales muertos (Robertson, 1979).

- Petréleo: es una mezcla heterogénea de compuestos orgénicos, principalmente de
hidrocarburos insolubles en agua, que son compuestos de hidrogeno y carbono, en su
mayoria parafinas, naftenos y aromaticos. Junto con cantidades variables de derivados
saturados homologos del metano (CHy4). También es conocido como petréleo crudo o
simplemente crudo. Es de origen fosil, fruto de la transformacion de materia organica
procedente de zooplancton y algas que, depositadas en grandes cantidades en fondos
anoxicos de mares o zonas lacustres del pasado geoldgico, fue posteriormente enterrada
bajo pesadas capas de sedimentos. En condiciones normales es un liquido bituminoso
que puede presentar gran variacion en diversos parametros como color y viscosidad
(desde amarillentos y poco viscosos como la gasolina hasta liquidos negros tan viscosos
que apenas fluyen), densidad (entre 0,75 g/L. y 0,95 g/mL), capacidad calorifica, etc.

Estas variaciones se deben a la diversidad de concentraciones de los hidrocarburos que



componen la mezcla. Es un recurso natural no renovable y actualmente también es la

principal fuente de energia en los paises desarrollados.

El petréleo se extraec mediante la perforacion de un pozo sobre el yacimiento. Si
la presion de los fluidos es suficiente, forzara la salida natural del petrdleo a través del
pozo que se conecta mediante una red de oleoductos hacia su tratamiento primario,
donde se deshidrata y estabiliza eliminando los compuestos mas volatiles. De €l se
extraen diferentes productos, entre otros: propano, butano, gasolina, keroseno, gasoleo,
aceites lubricantes, asfaltos, carbén de coque, etc. Todos estos productos, de baja
solubilidad, se obtienen en el orden indicado (figura 1), de arriba abajo, en las torres de

fraccionamiento (Combustible fosil, 2010).
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Figura 1. Diagrama de torre de destilacion.



Por tanto, las reservas de crudo se calculan entre 0,97 y 1,003 billones de barriles

de petroleo.

Sin embargo el limite de las reservas podria estar mas cercano aun, si se tienen
en cuenta modelos de previsién con un consumo creciente como ha venido siendo la
tendencia desde el siglo pasado. Los nuevos descubrimientos de yacimientos se han
reducido drésticamente en las tltimas décadas haciendo insostenible por mucho tiempo
los elevados niveles de extraccion actuales, sin incluir la futura demanda de los
consumidores asiaticos. Por otra parte, la mayoria de las principales reservas mundiales
han entrado en declive y so6lo las de Oriente Medio mantienen un crecimiento sostenido.
Se espera que incluso esos yacimientos disminuyan su produccion hacia el presente afio,
lo que provocaria que toda la produccion mundial redujera irremediablemente,

conduciendo a la mayor crisis energética que haya sufrido el mundo industrializado.

- Carbdn: es una roca sedimentaria de color negro, muy rica en carbono, utilizada como
combustible fosil. Suele localizarse bajo una capa de pizarra y sobre una capa de arena y
arcilla. Se cree que la mayor parte del carbon se formo durante el periodo carbonifero
(hace 280 a 345 millones de aflos). Este combustible fosil se origina por la
descomposicion de vegetales terrestres, hojas, maderas, cortezas, y esporas, que se
acumulan en zonas pantanosas, lagunares o marinas, de poca profundidad. Los vegetales
muertos se van acumulando en el fondo de una cuenca. Quedan cubiertos de agua y, por
lo tanto, protegidos del aire que los destruiria. Comienza una lenta transformacion por la

accion de bacterias anaerobias, con el tiempo se produce un enriquecimiento progresivo



en carbono. Posteriormente pueden cubrirse con depdsitos arcillosos, lo que contribuird
al mantenimiento del ambiente anaerobio adecuado para que continte el proceso de

carbonizacion.

Existen diferentes tipos de carbones minerales en funcién del grado de
carbonificacion que haya experimentado la materia vegetal que originé el carbon. Estos
van desde la turba, que es el menos evolucionado y en que la materia vegetal muestra
poca alteracion, hasta la antracita que es el carbon mineral con una mayor evolucion.
Esta evolucion depende de la edad del carbon, asi como de la profundidad y condiciones
de presion, temperatura, entorno, etc. El tipo de un carbén mineral se determina en
funcion de criterios tales como su contenido en materia volatil, contenido en carbono
fijo, humedad, poder calorifico, etc. Asi, a mayor rango, mayor es el contenido en
carbono fijo y mayor el poder calorifico, mientras que disminuyen su humedad natural y
la cantidad de materia volatil. Existen varias clasificaciones de los carbones segin su

rango. Una de las més utilizadas divide a los carbones de mayor a menor rango en:

* Antracita

« Bituminoso bajo en volatiles

e Bituminoso medio en volatiles
« Bituminoso alto en volatiles

» Sub-bituminoso

» Lignito

e Turba



En la tabla 1 se indica como ha variado la producciéon mundial de carbdn en los

ultimos afios:

Tabla 1. Resumen de la produccion mundial de carbon.

Carbén bituminoso y antracita Carbén sub-bituminoso y lignito

[Mt] [Mt]
2007* 5.543 945
2006 5.205 937
2005 4.934 906
2004 4.631 893
2003 4.231 893
2002 3.910 882
2001 3.801 897

Los tres paises de mayor produccion de carbdn bituminoso y antracita en el afio 2007
fueron: Republica Popular China (2.549 Mt), Estados Unidos (981 Mt) e India (452 Mt).
Las reservas de carbdn se encuentran muy repartidas, con 70 paises con yacimientos
aprovechables. Al ritmo actual de consumo se calcula que existen reservas seguras de
carb6n para 133 afios, y para 42 y 60 afios en el caso del petréleo y el gas,
respectivamente. Ademas, el 67% de las reservas de petroleo y el 66% de las de gas se

encuentran en Oriente Medio y Rusia.

Finalmente las principales aplicaciones del carbén son: generacion de energia

eléctrica , coque (producto de la pirdlisis del carbén en ausencia de aire), siderurgia



(productos: hierro y acero), industrias de cemento y de ladrillos, carboquimica
(productos: amoniaco, metanol, gasolina y gasdleo) y petréleo sintético (Combustible

fosil 2010).

- Gas natural: estd formada por una mezcla de gases ligeros que se encuentra
frecuentemente en yacimientos de petroleo, disuelto o asociado con el petroleo o en
depositos de carbon. Aunque su composicion varia en funcion del yacimiento del que se
saca, esta compuesto principalmente por metano en cantidades que cominmente pueden
superar el 90 6 95% y suele contener otros gases como nitrogeno (N3), dioxido de
carbono (COa), 4cido sulthidrico (H»S), helio (He) y mercaptanos. Se obtiene también
con procesos de descomposicion de restos organicos (basuras, vegetales - gas de
pantanos) en las plantas de tratamiento de estos restos (depuradoras de aguas residuales
urbanas, plantas de procesado de basuras, de alpechines, etc.); el gas obtenido asi se

llama biogas.

Para uso doméstico, al igual que al butano, se le afiaden trazas de compuestos de
la familia de los mercaptanos entre ellos el metil-mercaptano, para que sea facil detectar

una fuga de gas y evitar su ignicién espontanea.

En la tabla 2 se indica los paises de mayor produccion de gas natural a nivel

mundial.



Tabla 2. Paises con mayor produccion de gas natural en 2007 (The World Factbook,

2007)
Rango Pais/Region Produccion Gas Natural [m3]
1 Rusia 6,54 x 10"
2 Estados Unidos 5,46 x 10
2 Unién Europea 1,98 x 10"
3 Canada 1,87 x 10"

El consumo energético mundial de los combustibles fosiles desde el
advenimiento de la revolucion industrial ha crecido de forma continuada. En 1890 el
consumo de combustibles fosiles alcanzo al de biomasa utilizada en la industria y en los
hogares. En 1900, el consumo energético global supuso 0,7 TW (0,7><1012 Watts).
Durante el siglo veinte se observo un rapido incremento en el uso de los combustibles
fosiles que se multiplicaron por veinte. Segin las estimaciones en 2006 de la
Administracion de Informacion sobre la Energia estadounidense, los 15 TW estimados
de consumo energético total para 2004 se dividen como se muestra a continuacion,

representando los combustibles fosiles el 86% de la energia mundial:



Tabla 3. Consumo energético mundial afio 2004 (E.L.A, 2006)

Tipo de Potencia  Energia/afio
combustible [TW] [EJ]
Petroleo 5,6 180
Gas 3,5 110
Carbon 3.8 120
Hidroeléctrica 0,9 30
Nuclear 0,9 30
Geotérmica, edlica,
. 0,13 4
solar, biomasa
Total 15 471

En la tabla 4 se indica las reservas de combustibles fosiles a nivel mundial.
Tabla 4. Reservas existentes de combustibles fosiles a nivel mundial (USGS, 2007).

Combustible Reservas de energia [ZJ]

Carbon 290,0
Petréleo 18,4
Gas 15,7



Cabe destacar que existe una incertidumbre significativa para estos datos. La
estimacion del combustible fosil remanente en el planeta depende de la comprension
detallada de la corteza terrestre y esta comprension es atn imperfecta. La reserva del
carbon, combustible fosil mas abundante, segin la Agencia Internacional de la Energia
las reservas constatadas de carbdn se sitiian en unos 909 mil millones de toneladas, con
lo cual podrian mantener el actual ritmo de produccion energética durante 155 afios. En
el caso del petréleo, en un informe de 2005 del Ministerio francés de Economia,

Industria y Finanzas sugiere que en el peor escenario podria suceder tan pronto como en

2013 (Porter, 2005).

El proceso de combustion de los combustibles fosiles produce distintos tipos de
gases como: didxido de carbono (CO,), monoxido de carbono (CO), hidrocarburos,
6xidos de nitrégeno (NOy) y aerosoles. Algunos de estos gases son conocidos como
gases invernadero (CO,, NOy, aerosoles, vapor de agua entre otros), los cuales cumplen
una importante funcién de retener gran parte de la radiacion infrarroja que emite el suelo
por haber sido calentado por la radiacion solar y luego esta energia (radiacion infrarroja)
es reenviada de nuevo a la tierra, esta accion de equilibrio se llama balance energético de
la Tierra y permite mantener la temperatura en un estrecho margen que posibilita la vida.
Sin embargo, la quema excesiva de los combustibles fosiles en los dltimos afios, ha
provocado un aumento de los gases invernaderos siendo esta una de las causas del
calentamiento global, el cual consiste en el aumento de la temperatura media global del
atmosfera terrestre y océanos (Calentamiento global, 2010). Algunos de los efectos del

calentamiento global son la reduccién de los glaciares de Groenlandia y la Antartida,
9



acidificacion de los océanos, reduccion de la circulacién del océano que transporta agua
caliente al Norte del Atlantico, impacto sobre la agricultura entre otros (Efectos

potenciales, 2010).

Los combustibles o recursos antes mencionados se caracterizan por ser no
renovables, es decir al usarlos no se pueden reponer ademas son muy pocos amigables
con el medio ambiente. Por este motivo se hace necesario buscar otras formas de
energias alternativas, las cuales sean menos contaminantes como la energia nuclear
(mediante fision y fusion), hidroeléctrica, solar, edlica, geotérmica y biomasa, entre

otras.

Este trabajo de seminario de titulo se centra en la energia que se puede obtener
de la biomasa, la cual se puede definir como cualquier materia organica originada de un
proceso biologico, espontaneo o provocado, utilizable como fuente de energia. Esta
energia renovable actualmente aporta un 10% a la matriz energética mundial (FAO,

2008) y se puede clasificar como: (Oliva Dominguez, 2003)

v" Biomasa natural: es aquella que se produce sin intervencién humana.

v" Biomasa residual: subproducto o residuos de las actividades agricolas, silvicolas
y ganaderas, industria agroalimentaria, industria de la transformacion de la
madera entre otros.

v" Cultivos energéticos: aquellos destinados a los biocombustibles, los cuales se
obtienen de la industria alimentaria (cereales, oleaginosas y remolacha), la

industria forestal para la produccion de bioetanol.
10



1.2 Situacion del bioetanol a nivel mundial.

El bioetanol es un producto quimico obtenido a partir de la fermentacion de los
azucares presentes en los productos vegetales, los cuales se encuentran combinados en
forma de sacarosa, almidon, hemicelulosa y celulosa. El biocombustible obtenido a
partir de cultivos energéticos es el bioetanol, el cual se clasifica como de primera y de
segunda generacion. El bioetanol de primera generacion es aquel que utiliza como
materias primas la cafia de azicar, la remolacha o amilaceas como el maiz, trigo y papas.
Por otro lado el bioetanol de segunda generacion se caracteriza por que se obtiene
mediante la transformacion de residuos de biomasa: celulosa, virutas de madera,

residuos agricolas entre otros.

En la actualidad el bioetanol es el biocombustible més utilizado, en el afio 2007
se produjeron 52 mil millones de litros de bioetanol para combustible, equivalentes a un
1,25% del total de petrdleo producido segin cifras de la Organizacién de Paises
Exportadores de Petroleo (OPEP, 2007). Estados Unidos fue el mayor productor de ese
afio con un 51% del total; en segundo lugar Brasil con un 37%; le siguen la Unién
Europea y China. En cambio, la produccion de biodiésel en el 2007 fue de 10,2 mil
millones de litros. La Union Europea ocup6 el primer lugar con un 60%, seguida por

EE.UU. con un 17%, mientras que Brasil produjo 2,2% (FAQO, 2008).

Por otra parte, Brasil es el mayor productor y consumidor de bioetanol de

primera generacion a partir de cafia de azicar, mientras que Estados Unidos es el mayor
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productor de bioetanol, pero a partir de cultivos de maiz. En cuanto al biodiésel, ambos

paises lo producen a partir de cultivos de soja.

La principal desventaja de la obtencion de bioetanol frente a los combustibles
derivados del petrdleo es el costo de produccion, y para ello se necesita reducir ¢l precio
de las materias primas, ya que éstas suponen alrededor del 60% del costo final del
etanol. Por esto, es necesario desarrollar nuevos cultivos, considerar la biomasa de
segunda generacion y los residuos organicos como recursos complementarios para la
produccidn de biocombustibles. La utilizacion de biomasa lignoceluldsica es, a corto
plazo, la opcion més prometedora para la obtencion de etanol combustible a bajo costo,

posibilitando que este producto pueda ser adoptado por la industria (Oliva, 2003).

1.3 Bioetanol en Chile.

Chile se caracteriza por ser muy dependiente de fuentes de energias importadas,
donde el 75 % corresponde a combustibles liquidos, de los cuales un 98% se genera a
partir de petroleo importado (ODEPA, 2007). Durante el afio 2007, el sector transporte

consumio6 un 36% del petroleo destinado a combustible (CNE, 2008).

Para mantener la tasa de crecimiento econdémico, productivo y ademas cumplir
con las exigencias internacionales a nivel medioambiental, Chile debe contar con una
matriz energética segura, diversificada e independiente, en lo posible, de importaciones

de alto riesgo (ODEPA, 2007).
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El gobierno de la presidenta Michelle Bachelet se impulsé un ambicioso proyecto
denominado Plan de Seguridad Energética (PSE), mediante tres lineas de accion:
diversificar la matriz (en términos de insumos y proveedores), lograr una mayor
independencia, autonomia y promover el uso eficiente e inteligente de la energia en

favor de las Energias Renovables No Convencionales (ERNC).

El 9 de mayo de 2008 se publicé, en el diario oficial, que Chile autoriza el uso de
2% 0 5% de bioetanol mezclado con gasolina y biodiésel mezclado con diésel, quedando
ambos biocombustibles libres del impuesto especifico que afecta a los combustibles
convencionales y considerando tanto a los nacionales como a los importados (CNE,

2008).

1.4 Material lignocelulésico.

Los materiales lignoceluldsicos estan compuestos por tres componentes:

polisacéridos, lignina y otras sustancias que no forman parte de la pared celular.

1.4.1 Polisacaridos

- Celulosa: componente mayoritario de las paredes celulares de las fibras de madera, es
un polimero lineal de B-D-Glucosa. Las moléculas individuales de glucosa estan unidas

por enlaces -(1.4), seglin se muestra en la siguiente figura.
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Figura 2. Estructura primaria de la celulosa (Cuamatzi, 2004).

A partir de los analisis de Difractografia de rayos x y métodos basados en la
absorcion de radiaciones infrarrojas polarizadas, se ha demostrado que las fibras de
celulosa estan constituidas de regiones cristalinas (altamente ordenadas) y de regiones
amorfas (desordenadas). Estas regiones no poseen fronteras bien definidas, pero parece
existir una transicion de una zona ordenada de las cadenas de celulosa a un estado

desordenado o amorfo, en la cual estas cadenas presentan una orientacion menor.

En la region cristalina la fibra posee mayor resistencia a la traccion, al
alargamiento y a la solvatacion. La resistencia a la traccion en la region cristalina es
quince veces mayor que el valor presentado en la region amorfa, donde la fibra tiene su

mayor flexibilidad.

La celulosa en forma nativa, conforma un sistema ordenado, debido a las

interacciones por puentes de hidrogeno, con propiedades similares al cristal.

Actualmente se asume que la celulosa presenta una estructura cristalina
monoclinica y se presenta en la siguiente figura.

14



Figura 3. Célula unitaria de celulosa nativa, postulada por Meyer — Misch (1937).
- Hemicelulosas: estdn constituidas por polimeros de unidades de anhidro azucares
unidas por enlaces glucosidicos, formadas por mas de un tipo de azucar (hexosas o
pentosas), y ademads presentan ramificaciones y sustituciones. Su papel es suministrar la
union entre la lignina y la celulosa. Existen dos tipos de hemicelulosas que se encuentran
tanto en las maderas duras como en las blandas: los xilanos y los glucomananos. En la

siguiente figura se muestra la estructura de estos compuestos.
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Figura 4. A) Estructura de xilano (Lavarack y col., 2000) y B) Estructura de
glucomanano (Scientific Physchic, 2010).

1.4.2 Lignina

La lignina es la tercera fraccidon mayoritaria de la biomasa lignocelulésica, la cual
proporciona rigidez a la pared celular, permite que estos materiales resistan el ataque de
los microorganismos, impidiendo la penetracion de las enzimas destructivas en la pared
celular. Ademas existen diferencias entre las ligninas provenientes de clases, ordenes,
familias y géneros de plantas, asi como, de aquellas provenientes de los diferentes

tejidos lefiosos, células y atn de las capas de la pared celular de una especie dada.

Desde hace tiempo se sabe que las ligninas de coniferas y latifoliadas difieren en
sus contenidos de unidades de guayacil (G), siringil (S) y p-hidroxifenil (H), las cuales

se muestran en la siguiente figura.
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Figura 5. A) Estructura radical guayacilo, B) Estructura radical siringilo y C) Estructura
radical p-hidroxifenilo

Como la clasificacion en coniferas y latifoliadas no satisface todos los resultados
obtenidos de numerosas ligninas, se establecid una clasificacion mas realista en la cual
todas las ligninas son divididas en dos grupos: Las ligninas guayacil (ligninas G) y las

guayacil-siringil (ligninas GS). En la siguiente figura se muestra un ejemplo de lignina.
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Figura 6. Estructura de la lignina
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1.5 Descripcion de las Especies en estudio.

1.5.1 Muestras Forestales

1.5.1.1 Lenga

Clasificacion Botanica: Nothofagus pumilio

Género: Nothofagus

Division: Fanerégamas

Subdivision: Angiospermas

Orden: Fagales

Familia: Fagaceae

Es un arbol de tamafio grande, el cual en la region patagonica alcanza una altura
de 18 a 20 m y en la alta cordillera forma espesuras de alrededor de 2 a 3 m de alto. Sus
hojas son de color verde claro, tienen entre 2 a 4 cm de largo, especie caduca, es decir,
bota las hojas durante la época de receso vegetativo. Se distribuye como especie forestal
desde la provincia de Nuble hasta el Cabo de Hornos, donde estas areas se caracterizan
por las bajas temperaturas, copiosas nevazones invernales, presencia de fuertes vientos y
suelos delgados, rocosos, expuestos a la erosion una vez desprovistos de la cubierta

arborea.
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Figura 7. Nothofagus pumilio, Lenga. Bosque en Aysén, Chile.

La foto corresponde al periodo otofial y las Lengas estan de color rojizo.

1.5.1.2 Eucalipto

Clasificacion Botanica: Eucalyptus globulus

Género: Eucalyptus

Division: Magnoliophyta

Orden: Myrtales

Familia: Myrtaceae

Los eucaliptos son arboles perennes, los cuales pueden llegar a medir mas de 60
m de altura, su corteza exterior (ritidoma) es marrén clara con aspecto de piel y se
desprende a tiras dejando manchas grises o parduscas sobre la corteza interior, mas lisa.
Los bosques de eucaliptos pueden crear problemas de incendios incontrolables debido a
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la gran altura que alcanzan estos arboles en poco tiempo de crecimiento y a la facil

combustion de su madera.

Figura 8. Arboles de Eucalyptus globulus.

1.5.1.3 Disponibilidad de desechos de la Industria forestal en Chile.

El recurso forestal est4 compuesto por bosques nativos y plantaciones forestales a
lo largo del pais con 15,6 millones de hectareas, 13,5 millones de ha de bosque nativo y
2,0 millones de ha correspondientes a plantaciones forestales. Fn la tabla 5 se indica el

recurso forestal distribuido por especie y superficie que abarca (Carlos Pontt, 2008).
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Tabla 5. Distribucion del recurso forestal por especie (INFOR, 2006).

Recurso Forestal Superficie [ha] Porcentaje [%]
Bosque Nativo 13.457.140 100
Siempre verde 4.138.536 30,8
Lenga 3.391.421 23,2
Coihue de 1.791.860 13,3
Magallanes
Plantaciones 2.078.646 100
Forestales
Pino Radiata 1.408.430 67.8
Eucalipto 489.603 23,6
Atriplex 58.501 2,8
Total Recurso 15.535.786
Forestal

El 91% de las plantaciones forestales estdn concentradas en Pino Radiata y
Eucalipto. El bosque nativo, el 69% esta concentrado en tres especies: Siempreverde,

Lenga y Coihue de Magallanes.

A partir de la Informacion del Instituto Forestal (INFOR), “Superficie de
Plantaciones Forestales IV y XI Region”, actualizada a Diciembre 2006, se detecta que
el 83% del bosque nativo estd concentrado entre la X y XII Region, el 86% de las
plantaciones forestales se concentran entre las VII y X region. Respecto al total estas

regiones acumulan el 48% del recurso forestal existente en el pais.
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1.5.2 Muestras Agricolas.

1.5.2.1 Maiz

El maiz, millo o elote (Zea mais) es una planta graminea anual originaria de
América introducida en Europa en el siglo XVI, es el cereal con mayor volumen de
produccion en el mundo, superando al trigo y el arroz. En la mayor parte de los paises de
América, el maiz constituye la base histérica de la alimentacién regional y uno de los

aspectos centrales de las culturas mesoamericana y andina.

En la actualidad a nivel mundial se cultivan 158.9 millones de hectareas
(temporada 2007/08) con maiz, con una produccion que alcanzoé los 790.9 millones de
toneladas, con un rendimiento de 4.9 t’/ha. Los principales paises productores son

Estados Unidos, China, Brasil e India.

Figura 9. Cultivo de Maiz.
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1.5.2.2 Trigo

El trigo (Triticum aestivum) es una planta graminea anual, de la familia poaceae,
con espigas de cuyos granos molidos se saca la harina. Este cereal se cultiva en todo el
mundo, desde los limites del Artico hasta cerca del Ecuador, aunque la cosecha es mas
productiva entre los 30 y 60° de latitud Norte y entre 27 y 40° de latitud Sur. Las

altitudes varian desde el nivel del mar a los 3.050 m en Kenya y 4.572 m en el Tibet.

El mejor cultivo del trigo se consigue en terreno con abundante limo y arcilla. El
incremento de cosecha, compensa las fuertes dosis de fertilizante nitrogenado, ademas
éste prospera en climas sub-tropicales, moderadamente templados y moderadamente
frios. Lo mas apropiado es una pluviosidad anual de 229-762 mm, mas abundante en
primavera que en verano. La temperatura media 6ptima debe ser entre 10 °C y 25 °C

(Ruiz, 1981).

Figura 10. Cultivo de trigo.
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1.5.2.3 Disponibilidad de cultivos agricolas en Chile

La superficie sembrada con cereales (grano seco) al afio 2006, de acuerdo al INE

totalizaba 594.962 ha, principalmente compuesta por trigo 314720 ha, avena 90.190 ha,

cebada 29.060 ha, arroz 27.980 ha, maiz 123.560 ha y centeno y otros cereales con 9.452

ha. En la tabla 6 indica la distribucion de la superficie y tipo de cereal sembrado por

region (Carlos Pontt, 2008).

Tabla 6. Distribucion de la superficie por region y por tipo de cereal sembrado (INE,

2006).
Superficie sembradas con cereales [ha]

Region | Trigo | Avena | Cebada | Arroz | Maiz | Otros | Total %o

I\ 2.460 40 40 - 630 - 3.170 1
\Y% 5.600 80 310 - 1.870 - 7.860 1
VI 20.210 100 20 1.640 | 73.400 346 95.716 16
VII 43.610 | 1.380 990 21.760 | 27.830 124 95.694 16
VIII 90.070 | 24.860 | 4.660 | 4.580 5.440 317 | 129927 22
IX 122.000 | 47.680 | 15.430 - 270 6.383 | 191.763 32
X 23.680 | 14.040 | 7.490 - - 2.089 | 47.299 8
RM 6.090 60 80 - 13.630 - 19.860 3
Resto 1.000 1.950 40 - 490 183 13.663 1

Total | 314.720 | 90.190 | 29.060 | 27.980 | 123.560 | 9.442 | 594.952 | 100

% 53 15 5 -] 21 2 100

Se aprecia que el trigo representa el 51% de la superficie sembrada, seguida del

maiz con 21% y la avena con 15%, representando el 89% de la superficie total sembrada

en el pais, concentrando mas del 70% distribuida en la VII Regiéon con 16%, VIII

Region con 22% y IX Region con 32% de la superficie total.
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1.6 Pretratamiento de los materiales lignoceluldsicos.

Los objetivos fundamentales del pretratamiento van encaminados a: reducir la
cristalinidad de la celulosa, disociar el complejo celulosa-lignina, aumentar el area
superficial del material y disminuir la presencia de aquellas sustancias que dificulten la
hidrélisis. Ademads, un pretratamiento eficaz debe reunir otras caracteristicas como: bajo
consumo energético, bajos costos de inversion, utilizaciéon de reactivos baratos y

facilmente recuperables y debe ser aplicable a diversos substratos (Oliva, 2003).

Por su naturaleza, los pretratamientos se pueden dividir en cuatro grupos:

1.6.1. Fisicos

Mediante este pretratamiento se busca reducir la cristalinidad de la celulosa,
aumentar la superficie especifica y la densidad aparente, facilitando la hidrolisis
posterior. Un ejemplo de pretratamiento fisico es la trituracion mecanica, en la cual
existen diferentes tipos de moliendas (molino de bolas, martillos, cuchillas, rodillos).
Los molinos de bolas vibratorias se han mostrado mas efectivos que los molinos de
bolas ordinarios en la reduccion de la cristalinidad y aumento de digestibilidad de
astillas de abeto y alamo (Millet y col., 1976). Este tipo de pretratamiento tiene el
inconveniente de su alto consumo energético que depende, tanto del tamafio final de
particula al que se muela el material, como del tipo de material a pretratar (Cadoche y

Lopez, 1989).
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Finalmente otro tipo de pretratamiento fisico es la radiacion de alta energia, la
cual consiste en romper los enlaces B-glucosidicos y los enlaces entre la hemicelulosa y
la lignina (Khan y col., 1986). Sin embargo, este tipo de pretratamiento es de dificil
aplicacion técnica debido a la baja densidad de los materiales a tratar y las altas dosis

requeridas que obligan al disefio de instalaciones muy complejas y de alto costo

econdmico.

1.6.2. Fisico-quimicos

El efecto de este tipo de pretratamiento sobre la biomasa es una combinacién de
alteraciones fisicas (desagregacion y ruptura de las fibras) y quimicas
(despolimerizacion y rotura de enlaces). El efecto fisico esta causado por la rapida
despresurizacion que provoca una evaporacion del agua interna, creando unas fuerzas de
cizalladura que producen la separacion de las fibras, principalmente de las regiones mas
débiles (celulosa amorfa). El efecto quimico se debe a la hidrdlisis de los restos acetilos
de las hemicelulosas produciendo 4cido acético, que a la temperatura del proceso,
cataliza la hidrolisis de la hemicelulosa (auto hidrélisis). Durante el tratamiento se
destruyen parcialmente los enlaces lignina-carbohidrato. Como resultado, se obtiene un
producto fibroso cuya celulosa es mas accesible a la hidrdlisis enzimatica. Ejemplos de

este tipo de pretratamiento son:

- Explosion de vapor: consiste en someter el material lignoceluldsicos a temperaturas

entre 190-230 °C, mediante la inyeccion directa de vapor saturado, durante un intervalo
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de tiempo entre 1 y 10 minutos. Tras el tiempo de tratamiento, se somete el material a

una rapida despresurizacion.

- Explosion de vapor con amoniaco (AFEX): es un proceso similar al anterior, el
material es impregnado con amoniaco liquido (1-2 kg amoniaco/kg biomasa seca) a una
temperatura en torno a los 90 °C, y un tiempo aproximado de 30 minutos. Transcurrido
este tiempo el material es sometido a una rapida descompresion (Sun y Cheng, 2002).
Las ventajas del proceso pueden citarse que no se producen inhibidores que puedan
afectar a las posteriores etapas del proceso de producciéon de etanol y no requiere
pequefios tamafios de particula para aumentar su eficiencia. Con objeto de reducir costos
y como medida protectora del medioambiente, el amoniaco debe ser reciclado después

del pretratamiento.

- Explosion de vapor CO;: La explosion con didéxido de carbono se basa en el hecho
que el CO2 forma 4cido carbonico, lo que aumenta la tasa de hidroélisis (Dale y Moreira,
1982). Aunque los rendimientos obtenidos son relativamente bajos comparados con la
explosion por vapor y el proceso AFEX los estudios realizados con bagazo de cafia y
papel reciclado, demostraron que este proceso es mas barato que la explosién con
amoniaco y no origina los compuestos inhibitorios que se originan durante la explosion

por vapor (Zheng y col., 1998).
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1.6.3. Quimicos

El objetivo de estos pretratamientos es solubilizar la fraccion de lignina y
modificar la estructura de la celulosa facilitando la accion de las enzimas, como ejemplo
de este tipo de pretratamientos son: agua caliente liquida, oxidaciéon humeda, ozono,

alcalis, acidos, solventes organicos y agentes oxidantes.

1.6.4. Biolégicos

Este pretratamiento consiste en someter el material lignoceluldsico a la accidon
de determinados microorganismos, como los hongos de pudricidén blanca y café. El
objetivo es degradar la lignina y la hemicelulosa, eliminando las barreras que protegen la
celulosa y haciéndola mas accesible al posterior ataque enzimatico. Las ventajas del
pretratamiento biologico son el bajo requerimiento energético y las suaves condiciones
ambientales en la que se produce el proceso. Como inconveniente debe citarse que la

tasa de hidrélisis es demasiado lenta.

Los hongos de la pudricion de la madera constituyen el grupo de organismos
xiléfagos propiamente dichos que, por su dotaciéon de enzimas capaces de destruir los
componentes elementales del esqueleto lefioso de la madera, produciendo un dafio que
se conoce vulgarmente como “pudricion”. La pudricion afecta notablemente a las
propiedades mecanicas de la madera y en particular a la resistencia estatica y dinamica
encontrandose pérdidas importantes de las mismas incluso en ataques aparentemente

ligeros. Cuando aparecen los primeros sintomas de pudricion, la madera ha perdido el
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20% de su densidad y por consiguiente de todas sus propiedades relacionadas con ella

(SEDESA, 2010).

Las pudriciones se pueden clasificar en dos clases:

e Pudricion blanca o fibrosa: ataca preferentemente la lignina.

e Pudricién café o cibica: ataca principalmente celulosa.

Figura 11. Ataque de los hongos: Pudricion blanca (1) y Pudricién café (2).

Finalmente cabe destacar que los hongos de la pudricién blanca se han mostrado
como los mas efectivos en el tratamiento biolégico de los materiales lignocelulésicos

que los otros tipos de hongos anteriormente nombrados (Fan y col., 1987).

1.7 Procesos de obtencion de etanol a partir de materiales lignocelulésicos.

La biomasa lignocelulésica presenta und estructura compleja, compuesta de
varias fracciones que deben ser procesadas por separado para asegurar una conversion

eficiente de estos materiales a etanol. La fraccién mayoritaria de la biomasa es la
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celulosa, compuesta por largas cadenas de glucosa unidas por enlaces  (1-4) que, a su
vez, se agrupan en estructuras superiores de gran cristalinidad. Esta estructura cristalina
es la que dificulta la hidrélisis de la celulosa para la obtencion de azicares fermentables.

La hidrolisis de la celulosa puede realizarse mediante procesos acidos o enzimaticos.

1.7.1 Hidroélisis Acida.

La hidrolisis acida consiste en un proceso quimico que, mediante el empleo de
catalizadores 4cidos, transforma las cadenas de polisacaridos que forman la biomasa
(hemicelulosa y celulosa) en sus monémeros elementales (Larsson, 2000). Este tipo de
hidrélisis puede realizarse empleando diferentes clases de 4cidos como el acido
sulfuroso, clorhidrico, sulftirico, fosférico, nitrico y formico (Galbe y Zacchi, 2002). Sin

embargo, solo los acidos clorhidrico y sulfurico han sido empleados a escala industrial.

Los procesos industriales de hidrdlisis acida pueden agruparse en dos tipos: los

que emplean acidos concentrados y los que utilizan acidos diluidos.

Los procesos que implican acidos concentrados operan a baja temperatura
inferior a 80 °C, pudiendo obtenerse altos rendimientos de hidrolisis (superiores al 90%
de la glucosa potencial). A pesar de ésto, la gran cantidad de acido empleado en la
impregnacion del material a tratar y lo costoso de su recuperacién, unido a los efectos
corrosivos de los mismos obliga a altas inversiones en los equipamientos que hacen que
el proceso no sea rentable. Ademads, tiene el problema asociado de que es necesario una

costosa etapa de neutralizacion antes de la fermentacion (Keller, 1996).
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Los procesos que emplean acidos diluidos tienen su principal ventaja en su bajo
consumo de este tipo de reactivos. Sin embargo, se requieren temperaturas superiores a

los 200 °C para alcanzar rendimientos aceptables de conversién de celulosa a glucosa.

El maximo rendimiento en glucosa se consigue a altas temperaturas y tiempos de
residencia cortos. Las temperaturas que se emplean en estos procesos originan, por un
lado, una mayor corrosion de los equipos empleados y, por otro lado, aumenta la tasa de
degradacion de los azicares hemiceluldsicos los cuales pueden afectar a la posterior

etapa de fermentacion.

El proceso de hidrolisis acida aplicado en este trabajo, con objeto de disminuir la
degradacion de los aziicares originados en la hidrélisis, se utilizé un proceso en dos
etapas. En la primera etapa y bajo condiciones mas suaves (30 minutos, temperatura
ambiente y acido sulfirico 72%), se produce la hidrélisis de la hemicelulosa, que por su
estructura resulta mas facilmente hidrolizable. Esto permite que, durante la segunda
etapa, y bajo condiciones mas severas de temperatura (1 hora, temperatura 120°C y
acido sulfirico 4%) se produzca la hidrolisis de la celulosa, disminuyendo la
degradacion de los azicares hemicelulosicos producidos en la primera etapa. Pero las
altas temperaturas que se requieren para la hidrélisis de la celulosa hacen que se originen
productos de degradacion de los azlcares principalmente de la hemicelulosa, originando
dos compuestos derivados del furano: el furfural (CsH40;), formado a partir de la
degradacion de las pentosas (xilosa y arabinosa) y el HMF o 5-hidroximetilfurfural

(CsHgO3), formado como consecuencia de la degradacion de las hexosas (glucosa,
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manosa y galactosa). Ambos, ademas de disminuir el rendimiento del proceso, pueden

afectar la etapa de fermentacion posterior. En la figura 12 se muestra los compuestos

derivados del furano.
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Figura 12. A) Estructura furfural (Furfural, 2010) y B) Estructura 5-hidroximetilfurfural
(HMF, 2010).

1.7.2 Hidrolisis Enzimatica.

La hidrolisis enzimatica es un proceso catalizado por un grupo de enzimas
denominadas genéricamente celulasas, que son en realidad, una mezcla de distintas

actividades enziméticas cuya accién conjunta produce la degradacion de la celulosa.

El sistema enzimatico posee tres tipos diferentes de actividad, cuya

denominacion y mecanismo son los siguientes (Montenecourt y Eveleigh, 1979):
1. Endo-B-glucanasas (EG)

B - (1,4)-glucanglucanohidrolasa (EC 3.2.1.4.)

2. Exo0-P -glucanasas.
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a. B -(1.4)-glucancelobiohidrolasas (EC 3.2.1.91.), Celobiohidrolasa (CBH)

b. B -(1,4)-glucanglucanohidrolasas (EC 3.2.1.74.), Glucohidrolasa (GGH)

3. B - glucosidasa (EC 3.2.1.21.)

La endoglucanasa actua al azar en el interior del polimero, hidrolizando enlaces
B-(1,4) y generando nuevos finales de cadena no reductores. Puede actuar sobre
celodextrinas y derivados sustituidos como carboximetilcelulosa (CMC) e
hidroximetilcelulosa (HMC), asi como celulosa amorfa, pero no actia ni sobre celulosa
cristalina ni sobre celobiosa. Supone, aproximadamente un 20% del total de proteinas

del complejo.

La celobiohidrolasa actia sobre los extremos no reductores de la cadena
generados por la endoglucanasa, liberando moléculas de celobiosa. Este enzima tiene
actividad sobre celulosa cristalina y amorfa, y sobre celodextrinas, pero no actia sobre
derivados sustituidos ni sobre celobiosa. Este enzima constituye del 50-80% del

complejo celulolitico.

La glucohidrolasa se encuentra en pequefia proporcion y actua sobre los extremos
no reductores liberando unidades de glucosa. Tiene actividad sobre celulosa amorfa,

celo-oligosacaridos y CMC.

La B-glucosidasa hidroliza celobiosa y oligosacaridos de pequefio tamafio, y es

absolutamente necesaria para evitar la fuerte inhibicion que sobre las endo vy
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exoglucanasas produciria la celobiosa si se acumulara en el medio de reaccidén. La f3-

glucosidasa hidroliza la celobiosa obtenida en dos moléculas de glucosa.

En la siguiente figura se muestra un resumen de la degradacion enzimatica de los

polisacaridos.
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Figura 13. Esquema del mecanismo de accion de los diferentes tipos de actividad de las

celulasas.
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La accion del pretratamiento y de las celulasas involucra las siguientes reacciones:

Pretratamiento

Hemicelulosa » CsHyOs + CoH,O¢ + otros aziicares
Endo y exoglucanasas p-glucosidasa
(CsH1005)24 » n C2H20q »  2n CgH 206
Celulosa Celobiasa Glucosa

1.8 Estimacion de la cantidad tedrica de bioetanol factible de producir.

La estimacion de la cantidad tedrica de bioetanol producida a partir de muestras
pretratados con hongos de pudricién blanca (HPB). Se basé en rendimiento teorico
estequiométrico para la transformacion de glucosa en etanol, que corresponde a 0,511 g de

etanol y 0,489 g de COz2 por cada gramo de glucosa, segun a la siguiente ecuacion:

Levadura o microorganismo

CeH 1206 2CHsOH+2CO, +E

v

Para el caso de la xilosa, el rendimiento teodrico estequiométrico para la
transformacion de dicha azicar en etanol, corresponde a 0,511 g de etanol por cada gramo

de xilosa, segun a la siguiente ecuacion:
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Levadura o microorganismo

3 CsHmOj > 5 CgHsOH +5 COQ

1.9 Hipotesis

El perfil de aztcares (glucosa y xilosa) en muestras forestales y agricolas
dependera de la cantidad de lignina, del pretratamiento seleccionado y el tratamiento

realizado (hidrélisis acida y sacarificacion enzimatica) para la obtencion de bioetanol.

1.10. Objetivos

1.10.1 Objetivo general

v Determinar el perfil de las azicares en materiales lignoceluldsicos de residuos
agricolas (Maiz, Trigo) y forestales (Lenga, Eucalipto) pretratados con hongos de
pudricién blanca, sacarificados con enzimas y acidos para la obtencidén de

Bioetanol.

1.10.2 Objetivos especificos

v' Establecer las condiciones experimentales para el analisis de la concentracion de
azucares por HPLC.

v Determinar el perfil de azlcares en rastrojos de los siguientes cultivos agricolas:
Maiz (Zea mais) y Trigo (Triticum aestivum).

v" Determinar el perfil de azicares en residuos forestales de: Lenga (Nothofagus

pumilio) y Bucalipto (Eucalyptus globulus).
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v Estudiar la efectividad de los procesos de hidrolisis para la obtencion de
Bioetanol: sacarificacion acida y sacarificacion enzimatica.
v Analizar los resultados y extrapolar cantidad potencial de etanol que se

obtendria.

IL.- MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales

- Reactivos

- Agua Milli — Q Water (Millipore)

- Acido sulfarico (Merck, HPLC)

- Acetonitrilo (Merck, HPLC)

- Carbonato de sodio (Merck, p.a)

- Acetato de sodio (Merck, p.a)

- Glucosa (Merck, p.a)

- Xilosa (Merck, p.a)

- Enzima comercial Celluclast® 1,5L (celulasas de Trichoderma reesei)

- Enzima comercial Novozyme® 188 (celobiasa obtenida de Aspergillus Niger)

- Material biolégico

- Residuos forestales de Lenga y eucalipto
- Muestras pretratadas con hongos de Lenga y eucalipto

- Rastrojos agricolas de trigo y maiz
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Muestras pretratadas con hongos de trigo y maiz

- Materiales de vidrios y otros.

Malla tamiz de 60 um

Frascos plasticos de 100 mL y de 250 mL para guardar las muestras
Crisoles de vidrio con filtro poroso

Gotarios

Embudos analiticos

Micropipeta

Guantes

Vasos precipitados de 10 mL, 50 mL, 100 mL, 150 mL, 250 mL (Clase A)
Tubos Eppendorf

Espatulas

Probetas de vidrio 1000 mL

Matraces erlenmeyer 25 mL, 50 mL, 250 mL, 500 mL y 1 L (Clase A)
Varillas de agitacion

Jeringas desechables de 5 mL

Filtros gruesos de 1,25 mm

Filtros Millex de 0,45 pm

Soporte de madera para embudos

- Equipos

Equipo cromatografico HPLC Waters 1515
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- Detector de Indice de refraccion Waters 2414

- Centrifuga (BOECO GERMANY U-320)

- Conductivimetro pH-/EC/TDS HI9813-0 (HANNA INSTRUMENTS)

- Agitador orbital LAB. ROTATOR (ALREADY ENTERPRISE INC. 5FL-2)
- Balanza analitica (SHIMADZU AUX220)

- Balanza de precision (ACCULAB V-600)

- Estufa de esterilizacion y secado (Jinghong DHG 9147 A)

- Autoclave (Equilab CH-AP0202)

- Cémara de incubacion (BOXCULT 1381,72 EUR)

2.2 Procedimiento Experimental

2.2.1 Muestras lignoceluldsicas.

Se maso 5 gramos de residuo de trigo testigo, posteriormente se procedi6 agregar
la muestra de forma paulatina por el molino con un tamiz de 60 pum siendo recibida por
un vaso precipitado. Finalmente se dejo guardada en pocillos de aluminio previamente

rotulados.

Este procedimiento se repitidé tanto para las muestras testigos de maiz, Lenga,

eucalipto y las distintas muestras pretratadas con hongos.

2.3 Preparacion de hongos y pretratamiento biolégico.

2.3.1 Reproduccion de hongos de pudricion blanca (HPB).
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a) Preparacion del medio de cultivo: Se utilizé una mezcla de agar-agar y extracto de
malta al 2% y 3% p/p respectivamente, usando como solvente agua destilada. El pH
usado para asegurar el crecimiento del hongo fue de 4.5. Este medio de cultivo fue

dosificado en placas petri de 100 mm de didmetro y 15 mm de alto, y luego esterilizado.

(Fritz, 2008).

b) Esterilizacion: La esterilizacion del medio de cultivo se realizé en un autoclave a una

presion de vapor saturado de 15 psi (121 °C), por un tiempo de 20 minutos. (Fritz, 2008).

¢) Inoculacion: El proceso de inoculacion se realizo extrayendo con un asa de platino
un trozo de medio de cultivo con el hongo ya crecido (micoteca del Laboratorio de
Biodeterioro y Preservacion de la Facultad de Cs. Forestales y de la Conservacion de la
Naturaleza), colocandolo en el centro de cada una de las placas petri preparadas con el
nuevo medio de cultivo agar-malta. Se mantuvieron todas las medidas de bioseguridad
necesarias para lograr un ambiente aséptico (lavarse bien las manos con jabon anti-
bacterial, uso de guantes, desinfectar el area de trabajo y la cabina de flujo laminar con
etanol entre otras). El material de trabajo se dejo bajo la camara de flujo laminar,
previamente desinfectada y se aplicd un bafio de luz ultravioleta durante 20 minutos.

(Fritz, 2008).

d) Incubaciéon: Finalizado el proceso de inoculacién, los hongos (Ganoderma
applanatum, Stereum hirsutum, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus, Peniophora

giganie, Postia placenta y Aurantioporus albidus) crecieron en la cAmara de incubacién
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por un periodo de 10 dias, con temperatura controlada a 25° C y humedad relativa del

60%. (Fritz, 2008).

2.3.2 Pretratamiento biolégico

Antes de iniciar la etapa del pretratamiento biologico, se debié utilizar un
material que sirviera como vehiculo entre el hongo crecido in vitro y el sustrato. Para
ésto se utilizaron granos de trigo en una proporcion de 3% p/p con respecto al sustrato.
De esta forma se asegurd la propagacion homogéneamente del hongo por toda la

madera.

La inoculacion de la semilla con cada hongo se llevd a cabo bajo las mismas

medidas de bioseguridad y asepsia mencionadas anteriormente.

Una vez que la semilla de cada hongo estuvo lista, se realizé el pretratamiento
biologico en matraces Erlenmeyer de 500 mL de capacidad, en los cuales se introdujeron

los “pin chips” de Lenga y la semilla correspondiente.
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Figura 14. Muestras con granulometria “pin chips”.

El procedimiento utilizado en esta etapa de pretratamiento biolégico fue el

siguiente:

a) Preparacion de la semilla: Se dejo crecer a cada hongo sobre granos de trigo en
tubos de ensayo bajo condiciones similares a las descritas en el punto 2.3.1.

(Reproduccion de los HPB).

b) Preparacién del sustrato: Se utilizd una cantidad de “pin chips” de Lenga
equivalente a 50 g (seco a 105 ° C), los cuales se hidrataron hasta lograr un contenido de
humedad de 85% (b.s.) y se depositaron en matraces Erlenmeyer de 500 mL. Luego
fueron llevados a un autoclave para su esterilizacion a 15 psi (121 °C), durante 20

minutos.

¢) Inoculaciéon: Una vez que la semilla de cada hongo invadié los granos de trigo,

transcurridos entre 7 y 10 dias, se procedi6 a la inoculacion de dicha semilla en cada
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matraz con “pin chips” de Lenga. Este procedimiento nuevamente se llevd a cabo en

condiciones estériles bajo la camara de flujo laminar.

d) Incubacion: Los matraces fueron llevados a la cdmara de incubacion con temperatura

controlada a 25° C, y se incubaron seguin los tiempos de ataque del estudio a 30, 45 y 60

dias.

Finalmente todo el procedimiento anterior se aplico a las distintas muestras

estudiadas (Fritz, 2008). En la tabla 7 se indica qué tipos de hongos se seleccionaron

para las distintas muestras a analizar:

Tabla 7. Hongos aplicados a las muestras y tiempo de incubacion.

Muestra Hongo Tiempo de incubacion |dias]
Trametes versicolor 30
Maiz Auranteoporus albidus 30
Pleurotus ostreaius 60
Trametes versicolor 30
Trigo Ganoderma applanatum 30
Postia placenta 45
Ganoderma applanatum 30
Lenga Peniophora gigante 45
Ganoderma applanatum 45
Stereum hirsutum 30
Eucalipto Stereum hirsutum 45
Ganoderma applanatum 45
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2.4 Determinacién de carbohidratos estructurales y lignina en biomasa.

2.4.1 Determinacion del contenido de humedad de las muestras.

En primer lugar se colocan pocillos de aluminio a la estufa alrededor de una hora
a 105 °C, luego se depositaron en un desecador. Posteriormente se maso el pocillo de
aluminio y después se agrega 1 gramo de muestra de trigo, llevandolo a la estufa por 48

horas.

A continuacion transcurrido este tiempo se sacoO de la estufa y se maséd

nuevamente la muestra. El contenido de humedad se expresa por la siguiente ecuacion:

A-B

CH = x100 Ec. 1

Donde:

CH = contenido de humedad [%]

A = Masa muestra antes de la estufa [g]

B = Masa muestra después de la estufa [g]

Este procedimiento se realizé a las muestras testigos y aquellas muestras en que
fue aplicado el pretratamiento bioldgico, puesto que el procedimiento de la hidrélisis
acida solo se debe realizar en aquellas muestras que tengan un contenido de humedad
menor al 10% (NREL, 2010).
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2.4.2 Preparacion de muestra para la hidrélisis dcida.

En la primera etapa se realiz6 una hidrolisis acida (H,SO4 72%) y bajo
condiciones suaves (temperatura 30°C). En esta condicién se produce la ruptura de la
hemicelulosa, que por su estructura resulta mas facilmente hidrolizable. Esto permite
que, durante la segunda etapa, y bajo unas condiciones mas severas de temperatura

(H2S04 4% y temperatura 120°C), se produzca la hidrolisis de la celulosa.
P

Se maso 0,3 gramos de la muestra de trigo (sin ningn tratamiento) y se coloco
en un matraz erlenmeyer de 500 mL. Luego se agregé 3 mL de acido sulfurico al 72%,
se agitd durante unos minutos hasta observar la desintegracion de la muestra por la

accion del acido.

Transcurrido 30 minutos a temperatura ambiente con el acido sulfurico al 72% se
diluyé al 4% la concentracion de acido afiadiendo 84 ml. de agua desionizada,
posteriormente se introdujo en un autoclave por 1 hora a 120 °C. A continuacion se
neutralizé las muestras agregando carbonato de sodio hasta alcanzar un pH entre 6 — 7.
El procedimiento antes mencionado se aplicO a todas las muestras testigos y

pretratadadas con hongos.

Luego se realizo un filtrado grueso a las muestras recién neutralizadas y
posteriormente una filtraciéon con filtros de 0,45 pm, finalmente se congelaron las

muestras hasta ser analizadas por HPLC.
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2.4.3 Determinacion de la lignina insoluble de las muestras.

En primer lugar se prepard una serie de crisoles, los cuales tienen filtros 5 pm y

se rotularon adecuadamente, luego se llevan a la estufa por 4 horas como minimo.

Posteriormente se llevaron al desecador y se maso cada crisol y luego se hace
pasar las muestras obtenidas en el punto 2.4.2 por los crisoles donde el filtrado se guardo
en botellas plasticas y los crisoles se lavaron con agua desionizada hasta que las

muestras quedaron de color café.

Finalmente los crisoles se llevaron a la estufa por 48 horas, se colocaron en el
desecador y por ultimo se masaron en una balanza analitica. La lignina insoluble se

determiné segln la siguiente expresion:

Lis = A-B Ec.2

Donde:
LIs = lignina insoluble [g]
A= masa del crisol después de la estufa.
B= masa del crisol antes del proceso de filtracion.
Finalmente en la figura 16 se muestra un esquema resumen de la metodologia

experimental de la hidrolisis acida y lignina insoluble.
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lignina soluble

Figura 15. Esquema experimental de la hidrolisis acida y lignina insoluble

2.4.4 Preparacion de las muestras para el proceso de sacarificacion.

La hidrdlisis enzimatica se realizé a las muestras pretratados con los hongos en
los tiempos de ataque ya indicados y a los testigos. Para ésto. se colocaron las muestras
en la estufa por 48 horas a 30 °C. Las soluciones enzima-sustrato se prepararon al 10%
p/v de “pin-chips” secos y se aplico una carga enzimatica total correspondiente a 25
FPIU/g seco de “pin chips” de Lenga, utilizando las enzimas comerciales Celluclast®

1,5L y Novozyme® 188.
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En tubos de centrifuga de 15 mL se agregd 1 g de muestra seca, luego se
introdujo 35 pL de celulasa, 5 pL de celobiasa y 960 pL de buffer acetato 0,05 M a pH
5, hasta completar 1 mL. Los tubos centrifugas se llevaron a un agitador orbital
(“shaker™) bajo las siguientes condiciones: temperatura de 50° C, pH 5 y agitacién de
250 rpm durante 48 horas. Luego se extrajeron las muestras con jeringas y

posteriormente se filtraron (0,45 um) y se congelaron para su andlisis posterior.

Finalmente la metodologia utilizada, se muestra en el siguiente esquema.

49



2.2.1 Muestras
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2.3 Preparacién de
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hignina.

2.4.2 Hidrohsis 2.44 Hidrolisis
Acida Enzimatica

2.6 Analisis
quimico

Figura 16. Esquema general de la metodologia experimental

2.5 Analisis de glucosa y xilosa

Para preparacion de la solucion de glucosa y xilosa, se usaron un estdndares de
estas azicares en polvo, se masaron 1,5 gramos, aforado con agua desionizada a 25 mL,

obteniendo soluciones de 60 mg/mL.
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2.6 Anilisis quimico.

Las muestras fueron analizadas con ayuda de un equipo de HPLC Waters 1515,

Columna Aminex HPX-87P, Fase Movil: Acetonitrilo/agua 75:25, grado HPLC,

Velocidad de flujo: 1,0 mL/min, horno a 25°C, se utilizd un detector de indice de

refraccion Waters 2414, para el procesamiento de datos se utilizo el software Empower.

2.6.1. Preparacion de estandares de glucosa y xilosa.

A partir de los estandares preparados en el punto 2.5 tanto de glucosa y xilosa,

los cuales tienen una concentracion de 60 mg/mL, se realizé una curva de calibracion

baja dentro del intervalo 0.4-6 mg/mL.

En la tabla 8 se muestra el esquema de los estandares para la curva de calibracion

para glucosa y xilosa:

Tabla 8. Estandares de los azicares para curva de calibracion baja.

- Alicuota de Glucosa de 60 mg/mL Alicuota de Xilosa de 60 | Concentracion del estindar
[mL] mg/mL [mL] [mg/mL]
1 25 2:5 6
2 1,67 1,67 4
3 0,83 0,83 2
e 0,42 0,42 1
5 0,33 0,33 0,8
6 0,25 0,25 0,6
7 0,17 0,17 0.4
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2.6.2 Recuperacion de estindares de azacares.

En primer lugar se realiz6 la misma cantidad de estindares indicado en la tabla 4
en matraces de aforo de 25 mlL, en cada estandar preparado se les realizo la hidrolisis
acida, por este motivo se agrega 870 pL de acido sulfurico al 72%, posteriormente se

lleva al autoclave por 1 hora a 120 °C.

Posteriormente se esper6 a que se enfriaran los estdndares para luego
neutralizarlos con carbonato de sodio hasta pH 6-7. Finalmente se congelaron las

muestras para su andlisis posterior.

2.6.3 Determinacion del limite de deteccién y limite de cuantificacion.

Para este proceso se usé los mismos estandares de glucosa y xilosa preparados en
el punto 2.6.1, las cuales se inyectaron siete veces. A partir de estas muestras se

determino:

1.-Limite de deteccion: se define como la cantidad o concentracion minima de sustancia
que puede ser detectada con fiabilidad por un método analitico determinado (Boqué,

2004).

2.- Limite de cuantificacion: Corresponde a la cantidad o concentracion del analito a

partir de la cual es confiable realizar determinaciones cuantitativas (Sogort y col 2004).
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis quimico del perfil de azicares.

El método analitico usado en este seminario de titulo permite identificar y
cuantificar todas las azucares indicadas en la figura 17 (glucosa, manosa, galactosa,
xilosa y arabinosa). Cabe destacar cuando se realizd el andlisis de las muestras
solamente fue posible detectar dos de las azicares (glucosa y xilosa) ya que las otras tres

azucares (manosa, galactosa y arabinosa) se encuentran a bajo el limite de deteccion de

0,05 mg/mL.

H O

o
HO—C—H
HO—C—H
H—C—OH
H—%—OH
CH,0H

B

H. .0

gt
H—G—OH

HO—C—H

HO—CG—H
H—C—OH

|
CH,OH

HO—C—H
H—C—OH
H—C—OH

CH,OH

Figura 17. A) Estructura D-glucosa, B) Estructura D-manosa, C) Estructura D-galactosa,
D) Estructura D-xilosa y E) Estructura D-arabinosa (Scientific Physich, 2010).

La figura 18 corresponde al cromatograma de los estandares de azucares, se
determind que el primer pico como xilosa y el siguiente glucosa. La Figura 19
corresponde al cromatograma para la muestra de Lenga se aprecia con claridad
solamente dos picos cromatograficos, los cuales fueron identificados por coincidencia

del tiempo de retencion (tg). Cabe destacar que en todas las muestras inyectadas solo se

observaron dos componentes.
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3.2 Limite de deteccién y limite de cuantificacion de las azicares analizadas.

Figura 19. Cromatograma HPLC de muestra de Lenga.

3.2.1 Limite de deteccion

La expresion matematica del limite de deteccion es la siguiente:
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En la tabla (tabla 9) se muestra un resumen el limite de deteccion y

cuantificacion tanto para glucosa y xilosa.

Tabla 9. Limite de deteccion y limite de cuantificacién de glucosa y xilosa.

Azicares | Limite de Deteccion [mg/mL] | Limite de Cuantificaciéon [mg/mL]

Xilosa 0,050 = 0,003 0,109 = 0,003

Glucosa 0,247 + 0,002 0,262 + 0,002

El limite de cuantificacion para el método analitico usado fue de 0,109 y 0,262
mg/mL para xilosa y glucosa respectivamente, a partir de concentraciones superiores o
iguales a dicho valor es confiable realizar determinaciones cuantitativas. Si las
concentraciones de las muestras son inferiores a las antes mencionadas se podra detectar
pero las determinaciones cuantitativas no seran confiables, por lo cual sera necesario

utilizar otro método mucho mas sensible.

3.3 Recuperacion de estandares de las distintas azicares.

En la tablas 10 y 11 se indica la recuperacién de estandares para xilosa (tabla 10)

y glucosa (tabla 11), respectivamente.
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Tabla 10. Resumen recuperacion de estandares para xilosa.

Concentracion Inicial

Concentracion Con

Sin Hidrdlisis (CsH) Hidrolisis (CcH) CcH/CsH | Recuperacion [%]
[mg/mL] [mg/mL]
0.4 0,37 0,925 92
0.6 0,59 0,987 99
0.8 0,69 0,861 86
1 0,95 0,950 95
2 1,96 0,982 98
4 357 0,893 89
6 577 0,962 96

- ;

Tabla 11. Resumen recuperacion de estandares para glucosa.

Concentracion Inicial Sin

Concentracion Con

Hidrdlisis (CsH) Hidrélisis (CcH) CcH/CsH | Recuperacion [%e]
[mg/mL] [mg/mL|
0,4 0,40 0,988 99
0,6 0,58 0,974 97
0.8 0,67 0,834 83
1 0,86 0,862 86
2 1,76 0.879 88
4 3,57 0,893 89
6 5,74 0,957 96
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Analizando las recuperaciones de estandares de xilosa y glucosa se observé que
¢stas alcanzaron sobre el 80 % en las distintas concentraciones de la curva de calibracion
y ademas el coeficiente de varianza es inferior al 10% (Anexo punto A), lo cual significa
que el método analitico seleccionado fue adecuado para analizar estas dos azticares. Una
posible causa de error en la recuperacién de estdndares seria la manipulacion de las
muestras, como ejemplo trasvasijar a los matraces erlenmeyer para el proceso de

hidroélisis en autoclave.

3.4 Contenido de azacares en las muestras.

3.4.1 Muestras Agricolas.

En la tabla 12 se indica la cantidad de glucosa y xilosa obtenida a partir de

procesos de hidrolisis acida y enzimatica en las muestras de maiz.
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Tabla 12. Contenido de azlicares en las muestras de maiz obtenidos a distintos procesos
de obtencién de bioetanol.

Tiempo de i 5 i 5
Xilosa Xilosa Glucosa Glucosa
Muestras Incubacion
] [g/L] [g/L] [g/L] [g/L]
[dias]
Maiz testigo 0 0,52 0,63 0,97 1,03
T !
rametes 30 0,56 0,65 1,05 1,13
versicolor 1
Tramet
TR 30 0,61 0,72 1,27 1,36
versicolor 2
A fi X
uranioporis 30 0,83 0,94 1,66 1.81
albidus 1
A ti ;
AR 30 1,09 1.23 2.43 2.65
albidus 2
Pleurotus
60 2,08 2,33 3,36 433
ostreatus 1
Pl 114
KRS 60 1.43 1.61 3.26 4.19
ostreatus 2

1) Proceso de Hidrolisis Acida
2) Proceso de Hidrélisis Enzimatica.

En la figura 20 y figura 21, corresponden a una comparacion del contenido
promedio de glucosa y xilosa respectivamente, en los procesos de hidrolisis acida e

hidrélisis enzimatica en las muestras de maiz.
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Figura 20. Comparacion de contenido de Glucosa en los distintos procesos estudiados en

maiz.
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Figura 21. Comparacion de contenido de Xilosa en los distintos procesos estudiados en
maiz.
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La muestra testigo de maiz corresponde a una muestra de este sustrato, la cual no
se le ha aplicado un pretratamiento biologico (hongos). En la muestra de maiz al utilizar
como opci6n de pretratamiento al hongo Pleurotus ostreatus con 60 dias, se obtuvo la
mayor cantidad de azacares con los distintos procesos de obtencién de bioetanol. Cabe
destacar que todos los pretratamientos biolégicos utilizados (hongos) en maiz son de

pudricion blanca.
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En la tabla 13 se indica la cantidad de glucosa y xilosa en los procesos de

hidrélisis 4cida e hidrélisis enzimatica en las muestras de trigo.

Tabla 13. Contenido de azlicares en las muestras de trigo obtenidos a distintos procesos
de obtencion de bioetanol.

Tiempo de 3 5 y .
Xilosa Xilosa Glucosa Glucosa
Muestras Incubacion
i lg/L] [g/L] [g/L] g/L]
{dias]
Trigo Testigo 0 0,53 0,58 0,67 0,71
Trametes
30 0,63 1,06 3,00 3,27
versicolor 1
Trametes
30 1,08 1,22 3,38 424
versicolor 2
Ganoderma
30 0,78 0,91 1,07 1,21
applanatum 1
Ganoderma
30 0,87 1,00 1.54 1,67
applanatum 2
Postia
45 0,59 0,67 0,84 0,90
placenta 1
Postia
45 0,56 0,66 0,76 1,15
placenta 2

1) Proceso de Hidrolisis Acida
2) Proceso de Hidrolisis Enzimatica.

En la figura 22 y figura 23, corresponden a una comparacién del contenido promedio
de glucosa y xilosa respectivamente, en los procesos de hidrolisis 4cida e hidrolisis

enzimatica en las muestras de trigo.
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Figura 23. Comparacion de contenido de xilosa en los distintos procesos estudiados en
trigo.
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La muestra testigo de trigo corresponde a una muestra de este sustrato, la cual no
se le ha aplicado un pretratamiento biolégico (hongos). En la muestra de trigo al utilizar
como opcion de pretratamiento al hongo Trametes versicolor con 30 dias, se obtuvo la
mayor cantidad de azticares con los distintos procesos de obtencion de bioetanol. Cabe
destacar que el hongo Postia placenta con 45 dias, es de pudricion café y los otros

pretratamientos biologicos (hongos) aplicado a este sustrato son de pudricién blanca.

3.4.2 Muestras Forestales.

En la tabla 14 se indica la cantidad de glucosa y xilosa en los procesos de

hidrolisis 4dcida e hidrélisis enzimatica en las muestras de Lenga.
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Tabla 14. Contenido de azicares en las muestras de Lenga obtenidos a distintos procesos
de obtencidn de bioetanol.

Tiempo de " 5 ] 3
Xilosa Xilosa Glucosa Glucosa
Muestras Incubacion
i [g/L] [g/L] [g/L] [g/1]
[dias]
Lenga tCStigO 0 0552 0.,58 0,73 0,77
Ganoderma
30 0,65 0,74 2,11 2,30
applanatum 1
Ganoderma
30 0,72 0.83 3,25 3,55
applanatum 2
P. gigante 1 45 0,87 1,01 3,77 4,13
P. gigante 2 45 1,04 1,18 4,26 4,68
G. applanatum
wp 45 1,70 1,91 4,32 4,72
1
G. applanatum
= 45 2.85 3,39 4,87 5.34
2

1) Proceso de Hidrolisis Acida
2) Proceso de Hidrolisis Enzimética.

En la figura 24 y figura 25, corresponden a una comparacién del contenido promedio

de glucosa y xilosa respectivamente, en los procesos de hidrolisis 4cida e hidrolisis

enzimatica en las muestras de Lenga.
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Figura 25. Comparacion de contenido de xilosa en los distintos procesos estudiados en
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66



La muestra testigo de Lenga corresponde a una muestra de este sustrato, la cual
no se le ha aplicado un pretratamiento biologico (hongos). En la muestra de Lenga al
utilizar como opcidén de pretratamiento al hongo Ganoderma applanatum con 45 dias, se
obtuvo la mayor cantidad de azlcares con los distintos procesos de obtenciéon de
bioetanol. Cabe destacar que todos los pretratamientos bioldgicos utilizados (hongos) en

maiz son de pudricion blanca.

En la tabla 15 se indica la cantidad de glucosa y xilosa en los procesos de

hidrolisis 4cida e hidrolisis enzimatica en las muestras de eucalipto.
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Tabla 15. Contenido de azicares en las muestras de eucalipto obtenidos a distintos
procesos de obtencion de bioetanol.

Tiempo de y 5 , 5
Xilosa Xilosa Glucosa Glucosa
Muestras Incubacion
. {g/L] [g/L] [g/L] [g/L]
[dias]
Eucalipto
0 0,84 0,92 0,95 1,08
testigo
Stereum
30 1,02 1.17 2,78 3,04
hirsutum 1
Stereum
30 0,96 1,11 2,15 2,35
hirsutum 2
Stereum
45 2,50 2.79 4728 4.69
hirsutum 1
Stereum
45 2,67 3,39 5,16 5,67
hirsutum 2
Ganoderma
applanatum 45 1,56 1,76 3,72 4,08
1
Ganoderma
applanatum 45 1,24 1,43 3,33 3,64
2

1) Proceso de Hidrélisis Acida
2) Proceso de Sacarificacion.

En la figura 26 vy figura 27, corresponden a una comparacion del contenido promedio
de glucosa y xilosa respectivamente, en los procesos de hidrolisis acida e hidrélisis

enzimdtica en las muestras de eucalipto.
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La muestra testigo de eucalipto corresponde a una muestra de este sustrato, la
cual no se le ha aplicado un pretratamiento biologico (hongos). En la muestra de
eucalipto al utilizar como opcién de pretratamiento al hongo Stereum hirsutum con 45
dias, se obtuvo la mayor cantidad de azlicares con los distintos procesos de obtencion de
bioetanol. Cabe destacar que todos los pretratamientos bioldgicos utilizados (hongos) en

maiz son de pudricién blanca.

3.5 Discusion general del tratamiento de las muestras.

En el presente seminario, se adecuaron las muestras a una granulometria
determinada de 60 pm. Esto tiene directa relacion con la obtencion de azicares, ya que
se ha demostrado que mientras menor sea el tamafio de la particula como es este caso,
mejor es el acceso de las enzimas y acido sobre las muestras, obteniendo mayor cantidad

de azicares (Taherzadeh y col, 2008).

Independientemente del tipo de hongo usado de la aplicacion del tratamiento
biolégico, favorece el contenido de aziicares en las muestras agricolas y forestales. Cabe
destacar que con los hongos de pudricion blanca se alcanza una mayor cantidad de
azucares que con hongos de pudricion café debido a que, los de pudricion blanca atacan
la lignina rompiendo esta barrera natural permitiendo que la accidon de las hidrolisis
(4cida o enzimatica) sea directa en los polisacaridos. (Blanchette, 1991; Kirk y Cullen,

1998; Martinez y col, 2005).
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Ademads se aprecid que a mayor tiempo de incubacidon del pretratamiento se
obtuvo una mayor cantidad de azucares. Se debe considerar que el pretratamiento
biologico tiene una limitacién, ya que el ataque del hongo en las muestras no es
totalmente homogéneo, por este motivo puede que se sobreestime o subestime un valor,
puesto que solo se utiliza una pequefa cantidad de muestra. Esto queda demostrado con
los valores obtenidos en las muestras realizadas como ejemplo en Lenga pretratadas con
Ganoderma applanatum 30 dias, se obtiene una desviacion estdndar de 0,43 para

glucosa y una desviacion estandar de 1,05 para xilosa.

Finalmente en todas las muestras analizadas tanto agricolas como forestales se
obtuvo una mayor cantidad de azhcares en el proceso de hidrélisis enzimatica con
respecto a hidrolisis acida. Esto se debe a que el procesos de hidrélisis enzimatica tiene
una mayor produccion de monosacéridos, debido a que las enzimas son especificas para
convertir la celulosa a azicares sin las reacciones de degradacion de estos (Gomez,
2008). En el proceso de hidrélisis 4cida hay una menor cantidad de azucares debido
probablemente a una degradacién de azlicares mayores debido a las temperaturas

alcanzadas o perdida de muestra por la manipulaciéon de las muestras.
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3.6 Determinacién rendimiento tedrico de etanol a partir de los distintos procesos

de sacarificacion.

3.6.1 Muestras Agricolas

En la siguiente tabla 16 se muestra un resumen del rendimiento tedrico de etanol
que se obtendria con el proceso de hidrdlisis enzimatica e hidrélisis acida en muestras de
maiz. Se usd la relacion de 0,511 g de etanol por 1 g de las respectivas aziicares (glucosa

y xilosa). Para glucosa se uso la siguiente ecuacion:

Levadura o microorganismo

CeH 206 > 2CHsOH+2CO; +E

Para xilosa se uso la siguiente ecuacion:

Levadura o microorganismo

3 C5H1005 > 5 CszOH +5 COZ
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Tabla 16. Rendimiento teérico de etanol en las muestras de maiz.

Tiempo de Rendimiento Rendimiento
Muestras Incubacion Teérico Total ' Teérico Total >
|dias] [L/ton] [L/ton]

Maiz testigo 0 282 11
Trametes versicolor 1 30 306 11
Trametes versicolor 2 30 347 13
Aurantioporus albidus 1 30 475 17
Aurantioporus albidus 2 30 664 24
Pleurotus ostreatus 1 60 1025 43
P. ostreatus 2 60 884 37

Rendimiento Teérico Total': Por proceso hidrélisis acida (glucosa+xilosa).
Rendimiento Tedrico Total’: Por proceso hidrélisis enzimatica (glucosa+xilosa).

Se obtuvo el mayor rendimiento teorico total de etanol a partir de Pleorutus
ostreatus con un tiempo de incubacion de 60 dias con 1025 y 43 litros de etanol por
tonelada de residuo de maiz seco, en los procesos de hidrdlisis 4cida e hidrolisis

enzimatica respectivamente.
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En la siguiente tabla 17 se muestra un resumen del rendimiento teérico de etanol

que se obtuvo con los procesos estudiados en las muestras de trigo.

Tabla 17. Rendimiento tedrico de etanol en las muestras de trigo.

Tiempo de Rendimiento Rendimiento
Muestras Incubacion Teérico Total ! Teérico Total 2
[dias}] [L/ton] [L/ton]
Trigo Testigo 0 224 8
Trametes
30 750 28
versicolor 1
Trametes
30 849 34
versicolor 2
Ganoderma
30 344 13
applanatum 1
Ganoderma
30 457 16
applanatum 2
Postia placenta 1 45 269 10
Postia placenta 2 45 247 12

Rendimiento Teorico Total': Por proceso hidrélisis acida (glucosa+xilosa).
Rendimiento Teérico Total’: Por proceso hidrélisis enzimatica (glucosa+xilosa).

Se obtuvo el mayor rendimiento tedrico total de etanol a partir de Trametes
Versicolor con un tiempo de incubacion de 30 dias con 849 y 33 litros por tonelada de
residuos de trigo seco, en los procesos de hidrolisis dcida e hidrélisis enzimatica

respectivamente.
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3.6.2 Muestras forestales

En la siguiente tabla 18 se muestra un resumen del rendimiento tedrico de etanol

que se obtuvo con los procesos estudiados en las muestras de Lenga.

Tabla 18. Rendimiento tedrico de etanol en las muestras de Lenga.

Tiempo de Rendimiento Rendimiento
Muestras Incubacion Teérico Total ' Teérico Total >
|dias] [L/ton] [L/ton]

Lenga testigo 0 233 8
Ganoderma applanatum

1 30 520 19
Ganoderma applanatum

30 755 27

2

Peniophora gigante 1 45 884 34

Peniophora gigante 2 45 1013 39

G. applanatum 1 45 1117 42

G. applanatum 2 45 1456 54

Rendimiento Tedrico Total': Por proceso hidrélisis acida (glucosa+xilosa).
Rendimiento Tedrico Total’: Por proceso hidrélisis enzimatica (glucosa+xilosa).

Se obtuvo el mayor rendimiento teérico total de etanol a partir de  Ganoderma
applanatum con un tiempo de incubacion de 45 dias con 1456 y 54 litros de etanol por
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tonelada de residuos de Lenga seco, en los procesos de hidrolisis dcida e hidrolisis

enzimatica respectivamente.

En la siguiente tabla 19 se muestra un resumen del rendimiento teérico de etanol

que se obtuvo con los procesos estudiados en las muestras de eucalipto.

Tabla 19. Rendimiento tedrico de etanol en las muestras de eucalipto.

Tiempo de Rendimiento Rendimiento
Muestras Incubaciéon Teorico Total ! Teérico Total
[dias] [L/ton] [L/ton]
Eucalipto testigo 0 337 12
Stereum hirsutum
30 718 27
1
Stereum hirsutum
: 30 588 22
2
Stereum hirsutum
45 1292 46
1
Stereum hirsutum
45 1498 56
2
G. applanatum 1 45 1008 36
G. applanatum 2 45 877 31

Rendimiento Tedrico Total': Por proceso hidrélisis acida (glucosa+xilosa).
Rendimiento Tedrico Total: Por proceso hidrélisis enzimatica (glucosa+xilosa).
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Se obtuvo el mayor rendimiento tedrico total de etanol a partir de Stereum
hirsutum con un tiempo de incubacion de 45 dias con 1498 y 56 litros de etanol por
tonelada de residuos de eucalipto seco, en los procesos de hidrolisis acida e hidrolisis

enzimatica respectivamente.

Se observa que el rendimiento tedrico total (glucosa + xilosa) en las distintas
muestras es mayor al aplicar el proceso de hidrolisis acida que la hidrélisis enzimatica, a
pesar que este ultimo proceso se obtuvo la mayor cantidad de azlicares y esto se debe a
que los volimenes usados en los distintos procesos de sacarificacion (hidrolisis acida e
hidrélisis enzimadtica) son distintos causando dicha diferencia. Al realizar la
comparacién con el mismo volumen se obtiene para maiz pretratada con Trametes
versicolor en 30 dias 306 y 984 litros de etanol por tonelada de residuo seco, en los
procesos de hidrolisis dcida e hidrdlisis enzimatica, respectivamente. Asi realizando una
comparacién con el mismo volumen se obtiene un mayor rendimiento tedrico total de
etanol con el proceso de hidrolisis enzimatica. Cabe destacar que una limitacion para
realizar esta comparacion de un mismo volumen es que se hace necesario utilizar una
mayor cantidad de enzimas, las cuales tienen un costo econémico alto y ademas se debe
cumplir el requerimiento que el proceso de hidrélisis enzimatica sea al 10 % (Fritz,
2008).

En términos de produccion experimental de bioetanol, Fritz (2008) obtuvo 53
litros de etanol por tonelada de residuo de Lenga seca a partir de la concentracion de

glucosa, utilizando como proceso la hidrolisis enzimatica, mientras que en este estudio
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s6lo se logrd una concentracion de 32 litros de etanol por tonelada de residuo de Lenga
seca. Esta gran diferencia se puede deber al método utilizado en la determinacion de
glucosa, ya que en Fritz (2008) se realizo por el método del acido dinitrosalicilico
(DNS), tal vez que la actividad enzimatica de las enzimas usadas sean diferentes o que la
porcién de muestra seleccionada no fue atacada de las misma forma por los hongos en la

etapa del pretratamiento.

Finalmente el rendimiento tedrico total de etanol obtenido debe ser comprobado
experimentalmente. Como ya se ha discutido durante el proceso de hidrdlisis se
producen muchos productos de degradacion los cuales afectan de diversas formas a los
microorganismo utilizados para la fermentacion alcoholica. Algunos efectos producidos
por el furfural sobre los microorganismos son: reduccion de la tasa especifica de
crecimiento (Azhar y col., 1981; Navarro, 1994); disminucion de la productividad
volumétrica de etanol (Navarro, 1994; Larsson y col., 1999b); descenso de la
productividad especifica de etanol (Palmqvist y col., 1999b; Taherzadeh y col., 2000b) y
disminucion de la produccién de biomasa (Palmqvist y col., 1999b). Los efectos
producidos por el HMF aunque menores ya que la toxicidad mostrada por este
compuesto sobre los microorganismos es menor que la del furfural (Taherzadeh y col.,

2000 a; Larsson, 2000).
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IV. CONCLUSIONES

El método analitico usado permite identificar, cuantificar glucosa y xilosa, las
cuales son fundamentales su determinacién, ya que estas componen
mayoritariamente las distintas muestras estudiadas influyendo considerablemente
en el contenido de etanol final.

En el caso de galactosa, manosa y arabinosa el método analitico usado permite
identificarlas y cuantificarlas pero su ausencia aparente se debe a que en este tipo
de muestras, se encuentran en muy bajas concentraciones (Francisco Goémez,
2008) inferior al limite de deteccién del método analitico. Por lo cual, para
cuantificarlos seria necesario utilizar otros métodos analiticos como la
Cromatografia Gaseosa acoplada con masa, con la que se puede llegar a limites
de deteccion inferiores.

La aplicacion de un pretratamiento, en este caso biolégico, aumenta la cantidad
de azuicares presentes en las muestras en comparacion con los testigos.

En general, a mayor tiempo de incubacion se obtiene una mayor cantidad de
azucares.

El proceso de hidrolisis enzimatica obtuvo la mayor cantidad de azucares y se
caracteriza por ser mas amigable con el medio ambiente en comparacion con la

hidroélisis acida.
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Segtim el tipo de muestras estudiadas se obtuvo la mayor cantidad de azicares al
utilizar como pretratamiento los siguientes hongos:

Maiz pretratado con Pleurotus ostreatus en 60 dias.

Trigo pretratado con Trametes Versicolor en 30 dias.

Lenga pretratado con Ganoderma applanatum en 45 dias.

Eucalipto pretratado con Stereum hirsutum en 45 dias.
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V. RECOMENDACIONES

v Verificar que al aplicar el pretratamiento bioldgico este sea homogéneo sobre las
muestras y no sea afectado por la aparicién de otro tipo hongo.

v Utilizar otro método analitico como la Cromatografia Gaseosa acoplada con
masa para cuantificar las azticares no cuantificadas (galactosa, manosa y arabinosa) pero
se debe destacar que el uso de esta técnica es mas compleja, puesto que se hace
necesario realizar un mayor tratamiento a las muestras y un costo economico. Ademads
estas azlicares al estar en pequefias concentraciones su contribucién en la produccion de
etanol total seria menor o casi nula.

v Identificar vy cuantificar experimentalmente los inhibidores en los procesos de
sacarificacion (hidrélisis acida e hidrélisis enzimatica) y fermentacion para comprobar si

estos influyen considerablemente en la concentracion final de etanol.

81



VI. REFERENCIAS

ALONSO RUBIO, MARIA VIRGINIA. “Formulacién y curado de resinas fenol —
formaldehido tipo “Resol” con sustitucion parcial del fenol por lignosulfonatos
modificados”. 2002.

BLANCHETTE R, 1984. Screening wood decayed by white rot fungi for preferential
lignin degradation. Applied and Environmental Microbiology. 647-653.

BLANCHETTE R, 1991. Delignification by Word decay fungi. Annual review
phytopathology, 29: 381-398.

BOQUE RICARD, “El limite de deteccion de un método analitico”, 2004.

CALENTAMIENTO GLOBAL. Revisado el 13 de Octubre 2010.
http://es.wikipedia.org/wiki/calentamiento_global.

CONSUELO ZENAIDA FRITZ FUENTES, 2009. “Rendimiento de azucares
reductores a partir de Nothofagus pumilio (Poepp. et Endl.) Krasser sometido a un
pretratamiento bioldgico para la produccion de etanol”.

COMBUSTIBLE FOSIL. Revisado 17 Junio 2010.
http://es.wikipedia.org/wiki/Combustible % C3%B3sil.

CUAMATZI TAPIA OSCAR, “Bioquimica de los procesos metabdlicos”, 2004,
Pagina 62.

DIETRICH FENGEL, Gerd Wegener, “Wood, Chemistry, Ultra structure, Reactions”,
Walter de Gruyter, 1984.

EERO SJOSTROM, “Wood Chemistry, Fundamentals and Applications”, second
edition, Academic Press, 1993.

EFECTOS POTENCIALES, Revisado 12 de Octubre 2010.
http://es.wikipedia.org/wiki/Efectos_potenciales_del calentamiento global.

ENERGY INFORMATION ADMINISTRATION (EIA), US Department of Energy.
World Consumption of Primary Energy by Energy type and selected country groups,
1980-2004.

FURFURAL. Revisado 1 de Noviembre 2010. http://es.wikipedia.org/wiki/Fufural.

82



GOMEZ FRANCISCO, 2008. “Métodos secuenciales de pretratamiento quimico y
enzimdtico de residuos agricolas para la produccién de metano”.

JOSE MIGUEL OLIVA DOMINGUEZ, “Efecto de los productos de degradacion
originados en la explosion por vapor de biomasa de chopo sobre Kluyveromyces
Marxianus, Universidad Complutense de Madrid, 2003.

HMF. Revisado 4 de Noviembre 2010. http://es.wikipedia.org/wiki/HMF.

L. BALLESTEROS, J.M. Oliva, M.J. Negro, P. Manzanares y M. Ballesteros, “Proceso
de sacarificacion y fermentacion simultaneas para la conversion de la fraccién

celuldsica del residuo de la extraccion del aceite de oliva en etanol”, Grasas y Aceites,
Facs.3, 2002, 282-288.

M. BALLESTEROS, J.M Oliva, M.J Negro, P. Manzanares, 1. Ballesteros, “Ethanol
from lignocellulosic materials by a simultaneous saccharification and fermentation
process (SFS) with Kluyveromyces marxianus CECT 10875, September 2003.

METODOS ANALITICOS ESTANDARES DE BIOMASA PROCEDIMIENTOS
ANALITICOS DE LABORATORIO DEL NREL (National Renewable Energies
Laboratory, USA). Revisado 26/02/2010.

LARSSON §S., Reimann A., Nilvebrant N. O., & Jénsson L. J. (1999a) Comparison of
different methods for the detoxification of lignocellulose hydrolysates of spruce. Appl.
Biochem. Biotechnol. 77-79: 91-103.

LARSSON S., Palmqyvist E., Hahn-Hégerdal B., Tengborg C., Stenberg K., & Zacchi G.
N. N. O. (1999b) The generation of fermentation inhibitors during dilute acid hydrolysis
of softwood. Enzyme Microbiol. Technol. 24: 151-159.

LARSSON S. (2000) Ethanol from lignocellulose-Fermentation inhibitors,
detoxification and genetic engineering of Saccharomyces cerevisiae for enhanced
resistance. Tesis doctoral. Lund. Suecia.

LARSSON 8., Quintana-Sdinz A., Reimann A., Nilvebrant N. O., & Jonsson L. J.
(2000) The influence of lignocellulose-derived aromatic compounds on oxigen-limited
growth and ethanolic fermentation by Saccharomyces cerevisiae. Appl. Biochem.
Biotechnol. 84-86: 617-632.

LAVARACK B. P, Griffin G. J y Rodman, 2000. “Measured Kinetics of the acid-

calalysed hydrolysis of sugar cane bagasse to produce xylose. Catalysisoday. Vol. 63: p
257-265.

83



PARVEEN KUMAR, Diane M. Barret, Michael J. Delwiche, Pieter Stroeve, “Methods
for Pretreatment of lignocellulosic Biomass for efficient Hydrolysis and Biofuel
Production”, University of California Davis, 2009.

PONTT, CARLOS, 2008. “Potencial de biomasa en Chile™.
http://www.neim.utfsm.cl/arch/20080808-02-Biomasa.pdf.

ROBERTSON, E.E, “Biocombustibles: Biosphere, biomasse, bioconversion,
Biocombustibles”, editions SCM, 1979.

SCIENTIFIC PYSCHIC, Revisado 21 de Octubre 2010.
www.scientificpsychic.com/fitness/carbohidratos2.html.

SCIENTIFIC PYSCHIC, Revisado 28 de Octubre 2010.
www.scientificpsychic.com/fitness/carbohidratos.html.

SOGORB SANCHEZ, MIGUEL ANGEL, “Técnicas analiticas de contaminantes
quimicos, Aplicaciones, 2004.

TAHERZADEH, M. Y KARIMI, K. 2007. Enzyme-based hydrolysis process for ethanol
from lignocellulosic materials: a review. BioResources 2(4): 707-738.

TAHERZADEH, M. Y KARIMI, K. 2008. Pretreatment of lignocellulosic wastes to
improve ethanol and biogas production: A review. International journal of molecular
sciences, 9: 1621-1651.

RUIZ CAMACHO, RUBEN (1981). Cultivo de trigo y la cebada. Temas de
orientacion Agropecuaria, Bogota. Paginas: 19-20.

SEDESA. http://www.sedesa.com/es_pudricion_de madera.html Revisado 15 de junio
2010.

WOOLEY R. J.. Ruth M. F., Glassner D., & Sheenan J. (1999) Process desing and
costing of bioethanol technology: a tool for determining the status and direction of
research and development. Biotechnol. Prog. 15: 794-803.

WYMAN C. E. (1996). Ethanol production from lignocellulosic biomass: overview.
Wyman, C. E. 1-18. Bristol, Taylor and Francis. Handbook on bioethanol: production
and utilization.

WYMAN C. E. (1999). Production of low cost sugars from biomass: progress,
opportunities and challenges. Overend, R. P. and Chornet, E. 1, 867-872. Pergamon,
Oxford, Proceeding of the 4th Biomass Conference of the Americas. Biomass-a growth
opportunity in green energy and value-added products.

84



ZACCHI G. & AXELSSON A. (1989) Economic evaluation of preconcentration in
production of ethanol from dilute sugar solutions. Biotechnol. Bioeng. 34: 223-232.

ZALDIVAR J., MARTINEZ A., & Ingram L. O. (1999) Effect of selected aldehydes

on the growth and fermentation of ethanologenic Escherichia coli LY01. Biotechnol.
Bioeng. 65: 24-33.

85



VII. ANEXOS
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A.1 Curvas de calibracion de azucares.

A. Validacién del método Cromatografico.

A.1.1 Tabla Curva de calibracion Glucosa sin hidrolizar (rango 0.4 a 0.8 mg/mL)

0,4 [mg/mL | 0,6 [mg/mL] 0.8 [mg/mL]
Tiempo Tiempo Tiempo
retencion Area retencion Area retencion Area
[min] [min] [min]
13,576 44584 13,603 95705 13,825 107316
13,531 44594 13,585 96784 13,750 106544
13,476 43176 13,700 95443 13,767 107737
13,233 43184 13,647 96257 13,098 107315
13,114 43224 13,125 96053 13,093 106433
13,181 43468 13,117 95939 13,117 106502
13,131 44592 13,110 95691 13,131 107194
Promedio 13,320 43831,71 13,412 95981,71 13,397 107005,86
DE 0,20 716,02 0,28 443,03 0,36 509,42
CV [%] 1,50 1,63 2,08 0,46 2,68 0,48
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A.1.2 Tabla Curva de calibracién Glucosa sin hidrolizar (rango 1 a 6 mg/ml.)

1 [mg/mlL] 2 [mg/mL] 4 [mg/mL] 6 [mg/mL]
Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo
retencion Area retencion Area retencion Area retencién | Area
[min] [min] [min] [min]

13,018 196541 13,205 425747 13,555 832820 13,617 1484573
13,960 195753 13,152 426777 13,538 832099 13,595 1485454
13,803 195939 13,097 426181 13,232 833266 13,565 1485646
13,833 195123 13,592 426716 13,567 833021 13,071 1484808
13,110 196104 13,547 426358 13,325 833091 12,993 1485125
13,710 195836 13,450 426025 13,079 832821 13,239 1484723
13,661 195518 13,406 426407 13,114 833630 13,249 1484991
Promedio 13,585 195830,57 13,349 426315,86 13,344 832964 13,333 1485045,7

DE 0,37 446,40 0,20 367,25 0,21 473,21 0,26 391,67

CV [%] 2,72 0,23 1,48 0,09 1,57 0,06 1,94 0,03
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A.1.3 Tabla Curva de calibracion Glucosa con hidrolizar (rango 0,4 a 0,8 mg/mL)

0.4 [mg/mL] 0,6 [mg/mL] 0.8 [mg/mL]
Tiempo Tiempo Tiempo

retencion Area retencion Area retencion Area

[min] [min] [min]
13,297 24251 13,767 72158 13,150 93420
13,507 24507 13,879 71978 13,232 92993
13,697 24478 13,643 72034 13,083 92039
13,732 24653 13,900 72305 13,473 93423
13,853 24203 13,979 72234 13,567 92753
13,283 25906 13,593 72689 13,050 93952
13,500 24902 13,899 72003 13,302 92737

Promedio 13,553 24700 13,809 72200,14 13,265 93045,29
DE 0,22 582,04 0,15 247,90 0,20 619,28
CV [%] 1,61 2,36 1,05 0,34 1,47 0,67
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A.1.4 Tabla Curva de calibracion Glucosa con hidrolizar (rango 1 a 6 mg/mL)

1 [mg/mL] 2 [mg/mL] 4 [mg/mL] 6 [mg/mL]
Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo
retencion Area retencion Area retencion Area retencioén Area
[min] [min] [min] [min]
13,867 141873 13,667 367082 13,800 822931 13,017 1367897
13,217 141921 13,817 366982 13,833 823060 13,117 1367454
13,983 142335 13,953 366869 13,800 822825 13,467 1367780
13,833 142469 13,852 367042 13,800 822613 12,917 1367672
13,845 142232 13,967 366853 13,833 822825 13,433 1367032
13,953 142153 13,907 366943 13,854 822827 13,117 1367987
13,973 141988 13,906 367043 13,767 823123 13,789 1367783
Promedio 13,810 142138,71 13,867 366973.43 13,812 | 822886,29 13,265 1367657,86
DE 0,27 222,58 0,10 89,20 0,03 170,26 0,31 323,92
CV [%] 1,95 0,17 0,74 0,02 0,21 0,02 2,32 0,02
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A.1.5 Tabla Curva de calibracion Xilosa sin hidrolizar (rango 0,4 a 0,8 mg/mL)

0.4 [mg/mL] 0,6 [mg/mL] 0.8 [mg/mL]
Tiempo Tiempo Tiempo

retencion Area retencion Area retencion Area

[min] [min] [min]
8,346 21576 8,397 30814 8,441 58219
8,254 22786 8,167 30396 8,410 57654
8,342 22789 8,411 29929 8,084 57857
8,576 21432 8,345 30553 8,284 58544
8,379 21768 8,892 30691 8,276 57336
8,231 22456 8,864 29682 8,117 58541
8,321 22345 8,592 30800 8,226 57844

Promedio 8,350 22164,57 8,524 30409,29 8,263 57999,29
DE 0,113 567,73 077 442,77 0,13 454,97
CV [%] 1,35 2,56 3,19 1,47 1,62 0,78
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A.1.6 Tabla Curva de calibracion Xilosa sin hidrolizar (rango 1 a 6 mg/mL)

1 [mg/mL] 2 [mg/mL] 4 [mg/mL] 6 [mg/mL]
Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo
retencion Area retencion Area retencion Area retencion Area
[min] [min] [min] [min]
8.145 77212 8,497 122477 8,497 231311 8,679 327948
8.467 76817 8.017 122142 8,017 231472 8,650 328489
8,183 77249 8,989 122446 8,989 232098 8,627 328684
8,083 76957 8,527 122066 8,527 231250 8,009 327927
8.200 76848 8,513 122278 8,513 232219 8.987 328974
8,182 76487 8,007 122414 8,007 232057 8,002 328853
8.200 76563 8,027 123060 8,027 232427 8,071 328768
Promedio 8,209 76876,14 8.368 122411,86 8.553 231833.43 8,432 32852043
DE 0,12 270,49 0,37 325,54 0.38 476,96 0,40 425,28
CV [%] 1,48 0,35 4.41 0,27 4,46 0,21 4,72 0.13
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A.1.7 Tabla Curva de calibracion Xilosa con hidrolizar (rango 0.4 a 0,8 mg/mL)

0,4 [mg/mL] 0,6 [mg/mL] 0.8 [mg/mL]
Tiempo Tiempo Tiempo
retencion Area retencion Area retencion Area
[min] [min] [min]
8.532 30897 8,513 42139 8,483 46966
8,367 29542 8,614 42032 8,103 47714
8,356 30643 8,453 41462 8,150 47543
8.289 29562 8,354 41953 8,312 46983
8,123 29352 8,314 41979 8,423 47132
8,342 30013 8,514 42132 8,543 46893
8,634 29534 8,314 42052 8.412 47032
Promedio 8,378 29934,71 8,439 41964,14 8,3479 47180,43
DE 0,17 564,05 0,12 232,22 0,17 318,36
CV [%] 1,97 1,88 1,37 0,55 2,00 0,67
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A.1.8 Tabla Curva de calibracion Xilosa con hidrolizar (rango 1 a 6 mg/mL)

1 [mg/mL] 2 [mg/mL] 4 [mg/ml.] 6 [mg/mL]
Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo

retencion | Area | retencion | Area | retencién Area retencion Area

[min] [min] [min] [min]
8,202 61143 8,032 116678 8,032 203466 8,217 322717
8,457 60547 8.533 116127 8,533 203199 8,254 321949
8,317 61243 8,142 115978 8,142 202987 8,196 322334
8,186 61089 8,097 116242 8,097 203728 8,129 322183
8,583 61958 8,317 115987 8,317 203531 8,215 321983
8,032 61543 8,317 115965 8,317 202720 8,154 322428
8,042 61653 8,283 116073 8,283 202843 8,069 321973

Promedio 8,260 61310,86 8,246 116150 8,246 203210,57 8,176 322223.86
DE 0,21 457,39 0,17 253,01 0,17 378,93 0,06 287,27
CV [%] 2,49 0,75 2,06 0,22 0,38 0,19 0,77 0,09
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A.2 Recuperacion de los estandares de aztcares

A.2.1 Tabla de porcentaje de recuperacion para Glucosa.

Concentracién Inicial | Areacon | Concentraciéon Con Recuperacion
CcH/CsH
Sin Hidrélisis [mg/mL] | Hidrolisis | Hidrolisis [mg/mlL | [%]
0,4 24700 0,395 0,988 98,79
0.6 72200,14 0,584 0,974 97,36
0,8 93045,29 0,667 0,834 83.39
l 142138,71 0,862 0,862 86,25
2 366973,43 1,757 0,879 87.86
4 822886,29 3,571 0.893 89,29
6 1367657,86 5,739 0,957 95,65
A.2.2 Tabla de porcentaje de recuperacion para Xilosa.
Concentracion Inicial | Areacon | Concentracion Con Recuperacion
CcH/CsH
Sin Hidrolisis [mg/mL] | Hidrolisis | Hidrolisis [mg/mL] [%]
0.4 29934.71 0,370 0.925 92,49
0,6 41964,14 0,592 0,987 98,71
0,8 47180,43 0,689 0,861 86.08
1 61310,86 0,950 0,950 94,98
2 116150 1,963 0,982 98,17
4 203210,57 3,572 0,893 89,31
6 322223.86 5,772 0,962 96,20
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A.3 Limite de Deteccion y limite de Cuantificacion de azicares

A.3.1 Tabla Resumen para curva de calibracion Glucosa.

Concentracion Inicial Sin )
Area sin Hidrolisis Desviacion Estandar
Hidrolisis [mg/mlL]
0.4 43831,71 339,53
0,6 95981,71 716,02
0,8 107005,86 443,03
1 195830.57 509,42
2 426315.,86 446,40
4 832964 367,25
6 1495045,71 473,21

A continuacién se presenta las graficas de la curva de calibracién de Glucosa (0,4 - 2

mg/mL):
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Figura 1. Curva de Calibracion Glucosa.

Limite de deteccion Glucosa: 58154 + (3 x 512.01) = 0,247 mg/mL.

241612

Limite de Cuantificaciéon Glucosa: 58154 + (10 x 512.01) = 0,262 mg/mL.
241612
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A.3.2 Tabla Resumen para curva de calibracion Xilosa.

Concentracion Inicial Sin Area sin Hidrolisis Desviacion Estandar
Hidrolisis [mg/mlL.]
0,4 22164,57 567,73
0,6 30409,29 442,77
0,8 57999.29 45497
1 76876,14 270,498
2 122411,86 325,54
4 23183343 476,96
6 328520,43 425,28

A continuacion se presenta las graficas de la curva de calibracion de Xilosa (0.4 — 2

mg/mlL:
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Figura 2. Curva de Calibracion Xilosa.

Limite de deteccion Xilosa: 1512 + (3 x 536.47) = 0,050 mg/mL.
62979

Limite de Cuantificacion Xilosa: 1512 + (10 x 536,47) = 0,109 mg/mL.

54107
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B.1.Cantidad de masa utilizada en el proceso de Hidrolisis Acida y Sacarificacién en los

distintos tipos de sustratos.

B.1.1 Tabla de la cantidad de masa en el proceso de Hidrolisis Acida y Sacarificacién en

muestras de Maiz.

Tiempo de Masa en Hidrolisis Masa en
Muestra ,
Incubacion [dias] Acida [g] Sacarificacion [g]

Maiz testigo 1 0 0,302 0,106
Maiz testigo 2 0 0,304 0,103
Trametes 1 30 0,301 0,103
Trametes 2 30 0,310 0,101
Auranteoporus | 30 0,301 0,106
Auranteoporus 2 30 0,302 0,107
Pleorotus 1 60 0,304 0,105
Pleorotus 2 60 0,304 0,105
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B.1.2 Tabla de la cantidad de masa en el proceso de Hidrolisis Acida y Sacarificacién en

muestras de Trigo.

Tiempo de Masa en Hidrolisis Masa en
Muestra )
Incubacion [dias] Acida [g] Sacarificacion [g]

Trigo testigo 1 0 0,307 0,105
Trigo testigo 2 0 0,307 0,105
Trametes 1 30 0,301 0,103
Trametes 2 30 0,301 0,108
Ganoderma 1 30 0,306 0,107
Ganoderma 2 30 0,302 0,108
Postia 1 45 0,305 0,106
Postia 2 45 0,306 0,105
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B.1.3 Tabla de la cantidad de masa en el proceso de Hidrolisis Acida y Sacarificacién en

muestras de Lenga.

Tiempo de Masa en Hidrdlisis Masa en
Muestra )
Incubacion [dias| Acida [g] Sacarificacion [g]
Lenga testigo 1 0 0,308 0,107
Lenga testigo 2 0 0,305 0,104
Ganoderma 1 30 0,305 0,106
Ganoderma 2 30 0,301 0,106
Ganoderma 1 45 0,303 0,107
Ganoderma 2 45 0,301 0,105
Peniophoca 1 45 0,307 0,102
Peniophoca 2 45 0,303 0,103

102




B.1.4 Tabla de la cantidad de masa en el proceso de Hidrolisis Acida y Sacarificacion en

muestras de Eucalipto.

Tiempo de Masa en Hidrolisis Masa en
Muestra ’
Incubacion [dias] Acida [g] Sacarificacion [g]

Eucalipto testigo 1 0 0,303 0,105
Eucalipto testigo 2 0 0,302 0,105
Stereum 1 45 0,304 0,108
Stereum 2 45 0,303 0,106
Stereum 1 30 0,301 0,103
Stereum 2 30 0,300 0,103
Ganoderma 1 45 0,303 0,107
Ganoderma 2 45 0,300 0,108
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B.2 Contenido de humedad en los distintos procesos estudiados en los diferentes

sustratos.

B.2.1 Datos del contenido de humedad (FH) en los procesos estudiados en maiz

Lignina Insoluble
Tiempo de ] FH Hidrélisis FH Hidrélisis
Muestra Hidrolisis Acida
Incubacion [dias] Acida Enzimatica
[g]
Maiz testigo 1 0 0.072 1,02 1,04
Trametes 1 30 0,047 1,02
> > 1,01
Trametes 2 30 0,050 1,02
k3 * 1,01
Auranteoporus 1 30 0,048 1,02 L02
Auranteoporus 2 30 0,051 1,01 1.04
Pleorotus 1 60 0,049 1,02
; = 1,04
Pleorotus 2 60 0,047 1,02 102

104




B.2.2 Datos del contenido de humedad (FH) en los procesos estudiados en trigo.

Lignina Insoluble

Tiempo de FH Hidrolisis FH Hidrolisis
Muestra Hidrdlisis Acida )
Incubacion [dias] Acida Enzimatica
[g]

Trigo testigo 1 0 0,074 1,02 1,01
Trametes 1 30 0,046 1,02 1,03
Trametes 2 30 0,053 1,02 1,02

Ganoderma 1 30 0,055 1,02 1,04

Ganoderma 2 30 0,057 1,01 1,01

Postia 1 45 0,037 1,02 1,02
Postia 2 45 0,030 1,02 1,03

3

el
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B.2.3 Datos del contenido de humedad en el proceso de hidrolisis acida en Lenga.

Lignina Insoluble

Tiempo de FH Hidrolisis FH Hidrolisis
Muestra Hidrolisis Acida
Incubacion [dias] Acida Enzimatica
le]

Lenga testigo 1 0 0,093 1.02 1,01
Ganoderma 1 30 0,052 1,02 1,04
Ganoderma 2 30 0,051 1,02 1,02
Ganoderma 1 45 0,064 1,02 1,04
Ganoderma 2 45 0,063 1,02 1,04
Peniophoca 1 45 0,048 1,01 1,04
Peniophoca 2 45 0,056 1,01 1,02
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B.2.4 Datos del contenido de humedad en el proceso de hidrélisis acida en eucalipto.

Lignina
Tiempo de Insoluble FH Hidrolisis FH Hidrdlisis
Muestra ]
Incubacion [dias] Hidrélisis Acida Enzimatica
Acida [g]

Eucalipto testigo 1 0 0,068 1,01 1.01
Stereum 1 45 0,031 1,02 1,01
Sterewm 2 45 0,033 1,02 1,01
Stereum 1 30 0,037 1,02 1,04
Stereum 2 30 0,045 1,02 1,02

Ganoderma 1 45 0,057 1,03 1,02
Ganoderma 2 45 0,052 1,02 1,03
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C. Contenido de azacares en los distintos sustratos estudiados.

C.1 Contenido de azucares en el proceso de hidrolisis acida.

C.1.1 Datos del contenido de Glucosa en las muestras de maiz. (Parte I)

Maiz Testigo 1

Maiz Testigo 2

Trametes 1(30)

Trametes 2 (30)

= = = =

= b= R R
— o — o 7 — Qo 7 — Q ¥
= = = = E @ @ = 8 g - = = s =
E|l &2 |e5| E| 2 |E5| E | & |E5| E | & |E5
= | T | 3E| # | ¢ | 8E| < < SE | = < S E

[=} o (=] (=]

&) O &) &)
13.676 | 168196 | 0,966 13.800 | 169320 | 0971 13.431 189479 1,051 13,447 | 243908 1,267
13,233 | 167196 | 0,962 13,753 | 168523 | 0,967 13,767 188589 1,047 13.658 | 242832 1,263
13,167 | 168267 | 0,966 13,483 | 169277 | 0970 | 13,542 189542 1,051 13,012 | 243242 1,265
13,675 | 167121 | 0962 | 13356 | 168456 | 0,967 13,792 189107 1,050 | 13,023 | 243832 1.267
13,438 | 167695 | 0,963 13598 | 168894 | 0,968 13,633 | 18917925 | 1,050 | 13285 | 2434535 | 1,266
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C.1.2 Datos de] contenido de Glucosa en las muestras de maiz. (Parte II)

Auranteoporus 1(30) | Auranteoporus 2 (30) Pleorotus 1 (60) Pleorotus 2 (60)
g g 8 5
— o — o 4 — o — ‘5 i
g s |83 £ s |83 | £ 3 g2 | 8 s | &
B s €| E s |EE| E o | 2§ E 5 |2 £
Sl o g @ e -t g o = -t 5 o = <t S &b
& g Bl & g E| = 2 E| = g £
< Q o) o
@] &) Q
13,931 | 341938 | 1,658 | 13,033 | 533537 | 2432 | 13.647 | 766616 | 3,359 | 13,750 | 741954 | 3.266
13,952 | 342341 | 1,660 | 13,142 | 534942 | 2428 | 13572 | 765832 | 3360 | 13810 | 742483 | 3262
13,987 | 342042 | 1.660 | 13214 | 533142 | 2426 | 13782 | 767542 | 3361 | 13,742 | 742532 | 3.263

13,973 342171 1.658 13,042 534643 2,432 13,472 766452 3.360 13,734 742742 3.264

13,961 342123 | 1,661 13,1068 534066 2,430 13,618 | 766610,5 3,360 13,759 | 742427,75 | 3,264
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C.1.3 Datos del contenido de Xilosa en las muestras de maiz. (Parte I)

Maiz Testigo 1 Maiz Testigo 2 Trametes 1 (30) Trametes 2 (30)
£ 2 2 8
Faiy o i o5 iy 'a — —i ‘5 -
£ | g |EE|E| 8 |EE|E | g |EE E| 3 |EE
E = o = E tar) o = £ st o g g2 5
= < 18R] < |z =< B | < |8
= 2 E| =& 2 E| & 2 E| & 2 £
5] 5 S 3
@] (@) @] @)
8,067 | 37632 | 0,512 | 8250 | 39154 | 0,540 | 8878 | 40645 | 0,568 | 8,281 | 43247 | 0616
8217 | 38543 | 0520 | 8100 | 38168 | 0522 | 8875 | 39242 | 0,542 | 8274 | 42973 | 0,611
8267 | 37305 | 0.506 | 8,150 | 39097 | 0,539 | 8.742 | 40892 | 0,572 | 8,253 | 42732 | 0,606
8234 | 38476 | 0,528 | 8213 | 38054 | 0,520 | 8842 | 39137 | 0,540 | 8,287 | 43041 0,612
8,19625 | 37980 | 0,519 | 8,178 | 3861825 | 0,530 | 8,834 | 39979 | 0,556 | 8,274 | 4299825 | 0,611
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C.1.4 Datos del contenido de Xilosa en las muestras de maiz. (Parte II)

Auranteoporus 1 (30) | Auranteoporus 2 (30) Pleorotus 1 (60) Pleorotus 2 (60)
=
5 _ £ s g
g = o 3 = L = = = e " = & 2 o =
b ! L =20 —_— T o ©°0 — et o &0 —_— ~<ﬂ L b
& g B| & g 8| & g E| =& 2 B
) Q < =]
Q &) ] @]

8,207 54887

=]
-]
V%)
—

8,267 67920 1,072 8,946 122966

d
[
(%]
o

8.136 86822 1,421

8,213 55342 0,840 8,242 68792 1,088 8,973 121697 2,066 8,172 87242 1,429

8,227 54232 0,819 8,217 69642 1.104 8,989 122792 2,086 8,182 86945 1,424

8,231 55482 0.842 8.203 68142 1,076 8,942 121792 2,068 8,232 87897 1,441

8,220 | 54985,75 | 0,833 8,232 68624 1,085 8,963 | 122311,75 | 2,077 8,181 | 87226,5 | 1,429
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C.1.5 Datos del contenido de Glucosa en las muestras de trigo. (Parte I)

Trigo Testigo 1 Trigo Testigo 2 Trametes 1 (30) Trametes 2 (30)

.‘g .‘g .‘5 ?.5
= s |82 & s |82 = s |82 = ” g =
g 5 B E = ] = B = 3] £ E = 5] B E
=, tart = = E = o — = = o g = o
: | < (BB 2| < |BEE 5| % |EE s | < |82

Q < Q Q

&) o o Q

13,713 | 92839 | 0,666 | 13,942 | 94545 | 0,670 | 13,769 | 675672 | 2,996 | 13,753 | 770954 | 3.376
13,700 | 93273 | 0,667 | 13,847 | 93893 | 0,670 | 13,802 | 676782 | 2,990 | 13.814 | 770483 | 3.370
13917 | 93403 | 0.667 | 13,201 | 93642 | 0.668 | 13,892 | 675032 | 2993 | 13,742 | 770532 | 3.381
13,923 | 92697 | 0,661 | 13,132 | 94542 | 0670 | 13,752 | 676972 | 2,991 | 13,734 | 770742 | 3.379
13,813 | 93053 | 0,665 | 13,531 | 941555 | 0,669 | 13,804 | 676114,5 | 2,998 | 13,761 | 770677,75 | 3,377
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C.1.6 Datos del contenido de Glucosa en las muestras de trigo. (Parte II)

Ganoderma 1 (30) Ganoderma 2 (30) Postia 1 (45) Postia 2 (45)
o g
:5 :5 .7 M
= s |83 g = 823 | « E2] E| « |B=
g | & |8 & E o [EE E| & |EE E| & |BE
—_— < 8 on —_— ~< 8 E) — st 8 eTH] — \2 8 oll]
& 2 Bl = 2 E|l & 2 Bl & 2 £
Q =] < Q
Q @) &) @)
13.55 192576 | 1,063 | 13.907 312425 1,542 | 13,533 | 138506 | 0,846 | 13,450 | 115402 | 0.754
13,642 | 193732 | 1,068 | 13,547 313418 1,544 | 13,513 | 137742 | 0,844 | 13,374 | 116478 | 0.759
13,742 | 192852 | 1,064 | 13.836 312942 1,542 | 13,412 | 137642 | 0.844 | 13,354 | 115452 | 0,754
13,532 | 193042 | 1,065 | 13,748 | 312532 | 1.541 | 13.642 | 138042 | 0846 | 13,267 | 116876 | 0,762
X | 13,617 | 193050,5 | 1,065 | 13,756 | 31282925 | 1,544 | 13,525 | 137983 | 0,844 | 13,361 | 116052 | 0,757

113




C.1.7 Datos del contenido de Xilosa en las muestras de trigo. (Parte T)

TrigoTestigo 1 TrigoTestigo 2 Trametes 1 (30) Trametes 2 (30)

k= 2| 5 g
- BT = 8T = RS g
£l g |EB| €| s |EEBl S| g |ER| & s |EE
g = = = =) = = = g 2 = <= g = e =
— ot o &b —_— et o o —_— .2 o &b —_ e o &b
E 2E| = 2E| = 2E| = 22

Q o Q =]

Q Q Q o
8,033 | 38133 | 0,521 | 8,142 | 37743 | 0,514 | 8433 | 59140 | 0910 | 8044 | 68749 | 1,087
8.243 | 39842 | 0,553 | 8,742 | 38953 | 0537 | 8.442 | 60792 | 0.940 | 8,052 | 67462 1,064
8,223 | 38342 | 0,525 | 8232 | 38842 | 0,535 | 8,041 | 60042 | 0926 | 8081 67942 1,072
8,172 | 39789 | 0,552 | 8342 | 37642 | 0,512 | 8231 | 59842 | 0923 | 8032 | 68512 1,083
8,168 | 39026,5 | 0,538 | 8365 | 38295 | 0,524 | 8,287 | 59954 | 0,925 | 8,053 | 6816625 | 1,077
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C.1.8 Datos del contenido de Xilosa en las muestras de trigo. (Parte II)

Ganoderma 2
Ganoderma 1 (30) Postia 1 (45) Postia 2 (45)
(30)

o = ol =

2 = S o]
— o " & T3 QO ™| 8 T
£ 8 EE|E |5 |EE E| 8 |EE|E| 8 |EE
E - E — E — = = E E E ~ E — o~
— < o &b — < o b — < o &b = <t Qo &b
= 2E = 2 E| = 2E = 2 5

(= =} Q Q

Q Q &} @)
8014 | 51555 | 0,770 | 8,183 | 57807 | 0.885 | 8.247 | 42357 | 0,600 | 8.432 | 40486 | 0,565
8052 | 52142 | 0.780 | 8,95 | 56487 | 0,861 | 8,352 | 41892 | 0,591 | 8,321 | 39794 | 0,552
8,142 | 51832 | 0775 | 8,145 | 57942 | 0,888 | 8,232 | 42142 | 0,596 | 8.345 | 40569 | 0,566
8,132 | 52542 | 0,788 | 8,232 | 56532 | 0.862 | 8,051 | 41042 | 0575 | 8,456 | 40978 | 0,574
X | 8,085 | 52017,75 | 0,778 | 8,378 | 57192 | 0,874 | 8,221 | 41858,25 | 0,590 | 8,389 | 40456,75 | 0,564

115




C.1.9 Datos del contenido de Glucosa en las muestras de Lenga. (Parte I)

Lenga Testigo 1 Lenga Testigo 2 Ganoderma 1 (30) Ganoderma 2 (30)
.‘5 fg TS .‘5
g < § = E 3 § = E‘ I 8 < = 3 g 2
= e |8 & E e |2 E| E e |E E| g 2 | E
‘-; LE 8 %D el .E 8 =1)] — .4: 8 a) =3 \a 8 B)
= g B & 2 B & 2 B & 2 E
< =] o <
&) & Q o
13.483 | 108893 | 0,728 | 13,933 | 109915 | 0,733 | 13,734 | 454519 | 2,110 | 13,631 | 739301 | 3,251
13,100 | 108680 | 0,726 | 13,857 | 110598 | 0,735 | 13,774 | 455131 | 2,111 | 13,651 | 738531 | 3,248
13,232 | 109954 | 0,732 | 13,103 | 109873 | 0,733 | 13.852 454443 2,109 | 13,742 739673 3,252
13,267 | 109143 | 0,729 | 13232 | 110124 | 0,734 | 13,789 | 455542 | 2,114 | 13,752 | 738848 | 3,249
13,271 | 109167,5 | 0,729 | 13,531 | 110127,5 | 0,733 | 13,787 | 454908,75 | 2,113 | 13,694 | 73908825 | 3,250
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C.1.10 Datos del contenido de Glucosa en las muestras de Lenga. (Parte II)

Peniophoca 1 (45) | Peniophoca 2 (45) Ganoderma 1 (45) Ganoderma 2 (45)
.‘S ."S. ?g :E
T 05 B3| T |5 (23 F| ¢ (39 7| 5 B3
E 5 |[EElE | & |EE E o EEE| & [EE
S| < Bl <1gg 2| < 5B :|< |88
5} 5] S 5}
@] Q o @)
13.613 | 874710 | 3,798 | 13,607 | 996706 | 4,273 | 13,076 | 1006870 | 4,324 | 13,350 | 1143833 | 4.869
13.874 | 865001 | 3,750 | 13,912 | 985680 | 4,234 | 13,032 | 1005692 | 4316 | 13,433 | 1144732 | 4.872
13,752 | 875342 | 3,789 | 13,952 | 996532 | 4,262 | 13,047 | 1006745 | 4323 | 13.432 | 1143423 | 4.867
13,932 | 864942 | 3,759 | 13,542 | 986682 | 4,273 | 13,052 | 1005896 | 4,315 | 13,432 | 1144564 | 4.872
13,793 | 869998,75 | 3,774 | 13,754 | 991400 | 4,260 | 13,052 | 1006300,75 | 4,320 | 13,412 | 1144138 | 4,871
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C.1.11 Datos del contenido de Xilosa en las muestras de Lenga. (Parte I)

Lenga Testigo 1 Lenga Testigo 2 Ganoderma 1 (30) | Ganoderma 2 (30)
S 8 3 S
— oy e — srd e — T p—
) < cé ‘é g o3 § 'é R= o :-é ’E g o 8 ’g
g 5 |EE| E 2 |8 £| E 5 [EEE | 8 |ES
Sl < |82 2| < |88 | < |82 Z|< |88
= g & & 2 E| & 2 Bl & 2 E
=] Q Q [=]
Q Q O o
8,150 | 38246 | 0524 | 8333 | 37270 | 0,506 | 8,170 | 44794 | 0,645 | 8,036 | 48823 | 0,719
8369 | 38442 | 0,527 | 8257 | 38854 | 0,535 | 8,142 | 45245 | 0,653 | 8,052 | 49421 | 0,730
8.252 | 37354 | 0507 | 8.478 | 38124 | 0,521 | 8,145 | 45532 | 0,658 | 8,048 | 49743 | 0,736
8,607 37280 | 0,506 | 8,579 37578 0,511 | 8,243 45452 0,657 | 8,032 | 48373 | 0,711
X | 8,360 | 37830,5 | 0,516 | 8,412 | 37956,5 | 0,518 | 8,175 | 4525575 | 0,653 | 8,042 | 49090 | 0,724
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C.1.12 Datos del contenido de Xilosa en las muestras de Lenga. (Parte II)

Peniophoca 1 (45) | Peniophoca 2 (45) | Ganoderma 1 (45) | Ganoderma 2 (45)
=) g =] =
= - S 2
PET s ] % = E‘ o 8 = 'E' < % = ’E < 8 =
: o E E| - O E E| g O & 517 O & B
g = =| E o = g = s =| E = =
L Z 5 o — | .Z o | = - 5 | = - 5 @
= S E = S E| = SEl = S 2
) 5] =) S}
@) Q @) o
8152 | 56242 | 0.856 | 8.936 | 66114 | 1,039 | 8398 | 101931 | 1.701 | 8,624 | 164455 | 2.856
8,136 | 57712 | 0,883 | 8214 | 66011 | 1,037 | 8478 | 102542 | 1,712 | 8.456 | 164137 | 2.850
8,142 | 57402 | 0.878 | 8224 | 65897 | 1,035 | 8442 | 101695 | 1,696 | 8,342 | 163642 | 2,841
8,152 | 57387 | 0877 | 8254 | 65678 | 1,031 | 8207 | 102247 | 1,706 | 8,213 | 164452 | 2.856
X | 8,146 | 5718575 | 0,874 | 8,407 | 65925 | 1,035 | 8,381 | 102103,75 | 1,704 | 8,409 | 164171,5 | 2,851
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C.1.13 Datos del contenido de Glucosa en las muestras de eucalipto. (Parte I)

EucaliptoTestigo 1 Eucalipto Testigo 2 Stereum 1 (30) Stereum 2 (30)

= = = =)

= = = =
k= s |88 E s |Eg| & s |E 8| & s |EF
g 2 s £ E g |2 £| E 2 2 = E 2 |8 =
= & g oW = < g o = < 3 o = < g @
= 2 Bl =& g2 Bl & 2 E| & g B

Q (=] (=] j=}

QO Q o &)
13,650 | 163960 | 0,948 | 13,800 | 163503 | 0,948 | 13,653 | 621135 | 2,782 | 13,573 | 464189 | 2,152
13,752 | 163163 | 0,946 | 13.817 | 164172 | 0,950 | 13,748 | 622951 | 2,785 | 13,467 | 465342 | 2,155
13,823 | 162234 | 0942 | 13,852 | 164642 | 0,951 | 13,745 | 622893 | 2,785 | 13,587 | 464657 | 2,153
13.732 | 162034 | 0,942 | 13.845 | 163425 | 0,947 | 13,815 | 622792 | 2782 | 13,567 | 465554 | 2.155
13,739 | 162847,75 | 0,944 | 13,829 | 1639355 | 0,948 | 13,740 | 622442,75 | 2,783 | 13,549 | 464935,5 | 2,153
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C.1.14 Datos del contenido de Glucosa en las muestras de eucalipto. (Parte IT)

Stereum 1 (45) Stereum 2 (45) Ganoderma 1 (45) Ganoderma 2 (45)
g 5 g g
— . —_— —_ - - — — - p— pr— N— - f—
g o cé 3| £ « § 'g g w § 2| .8 < § 'g
g 8 |E E| E o £ 8| B & |2 E| E 3 |5 E
= - g o = - g o = o g o = - g o
& 2 Bl & 2 E| = 2 E| & 2 E
S 5) 15) 5}
o & o @)
13,583 | 996823 | 4,282 | 13,786 | 1212534 | 5,154 | 13.781 | 858604 | 3,728 | 13,907 | 758082 | 3,322
13,026 | 997887 | 4,287 | 13,752 | 1216142 | 5,156 | 13.852 | 857148 | 3,720 | 13,942 | 758412 | 3,324
13476 | 997678 | 4,286 | 13,792 | 1215683 | 5,155 | 13,849 | 857242 | 3,722 | 13,914 | 758842 | 3.333
13907 | 996547 | 4,281 | 13,481 | 1216548 | 5,158 | 13,452 | 857348 | 3,723 | 13,842 | 757602 | 3,325
13,498 | 997233,75 | 4,283 | 13,703 | 1215226,75 | 5,156 | 13,734 | 857585,5 | 3,724 | 13,901 | 758234,5 | 3,327
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C.1.15 Datos del contenido de Xilosa en las muestras de eucalipto. (Parte I)

EucaliptoTestigo 1 | EucaliptoTestigo 2 | Stereum 1 (30) Stereum 2 (30)

= o g =

=2 2 2 =2
p— 0 e — SIS — Qo Ly Qo 7
= g |E 2| & s |[EB| | « |EBE| E s |E2
g| & EEE| & EEE|E|EE E| & |EE
ord et o &b — -a o ©oh — ! o °n — ! o Bb
& g Bl =& g E| & g E| = g £

] o Q Q

Q &) Q O
8,033 | 55341 | 0,839 | 8.033 | 56521 | 0,861 | 8,233 | 65837 | 1,033 | 8,042 | 61492 | 0,953
8.102 | 54732 | 0,828 | 8,117 | 55123 | 0.835 | 8,142 | 64552 | 1,010 | 8,054 | 62342 | 0.969
8.042 | 55143 | 0,836 | 8,123 | 55742 | 0,847 | 8,052 | 64692 | 1,012 | 8,032 | 61675 | 0.957
8.042 | 54042 | 0,815 | 9,137 | 56052 | 0.853 | 8332 | 64743 | 1,013 | 8,045 | 62154 | 0,965
X | 8,055 | 54814,5 | 0,830 | 8,353 | 55859,5 | 0,849 | 8,190 | 64956 | 1,017 | 8,043 | 6191575 | 0,961
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C.1.16 Datos del contenido de Xilosa en las muestras de eucalipto. (Parte II)

Stereum 1 (45) Stereum 2 (45) Ganoderma 1 (45) | Ganoderma 2 (45)
S S S 85
g « |E2 E s [E2E| « B2 T | « |8
E|EEEE| & EEE| B IEEE| & £E
';‘ T, 8 on|  — “E 8 Bh| = \a 8 on| — a 8 oh
S 2 8| & 2 Bl & 2 E = 2 E
5} 5] 5] S
Q o ®) Q
8.016 | 145855 | 2,512 | 8,231 | 153710 | 2,658 | 8,103 | 93443 | 1,544 | 8,179 | 77730 | 1.253
8,292 | 144087 | 2,480 | 8,217 | 153480 | 2,653 | 8,142 | 94842 | 1,570 | 8,153 | 76452 | 1,230
8,233 | 145512 | 2,506 | 8,242 | 154942 | 2,680 | 8,151 | 94782 | 1,568 | 8,182 | 77583 | 1.251
8.214 | 144942 | 2,495 | 8.232 154789 2,677 | 8,131 | 94843 | 1,570 | 8.153 76242 1.226
X | 8,189 | 145099 | 2,498 | 8,231 | 154230,25 | 2,667 | 8,135 | 94477,5 | 1,563 | 8,167 | 77001,75 | 1,240
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C.2 Contenido de azicares en el proceso de sacarificacion.

C.2.1 Datos del contenido de Glucosa en las muestras de maiz. (Parte I)

Maiz Testigo 1 Maiz Testigo 2 Trametes 1 (30) Trametes 2 (30)
=

S S S s
] O — T — '5 — — '8 r—
= s = & & =| =5 8 2| = & —
E| B |EE E| B |EE E| B EE E| B |EE
= < 3 %0 = - g o = & g o = 9 g @
= g 8| & 2 E| & 2 El & 2 E

=} (=] Q o

@) &) o (@)
13,321 | 181564 | 1,019 | 13,765 | 184321 | 1,030 | 13,342 | 208654 | 1,127 | 13,241 | 267983 | 1,363
13453 | 182649 | 1,024 | 13,345 | 183245 | 1,026 | 13.465 | 209342 | 1,130 | 13,342 | 266876 | 1,359
13.321 182687 1,024 | 13,564 184533 1,031 | 13.256 208765 1,128 | 13,238 | 266855 | 1,359
13.456 | 181647 | 1,020 | 13,231 | 183564 | 1,027 | 13,435 | 209432 | 1,130 | 13,176 | 267674 | 1,362
X | 13,388 | 182136,75 | 1,022 | 13,476 | 183915,75 | 1,029 | 13,375 | 20904825 | 1,129 | 13,249 | 267347 | 1,361
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C.2.2 Datos del contenido de Glucosa en las muestras de maiz. (Parte II)

Auranteoporus 1

Auranteoporus 2

Pleorotus 1 (60) Pleorotus 2 (60)
(30) (30)

o P~ o =

= = by =
— o T —_ ¢y ot —_— g — &y Tt
g s |E°8| £ s |E°8| £ s |88 £ s |EE
E — E T E - E': = E 2 E e E - o T
— ' 8 ah| — < 8 oh| — e 8 ohf — < 8 on
& 2 8 = 2 El = 2 8l & 2 g

) o 5) o

O O Q @]
13.231 | 376834 | 1,796 | 13,154 | 588675 | 2,649 | 13,342 | 1008534 | 4,330 | 13,253 | 975683 | 4,199
13,356 | 378579 | 1,803 | 13,267 | 589634 | 2,653 | 13,347 | 1008972 | 4,332 | 13,152 | 976843 | 4.204
13,109 | 377589 | 1.799 | 13,272 | 589654 | 2,653 | 13,213 | 1009872 | 4336 | 13,106 | 975392 | 4.198
13,231 | 378654 | 1.804 | 13,352 | 588795 | 2.650 | 13,452 10098635 4,335 | 13.234 965713 4.160
13,232 | 377914 | 1,801 | 13,261 | 589189,5 | 2,651 | 13,339 | 1009310,75 | 4,333 | 13,186 | 973407,75 | 4,190
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C.2.3 Datos del contenido de Xilosa en las muestras de maiz. (Parte 1)

Maiz Testigo 1 Maiz Testigo 2 Trametes 1 (30) Trametes 2 (30)
= = g o
= = - == b -
T o 83T 5 BT | 5|83 T| 5 |22
8 g g | E & 2 | B g |g €| & E e
— v’ o B0 = st 0 &0 — e o &b — et o o0
= g B & g EB| & g 8 & g g
Q Q Q =]
O Q @) Q
8,342 | 42456 | 0.601 | 8,102 | 44432 0.638 | 8231 | 45674 | 0,661 | 8,089 | 47658 | 0,698
8.543 | 43678 | 0,624 | 8,243 | 45643 | 0,6605 | 8,354 | 44893 | 0,646 | 8,156 | 48567 | 0,714
8.123 | 43023 | 0.612 | 8,321 | 44897 | 0.646 | 8.453 | 45679 | 0,661 | 8,342 | 47598 | 0,696
8347 | 42789 | 0,608 | 8,121 | 45342 | 0655 | 8,132 | 45078 | 0,650 | 8,269 | 48747 | 0,718
X | 8,339 | 42986,5 | 0,611 | 8,197 | 45078,5 | 0,650 | 8,293 | 45331 | 0,654 | 8,214 | 48142,5 | 0,707
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C.2.4 Datos del contenido de Xilosa en las muestras de maiz. (Parte II)

Auranteoporus 1

Auranteoporus 2 (30) Pleorotus 1 (60) Pleorotus 2 (60)
(30)

= = = o

2 2 2 =
— Q 5| = Q 7 = Q 5| = o 7
R= 5 8 "é g S S ’é g < s ‘g .g < s "é
E| 2 §5 E| & | 85 |E| & |ES E| & S
= 9 5 o — < S &b = <z 5 o = < |5 &
& 2 E g2 B | = 2 B & 2 £

5] o) 5} o

o O O o
8,176 | 60321 | 0,932 | 8,145 | 76598 | 1,232367346 | 8.173 | 135802 | 2,327 | 8,143 | 96745 | 1.605
8,247 61123 0,946 | 8,243 75463 1,211390393 | 8334 136430 2338 | 8,032 | 97647 | 1.621
8,253 60342 0,932 | 8,103 76843 1,236895411 | 8.467 135689 2,324 | 8.121 96874 | 1,607
8,145 61453 0,952 | 8,234 76893 1,237819506 | 8,321 136438 2,338 | 8,032 | 97564 | 1.620
8,205 | 60809,75 | 0,941 | 8,181 | 7644925 1,230 8,324 | 136089,75 | 2,332 | 8,082 | 97207,5 | 1,613
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C.2.5 Datos del contenido de Glucosa en las muestras de trigo. (Parte I)

Trigo Testigo 1 Trigo Testigo 2 Trametes 1 (30) Trametes 2 (30)

= a = =

] S 2 =
— & T — 0 ety [&] N r— S
— - — —
£ g |EE| 9| g |EE E| g |EE| E| g |E®
E f= = E = [ B) E = o E — o
S| < B® | < |82 | < |58 2 |<|8¢¥
& 2 Bl & 2 Bl & g B & 2 E

5] 3] =) =)

&} O o o
13,453 103679 0,709 | 13,356 | 100876 | 0.698 | 13,346 | 744593 | 3.272 | 13,261 | 986742 | 4.241
13.546 103568 0,709 | 13,254 | 100584 | 0,697 | 13,287 745321 3,276 | 13,163 | 987301 | 4,244
13,213 104675 0,713 | 13,102 | 101327 | 0,700 | 13,186 | 744684 | 3.272 | 13,291 | 987001 | 4,244
13,453 104865 0,714 | 13,432 | 101689 | 0,702 | 13,341 745012 | 3,274 | 13,295 | 986352 | 4,240
X | 13,416 | 104196,75 | 0,712 | 13,286 | 101119 | 0,699 | 13,290 | 744902,5 | 3,273 | 13,253 | 986849 | 4,242
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C.2.6 Datos del contenido de Glucosa en las muestras de trigo. (Parte II)

Ganoderma 1 (30) | Ganoderma 1 (30) Postia 1 (45) Postia 2 (45)

= = =

S S S -
E 3 g = E o E = E < § = E o3 :‘_‘i =
g 0 8 8 g 5] B B £ ) B E £ O 8 B
i) 2 [§a & 5 |5 = E 2 §a £ | .5 |§w
~ ) S g =« < 18 & = < 18 = | 8 g
bl e - [ Il hand (o i o oS =

=) 5] o) =)

Q Q o Q
13,231 | 227683 | 1,203 | 13,342 | 344786 | 1,673 | 13,231 | 152371 | 0,903 | 13,251 | 213562 | 1,147
13,169 | 228423 | 1,206 | 13241 | 345023 | 1,675 | 13,342 | 153532 | 0,907 | 13.213 | 214682 | 1,151
13,253 227978 1,204 | 13,142 | 344796 | 1,670 | 13.251 152675 0,904 | 13,178 | 213673 | 1,147
13,241 | 228423 | 1,206 | 13,235 | 345231 | 1,675 | 13,154 | 152689 | 0,904 | 13,186 | 214623 | 1,151
X | 13,224 | 228126,75 | 1,205 | 13,240 | 344959 | 1,673 | 13,245 | 152816,75 | 0,904 | 13,207 | 214135 | 1,149
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C.2.7 Datos del contenido de Xilosa en las muestras de trigo. (Parte I)

TrigoTestigo 1 TrigoTestigo 2 Trametes 1 (30) Trametes 2 (30)
x 5 5 5
= D | — D ™ o | — 2
= g |8 ‘é g < é "é .5 o g ‘g g o g 'é
= g |lg & & ¥ g = 8 = = S| B et = e
== ..2 8 =11] — \< 8 oT)] el ~Q 8 j=TH] —— '-E 8
= 2 Bl & 2 E| & 2 E| = g £
=) o) 5} 5]
Q @] Q )
8,176 | 41342 | 0,581 | 8,456 | 41543 | 0,584 | 8,243 | 66734 | 1,050 | 8,184 | 75803 | 1219
8302 | 40654 | 0,568 | 8,342 | 41450 | 0,583 | 8,267 | 67523 | 1.065 | 8275 | 76390 | 1.229
8,201 | 41497 | 0,584 | 8,463 | 42547 | 0,603 | 8,165 66908 1.053 | 8,179 75693 1,216
8,328 | 40383 | 0,563 | 8,254 | 42324 | 0,599 | 8287 | 67984 | 1,073 | 8,263 | 76291 | 1,227
X | 8,252 | 40969 | 0,574 | 8,379 | 41966 | 0,592 | 8,241 | 67287,25 | 1,060 | 8,225 | 76066,75 | 1,223
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C.2.8 Datos del contenido de Xilosa en las muestras de trigo. (Parte II)

Ganoderma 2
Ganoderma 1 (30) Postia 1 (45) Postia 2 (45)
(30)

= o o o

2 e e B
ery, Qo 3 — & /3 — B Ty — o
= <= |E2| €| g |EB € = |E3| g s |£8
= E g3 8 g |lg & E 2 = | B & = =
S| < BB |<|BE 5| < [EB | < |EE
= = [l b =] ’ [ = [ o = O b ed a0

5] 5] S S

@] Q @ )
8.111 58987 | 09078 | 8.043 | 63585 | 0,992 | 8.143 46784 0.681 | 8.254 45496 0,658
8.275 58685 0,901 8.142 | 64612 | 1,011 | 8,201 45765 0,663 | 8.158 46152 0,670
8.099 | 59078 0,909 | 8,231 | 63897 | 0,998 | 8.165 46231 0,671 | 8,274 46553 0,6771
8.133 59712 0,920 | 8.083 | 64362 | 1,006 | 8.279 45789 0,663 | 8.271 45286 0.654
X | 8,155 | 591155 | 0,909 | 8,125 | 64114 | 1,002 | 8,197 | 46142,25 | 0,669 | 8,239 | 45871,75 | 0,664
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C.2.9 Datos del contenido de Glucosa en las muestras de Lenga. (Parte I)

Lenga Testigo 1 Lenga Testigo 2 Ganoderma 1 (30) Ganoderma 2 (30)

& = & =

2 = = =
— — — — — p— —
£ 3 g = = < g 2| g < g2 g 3 g 3
0 £ E 3 5] 8 E| '8 O 8 Bl - O B B
(= o = g = o = g = = = g e = =
';' \E 8 on — e 8 cn — T 8 =T1] — < 8 =TH]
= 2 g =) g B & 2 8 & 2 g

S 5} 15) 5

@] @) @) @)
13,231 | 118893 0,767 13,348 | 119765 | 0,772 | 13,244 | 501432 | 2299 | 13,342 | 813678 | 3,549
13,342 | 118680 0,765 13,265 | 120652 | 0,776 | 13,154 | 500675 | 2,294 | 13269 | 814032 | 3.552
13,432 | 119954 0,772 13,532 | 119564 | 0,771 | 13,327 | 501245 | 2,298 | 13,287 | 813682 | 3,549
13,289 | 119143 0,770 13,165 120374 | 0,775 | 13,245 500342 2,295 | 13,142 814621 3.553
13,324 | 1191675 0,769 13,328 | 120088,75 | 0,773 | 13,243 | 500923,50 | 2,297 | 13,260 | 814003,25 | 3,550
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C.2.10 Datos del contenido de Glucosa en las muestras de Lenga. (Parte IT)

Peniophoca 1 (45) | Peniophoca 2 (45) Ganoderma 1 (45) Ganoderma 2 (45)
=
2 :E g S
ey o 7 — o — .6 Eh —h s By
R= s [E3| E s |8 3| g < s 2| g s |82
E| L IEE E| & IEE E s |EE E| & |EE
[ ~Q o o = ‘2 o o0 = vt o &b = et o o
- g B g E| - g El g &
=] =] =] Q
&) &) Q o
13,241 | 958793 | 4,130 | 13,245 | 1097893 | 4,678 | 13,231 | 1106665 | 4,721 | 13,213 | 1259678 | 5.330
13,169 | 959463 | 4,133 | 13,152 | 1088945 | 4,665 | 13,347 | 1107854 | 4,725 | 13,163 | 1260563 | 5,337
13,201 | 958453 | 4.128 | 13,157 | 1096453 | 4,674 | 13,165 | 1107823 | 4,725 | 13,269 | 1267543 | 5,342
13,327 | 959231 | 4.131 | 13,153 | 1098765 | 4,684 | 13341 | 1106043 | 4,720 | 13,145 | 1256548 | 5.327
13,235 | 958985 | 4,130 | 13,177 | 1095514 | 4,677 | 13,271 | 1107096,25 | 4,723 | 13,198 | 1261083 | 5,339
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C.2.11 Datos del contenido de Xilosa en las muestras de Lenga. (Parte I)

Lenga Testigo 1 Lenga Testigo 2 Ganoderma 1 (30) Ganoderma 2 (30)

& = = =

=2 S N T
— Q — 2 — o — Qo
g | g |EB| & s« |E2| 8 s (B3| 8 = g 2
£ | 2 |EE| E o |E E| g S |& E| E & | &£ E
S| < |82 2| < |82/ 2| < [88| = | < |88
5 2 8| & 2 E| & 2 E| & 2 E

=] =] o Q

@ Q Q o

8,234 | 41253 0,579 8,179 42432 0,601 | 8.067 49765 0,736 | 8,123 54345 0,821

8.123 | 40214 | 0,560 8,262 41453 0,583 | 8,157 50345 0,747 | 8,152 55012 0,833

8,342 | 40537 | 0.566 8.286 42765 0.607 | 8,321 49786 0,737 | 8,231 54689 0.827

8,0124 | 41456 | 0,583 8,264 41647 0,586 | 8.231 50341 0,747 | 8342 55231 0.837

8,178 | 40865 | 0,572 8,248 | 4207425 | 0,594 | 8,194 | 5005925 | 0,742 | 8,212 | 54819,25 0,830
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C.2.12 Datos del contenido de Xilosa en las muestras de Lenga. (Parte 1I)

Peniophoca 1 (45) | Peniophoca 2 (45) | Ganoderma 1 (45) | Ganoderma 2 (45)
= = = =
2 5 = =
£l g |EBl €| g |EBlE| ¢ |ER| E s |8
g tur} E ~= E E -~ E — E = E = o —
= < |8 = - 3 o = o g o = $- g o
& g2 Bl = g2 B & g B & g g
S o <) S
o @) o @)
8,078 | 63845 | 0,997 | 8432 | 73789 | 1,180 | 8239 | 113587 | 1,916 | 8,234 | 192786 | 3.380
8.254 | 64892 | 1.016 | 8214 | 74012 | 1,185 | 8,138 | 112481 | 1,896 | 8,153 | 193543 | 3,394
8.362 | 64908 | 1,016 | 8,367 | 73796 | 1,181 | 8312 [ 113452 | 1,913 | 8,265 193743 3,397
8241 | 63845 | 0997 | 8,189 | 74389 | 1,192 | 8,287 | 112394 | 1.894 | 8,321 | 192453 | 3,374
X | 8234 | 64372,5 | 1,006 | 8,301 | 73996,5 | 1,184 | 8,244 | 112978,5 | 1,905 | 8,243 | 193131,25 | 3,386
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C.2.13 Datos del contenido de Glucosa en las muestras de eucalipto. (Parte I)

EucaliptoTestigo 1 Eucalipto Testigo 2 Stereum 1 (30) Stereum 2 (30)
£ :
=y o o S — 'c'.‘,‘ — — ‘6 L
T g (83| F| ¢ EF| | s |ET E| g 23
g = = = g b = = =] = = g 2 T =
S| < |82 2| < |83 2| < |82 2 |< |82
= g et o 2 = I ¥ =8
C ] o o]
o O O o
13471 | 195634 | 1,075 | 13,162 | 196345 | 1,078 | 13,472 | 685987 | 3.039 | 13.463 | 513675 | 2,348
13,236 | 194665 | 1,072 | 13,245 | 195987 | 1,077 | 13,389 | 686723 | 3.036 | 13,367 | 514675 | 2,352
13,351 | 194534 | 1,071 | 13,478 | 196023 | 1,077 | 13,456 | 685674 | 3,037 | 13,476 | 514567 | 2,352
13,264 | 195234 | 1,074 | 13,534 | 195786 | 1,076 | 13,372 | 686456 | 3,042 | 13,367 | 513683 | 2,348
13,331 | 195016,75 | 1,073 | 13,355 | 19603525 | 1,077 | 13,422 | 686210 | 3,039 | 13,418 | 514150 | 2,350
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C.2.14 Datos del contenido de Glucosa en las muestras de eucalipto. (Parte II)

Stereum 1 (45) Stereum 2 (45) Ganoderma 1 (45) Ganoderma 2 (45)
= o = =
n - . = o 2
T ¢ 84| s [ET T 5 3T E| 5 [E7
B 5 |E§ E S |8 E| E 2 |[EE E | & |EE
fant] et o o — E‘ o &b — ' o S — ! o ob
= 2 B = g B = g 8 & g &
Q =} Qo =]
O O &) &)
13.246 | 1097675 | 4.685 | 13,146 | 1336784 | 5649 | 13,463 | 944478 | 4,073 | 13,467 | 835789 | 3.636
13,453 1098537 4,688 | 13,345 1347892 5,681 | 13,834 945673 4,077 | 13,351 | 836302 | 3,640
13,234 1098567 4,688 | 13.287 1348721 5,684 | 13,856 945734 | 4,078 | 13,534 | 836321 | 3.640
13432 | 1097850 | 4.686 | 13.296 | 1339088 | 5,656 | 13.431 | 944632 | 4,074 | 13,235 | 835782 | 3.636
13,341 | 1098157,25 | 4,687 | 13,269 | 1343121,25 | 5,668 | 13,646 | 945129,25 | 4,075 | 13,397 | 836048,5 | 3,638
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C.2.15 Datos del contenido de Xilosa en las muestras de eucalipto. (Parte I)

EucaliptoTestigo 1

EucaliptoTestigo 2

Stereum 1 (30)

Stereum 2 (30)

e} = o o

R g et he]
.g « | 83| 8 . s 2| g o S g o |82
E| ¢ |EE|E o |E E| E o g é g s |E E
= | .4 S | — <t o &b = < S o s g 5 @
& 2 8| & 2 E| & 28 | & 2 &

Q. =] [=} o

Q (@] ] @
8,462 | 59895 0.924 8,321 58385 0,896 | 8,154 72567 1,157866819 | 8.127 69784 1,106
8.562 | 60675 0,938 8.303 59738 0,921 | 8.267 73245 1,170397546 | 8,152 70543 1,120
8,178 | 59681 0,920 8.012 59657 0,919 | 8,197 72894 1,1639104 8.231 69782 1.106
8.256 | 60781 0,940 8,367 58763 0,903 | 8,231 73245 1,170397546 | 8,275 70572 1,121
8,365 | 60258 0,930 8,251 | 59135,75 | 0,910 | 8,212 | 72987,75 1,166 8,196 | 70170,25 | 1,114
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C.2.16 Datos del contenido de Xilosa en las muestras de eucalipto. (Parte II)

Stereum 1 (45) Stereum 2 (45) Ganoderma 1 (45) | Ganoderma 2 (45)
S 8 8 8
| 5 B9 F| 5 (BRI E| ¢ [B3|F| 5 B3
E| & |EEE| & |IEE§ E| &8 EEE| 58 |EE
— \E 8 apf  — ‘a o b — <t o o = .E D Sb
2 8 E| & S E| = S E = S £
@] o Q @]
O o Q Q
8,143 | 160563 | 2,784 | 8,154 | 192683 | 3,378 | 8,256 | 104783 | 1,753 | 8231 | 86583 | 1.417
8,154 | 161201 | 2,796 | 8,298 193743 3,397 | 8,165 105673 1,770 | 8.134 87341 1,431
8.256 | 160563 | 2,784 | 8,154 | 192573 | 3,376 | 8,203 | 104673 | 1,751 | 8,254 | 86908 | 1,423
8.265 | 161435 | 2,800 | 8,098 | 193672 | 3,396 | 8342 | 105672 | 1,770 | 8.234 | 87593 | 1.436
8,205 | 160940,5 | 2,791 | 8,176 | 193167,75 | 3,387 | 8,242 | 105200,25 | 1,761 | 8,213 | 87106,25 | 1,427
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D.1 Rendimiento Teorico de etanol en los distintos procesos estudiados en los diferentes
sustratos.

D.1.1 Resumen del rendimiento tedrico de etanol en muestras de maiz.

Tiempo de Rendimiento Rendimiento
Muestras Incubacion Teorico Total ! Teérico Total *
|dias] [L/ton] [L/ton]
Maiz testigo 0 282,04 10,63
Trametes
30 305,62 11,31
versicolor 1
Trametes
30 34725 13,42
versicolor 2
Aurantioporus
30 475,03 17,02
albidus 1
Aurantioporus
30 664.22 24,33
albidus 2
Pleurotus ostreatus
60 102475 4275
1
P. ostreatus 2 60 884,20 36,57

Rendimiento Teérico Total': Por proceso hidrélisis acida (glucosa+xilosa).
Rendimiento Teérico Total’: Por proceso hidrélisis enzimatica (glucosa+xilosa).
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D.1.2 Resumen del rendimiento tedrico de etanol en muestras de trigo.

Tiempo de Rendimiento Rendimiento
Muestras Incubacion Teérico Total ' Teérico Total >
[dias] [L/ton] |L/ton]
Trigo Testigo 0 223,59 8,01
Trametes
30 749,98 28.03
versicolor 1
Trametes
30 849.37 33,49
versicolor 2
Ganoderma
30 344 .48 13,34
applanatum 1
Ganoderma
30 456,68 16,20
applanatum 2
Postia placenta 1 45 268,94 9.80
Postia placenta 2 45 247,16 11,54

Rendimiento Tedrico Total': Por proceso hidrélisis 4cida (glucosa+txilosa).
Rendimiento Tedrico Total*: Por proceso hidrélisis enzimatica (glucosa+xilosa).
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D.1.3 Resumen del rendimiento tedrico de etanol en muestras de Lenga.

Tiempo de Rendimiento Rendimiento
Muestras Incubacion Teérico Total ! Teérico Total
[dias] |L/ton] [L/ton]
Lenga testigo 0 233,24 8,37
Ganoderma
30 519,64 19,38
applanatum 1
Ganoderma
30 755,47 27.24
applanatum 2
Peniophora gigante
eSS 45 884,20 33.83
1
Peniophora gigante
= B 45 1013,18 38,56
2
G. applanatum 1 45 1116,60 41,62
G. applanatum 2 45 1455,55 53,59

Rendimiento Teorico Total': Por proceso hidrélisis acida (glucosatxilosa).
Rendimiento Tedrico Total’: Por proceso hidrélisis enzimatica (glucosa+xilosa).
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D.1.4 Resumen de contenido etanol teodrico en muestras de eucalipto.

Tiempo de Rendimiento Rendimiento
Mouestras Incubacion Teérico Total * Teérico Total
[dias] [L/ton] [L/ton]
Eucalipto testigo 0 336,61 12,42
Stereum hirsutum
1 30 717.85 26,71
Stereum hirsutum
30 587,98 22.02
2
Stereum hirsutum
45 1291,81 46.48
1
Stereum hirsutum
45 1497,67 55,55
2
G. applanatum 1 45 1007,58 35,99
G. applanatum 2 45 877.29 31,45

Rendimiento Teorico Total': Por proceso hidrolisis 4cida (glucosatxilosa).
Rendimiento Tedrico Total’: Por proceso hidrélisis enzimatica (glucosa+xilosa).
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