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Albert Einstein dijo:

“«

0 se debe pensar en el futuro, ya que llega demasiado pronto y es una locura hacer la misma cosa una y
otra vez esperando obtener diferentes resultados. Finalmente la imaginacion es mas importante que el

>

conocimiento’

Cuando terminé la licenciatura, sofié con ser doctor en un futuro no muy lejano y cuando ya comencé
desarrollar mi tesis de doctorado, pensé que seria muy dificil lograr los objetivos planteados y veia que mi
suefio de ser PhD, se cumpliria en un futuro muy lejano, sin embargo se cumplié méas pronto de lo que yo
pensé. En los momentos experimentales de mi tesis doctoral, estuve a punto de desfallecer porque repeti
muchas veces los experimentos esperando encontrar algo diferente y fue alli cuando descubri, que cuando
hago todo bajo las mismas condiciones no puedo esperar a obtener resultados diferentes,
independientemente de que todo era nuevo y desconocido para mi. Por ultimo siempre imagine que no hay
nada dificil de alcanzar y que con la ayuda de Dios y el apoyo de muchas personas, sobre todo la de mi

familia, mi suefio finalmente se pudo hacer realidad, con la satisfaccion y el deber cumplido.



DEDICATORIA

Quiero dedicar este logro al Dios todo poderoso, por darme salud, inteligencia y perseverancia para
alcanzar otro objetivo en mi vida, el de ser jDoctor en Ciencias!, ya que éste es el comienzo de una larga
pero maravillosa carrera, en donde la dedicacion y la persistencia son unas de las tareas que me ayudaran a

ser grande en el campo de la investigacion.

Con todo el carifio a mis padres Rufina Arias y José C. Cdrdoba, por ser los pilares de mi vida, por sus
sabios consejos y la formacion para realizarme como persona, ademas del constante espiritu de fe

inquebrantable de mi madre, con el que me ha trasmitido su apoyo moral y espiritual para seguir adelante.

A mis hermanos Yenny, Jesus y en forma especial a José Alberto, también a mis tios y deméas familiares,
quienes siempre estuvieron a las expectativas de mi desempefio académico-cientifico en un pais que me hizo
sentir como en casa, en donde nunca los defraude. A mis hijos Itzya Yarley y Daniel Alexander, que siempre
ha sido mi motor de arranque y mi motivacion para alcanzar mis metas, a Brenda Cisneros, que con su
muestra de amor incondicional me reconforté dia tras dia, con su tolerancia y paciencia para tratar de
construir una familia, de verdad gracias por ser mi motivacién. A todas aquellas personas y en especial a mi
comité tutorial, por su apoyo incondicional, por su voluntad para realizar trdmites no correspondientes a su
labor. También, a la sefiora Rosa Ortiz, mis amigos y amigas, que siempre estuvieron a mi lado apoyandome,

con sus oraciones y apoyo moral, gracias de todo corazon.



AGRADECIMIENTOS

A Dios, por no dejarme desfallecer y haber permitido que se cumpliera otro de mis mas grandes suefios. A mi
familia por estar siempre conmigo, en especial a mis padres José y Rufina. A mis hermanos: José Alberto,
Yenny Patricia y Jesus Orlando. A mis encantadores sobrinos: Alex David, Lina Marcela, Alejandra y Carlos
Santiago. Un agradecimiento muy especial a Lisneider Hinestroza, mi adorable cufiada y comadre, por su
colaboracion y apoyo moral desde la distancia, a Lida Martinez, por ese amor sincero, por tu lealtad y

respeto que siempre me mantuvieron fortalecido en la distancia.

A al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por financiar los cuatro afios en que adelante
mis estudios de Doctorado, a la Universidad de Guadalajara y el Doctorado BEMARENA por darme la
oportunidad de crecer profesionalmente.. A la Universidad Tecnoldgica del Choco, en cabeza del sefior
Rector Eduardo Antonio Garcia Vega, por el respaldo y apoyo, ademas de brindarme un futuro laboral. A
los mexicanos que los siento parte de mi familia, Juan Manuel (y familia) José Miguel Aceves (y familia),

Oscar Bravo Jr. (y padres), Fernando Villarruel.

A mis profesores y amigos guias Dr. Ezequiel Delgado y Dr. Ricardo Manriquez, Dr. Eduardo Salcedo, Dr.
Ramon Rodriguez, Dr. Juan Francisco Zamora, por su paciencia, ayuda y tiempo incondicional, los nuevos
conocimientos adquiridos han sido gracias a todos ustedes. Al M.C. Héctor Contreras y el Dr. Alfredo
Escalante y el Dr. Jorge Robledo, por toda experiencia transmitida incondicionalmente durante mi
formacion como estudiante de doctorado, que mi Dios les pague... A todos los profesores y personal de los
laboratorios del DMCyP y el CUCBA, que contribuyeron en mi formacion: Dr. José Anzaldo, Dra. Yolanda,
Angélica lturria, Lourdes Arellano. A mis lectores por su ayuda, tiempo, comprension y valiosas
aportaciones... A los trabajadores del DMCyP en especial a Polo (mi apd) por la elaboracion de los
reactores, prestamos de herramientas y los buenos momentos compartidos, el Ruso por suministrar la
materia prima (olote) y Memo (carnal) por su colaboracion y amistad... 4 Graciela, encargada del centro
de documentacion por su ayuda y apoyo incondicional...Gracias a todos. Ademas expresarles mi gratitud a
todos los estudiantes tesis, servicio social e integrantes del grupo de biomateriales encabezado por Angel

Andrade y Carlos Ramirez y a mis compafieros de estudios que me brindaron su ayuda incondicional.



CONTENIDO

Péag.
AGRADECIMIENTO. ...ttt e \Y
CONTENIDO. ...ttt e Vi
INDICE DE FIGURAS. ...ttt X
INDICE DE TABLAS . ...ttt XI
RESUMEN . ..o e Xl
ABSTRACT ...t X1
1. INTRODUCION ..ottt 1
1.1, ANTECEDENTES. ... e 3
1.2. Tratamiento hidrot€rmiCo. ... ...oouuiiii i e 3
1.3. Pardmetro de severidad........ ..ot 10
1.4. Alcance del eStUdiO. ......ouiueini e 10
2. HIPOTESIS. ...ttt 12
3. OBIETTIV O . L 13
3.1 0ODbJetivo general........ouiuii i e 13
3.2 ODbJetivos ESPECIIICOS. ...t uuttntt ettt e 13
4. MATERIALES Y METODOS.......outiiiiiie e, 14
4.1 Diagrama metodolOZICO. .....o.uiuiii i 14
4.1.1 Obtencion de materia prima, molienda y clasificacion por tamafio de particulas........ 14

Vi



4.2 Caracterizacion quimica del olote............c.ooeiiiiiiiiiiiii i,
4.2.1. Determinacion del contenido de humedad ............coooiiiiiiiiiiiii
4.2.2 Determinacion € CeMIZAS. .........oueuinterinee ettt ettt eneenan e,
4.2.3 Determinacion de lignina Klason en muestrade olote ...................coooiiiina,
4.2.4. Determinacion de holocelulosa..............cooiiiiiiii i
4.2.5. Determinacion de PentOSAN0S. .........ouuiuiiritie it
4.2.6. Determinacion de celulosa Cross Bevan (a-celulosa) en holocelulosa...............
4.2.7. Determinacion de carbohidratos del olote mediante HPLC............................
4.3. Aislamiento de lignina Bjorkman deolote................coooiiiiiiiiiiiiiii,
4.3.1. Aislamiento de xilana de olote a partir de holocelulosa................................
4.3.2. Andlisis de RMN-13C de xilana aislada de olote.......................coeeeiiiinnni,
4.4. Determinacion de las condiciones de hidromodulo, temperatura y tiempo de reaccion,
para la degradacion hidrotérmicadel olote...................ooiiiiiiiiini,

4.4.1. Disefio estadistico para el tratamiento hidrotérmico del olote..........................
4.4.2. Cuantificacion de grupos carboxilicos y concentracion de carbohidratos.............
4.5. Andlisis de la fraccion insoluble del olote mediante FTIR-ATR................ooene.

4.5.1. Evaluacion

4.5.2. Relacién de la concentracion de azucares totales generados en el hidrolizado de olote

del factor de SeVeridad. .......co.ueeeeeoee e

CoN 1as variables de rEACCION. . . ... .ottt et

4.6. Tratamiento hidrotérmico y condensacion con urea de los biopolimeros xilana y

celulosa del olote

Vil

15

15

15

16

16

17

18

18

20

20

21

21

22

23

24

25

25



4.7. Tratamiento hidrotérmico del olote y condensacion con urea-N..........................
4.7.1. Técnicas analiticas empleadas para el andlisis del olote condensado con urea.........

4.7.1.1. Analisis de Nitrogeno Total Kjeldahl (TKN) mediante espectrofotometria UV

4.7.1.2. Andlisis Elemental de las muestras de olote condensadas con urea.................
4.7.1.3. Andlisis de infrarrojo FTIR-ATR a muestras de olote condesando con urea......

4.7.1.4. Analisis de RMN-'3C y N del olote condensado con urea marcada al 10% con

5.1. Caracterizacion quimica del olote.............oooviiiiiii i
5.2. ANAlISIS de FTIR-ATR. ..o
5.2.1. FTIR-ATR de laxilana aislada de olote................cooiiiiiiiiiiiiee
5.2.2. FTIR-ATR de lignina de olote aislada mediante extraccion con dioxano.............
5.2.3. RMN-1C de la xilana aislada de olote...................ccoooieiiiiiiiiiie e

5.3. Degradacion hidrotérmicadel olote..............coiiiiii

5.4. Evaluacién de la eficiencia del tratamiento hidrotérmico en el olote para la generacion

de grupos carboxilicos en la fraccion soluble mediante FTIR-ATR............

5.4.1. Factor de severidad (RO)........ooiriiii e
5.4.2. Rendimientos de solidos insolubles en la generacion de grupos carboxilicos........
5.4.3. Concentracion de grupos carboxilicos en la fraccion soluble de olote...................

5.4.4. Azlcares totales en la fraccion soluble de olote despues del tratamiento hidrotérmico.

Vi

26

26

26

28

28

28

30

30

33

33

34

34

37

38

39

40

41



5.5. Andlisis de la xilana y celulosa de olote después del tratamiento hidrotérmico y
condensacion con urea, mediante FTIR-ATRYRMN-3C..................o,

5.5.1. Andlisis utilizando la técnica FTIR-ATR para xilana de olote tratada 14
hidrotérmicamente y cONdeNnSada CON UMBA............vvirintiniitiet et

5.5.2. Analisis utilizando la técnica FTIR-ATR para celulosa de olote condensada con urea... 44

5.5.3. Andlisis de RMN-3C de sdlidos de xilana de olote tratada hidrotérmicamente y

46
CONABNSAUA CONM UMBA. ...\ ettt ettt et et ettt et et e et ettt et et e et et et et e e
5.5.4. Andlisis de RMN-'3C de solidos de celulosa de olote tratada hidrotérmicamente y 46
CONABNSAAA CON UMBA. ...\ ettt et et ettt et et e et e e e et e et e et et et e
5.6. Analisis de nitrégeno total Kjeldahl (TKN) en los productos de los tratamientos
hidrotérmicos de olote seguidos de condensacion con nitrogeno marcado (is6topo °N)
HENCONH2. ...t 48
5.6.1. Andlisis Elemental...........ccoouiiiiiiii i 49
5.6.2. FTIR-ATR del olote condensado con urea marcada..............ccoeeveeereninnnnnnnn. 49
5.6.3. Analisis de RMN-3C de solidos del producto condensado con urea.................. 50
5.6.4. Analisis de RMN-°N solidos del producto condensado con urea...................... 51
B. CONCLUSIONES. .. .o 53
7. LITERATURA CITADA . ... e e e e 55
ANEXO A: Articulo cientifico de la tesis doctoral “Caracterizacion y valoracion quimica del olote: 171
Degradacion hidrotérmica bajo condiciones subcriticas”, en la Revista Latinoamericana de Quimica. 184
Vol. 41(3): 173-184 (2013).
ANEXO B: Articulo cientifico de la tesis doctoral “Aislamiento, caracterizacion quimica y uso

60-68

potencial de la xilana de olote de maiz” en la Revista investigacion, biodiversidad y desarrollo Vol.
32 (1): 49-59- (2013).



No.

10

11

12

13

14

INDICE DE FIGURAS
Titulos

Diagrama de metodoldgico de las etapas del proceso de investigacion.........
Equipo para la determinacion de pentoSan0s...........ccevveveriererieresesnseseesenens
Tratamiento hidrotérmico del olote en mufla y reactores tipo bala...............
Equipo detector de carga polielectrolitica PCD-03 Mitek........................

Tratamiento hidrotérmico y condensacion del olote en una etapa en un reactor

Distribucion del tamafio de particula de olote molido............................

Carbohidratos presentes en holocelulosa de olote analizados mediante HPLC de
UN hidrolizado ACIO. ... ....vni i

Espectro FTIR- ATR de xilana aislada de olote mediante hidrolisis alcalina.......
Espectro FTIR-ATR de lignina al dioxano de olote..................c.cooeini.

Espectro RMN-13C de xilana de olote con ampliacion de la zona entre 110 a

Rendimiento de la fraccion insoluble del olote después del tratamiento

hidrotérmico (primer disefio experimental)...............coooiiiiiiiiiiiii,

Espectros FTIR-ATR de olote: a) sin tratar; b) olote tratado hidrotérmicamente a
230°C/45 min/30 mL de agua; c) 300°C/45 min/20 mL y d) 300°C/45 min/25 mL.

Rendimiento de sélidos insolubles resultante del tratamiento hidrotérmico del

olote y su relacion con el factor de severidad (RO)..........cccoevviiiiiiiiiiiiiiinn,

Rendimiento de la fraccion insoluble del olote después del tratamiento

X

Pég.

14

17

22

23

26

30

32

33

35

36

37

39

40



15

16

17

18

19

20

21

22

23

No.

hidrotérmico (segundo disefio experimental)................cooiviiiiiiiiiiiin,

Concentracion de grupos carboxilicos en fraccion soluble de olote tratado
hidrotérmicamente (Meq/100 @).......oovirinieiii e

Azucares totales en la fraccion soluble de olote después del tratamiento
hidrotérmico (MG/ML). ... ..o e

Espectro de FTIR-ATR de xilana de olote sin tratar y xilana condensada con urea.

Espectro de FTIR-ATR de celulosa de olote sin tratar y celulosa tratada

hidrotérmicamente condensada CON UIBa. .......oeeeeeeee e

Espectro de resonancia magnética nuclear de *C xilana de olote condensada con

Espectro de resonancia magnética nuclear de 3C celulosa de olote condensada

(oo T =T VPP
Espectro de FTIR-ATR olote condensado con urea-°N granulada. ..................

Espectro de resonancia magnética nuclear de *C de solidos del olote condensado

CON UF€A MAICAUA. ...\ttt et e et

Espectro de resonancia magnética nuclear de °N de sélidos del olote condensado

conureamarcada granulada................oooii

INDICE DE TABLAS
Titulos

Comparacion de la composicion quimica del olote (%) del presente estudio (en el
recuadro rojo) con datos reportados por OtroS autores. ...........coeeeeeeenienenannnn..

Bandas (cm-1) de FTIR para el olote modificado hidrotérmicamente....................

XI

41

42

43

45

45

46

47

50

51

52

Péag.

31



RESUMEN

En la presente investigacion se estudio el efecto de un pretratamiento hidrotérmico del olote bajo
condiciones subcriticas (160, 230 y 300°C, presién de 1.2, 3.7 y 84.8 atm y tiempos de 30, 45 y 60
min) con el propdsito de solubilizar la porcion de hemicelulosas, principalmente xilanas, y generar
grupos carboxilos y aldehidos, utiles para la fijacion de nitrégeno en una posterior reaccion de
condensacion con urea. Se determind el rendimiento en masa de la fraccion insoluble del olote y la
concentracion de grupos carboxilicos en la fraccion soluble. También fueron aislados y
caracterizados los principales biopolimeros (lignina, celulosa y xilanas). Finalmente se estudio la
fijacién de nitrégeno, mediante la condensacion de urea sobre olote tratado hidrotérmicamente. El
estudio indicd que el olote contiene celulosa 45%, lignina 15.8% (p-hidrofenilo, guaiacilo y
siringilo) y hemicelulosas 33.6% de las cuales el 94% es xilana. En la degradacion hidrotérmica, los
factores que tuvieron efectos significativos sobre el rendimiento fueron la temperatura y el tiempo
de reaccion, mientras que la temperatura es el Unico factor que tuvo influencia directa sobre la
generacion de grupos carboxilicos, mostrando un contenido maximo en la fraccién soluble de 29.3
meq/100 g de olote. En este proceso aproximadamente el 50% del olote fue convertido a productos
solubles en agua. El producto tratado hidrotérmicamente fue condensado con urea-*N (14% con
respecto al olote base seca). La matriz solida se analiz6 utilizando TKN (Nitrogeno Total Kjeldahl),
andlisis elemental, FTIR y RMN- 3C y N. El TKN indico que el 7% que se fijo correspondié a
49,5% del total de °N. La relacién C/N varié de 19,5 a 20,8. Espectros FTIR y RMN demostraron la
presencia de N en diferentes formas. En RMN-'3C, se observaron sefiales de grupos carbonilo
formados durante el proceso de condensacion y de especies nitrogenadas en la celulosa, que pueden
ser atribuidas a carbamatos o uretanos. Estas especies de nitrégeno también fueron corroboradas por
RMN-N, ademas de amidas y grupos amino. Las especies representan 83,9% de amidas y 16,1%
de aminas del total de nitrégeno (7%) de la muestra. Este estudio demostro la factibilidad de
enriquecer con urea el olote tratado hidrotérmicamente, en el cual el nitrogeno fue incorporado a
través de varias formas quimicas. Este producto podria mejorar los aspectos fisicos, quimicos y

bioldgicos del suelo cuando se utilize como fertilizante organico de liberacion lenta de nitrégeno.

Palabras Claves: Olote, matriz polimérica, fertilizantes, RMN-13C y 1°N.

Xl



ABSTRACT

In this research we studied the effect of a hydrothermal pretreatment of corncob under subcritical
conditions (160, 230 and 300 ° C, pressure of 1.2, 3.7 and 84.8 atm and times of 30, 45 and 60 min)
with the purpose of solubilizing the porcion of hemicelluloses, mainly xylans, and generate carboxyl
groups and aldehydes, useful for nitrogen fixation in a subsequent condensation reaction with urea.
Yields of the insoluble and soluble fraction of the corncob were determined, as well as the
concentration of carboxylic groups in the soluble fraction. The main biopolymers (lignin, cellulose
and xylans) were also isolated from corncob and characterized. Finally we studied the fixation of
nitrogen onto the pretreated corncob by condensation with urea. The study indicated that the cob
contained 45% of cellulose, lignin 15.8% and hemicelluloses 33.6%, of which 94% was xylan. In
the hydrothermal degradation, factors that had significant effects on performance were the
temperature and reaction time, while the temperature was the only factor that had direct influence on
the generation of carboxylic groups, showing a maximum content in the soluble fraction of 29.3
meq/100 g. In this process, approximately 50% of the corncob was converted to water-soluble
products. Samples of hydrotermally-treated product was condensed with urea -°N (14% with
respect to the corncob dry basis). The solid matrix was analyzed using TKN (Total Kjeldahl
Nitrogen), elemental analysis, FTIR and NMR-'3C and *N. The TKN results indicated that total
nitrogen was 7%, which corresponded to 49.5% of the total °N added to the reactor. The C/N ratio
varied from 19.5 to 20.8. FTIR and NMR Spectra showed the presence of °N in different chemical
forms. From NMR-13C spectra, it was observed the presence of carbonyl group signals, probably
formed during the process of condensation and of nitrogen species in cellulose, which can be
atributed to carbamates or urethanes. These nitrogen species were also corroborated by NMR-°N,
besides amides and amino groups. Amides constituted 83.9% and amine groups 16.1% of the total
nitrogen fixed (7%). This study demonstrated the feasibility of enriched corncob hydrothermally-
treated corncob with urea, in which nitrogen was incorporated through various chemical forms. This
product could improve the physical, chemical, and biological aspects of soil when it is used as a

slow-release-organic nitrogen fertilizer.

Key words: Corn cob, polymer matrix, fertilizers, *C and **N-NMR.
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I. INTRODUCCION

Los materiales lignocelulésicos no maderables son interesantes porque constituyen una
fuente abundante y renovable, como materia prima alternativa para la produccién de
biocombustibles (Ingram y col., 1998; Dien y col., 2003). También son atractivos por su
bajo costo y alta disponibilidad en diversos climas y localidades. Entre esos materiales esta
el olote, proveniente del cultivo de maiz (Zea Mays), el cual es una graminea anual

originaria de Ameérica e introducida en Europa en el siglo XVI.

Actualmente, el maiz, es el cereal con mayor volumen de produccion en el mundo,
superando al arroz y el trigo. Segun datos de la FAOSTAT (2012), su produccion en el
mundo fue de 844.405.181 toneladas, lo que representa una alta generacion de residuo de
olote, calculada en 144 millones de toneladas, si se tiene en cuenta que por cada tonelada de
maiz que se produce se generan 170 kg de olote (CIMMYT, 1995). México ocupa el cuarto
lugar en produccién en el mundo. La produccion de maiz en México ocupa el 34.3% de la
superficie agricola y para el 2010, se reportdé una cosecha de 23 millones de toneladas
(FAOSTAT, 2012).

Particularmente en México se estan generando miles de toneladas de este residuo en la
produccién agricola, lo que en promedio representa cerca de 4 millones de toneladas
anuales de olote, que pudieran ser aprovechados mediante la conversién en productos

quimicos de valor agregado.

El término residuo hace alusion a aquellas materias originadas en las actividades de
produccion y consumo que no han alcanzado, en el contexto en que se producen, ningun
valor econdémico; ello puede deberse tanto a la falta de tecnologia adecuada para su
aprovechamiento, como a la inexistencia de un mercado para los productos recuperados
(Costay col., 1991).


http://es.wikipedia.org/wiki/Europa

Desde el punto de vista de la composicion quimica, el olote es interesante, teniendo en
cuenta que tiene, aparte de celulosa (65%) y lignina (16%), altos contenidos de
hemicelulosas (31%) (Cordoba y col., 2010).

Entre los usos y aplicaciones que se le ha dado al olote, se encuentran la utilizacion como
forraje para rumiantes, soporte para disminuir la erosion en la tierra y también como
sustratos para la produccién de la enzima xilanasa (Knob and Cano-Carmona, 2010). Sin
embargo, hay pocos reportes en la literatura sobre su potencial para la obtencidn de
compuestos organicos (Cordoba y col., 2010, Radlein y col., 1997) u otros productos de uso
industrial (Ingram y col., 1998, Dien y col., 2003, Gray y col., 2006).

Se ha sefialado que el camino hacia un desarrollo sostenible, deberia estar basado en la
bldsqueda y utilizacion de nuevas fuentes de recursos diferentes a la madera y el petréleo,
entonces el olote como residuo agroindustrial, se destaca de manera relevante por su
componente lignoceluldsico. Sin embargo, el principal impedimento para su utilizacion es
la falta de una tecnologia de bajo costo para degradar la fraccion recalcitrante de la

biomasa.

Tradicionalmente para la conversién de los materiales lignoceluldsicos y la obtencion de
productos quimicos de valor agregado, se ha recurrido a métodos quimicos (hidroélisis con
acidos minerales) y/o enziméticos (Duff y Murray, 1996), explosion con vapor (Clark y
Mackie, 1987), tratamientos con 0zono, perdxido alcalino y la oxidacién himeda (Cérdoba
y col., 2010). Destaca entre estos la explosion con vapor, como uno de los métodos mas
investigados Yy utilizados, llevado ya a escala piloto y comercial. En este método el proceso
es catalizado con agentes quimicos (gases o liquidos) tales como SO2, H.SO4, COg, &cido
oxalico, etc., con los que se impregna la biomasa previamente al tratamiento con vapor
(Puri y Mamers, 1983).

Los meétodos anteriores de conversion, incluyendo la explosion con vapor, presentan

algunos inconvenientes y son costosos en materia de reactivos y consumo de energia,
2



teniendo en cuenta que frecuentemente incluyen etapas de neutralizacion y separacion (en
los casos donde se utilizan catalizadores) y/o problemas de corrosion, entre otros. El
proceso de tratamiento hidrotérmico que se presenta en esta investigacion es interesante por
su simplicidad, eficiencia, bajo costo y beneficios ambientales. En este contexto, se
propone estudiar el tratamiento hidrotérmico bajo condiciones subcriticas en el olote, para
generar productos solubles en agua que contengan grupos acidos y aldehidos, los cuales
serian los productos de interés para fijar nitrdgeno en una posterior etapa de reaccion,

mediante la condensacién con urea.

1.1 Antecedentes
1.2 Tratamiento hidrotérmico

La utilizacion de agua a condiciones subcriticas como medio de reaccién ofrece una amplia
variedad de posibilidades en el campo de la quimica, debido a las grandes variaciones de
sus propiedades fisico-quimicas alrededor del punto critico con cambios moderados de
temperatura y presion o densidad (Gonzéalez, 2003). Las propiedades de densidad,
capacidad calorifica y de conductividad térmica son cercanos a la fase liquida, siendo la
presion una propiedad importante para mantener la estabilidad térmica en la operacion del
reactor, mientras que la conductividad térmica indica una mayor transferencia de energia en
el medio de reaccion respecto de lo que ocurriria con un solvente en fase vapor (Gonzélez,
2003).

En general, el agua cuando esté cerca al punto critico tiene una constante dieléctrica (g) de
78.5, que permite llevar a cabo reacciones que habitualmente se desarrollan en solventes
organicos (muchos de los cuales estan siendo prohibidos por normas medioambientales que

regulan las emisiones de desechos).

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, se piensa que el agua alrededor del punto

critico presenta bondades con un potencial promisorio como medio para efectuar diversos

tipos de reacciones. Desde el punto de vista quimico, se ha dicho que cuando se trabaja por
3



debajo del punto critico del agua (punto critico 374°C y 218 atm), las reacciones
hidrotérmicas de la biomasa presentan un mecanismo de reaccion principalmente de iones y
radicales libres (Savage, 1999). Mientras que, cuando se trabaja por encima del punto
critico, la biomasa se depolimeriza principalmente por un mecanismo de radicales, que
predomina sobre mecanismos i6nicos a medida que incrementa la temperatura (Siskin y
Katritzky, 2000).

De acuerdo a lo anterior, cuando la temperatura esta por debajo de los 330°C, no ocurre
solubilizacion de los polimeros de la biomasa celulésica (Bobleter, 1986; Mok, 1992). Un
ejemplo tipico puede ser el caso de la conversion hidrotérmica de celulosa, donde la
hidrolisis (Sasaki, 2002) empieza débilmente desde los 190°C, pero solo es verdaderamente
apreciable cerca de 330°C (Bobleter, 1986; Sasaki, 2002). Cuando ocurre esta
autohidrolisis, se producen altos rendimientos de oligomeros y monosacaridos en cortos

tiempos de reaccion (Gonzélez, 2004).

Sin embargo, la despolimerizacion de la biomasa celuldsica, solo empieza cuando la
temperatura esta por encima de los 330°C para convertirse en hexosas y oligosacaridos.
Mientras procede esta despolimerizacion de la biomasa, se forman radicales que poseen una
energia de enlace inferior a 209 kJ/mol; estos pueden transferir su &tomo de hidrégeno a
otro radical organico que compite por estabilizarse (Stein, 1985). Si la conversion se realiza
en condiciones subcriticas predominan las reacciones de degradacion y desoxigenacion de
los productos de hidrdlisis. Esta hidrolisis hidrotérmica produce oligosacaridos
hidrosolubles mayormente de las hemicelulosas y de las fracciones de celulosa accesible
(amorfa) y monémeros de azucares, asi como fracciones derivadas de la fragmentacion de

la lignina.

A condiciones subcriticas el agua actia simultaneamente como solvente, catalizador y
reactante (Kuhlmann, 1994; Katritsky, 1996). La ruta de ataque parece ser ocasionada por

mediacion de los iones hidronio, que provoca reacciones quimicas en los sitios con



densidad electronica positiva, donde hay ausencia o presencia de un grupo carbonilo
(Gierer, 1985).

Una primera ruta de reaccion genera especies reactivas como los iones hidronios (mediante
la autoionizacién del agua) y acidos generados in situ (estructuras de grupos urénicos y
acetilos de hemicelulosas) (Sarkanen y Ludwing, 1971) y en la segunda ruta, si el proceso
continua, se da el rompimiento de esas estructuras y la produccion de oligosacaridos y
oligbmeros de lignina de bajo peso molecular (Casey, 1990; Savage, 1999; Siskin y
Katritzky, 2000). La ventaja que tiene la accion del ion hidronio, es la eliminacion de
grupos, sin degradar ni disolver el material de interés (Andrews y Singh, 1979). Sin
embargo, las reacciones que ocurren no se conocen muy bien en detalle, debido a la

complejidad de los mecanismos (Garcia, 2003; Garcia y col., 2004).

Ahora bien, la implementacion de tratamientos hidrotérmicos dentro de una economia
basada en biomasa tienes sus ventajas, si se considera que a partir de olote, se podrian
producir combustibles, energia y productos quimicos de valor. Ademas existe la posibilidad
de realizar los tratamientos en instalaciones separadas o bien en una sola instalacion en la
que ademas de energia y biocombustibles (biorrefineria) se produzcan, al igual que en las
refinerias actuales, una serie de productos quimicos organicos base, que sirvan a su vez de

plataforma para obtener otros compuestos de interés.

Surge asi de manera natural un concepto de biorrefineria integrada que al igual que las
refinerias actuales mas avanzadas, operando con biomasa en lugar de petréleo, produzcan
combustibles, energia y diferentes lineas de productos quimicos, de tal forma que se
incremente la rentabilidad econdmica con respecto a las instalaciones que produzcan
exclusivamente biocombustibles y energia. A menudo, los conceptos de conversion de
biomasa se construyen a partir de la idea de la "Biorrefineria”, en el que la biomasa sélida
se descompone primero en materias primas quimicas basicas y luego se reorganizan en

productos quimicos de valor (Varadarajan y Miller, 1999). El uso de la biomasa como



materia prima renovable para la produccion de combustibles y productos quimicos de valor

es un trabajo en progreso.

Las principales ventajas de estas biorrefinerias son que las materias primas son baratas y
que, en teoria, es posible obtener una gran variedad de bioproductos. Sin embargo, para su
desarrollo es preciso superar una serie de barreas tecnoldgicas relacionadas con la
separacion de sus tres componentes basicos (celulosa, hemicelulosas y lignina) y el

desarrollo de tecnologias que permitan la escision de la lignina en sus componentes basicos.

La lignina tiene un gran contenido de hidrocarburos arométicos cuyo aislamiento daria
lugar a una multiplicidad de productos e incrementaria sustancialmente el valor afiadido de
este tipo de biorrefineria. Sin embargo, al contrario que para los hidratos de carbono
naturales, no existe ninguna enzima natural que lleve a cabo la descomposicion de la

lignina en sus componentes bésicos (Ringpfeil, 2001).

Segun el grado de integracion, las biorrefineria se clasifican en:

a) Biorrefinerias de primera generacion.
b) Biorrefinerias de segunda generacion.

c) Biorrefinerias de tercera generacion.

De acuerdo a la anterior clasificacidn, una planta de fabricacion de etanol por molienda del
grano en estado seco, constituye un ejemplo de biorrefineria de primera generacion. La
planta usa como materia prima grano procedente de cereales, con una capacidad de
procesado fija y produce una cantidad determinada de etanol, co-productos para

alimentacion animal y dioxido de carbono. Casi no tiene ninguna flexibilidad de procesado.

La actual tecnologia de molienda del grano en estado humedo constituye un ejemplo de
biorrefineria de segunda generacion. Al igual que en el ejemplo anterior, esta tecnologia
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usa como materia prima grano procedente de cereales, fundamentalmente maiz, pero, al
contrario que una biorrefineria de primera generacion, tiene la capacidad de producir una
variedad de productos finales bajo demanda. Tales productos incluyen almidén, jarabe de
maiz con alta concentracion de fructosa, etanol, aceite de maiz, ademas de gluten de maiz y
harina. Este tipo de biorrefineria es susceptible de conectar lineas de productos industriales
con las unidades existentes de produccion agricola.

Las biorrefinerias de tercera generacion producirian, mediante un conjunto de tecnologias
maltiples, lineas de productos (biocombustibles, productos quimicos, plasticos, etc.)
partiendo de biomasa de origen agricola o forestal. Actualmente, no existen muchas en
funcionamiento y constituyen el objetivo comdn de todas las actuales corrientes de

pensamiento centradas en el concepto de biorrefineria

En este sentido, la degradacion hidrotérmica en condiciones subcriticas, estaria enmarcada
dentro de las biorrefinerias de tercera generacion (biorrefinerias basadas en biomasa
lignocelulésica, biorrefinerias de aprovechamiento integral de cultivo y las biorrefinerias
verdes), porque estan provistas de mayor flexibilidad a todos los niveles (Kamm y Kamm,
2004). Con estos procesos de conversion eficientes, se podran emplear diversas materias
primas, y generar un amplio abanico de productos finales. De este modo, se podran
aprovechar todas las posibilidades que ofrecen el olote, reduciendo la generacion de
residuos y haciendo mas sostenible su utilizacion, con tratamientos amigables o de bajo

impacto con el ambiente.

En este sentido, el mayor interés del olote se centra en los productos que se puedan obtener
de la degradacion de sus principales polimeros (lignina, celulosa y hemicelulosas). Se ha
planteado que los polisacaridos de la pared celular de algunos vegetales que no son
solubilizados por el agua por si sola o agentes quelantes (sustancia que forma complejos
con iones de metales pesados), podrian ser solubilizados en medio alcalino (Selvendran y
O'Neill, 1985) o tratamientos hidrotérmicos (Miyazawa y col., 2008). Las hemicelulosas

estan definidas quimicamente como polisacaridos que son estructuralmente homologos a la
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celulosa, ya que tienen una columna vertebral compuesta por unidades de D-azlcares en
enlaces B 1,4 (O'Neill y York, 2003). En esta definicion se incluyen el xiloglucano,

glucomanano, manano, pero principalmente los xilanos y compuestos de arabinosa.

Las xilanas, que incluyen a las glucuronoxilanas y glucuronoarabinoxilanas, son
cuantitativamente los componentes menores de las paredes primarias de las dicotiledoneas
y monocotileddneas no gramineas, pero son abundantes en las paredes de las gramineas y
paredes secundarias de las plantas lefiosas (Darvill y col., 1980, Ebringerova y Heinze,
2000). Estos polisacéridos tienen una columna vertebral compuesta por unidades de D-
xilosa vinculadas mediante enlaces  1,4. Asociados a la cadena principal de glucosa se
encuentran residuos de arabinosa que pueden estar esterificados con &cido ferdlico o

cumarico.

En los dltimos 10 afos, se ha tratado una variedad de biopolimeros en agua supercritica,
generando un gran interés como un método potencial para obtener combustibles gaseosos y
liquidos, asi como otro tipo de compuestos de alto valor energético. Entre esos casos, se
puede mencionar que la hidrolisis de la celulosa en agua alrededor del punto critico,
produce altos rendimientos de oligdmeros y monosacaridos en cortos tiempos de reaccion,
asi mismo la glucosa, cuando se encuentra completamente gasificada (2C¢H1206+7H20 «>
9CO2+2CH4+CO+15H,), da origen a una mezcla de gases, principalmente dioxido de

carbono, hidrégeno y metano (Gonzélez, 2003).

Palm y Zacchi (2003), realizaron extraccién de oligosacaridos de hemicelulosa de abeto en
un horno de microondas o bajo tratamientos con vapor, que pueden ser utilizados para la
obtencion de polimeros (p. ej. hidrogeles), en sustitucion de reactivos basados en
combustibles fosiles. EI mayor rendimiento de los oligosacaridos, expresados como
mananas fue del 70% obtenida con el tratamiento en el horno de microondas a 200 °C
durante 5 min. La cantidad de oligosacaridos extraidos fue de 12.5 g/100 g de madera seca.
El peso molecular minimo fue de 3400 g/mol y méaximo de 12000 g/mol. Los

oligosacaridos con pesos moleculares mas altos se obtuvieron en promedio a condiciones
8



mas suaves, pero el rendimiento fue considerablemente menor. En este estudio se demostro
la viabilidad del uso de los oligosacaridos extraidos de hemicelulosa de abeto para la

sintesis de hidrogeles.

Caparrés y col., (2006) estudiaron el Arundo donax L. en un proceso de autohidrolisis
isotérmico en el rango de temperatura de 150-195 °C, por periodos entre 0 y 15 horas, con
una relacion liquido/solido de 8 (peso/peso), con el fin de hidrolizar oligomeros vy
monomeros de las hemicelulosas (compuestos que son de interés para la industria
alimentaria). En este trabajo, bajo un modelo cinético convencional, los autores trataron de
explicar la evolucion en el tiempo del rendimiento de hemicelulosas y sus productos de
degradacion. Realizaron la cinética de modelado, utilizando el enfoque del factor de

severidad y los pardmetros cinéticos obtenidos.

Garrote y col., (2007) evaluaron los efectos de la madera de Eucalyptus globulus bajo
diferentes condiciones de autohidrélisis sobre los productos de reaccion, donde
determinaron la composicion del licor, la influencia de las condiciones de severidad en la
distribucion de los pesos moleculares de xilo-oligosacaridos, ademas del tipo y cantidad de
monosacaridos. Ellos concluyeron que el pardmetro de severidad puede ser
utilizado para predecir las proporciones relativas de las fracciones que se obtienen bajo

ciertas condiciones.

Otro caso experimental fue el de Miyazawa y col., (2008) quienes degradaron
hidrotérmicamente polisacaridos (acido péptico y almidon) en un reactor de flujo continuo
y un reactor de tapén de flujo conectado en serie, encontraron una correlacion, entre los
valores del pardmetro de severidad, a diferentes temperaturas y tiempo de residencia con el

rendimiento de los productos de degradacion.

La degradacion hidrotérmica de la biomasa se ha estudiado en rangos de temperatura que
van desde 160-410°C y hasta 300-500 bares, con tiempos de reaccion desde 6 a 66 minutos

y estas condiciones se han estado probando en compuestos modelos, como, por ejemplo, el
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acido péptico, almiddn, la glucosa o la celulosa entre otros, con el fin de identificar las vias
reaccion quimica (Kruse y Gawlik, 2003, Garrote y col., 2007, Miyazawa y col., 2008). Los
principales compuestos identificados son la fructosa, el levoglucosano, fenoles (fenol y
cresoles), furfurales, acidos (acido acético, acido formico, acido lactico y el &cido

levulinico) y aldehidos (formaldehido y acetaldehido) (Kruse y Gawlik, 2003).

1.3 Parametro de severidad.

La distribucion de productos de degradacién generados en el tratamiento hidrotérmico
depende en gran medida de la temperatura de reaccion y el tiempo, que son consideradas
variables importantes (Xiang y Lee, 2000, Xiang y Lee, 2001, Garrote y col., 2007,
Miyazawa Yy col., 2008). Otros parametros a considerar son la energia de activacion que
puede estar sujeta a los equipos experimentales, el tipo de experimento (isotérmicos o
dinamicos), condiciones experimentales (temperatura, velocidad de calentamiento y la
presion alcanzada), como también a las caracteristicas fisicas del material (tamafio de
particulas, densidad y humedad). Ahora bien, considerando los criterios de temperatura y
tiempo, algunos autores han propuesto utilizar un pardmetro de severidad, también
conocido como la reaccion de coordenadas (Ro), que se puede definir
fenomenoldgicamente como los efectos combinados de la temperatura y el tiempo de
reaccion sobre los tratamientos (Xiang y Lee, 2001; Miyazawa Yy col., 2008). EIl parametro
de severidad se ha utilizado para predecir la distribucion de productos y comparar la
reactividad de los polisacéridos a diversas condiciones (Xiang y Lee, 2000, Xiang y Lee,
2001, Garrote y col., 2007, Miyazawa y col., 2008).

1.4 Alcance del estudio.

Con base en estos conceptos tedricos y experimentales, se propone en esta investigacion
tratar el olote hidrotérmicamente (solo con agua como reactivo) en condiciones subcriticas,
esto es, a temperaturas menores a 300 °C y presiones menores a 100 atmosferas (Castro y

col., 2007, Miyazawa Yy col., 2008, Sanchez y col., 2012), como un proceso de conversion
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alternativo para degradar la forma recalcitrante del olote e identificar los productos
quimicos con potencial valor agregado (lignina, celulosa, xilana, azuUcares totales y
concentracion de grupos carboxilicos). Las investigaciones sobre este tipo de tratamiento
para el olote llevan como objetivo preparar el olote (entre otras fuentes de biomasa de
interés) para utilizarlo en una etapa subsecuente de condensacion con fuentes de nitrégeno
NH4OH y/o H:NCONH: (40% y 46% en peso respectivamente), como principio para la
formulacién de diferentes productos quimicos nitrogenados de aplicacion en procesos de
fertilizacion.
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Il. HIPOTESIS

La degradacion hidrotérmica del olote bajo condiciones subcriticas, favorecera la
fragmentacion y degradacion de las hemicelulosas mediante autohidroélisis, para
convertirlas en azucares fermentables, ademas del rompimiento estructural de la lignina y la
alteracion del ordenamiento cristalino de la celulosa para liberar la glucosa, lo que
finalmente generara una fraccion solida rica en fragmentos de lignina y celulosa, ademas de
una fraccion liquida rica en derivados acidos de hemicelulosas (principalmente xilana), que
son los responsables de reaccionar en una etapa subsecuente de condensacion con una

fuente de nitrégeno, para obtener una matriz organica enriquecida con nitrogeno.
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I11. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Degradar el olote hidrotérmicamente bajo condiciones subcriticas para generar
fracciones ricas en celulosa, lignina y hemicelulosas (xilanas), y aprovechar los grupos
acidos y aldehidos generados en esta reaccion, para fijar nitrobgeno mediante
condensacion con urea, obteniendo finalmente una matriz polimérica rica en nitrégeno

que puede ser aplicado como fertilizante organico nitrogenado de larga duracion.
3.2.  Objetivos especificos

3.2.1. Caracterizar quimicamente el olote, para degradarlo hidrotérmicamente bajo

condiciones subcriticas.

3.2.2. Aislar los principales biopolimeros del olote: lignina, hemicelulosas (xilana) y

celulosa del olote, para su posterior caracterizacion quimica.

3.2.3. Determinar las condiciones de hidromodulo, temperatura y tiempo de reaccion
para la degradacion hidrotérmica del olote, bajo condiciones subcriticas en la
concentracion de carbohidratos y cuantificacién de grupos carboxilicos de la fraccién

soluble.

3.2.4. Evaluar la eficiencia del tratamiento hidrotérmico bajo condiciones subcriticas
en el olote integral, para la generacion de grupos carboxilicos en los hidrolizados,
rendimientos de solidos insolubles y carbohidratos.

3.2.5. Analizar la xilana y celulosa de olote, mediante FTIR-ATR y RMN después de

tratarlos hidrotérmicamente bajo condiciones subcriticas y condensarlas con urea.

3.2.6. Obtener una matriz polimérica rica en nitrégeno con *N a partir de la
degradacion hidrotérmica del olote y la subsecuente condensacion con una fuente de
nitrdgeno (H:2NCONH>), identificando la correspondiente naturaleza quimica de los
compuestos nitrogenados (sales de amonio, aminas, amidas, etc.), mediante FTIR-ATR
y RMN-C y N,
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IV. MATERIALES Y METODOS

OBJETIVO 1

Caracterizar quimicamente el olote, para degradarlo hidrotérmicamente bajo

condiciones subcriticas.

4.1. Diagrama metodoldgico

Temperatura (°C)
liempo (min) —
Hidromoédulo (w/v)
Presion (atm)

Olote oxidado

Tratamiento

hidrotérmico Urea (2)
Temperatura (°C) e 1N '
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Presion (atm) _..'_l"._ !
- \

Analisis quimico

Tratamiento
Espectrofotometro hidrotérmico v
_ DR-5000 condensaciéon con
Nitrogeno total (%) Urea

Interpretacion y Anilisi
- ' nalisis
Conihushinies 4= analisis de los - demental C/N
resultados
Anilisis
estructural
F"Fl{‘\"f( ) Olote
RMNBC y BN condensado

Figura 1. Diagrama metodolégico de las etapas del proceso de investigacion

4.1.1. Obtencion de materia prima, molienda y clasificacion por tamario de particulas

El material utilizado en este estudio fue olote de maiz y se obtuvo de la region agricola de
Nextipac, municipio de Zapopan, Jalisco, México. El olote fue lavado para quitar impurezas y
se molié en un molino de navajas con 4800 um de didmetro en la perforacion de la criba.
Posteriormente, se tamizo el material en un clasificador de astillas Modelo Helsinki Sf-00561,
marca Lorenszen & Wettre AB, con mallas de 425 pm, 250 pum, 180 pum y 150 um. La

clasificacion se realizo a partir de un lote aproximadamente de 10.3 kg.
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4.2. Caracterizacion quimica del olote

El material retenido en la malla 60 (tamafio de particula de 250 um) se utilizé para determinar
la composicion quimica del olote, siguiendo las normas de la Technical Association of the Pulp
and Paper Industry (TAPPI): extraibles (T 204, 1997, T 207, 1999), cenizas (T 211, 1993),
lignina klason (T 222, 1998), pentosanos (T 223, 1984), a-celulosa (T 9, 1954). También se
utilizaron otros métodos de aislamiento reportados en la literatura para lignina estructural
(Bjorkman, 1956), holocelulosa (Wise y col., 1946) y hemicelulosas (xilana) (Timell, 1961),
nitrgeno total en el olote integral (AOAC 954.04., 1984), ademas de analisis de carbohidratos

mediante cromatografia HPLC.

De acuerdo con la norma (T 264, 97), el material utilizado para la mayor parte de los analisis
quimicos debe estar libre de extractivos, para lo cual se pesaron varios lotes de 100 g de olote
previamente molido y se sometieron a un proceso de extraccion con diclorometano (8 horas) y
acetona (8 horas), ademas de agua caliente (6 horas). Todas las extracciones se llevaron a cabo
en un equipo Soxhlet, manteniendo el liquido hirviendo de manera que el sifon de extraccion
no fuera inferior a cuatro o seis ciclos por hora. Después de la extraccion con cada solvente, se
extendid el olote extraido en una caja de carton ubicado bajo una campana de extraccién para

eliminar el exceso de disolvente.
4.2.1. Determinacién del contenido de humedad

Siguiendo la norma T 264 (1997), se determiné el contenido de humedad en el olote libre de
extractos. Esta determinacion consistié en pesar aproximadamente 1.3 g de muestra en una caja
petri de peso conocido. Posteriormente la muestra se secé en un horno a 105 + 3 °C durante 2
horas, se dejé enfriar en un desecador y se volvio a pesar. Se continu6 secando en el horno por
un periodo de 1 hora hasta que se obtuvo un peso constante y la humedad se determind

utilizando la siguiente formula:

Peso muestra himeda — peso muestra seca
% humedad = X 100%
Peso muestra hiUmeda

4.2.2. Determinacién de cenizas

Para la determinacién de cenizas se sigui6 la norma T 211 (1993). Se tomaron 2 g de olote
integral, y se colocaron en un crisol de peso conocido. La muestra se secé hasta obtener un peso
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constante. Después se inicid la combustion sobre una flama de mechero, para introducirla
posteriormente en una mufla a 525 + 25°C durante un periodo de 6 horas, hasta que todo el
carbdn se quemd, indicado por la desaparicion de particulas negras. La muestra se dejo enfriar
en un desecador y se pesé hasta peso constante. Esta determinacion también se llevo a cabo con
la muestra libre de extracto en diclorometano, acetona y agua caliente, utilizando muestras de

1g. El porcentaje de cenizas se calcul6 con base al peso seco de la muestra.

% cenizas = A/B (100) donde:
(A) = peso de la ceniza (Q)

(B) = peso de la muestra base seca (g).

4.2.3. Determinacion de lignina Klason en muestra de olote

Se utilizé la norma T 222 (1998) para determinar gravimétricamente el contenido de lignina en
el olote. A una muestra de 1 g de olote seco (libre de extractos en diclorometano, acetona y
agua caliente) se le agregaron 15 mL de acido sulfurico al 72% (21.63 N), manteniéndose en
agitacion en bafio maria a 20 + 1°C durante 2 horas. Después se transfirié a un matraz con agua
desionizada (560 mL), enjuagando y diluyendo con agua hasta alcanzar una concentracién de
acido del 3% y un volumen de 575 mL. Posteriormente fue hervido en un sistema de reflujo por
4 horas para asegurar que se mantuviera un volumen constante de agua. La solucion se decant6
manteniendo el matraz en una posicion inclinada hasta que el material estuvo finalmente
dividido. Entonces, se filtr6 a través de un crisol tipo Gooch de porosidad fina, se lavo con agua
caliente y se sec6 a 105 + 3 °C, hasta alcanzar un peso constante. EI porcentaje de lignina se

calculd con la siguiente formula:

% Lignina = (Peso de lignina x 100) / Peso seco de olote libre de extractos

4.2.4. Determinacion de holocelulosa

La holocelulosa se determind siguiendo el procedimiento de Wise y col., (1946). Se pesaron 5

g de olote libre de extractos, 1.5 g de clorito de sodio (NaClO.) y se transfirieron a un matraz
con 60 mL de agua que contenian 10 gotas de acido acético (CH3COOH). Luego de preparar
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esta disolucion en cada matraz (4 matraces), se colocaron en un bafio de agua caliente entre 70-
80 °C y cada hora se le afiadieron 1.5 g NaClO; y 10 gotas de CH3COOH con agitacion, hasta
cumplir cuatro horas. Todos los pesos y volimenes de los reactivos fueron ajustados con
respecto a los 5 g que establece la norma. Al cumplirse este tiempo, los matraces se dejaron
enfriar a temperatura ambiente por varios minutos para poder ser manipulados. Posteriormente
sobre un filtro de vidrio de porosidad media, se hizo pasar el contenido del matraz, aplicando
vacio. El residuo obtenido es holocelulosa, la cual representa el total de carbohidratos en el

material.

4.2.5. Determinacion de pentosanos

En un matraz de destilacion que contenia 1.1 g de muestra de olote libre de extracto, se le
afiadieron 20 g de cloruro de sodio NaCl, 100 mL de &cido clorhidrico HCI (3.85 N) y unas
cuantas perlas de ebullicién. Mediante un embudo de separacién se le afiadieron 250 mL de
HCI (3.85 N). Luego se calent6 la mezcla y se destilo el furfural, producto de la hidrolisis de
los azlcares pentosanos y su modificacion cuantitativa a aldehido, por arrastre de HCI (g) a una
temperatura tal, que tuviera una velocidad uniforme de destilado de aproximadamente 2.5
mL/min. El destilado se colect6 en un matraz volumétrico de 250 mL sumergido en un bafio de
hielo. Durante la destilacion se mantuvo un volumen constante de 100 mL en el matraz de
ebullicién, afiadiendo HCI gota a gota desde el embudo de separacion que contenia 250 mL de

HCI (3.85 N). La destilacion se realiz6 por un tiempo total de 90 min (Fig. 2).

Figura 2. Equipo para la determinacion de pentosanos.
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Todo el destilado se transfirié a un frasco de 1000 mL, al cual se le afiadieron 250 g de hielo
triturado de agua destilada, que mantuvo una temperatura maxima de 0 °C. También se le
agregaron 20 mL de bromuro bromato de potasio 0.2 N con agitacion minima, se tap0 y se dejo
reposar por 5 min., luego se le quito6 el tapén y se agregd 10 mL Kl al 10% y se volvio a tapar
después de agitarlo vigorosamente. Se procedio a titular esta mezcla con una solucion estandar
0.1 N de Tiosulfato de sodio, usando almidén como indicador. Se repitié el proceso con el
blanco (HCI 3.85 N sin destilar) y se tituld afiadiendo todos los reactivos utilizados con la

solucion de destilado. El porcentaje de pentosanos se calculd mediante la siguiente formula:

% de pentosanos = [7.50 (V2 - V1) N/W]-1.0

N= Normalidad de la solucién de Tiosulfato de sodio.
V1= Volumen de la solucién de Tiosulfato de sodio usado en el espécimen de prueba (mL).
V2= Volumen de la solucién de Tiosulfato de sodio usado en la titulacion del blanco (mL).

W = peso base seca de la muestra (g).

4.2.6. Determinacion de celulosa Cross Bevan (a-celulosa) en holocelulosa

Se colocaron en un matraz de 250 mL entre 1 y 2 g de holocelulosa base seca (secada al vacio
a 60°C), mas 100 mL de &cido sulfurico al 1.3% y se mantuvo dentro de un bafio de agua en
ebullicién a 96 °C, controlando que el nivel del medio coincidiera con el de la solucion en el
recipiente, mediante adicion de agua destilada al bafio. Esta hidrdlisis fue llevada a cabo por un
periodo de 2 horas. Después de hidrolizar el material, se trasfirié a un crisol de fondo poroso
para filtrar la mezcla acida, luego se lavd el residuo hidrolizado de holocelulosa con agua
destilada bajo vacio. Posteriormente el material fue secado hasta peso constante a 105°C

aproximadamente. El porcentaje de a-celulosa fue determinado sobre la base seca de la muestra.

4.2.7. Determinacion de carbohidratos del olote mediante HPLC

En un vaso precipitado de 50 mL se colocd una muestra de holocelulosa (300 mg base seca) y
se afiadieron 3 mL de H2SO4 (72%) a la temperatura ambiente. La mezcla se agitdé con una
varilla de vidrio por un periodo de una hora, luego los hidrolizados se transfirieron a un matraz

de 250 mL y se les afiadio 84 mL de agua destilada. En seguida, se neutralizaron a un pH que
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oscilo entre 5.7 y 6.7, mediante la adicion de hidréxido de bario Ba(OH)> (135 g
aproximadamente), aplicando una agitacion rigurosa mediante placa de agitacién magnética.
Después de esto, se diluyo la solucion hasta alcanzar un volumen de 100 mL y se conservo en

refrigeracion. Esta determinacidon se efectu6 también en una muestra de olote libre de extractos.

Para analizar el tipo y concentracion de azUcares, cada hidrolizado se neutralizé con Ba(OH):
y se centrifug6 a 3100 rpm, durante 40 minutos. Después se procedio a concentrar la muestra
en un rotavapor bajo vacio. Luego se paso la solucion a un matraz volumétrico de 10 mL de
capacidad y se obtuvieron volimenes de 15-20 mL del hidrolizado concentrado y se
conservaron en refrigeracion, para luego ser analizados por cromatografia HPLC y comparado
con estandares de carbohidratos (glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa, celobiosa y manosa). La
fraccion soluble se recupero por filtracidn a través de una membrana Millipore de 0.2 um, y se
purifico pasandola por un cartucho Millipore Seppak C18. De esta muestra se inyectaron 20 pL
a un cromatografo con una columna Aminex HPX-87P, 300 mm x 7.8 mm, con una presion de
272 psi (19 kg/cm?2) a 85°C; donde la fase movil fue agua grado HPLC a un flujo de 0.60
mL/min. Para el analisis se empled una bomba Waters 6000 y un detector de indice de
refraccion Modelo 401 (Waters Associated Inc.). El porcentaje de cada azucar se calculd con
la ecuacion (1):

(A Yw) (v Yv)
A w A" |
IT|_||"' |'_—'| 1
e/\Ve) %100 @

%s Glucosa=

W,

m

Donde: Ag corresponde al area del pico de glucosa, As es el area del estandar, W;s es el peso del
estandar, Vs es el volumen del estandar, Vh es el volumen del hidrolizado, Vs es el volumen
inyectado del estandar, Vg es el volumen inyectado de Glucosa, Vs corresponde a la relacion

del volumen final y volumen concentrado, Wn es el peso de la muestra
OBJETIVO 2
Aislar los principales biopolimeros del olote: lignina, hemicelulosas (xilana) y celulosa del

olote, para su posterior caracterizacion quimica.
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4.3. Aislamiento de lignina Bjérkman de olote

Para estudiar la estructura de la lignina de olote se aislo el biopolimero mediante el
procedimiento desarrollado por Bjérkman (1956). Una muestra molida de olote libre de
extractos se extrajo con dioxano-agua (9:1) durante 12 h (250 mL de solucion por cada 10 g de
muestra). Posteriormente, la muestra se centrifugd (25 min, 4°C y 11000 rpm) y se recogio el
sobrenadante (que contiene la lignina) en un matraz, repitiéndose este proceso dos veces, para
posteriormente obtener los solidos disueltos en un rotavapor a 40°C. A continuacion, el residuo
seco se disolvid en una mezcla de acido acético: agua (9:1), afiadiéndose 20 mL por cada gramo
de residuo seco. Esta disolucion se afiadid lentamente a un vaso precipitado con agua destilada

(225 mL por cada gramo de lignina) en constante agitacion.

La lignina se precipitd y se recuperd mediante centrifugacion. Una vez seco el residuo, se triturd
en un mortero para facilitar su disolucion en una mezcla 1,2- dicloroetano-etanol (2:1) y de
nuevo se volvio a centrifugar a baja velocidad (5000 rpm durante 5 min) recuperando el
sobrenadante que contiene la lignina. El sobrenadante se dispersé gota a gota, sin agitar, en éter
dietilico (225 mL es suficiente para 0.5-1 g de lignina), precipitando la lignina. La muestra se
volvié a centrifugar (5000 rpm durante 5 min) y el residuo se suspendié nuevamente en éter de
petréleo durante 12 horas. Finalmente, la suspension se centrifugo y el residuo se secd bajo
corriente de nitroégeno y se conservo a 4°C, preservandola de la luz y el aire para evitar su

oxidacion hasta el momento del anélisis.

% Lignina = (Peso de lignina / Peso seco de olote) x 100

4.3.1. Aislamiento de xilana de olote a partir de holocelulosa

La xilana fue aislada mediante la técnica descrita por Timell (1961) con algunas
modificaciones. Se tomaron 83.83 g base seca de holocelulosa y se colocaron en un vaso de
precipitados de 1000 mL. Luego se le afiadieron 600 mL de una solucién de KOH al 24%
(aproximadamente 7.15 mL por cada gramo de holocelulosa) y se dejo reaccionar bajo agitacion
durante 24 horas. El producto de la reaccion anterior se filtré en un filtro de vidrio de fondo
poroso y se separ6 en dos partes; una parte soluble (hemicelulosas) y otra parte insoluble (o-

Celulosa). La parte soluble se precipitd gota a gota en una solucion de etanol y acido acético
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(cuatro partes de etanol y 0.4 partes de acido acético por cada mL de hidrolizado) y se filtrd en
un papel filtro de gramaje No. 2 bajo succion y se dejo secar en una estufa de vacio a 60 °C.

De las hemicelulosas recuperadas se tomaron 13.04 g base seca y se disolvieron en una solucion
de 250 mL de KOH al 10% bajo agitacion; posteriormente las mananas se precipitaron gota a
gota en una solucion de 500 mL de BaOH al 5% y se recuperaron mediante centrifugacion a
4000 rpm. La fraccion de xilana se recuper0 a partir del sobrenadante de la centrifugacion
mediante precipitacion en 3300 mL de la solucion de etanol-acido acético ya descrita. El
precipitado se lavé con etanol y se filtr6 mediante vacio y finalmente se secé en una estufa de
vacio a 60°C. A la xilana obtenida se le determing el rendimiento (en masa) y se almacend para

caracterizarla quimicamente mediante FTIR-ATR y RMN-3C.

4.3.2. Analisis de RMN-13C de xilana aislada de olote

La muestra de xilana aislada se analizé por resonancia magnética nuclear de liquidos (RMN-
13C). La muestra se prepar6 en un tubo de RMN disolviendo 20 mg de xilana en 0.75 mL de
DMSO-d6. El espectro de 3C se obtuvo en un espectrometro de RMN de 200MHz Varian
Gemini 2000 de banda ancha, con una frecuencia de analisis para el **C de 50.29 MHz.

OBJETIVO 3

Determinar las condiciones de hidromodulo, temperatura y tiempo de reaccién para la
degradacion hidrotérmica del olote, bajo condiciones subcriticas en la concentracion de

carbohidratos y cuantificacion de grupos carboxilicos de la fraccidn soluble.

4.4. Determinacion de las condiciones de hidromodulo, temperatura y tiempo de reaccion,

para la degradacion hidrotérmica del olote

La degradacion hidrotérmica se llevé a cabo con muestras de 0.5 g de olote integral, en reactores
de acero inoxidable que tiene una capacidad méaxima de 35 mL con tapa rosca interna y
empaquetadura de teflon externa. El tratamiento se llevé a cabo en una Mufla marca TE-M12D,
equipada con un panel de control que permite explorar en un intervalo la temperatura de 50°C
A 1100°C (Fig. 3).
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Figura 3. Tratamiento hidrotérmico del olote en mufla y reactores tipo bala.

Los ensayos de degradacion hidrotérmica se llevaron a temperaturas de160, 230 y 300°C con
tiempos de 30 a 60 min (30, 45 y 60 min) (Kilzer y Broido, 1965; Clark y Mackie, 1987; Flaig
y Soéchtig, 1973; Flaig, 1972; Miletzky y Schiene, 1985; Meier y col., 1994). El tiempo de
reaccion se contabilizé a partir de que la mufla alcanzé la temperatura de operacién deseada y
se calculd la presion alcanzada bajo estas condiciones (1.2, 3.7 y 84.8 atm respectivamente),
las cuales se encuentra por debajo del punto critico del agua (punto critico 374 °C y 218 atm).

Todos los reactores fueron ajustados con torquimetro a una presion de 20 libras.

El hidromédulo (w/v) se ajusté de acuerdo a los requerimientos de la experimentacion
agregando agua destilada grado HPLC previamente al material dentro del reactor, antes de
introducirlo a la mufla. La cantidad de agua agregada se calcul6 sobre el material base seca, por
lo que el material integral se trabaj6 con 20, 25 y 30 mL de agua que representan una relacion
aproximada de 1:40, 1:50 y 1:60 equivalentes a 2.5%, 2.0% y 1.7% (w/v) con respecto al peso
del olote. Después de tratar el material, se dejé enfriar a temperatura ambiente y se filtrd
utilizando membranas de 0.45um. Posteriormente, el residuo se secd en un horno a 45°C hasta
tener un peso constante y se determiné el rendimiento de los sélidos insolubles mediante la
ecuacion (2).

Rendimiento soélidos insolubles (%) = %xlOO% (2)

1

*P1 = Peso base seca del olote antes del tratamiento ()
*P2 = Peso base seca del olote después del tratamiento hidrotérmico (g).

4.4.1. Disefo estadistico para el tratamiento hidrotérmico del olote
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Para analizar de manera simultanea los factores que podrian estar influyendo en la degradacién
hidrotérmica del olote, se planteé un disefio factorial multinivel 3% (3= 3x3x3) con 2
repeticiones para el primer tratamiento y un 3% (3%= 3x3) para el segundo tratamiento
hidrotérmico, donde sélo se consideraron los factores de temperatura y tiempo, ya que estos
fueron los que tuvieron mayor influencia en la primera parte del experimento y se evalud su
influencia en la generacion de grupos carboxilicos. Para analizar las variables estudiadas se

empled el programa Statgraphics® plus 5.1.

4.4.2. Cuantificacion de grupos carboxilicos y concentracion de carbohidratos

Los grupos carboxilicos generados en la degradacion hidrotérmica se determinaron mediante
titulacion polielectrolitica, utilizando la técnica del potencial de flujo. Bajo este procedimiento
se obtiene la demanda anionica de los hidrolizados del olote. Las mediciones se realizaron en
un equipo detector de carga polielectrolitica PCD-03 Mutek (Fig. 4). Para este andlisis, las
muestras se prepararon utilizando la técnica T 237 (1993), donde se pesaron 0.5 g base seca de
olote integral y se trataron hidrotérmicamente a temperaturas de 160, 230 y 300 °C, tiempos de
30, 45 y 60 min con un volumen de agua de 25 mL grado HPLC. Posteriormente el producto
de la reaccion se filtré en membranas de 0.45 um, para obtener la fraccién soluble del producto
de la reaccion. Del filtrado se tomaron muestras de 5 mL, diluidas con 5 mL de agua grado
HPLC y se colocaron en la celda de medicion del Mutek, la cual contenia un piston en

movimiento, produciendo un potencial de transmision reflejado en el panel de lectura.

Figura 4. Equipo detector de carga polielectrolitica PCD-03 Mutek

La concentracion anionica del filtrado se calculé mediante la ecuacion (3), utilizando un
polielectrélito cationico Poly-DADMAC (Cloruro de polidialildimetil amonio) en la

neutralizacion, a una concentracion de 0.001 mol/L y un flujo potencial de 0 mV.
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Cyes la concentracion de carga (Meq /100 g), v es el volumen de la muestra que se titula (mL),
y Vep y C son el volumen de solucién (mL) y su concentracion (N), respectivamente.

La cuantificacion de la concentracion de carbohidratos de la fraccion soluble despues del

tratamiento hidrotérmico se llevo a cabo posteriormente mediante HPLC.
OBJETIVO 4

Evaluar la eficiencia del tratamiento hidrotérmico bajo condiciones subcriticas en el olote
integral, para la generacion de grupos carboxilicos en los hidrolizados, rendimientos de

solidos insolubles y carbohidratos.
4.5. Analisis de la fraccion insoluble del olote mediante FTIR-ATR

Las fracciones insolubles del olote tratado hidrotérmicamente se analizaron mediante FTIR-
ATR, para evidenciar las modificaciones realizadas durante el tratamiento, utilizando un
espectrometro Perkin-Elmer, modelo Spectrum GX. Se obtuvieron espectros por duplicado en
una ventana espectral de 4000 a 550 cm™* con una resolucion de 4 cm™ y 16 barridos.

4.5.1. Evaluacién del factor de severidad

La eficiencia del tratamiento hidrotérmico en relacion al rendimiento de la fraccion insoluble
se evaluo utilizando un factor de severidad, calculado como se muestra en la ecuacion (4). El
factor de severidad se definié como la combinacion de los efectos de la temperatura y el tiempo
de reaccion sobre el rendimiento de los tratamientos de degradacién hidrotérmica en

condiciones subcriticas.

100) @

Ro =txexp<T—7
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t es el tiempo expresado en minutos, T la temperatura en expresada en °C y ® es una constante
numerica, cuyo valor es de 14.75, determinada experimentalmente en estudios de degradacion
de carbohidratos (Garrote y col., 2007, Miyazawa Yy col., 2008).

4.5.2. Relacién de la concentracion de azucares totales generados en el hidrolizado de olote

con las variables de reaccion

En esta parte se evalud la concentracion de azucares totales generados en los hidrolizados del

olote, bajo las condiciones de temperatura y tiempo de reaccion de esta investigacion.

OBJETIVO 5

Evaluar la xilana y celulosa de olote, mediante FTIR-ATR y RMN después de tratarlos

hidrotérmicamente bajo condiciones subcriticas y condensarlas con urea.

4.6. Tratamiento hidrotérmico y condensacién con urea de los biopolimeros xilana y

celulosa del olote

Para este tratamiento, se pesaron 0.5 g de xilana 'y 2.0 g de celulosa y suspendieron en 20 mL y
30 mL de agua respectivamente, y se trataron hidrotérmicamente a 160°C (xilana) y 285°C
(celulosa) con tiempos de 60 minutos y una presion de 7 y 40 bares respectivamente. El
producto de la reaccion en cada caso se hizo reaccionar posteriormente con urea (H_2NCONHa,
99.5% de pureza) a 165 °C y 60 minutos, alcanzando una presion de 14 bares. Luego el
producto fue congelado y liofilizado para su posterior caracterizacion mediante FTIR-ATR y

RMN de sélidos de **C para determinar su naturaleza quimica.

OBJETIVO 6

Obtener una matriz polimérica rica en nitrégeno con N a partir de la degradacion
hidrotérmica del olote y la subsecuente condensacion con una fuente de nitrogeno
(H2NCONH?), identificando la correspondiente naturaleza quimica de los compuestos
nitrogenados (sales de amonio, aminas, amidas, etc.), mediante FTIR-ATR y RMN-13C y

15N.
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4.7. Tratamiento hidrotérmico del olote y condensacion con urea-'°N

Para llevar acabo esta reaccion se cargo un reactor Parr con 10 g de olote y 34-50 mL de agua
y se calentd a 160°C y una presion de 7 bares realizando corridas a 60, 90 y 120 minutos. Estas
condiciones de tiempo y temperatura se seleccionaron de los tratamientos que tuvieron mejores
rendimientos en los estudios de la generacion de grupos carboxilicos en el material soluble.
Tanto el material sélido como la fraccion soluble que se generaron en el tratamiento
hidrotérmico se sometieron a una condensacion con urea (H.NCONH: al 99.5% de pureza y
urea marcada al 98% con *N). De tal manera que el reactor se cargé con 3 g de urea con 10%
de N (siendo 2.7 g de urea sin marcar y 0.3 g de urea marcada). Esto es 0.3 g urea por cada
gramo de olote agregado al reactor, equivalente a 1.4 g de nitrogeno contenido en la urea y 14%
de nitrogeno. La condensacion se llevo a cabo a una temperatura de 165°C y presion de 14
bares, durante un periodo de 60 minutos, el cual se contabilizé una vez que el reactor alcanzo

las condiciones de operacion deseada (Fig. 5).

Figura 5. Tratamiento hidrotérmico y condensacion del olote en una etapa en un reactor Parr.

4.7.1 Técnicas analiticas empleadas para el analisis del olote condensado con urea

4.7.1.1. Analisis de Nitrogeno Total Kjeldahl (TKN) mediante espectrofotometria UV vis.

El contenido total de nitrogeno en el producto de las condensaciones con urea marcada al 10%
con °N se determin6 mediante el método de Kjeldahl (Nessler, 2005). Este método se basa en
la transformacion del nitrégeno contenido en la muestra a sulfato de amonio, mediante la

digestion con &cido sulfarico en presencia de peroxido de hidrogeno.
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Se pesaron muestras de 0.3 g base seca del olote condensado con urea en un matraz de 100 mL.
Se le agreg6 5 mL de acido sulfurico y se llevo a cabo la digestion a una temperatura de 460°C;
después de 5 minutos, se afiadieron 10 mL de peroxido de hidrégeno al 50% via capilar a través
de un embudo ubicado en la columna y se completo la digestion por 4 minutos mas, hasta que
se observo un medio transparente. Luego se removid el vaso y se dejo enfriar el producto de la

digestion a temperatura ambiente. Para diluirse posteriormente con agua desionizada a 100 mL.

Después de la digestion, se tomaron muestras de 0.2, 0.3 y 0.5 mL para ser preparadas y
analizadas en un espectrofotdometro DR5000 marca HACH, con una longitud de onda de 460
nm. La preparacion consistié en tomar una muestra de la mezcla digerida (0.2, 0.3y 0.5mL) y
colocarla en un cilindro graduado de 25 mL, al cual se le afiadié una gota del indicador
(anaranjado de metilo) y gotas de hidréxido de potasio 8N hasta que dio un color amarillo claro,

luego se diluy6 hasta cerca de 20 mL con agua desionizada.

Se afadieron 3 gotas de estabilizador mineral a la muestra contenida en el cilindro, al igual que
al blanco preparado y se taparon los cilindros para ser agitados manualmente. También se
agregaron 3 gotas de alcohol polivinilico como agente dispersante en cada cilindro y se llen6
hasta la marca con agua desionizada y se homogenizé la mezcla. Por ultimo se le afiadié 1 mL
de reactivo de Nessler (21194-49), se tap0 y se invirtié por un minuto, para luego ser analizada
en el espectrofotomtero. Se corrid un blanco con todos los reactivos mencionados pero sin la

muestra resultante de la digestion.

El célculo del nitrogeno total se llevo a cabo de acuerdo a la ecuacién (5) para muestras sélidas:

0.0075 XA
N="pe O

Donde

A = Lectura de la muestra en el espectro, concentracion en mg/L.

B = Muestra de olote condensando digerida en g.

C = Muestra (alicuota) de la digestion analizada en el espectro en mL.

0.0075 = Constante para el calculo de porcentaje de nitrogeno en ppm.
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4.7.1.2. Andlisis Elemental de las muestras de olote condensadas con urea

Con este andlisis se determinaron los porcentajes de carbono (C), hidrégeno (H) y nitrégeno
(N), presentes en la matriz polimérica obtenida. Esta técnica destructiva consiste en pesar entre
2 y 4 miligramos de muestra y someterla a una oxidacion térmica entre 1,600-1,800 °C, en
ambiente de oxigeno, con lo que se consigue la conversion total y cuantitativa de los
componentes en la forma de CO2 (C), H2O (H) y N2 (N). Estos productos gaseosos son
arrastrados al modulo de separacion donde se produce la adsorcion selectiva de CO, (en
columna de cobre), H2O (columna de Plata) y se miden individualmente por el detector de
conductividad térmica (TCD). El primero en ser medido es el nitrogeno, que no es retenido y
el de gran interés para el presente estudio, y posteriormente se produce la desorcion térmica del
CO. y por ultimo el H20. Esta técnica es imprescindible para la determinacion de la pureza de
una muestra y por tanto es necesario que este libre de disolventes e impurezas, las cuales

afectarian los porcentajes teoricos de carbono, hidrégeno y nitrégeno.

4.7.1.3. Analisis de infrarrojo FTIR-ATR a muestras de olote condesando con urea

Se obtuvieron los espectros infrarrojo tanto de las fracciones insolubles del olote (s6lida) tratado
hidrotérmicamente a condiciones subcriticas y ricas en fracciones de celulosa y lignina, como
de los biopolimeros aislados del olote (xilana, celulosa y lignina) y tratados hidrotérmicamente.
También fueron analizados mediante esta técnica todos los productos condensados con urea. El
equipo utilizado fue un espectrdmetro Perkin-Elmer, modelo Spectrum GX, usando un
aditamento PIKE MIRacle de reflectancia total atenuada horizontal (HATR) de reflexion
simple y con cristal de diamante. Se obtuvieron espectros por duplicado en una ventana
espectral de 4000 a 550 cm™ con una resoluciéon de 4 cm™ y 16 barridos. A los espectros
obtenidos se les corrigio la linea base, se suavizaron y normalizaron utilizando el software

Spectrum de Perkin-Elmer, version 3.02.01 (Spectrum 2000).

4.7.1.4. Analisis de RMN-1C y N del olote condensado con urea marcada al 10% con °N

Las muestras de olote, proveniente del tratamiento hidrotérmico bajo condiciones subcriticas y
la subsecuente condensacion con nitrégeno, se analizaron mediante RMN-3C de solidos

mediante un espectrometro de RMN Joel de 600 MHz (14 Teslas) modelo ECA 600, con una
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frecuencia de analisis para 3C de 150 MHz y de 60 MHz para el *N, equipado con una sonda
DOTY de s6lidos H-X de temperatura variable. Los analisis de ambos nucleos se realizaron
mediante el experimento de CP-MAS (polarizacién cruzada de giro de angulo magico) con

tiempos de relajacion de 5s y tiempo de contacto de 3 ms para el **C y 6s y 5ms para el *°N.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
OBJETIVO 1

Caracterizar quimicamente el olote, para degradarlo hidrotérmicamente bajo condiciones

subcriticas.

5. 1. Caracterizacion quimica del olote

La distribucion del tamafio de particula del olote molido se muestra en la Fig. 6. A la fraccion
retenida en la malla de 250 um se le determind la composicion quimica en términos de los
biopolimeros mas importantes (celulosa, hemicelulosas y lignina) y otros componentes de bajo
peso molecular (extraibles y material inorganico). La suma de holocelulosa (Hol), lignina total
(Lv), extractivos (Ex) y cenizas (C;) hacen aproximadamente el 100% del olote integral (Tabla 1).
El contenido de cenizas y extraibles totales arrojaron valores que coinciden con los reportados en
la literatura (Rowell y col., 2000, Yang y col., 2006, Rodriguez y col., 2008, Cérdoba y col.,
2010, Tappi 204 cm, 1997, Tappi 207 cm, 1999).
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Figura 6. Distribucion del tamafio de particula de olote molido.
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En cuanto al contenido de celulosa existe una discrepancia comparada con lo reportado por otros
autores, la cual obedece probablemente a la retencion de trazas de lignina y hemicelulosas, ya que

no se practicd una correccion al respecto.

En el analisis de la composicion de azucares en el producto de la hidrdlisis acida de holocelulosa
obtenido mediante HPLC que se reporta en la Fig. 6, se tiene una concentracion de glucosa del
41%, xilosa 35% y en menor proporcion arabinosa y celobiosa con un 5% respectivamente (Fig.
7). Si a la concentracién de estos componentes se le sumaran los valores de lignina y cenizas, la
sumatoria arrojaria un valor cercano al 100%. Hay que destacar que en este particular analisis
aparecio celobiosa, lo cual indica que la hidrolisis del material pudo no haber sido completa. De
manera general, estos resultados confirman que el olote es un material lignocelulésico con un alto
contenido de hemicelulosas, particularmente xilosa (Cérdoba y col., 2010, Rowell y col., 2000,

Yang y col., 2006, Samanta y col., 2012, Oliveira y col., 2010).

Tabla 1. Comparacion de la composicion quimica del olote (%) del presente estudio (en el

recuadro rojo) con datos reportados por otros autores.

Componentes Referencias
(%) Olote* | (Garrote et al., 2007a)  (Rivasetal., 2004)  (Thompson, 1995)
Pentosanos 40.6 No reporta No reporta No reporta
Hemicelulosas 33.6 311 39.0 33.7-41.2
Celulosa s 34.3 34.3 30.0-41.7
50+
Lignina Klason | 15.8 18.8 14.4 45-159
Cenizas 2.0 No reporta No reporta No reporta
Nitrégeno Total| 0.5 No reporta No reporta No reporta

*= presente investigacion; *(Determinado segun Timell, 1961); **(Determinado segun Tappi 9m,
1954).
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Es posible efectuar un calculo del contenido de celulosa en el olote integral, utilizando los valores
de los azlcares obtenidos mediante el anélisis HPLC del hidrolizado de holocelulosa. Para ello
tomamos el porcentaje de glucosa (41%) y le sumamos el doble del contenido de celobiosa (6%),
ya que la celobiosa contiene dos unidades de glucosa, para obtener un total de 53%. Si partimos
de un contenido de holocelulosa del olote integral del 78.7% obtenido por el método de Wise et
al. (1946), la multiplicacion de 53/100 por 78.7% nos da un contenido de celulosa de
aproximadamente 42%. Procediendo de manera similar, la suma de los porcentajes de xilosa
(35%) y arabinosa (6%) en el hidrolizado, deben corresponder al total de hemicelulosas presentes
en la holocelulosa. Asi, la multiplicacién de (53/100) por 78.7%, arroja un valor de hemicelulosas
del 32%. Este ltimo valor es muy similar al contenido de hemicelulosas reportado por Garrote et
al. (2007) y Rivas et al. (2004) y dentro del rango que reporta Thompson (1995). En el caso de la
celulosa, estos valores son notoriamente menores a los contenidos de celulosa reportados en el
cuadro 1 segun el método de Timell (Timell, 1961) y Tappi (T9m-54).
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Figura 7. Carbohidratos presentes en holocelulosa de olote analizados mediante HPLC de un
hidrolizado &cido.
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OBJETIVO 2

Aislar los principales biopolimeros del olote: lignina, hemicelulosas (xilana) y celulosa del

olote, para su posterior caracterizacion quimica.
5.2. Analisis de FTIR-ATR
5.2.1. FTIR-ATR de la xilana aislada de olote

El espectro de la preparacion de xilana aislada segun Timell en medio alcalino (Fig. 8) muestra
bandas tipicas de azlcares en 3422, 2927, 1421, 1228, 1049, 986 y 897 cm™, las cuales estan
asociadas con las sefiales caracteristicas de la xilana (Samanta y col., 2012, Oliveira y col., 2010).
La banda en 1161 cm™ junto a la banda fuerte a 1045 cm™ son debidas a las vibraciones de
estiramientos C-O, la cual es caracteristica de grupos glicosidicos como el presente en
hemicelulosas (Sanchez y col., 2012, Sun y col., 2002, Oliveira y col., 2010).
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Figura 8. Espectro FTIR- ATR de xilana aislada de olote mediante hidr6lisis alcalina.
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5.2.2. FTIR-ATR de lignina de olote aislada mediante extraccion con dioxano

En el caso de la lignina aislada al dioxano (Fig. 9), se observan sefiales atribuibles a los
monomeros de la lignina, esto es p-hidroxifenilo (H), guaiacilo (G) y siringilo (S), reflejados en
sefiales a 1603 y 1513 cm™ debidas a vibraciones del esqueleto aromatico (Lapierre y col., 1995,

Baucher y col., 1998, Buranov y Mazza, 2008).

Ademas se aprecian bandas a 1425 y 1328 cm™ que corresponden la deformacion en el plano del
enlace C-H de la parte alifatica de la cadena de fenilpropano. Las sefiales en la region de 1300 a
1000 cm™ corresponden a estiramientos del tipo C-O provenientes de grupos fendlicos y
alcoxidos presentes en las unidades H, G y S (Fig. 8). La banda alrededor de 833 cm™ es tipica de
los enlaces C-H fuera del plano y se relaciona directamente con los grupos H, G y S (Faix, 1992,
Monteil-Rivera y col., 2013).

5.2.3. RMN-13C de la xilana aislada de olote

En el espectro de la xilana de olote (Fig. 10) se observan sefiales caracteristicas de hemicelulosas
(Kumar and Negi, 2012). Este espectro muestra cinco sefiales de carbonos y entre estas se puede
ver, en el campo mas bajo (6 101.7 ppm), la sefial caracteristica de carbonos acetalicos (C-1)

correspondiente a la D-xilopiranosa de unidades de xilana.

Las tres sefiales siguientes en 6 75.4, 74 y 72.6 ppm, corresponden a los carbonos C-2, C-3y C-
4, del anillo pirandsico respectivamente, asi como la Gltima sefial a 63.2 ppm que es atribuida al
C-5 de este mismo sistema. Este resultado demuestra claramente que la xilana aislada se logré
obtener bastante purificada mediante el proceso de extraccion alcalina, mientras que
frecuentemente las preparaciones de Xxilanas pueden presentar otros azlcares en las cadenas
laterales (Ebringerova y Hromadkova, 1999, Garcia y col., 2000, Karucakova y col., 1994, Silva
y col., 1998, Whistler y Smart, 1953). Segun estos resultados, junto con el analisis de
carbohidratos del hidrolizado de holocelulosa, permiten concluir que la xilana del olote reportada

en esta investigacion pertenece al tipo arabinoglucuronoxilana (Fig. 8 y 10).
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Figura 9. Espectro FTIR-ATR de lignina al dioxano de olote.
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Figura 10. Espectro RMN-13C de xilana de olote con ampliacion de la zona entre 110 a 55ppm.

OBJETIVO 3
Determinar las condiciones de hidromoédulo, temperatura y tiempo de reaccion para la

degradacion hidrotérmica del olote, bajo condiciones subcriticas en la concentracién de

carbohidratos y cuantificacion de grupos carboxilicos de la fraccidn soluble.
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5.3. Degradacion hidrotérmica del olote

Las variables con impacto en la solubilizacion de materia orgénica del olote por efecto de
tratamientos hidrotérmicos se estudio en dos etapas. En la primera etapa, se aplicé el disefio
factorial multinivel 3% (3= 3x3x3) con 2 repeticiones. Los factores que tuvieron efectos
significativos fueron la temperatura y el tiempo (nivel de confianza de 95%). El rendimiento de
los solidos insolubles (43%, 44% y 49%) puede considerarse satisfactorio, ya que fue posible
degradar mas del 50% del olote a temperaturas entre 230°C y 300°C en un intervalo de tiempo de
45 a 60 min (Fig. 11).

El hidromédulo, como efecto simple, no mostr6 influencia directa apreciable sobre el
rendimiento de los sélidos insolubles en el olote, pero al combinarlo con el tiempo, el efecto es
apreciable. Sin embargo, de manera individual, estos factores pueden ser importantes en las

reacciones de modificacion de los biopolimeros del olote (hemicelulosas, lignina y la celulosa).
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Figura 11. Rendimiento de la fraccion insoluble del olote después del tratamiento hidrotérmico

(primer disefio experimental).
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OBJETIVO 4

Evaluar la eficiencia del tratamiento hidrotérmico bajo condiciones subcriticas en el olote
integral, para la generacion de grupos carboxilicos en los hidrolizados, rendimientos de

solidos insolubles y carbohidratos.

5.4. Evaluacion de la eficiencia del tratamiento hidrotérmico en el olote para la generacion

de grupos carboxilicos en la fraccion soluble mediante FTIR-ATR

Mediante este analisis se evalud la eficiencia de la generacion de grupos carboxilicos del
tratamiento hidrotérmico sobre el olote. La asignacion de las principales bandas en el espectro se
muestra en el Tabla 2. La comparacion de espectros FTIR del olote tratado hidrotérmicamente
con respecto al olote sin tratar (Fig.12 a-d) muestra que las bandas en 1603 y 1106 cm™ se
encuentran mejor definidas después del tratamiento. En principio, estas bandas corresponden a la
vibracion asimétrica C-O-C del anillo hemiacetal de las unidades monomeéricas de los
carbohidratos (Fig. 12 b, c, d).

Tabla 2. Bandas (cm™) de FTIR para el olote modificado hidrotérmicamente.

Olote
Asignacion modificado Referencia
(Longitud)
O-H estiramientos de los grupos hidroxilos 3300-3640 )
. (Fengel y Ludwig,
C-H estiramientos en CH, y CH3 3000-2850

1991, Sanchez y col.,

C-O-C vibracién asimétrica del anillo hemiacetal de 1320y 1000 2012)

las unidades monomeéricas de los carbohidratos

C-H vibracion del esqueleto aromético 3 bandas 1603, 1513 vy (Monteil-Rivera y

caracteristica de lignina 1455 col., 2013, Faix, 1992,
C=0 Carbonilos 1760-1600 Hergert, 1971, Heitner
C=0-R grupos carboxilos 1710 a 1690 y col., 1941)
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Se pudo observar en los tratamientos a 300°C, 45 minutos y 20 mL (Fig. 12 c), un incremento
significativo entre las bandas 1690-1710 cm™ correspondiente a grupos carboxilos, a la vez que
se observa una reduccion marcada entre las bandas 950-1115 cm™ correspondientes a
estiramientos C-O de grupos OH y éteres de azucares presentes en las muestras. Esta reduccién
estd relacionada con la oxidacion de grupos OH a grupos carbonilos (acidos carboxilicos,
aldehidos y cetonas) como resultado del tratamiento térmico.
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Figura 12. Espectros FTIR-ATR de olote: a) sin tratar; b) olote tratado hidrotérmicamente a

230°C/45 min/30 mL de agua; c¢) 300°C/45 min/20 mL y d) 300°C/45 min/25 mL.
5.4.1. Factor de severidad (Ro)

El factor de severidad es un valor numerico que representa la combinacion de los efectos de la
temperatura y el tiempo de reaccion sobre el rendimiento de los tratamientos de degradacion

hidrotérmica en condiciones subcriticas. Se obtuvo mayor rendimiento de la fraccion soluble,
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cuando los valores del factor de severidad fueron superior a 3.55x10° (Ejemplo: combinaciones
de 230°C con 60 y 45 min y 300°C con 45 y 60 min con Ro [min] de 4.68 x 10° min, 3.55 x 10°
min, 4.37 x 10" min y 5.89 x 10" min respectivamente) (Fig. 13). En general se observo que a
mayor temperatura, el Ro [min] también se incrementa proporcionalmente. Sin embargo, el olote
sigue siendo muy recalcitrante a pesar de haber tenido un tratamiento hidrotérmico severo.
Algunos autores reportan que esta recalcitrancia es atribuida a los vestigios de ferulatos de la
lignina estrechamente ligada con heteroxilanas o complejos carbohidratos de arabinoxilana
(Ralph y col., 1998a, Lapierre et al., 2001). Fue interesante observar que a 160°C y 45 minutos se
obtuvo uno de los rendimientos mas bajos (55.4%) de la fraccion insoluble empleando un Ro
[min] de 3.45 x 103 (Fig. 13).
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Figura 13. Rendimiento de solidos insolubles resultante del tratamiento hidrotérmico del olote y

su relacién con el factor de severidad (Ro).

5.4.2. Rendimiento de solidos insolubles en la generacion de grupos carboxilicos
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Para el segundo tratamiento hidrotérmico se aplico el disefio experimental 3% (32= 3x3), donde
solo se consideraron los factores de temperatura y tiempo de reaccion. Se pudo observar que para
este experimento, la temperatura fue el Unico factor que influyd significativamente con p<0.05 y
tuvo influencia apreciable sobre el rendimiento de los solidos insolubles (Fig. 14). El rendimiento
de sélidos insolubles fue satisfactorio si se tiene en cuenta que en la mayoria de los tratamientos
fue posible degradar méas del 50% del caracter recalcitrante del olote. El rendimiento més bajo de
la fraccion insoluble después del tratamiento hidrotérmico del olote fue de 42.8% obtenido a una

temperatura de 300°C y 60 min.
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Figura 14. Rendimiento de la fraccion insoluble del olote después del tratamiento hidrotérmico

(segundo disefio experimental).

5.4.3. Concentracion de grupos carboxilicos en la fraccion soluble de olote

Se observo una mayor concentracion de grupos carboxilicos cuando se trabajé con temperaturas

de 160°C en todos sus tiempos (30, 45 y 60 minutos); esto era de esperarse, Si se tiene en cuenta
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que a esta temperatura comienza la degradacion de las hemicelulosas y la porcion amorfa de la
celulosa, conduciendo a la formacién de fragmentos de cadena corta, conteniendo grupos
carboxilicos (Fig. 15). El objetivo del disefio experimental fue lograr la generacion de una gran
cantidad de estos grupos, para utilizarlos en la fijacion de nitrogeno en un etapa subsecuente de
condensacion con urea (Bhargava y col., 2006). En resultados de investigaciones de pirolisis
sobre diversos tipos de biomasa (Radlein y col., 1997) se reportan entre 6 y 11 moles de grupos
carboxilo, carbonilo y grupos fendlicos, los cuales parecen estar disponibles para reacciones
posteriores. En nuestra investigacion, los grupos carboxilicos generados estuvieron presentes
mayormente en la fraccion soluble resultante del tratamiento hidrotérmico, constituida
presumiblemente de fragmentos de xilana y lignina con una apreciable concentracion de 29.3
meq/100g de olote (Fig. 15).
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Figura 15. Concentracion de grupos carboxilicos en fraccion soluble de olote tratado

hidrotérmicamente (meq/100 g).

5.4.4. Azlcares totales en la fraccion soluble de olote después del tratamiento hidrotérmico
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La mayor concentracion de azUcares totales en la fraccion soluble de los tratamientos se obtuvo a
temperaturas de 230 °C en todos los tiempos evaluados (30, 45 y 60 min), obteniendo
concentraciones de 12.78 mg/mL, seguida de 2.88 mg/mL, y 1.91 mg/mL respectivamente. Esto
contrasta con los menores rendimientos a 160°C en todos sus tiempos (2.82 mg/mL, 1.66 mg/mL
y 0.81 mg/mL respectivamente) (Fig. 16). Sin embargo, a una temperatura mayor a los 230°C, la
concentracion de azUcares totales disminuyd (1.87 mg/mL). Esto puede ser debido a que la
degradacion de los carbohidratos, sobre todo las hemicelulosas, ocurre a todas las temperaturas;
sin embargo a temperaturas muy altas, los azlcares solubilizados se degradan a otro tipo de
compuestos no estudiados en esta investigacion, como pueden ser furfural e hidroximetilfurfural.
De los resultados de esta etapa se puede aseverar que los mejores rendimientos en cuanto a la
concentracion de carbohidratos en la fraccion soluble se obtienen a temperaturas que van de
160°C a 230°C y tiempos de 30 a 60 min.
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Figura 16. Azucares totales en la fraccion soluble de olote después del tratamiento hidrotérmico
(mg/mL).

OBJETIVO 5
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Analizar la xilana y celulosa de olote, mediante FTIR-ATR y RMN después de tratarlos

hidrotérmicamente bajo condiciones subcriticas y condensarlas con urea.

5.5. Analisis de la xilana y celulosa de olote después del tratamiento hidrotérmico y

condensacion con urea, mediante FTIR-ATR y RMN-13C

Los productos de estos tratamientos se analizaron solo de manera cualitativa mediante FTIR-
ATR y RMN-3C, con el fin de investigar la naturaleza quimica de las especies nitrogenadas
después de someter estos polimeros individualmente al tratamiento hidrotérmico y condensacion

con urea.

5.5.1. Analisis utilizando la técnica FTIR-ATR para xilana de olote tratada

hidrotérmicamente y condensada con urea

En la Fig. 17 se observan estiramientos de N-H en 3211, 3336 y 3428 cm™, que se atribuyen a
amidas, y aminas primarias y secundarias. Entre los 1583-1656 cm™ se encuentran estiramientos
que se atribuyen a C=0 o C=C de aromaticos. Otra evidencia de la presencia de nitr6geno en
forma de amina primaria C-N se encuentra a 1456 cm™ y en 1314 cm™ (C-N aminas aromaticas y
alifaticas respectivamente), mientras que la sefial a 893 cm™, correspondiente a flexiones de

grupos N-H, se redujo y se desplaz6 a 780 cm™.

5.5.2. Analisis utilizando la técnica FTIR-ATR para celulosa de olote condensada con urea

En la Fig. 18 para el caso de la celulosa de olote, no se pudo observar de manera clara la
presencia de sefiales de nitrdgeno. Sin embargo, se observo una pequefia modificacion a 3428-
3216 cm™ que son estiramientos de N-H, correspondientes a sefiales de amidas y aminas. Entre
1590-1543 cm™ se observan flexiones que se atribuyen a N-H de amidas secundarias. Otra
evidencia de la presencia de nitrdgeno en forma de amina primaria N-H en flexion se encontré a
1456 cm™. Ahora bien, este analisis no aporta informacién puntual de como las especies
nitrogenadas estan enlazadas en el material, por lo que para obtener mas informacion sobre esto,

se recurrié a la técnica de RMN-C y °N.
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Figura 17. Espectro de FTIR-ATR de xilana de olote sin tratar y xilana condensada con urea.
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5.5.3. Andlisis de RMN-3C de sdlidos de xilana de olote tratada hidrotérmicamente y

condensada con urea

El espectro de la xilana muestra a 6 101.7 ppm la sefal caracteristica de carbonos acetalicos (C-1)
correspondiente a azucares como la D-xilopiranosa de la unidades de xilana (Fig. 19). Las tres
sefales siguientes en 6 75.4, 74 y 72.6 ppm, corresponden a los carbonos C-2, C-3 y C-4,
respectivamente, del anillo pirandsico. La Ultima sefial a 63.2 ppm es atribuida al C-5 de este
mismo sistema. En el campo mas bajo de 6 165 ppm se encuentra el atomo de C del carbonilo

(C=0) de la urea sin reaccionar.
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Figura 19. Espectro de resonancia magnética nuclear de **C xilana de olote condensada con urea.

5.5.4. Andlisis de RMN-1C de sélidos de celulosa de olote tratada hidrotérmicamente y

condensada con urea
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El espectro de RMN-13C para la celulosa condensada con urea (Fig. 20) muestra las sefiales
tipicas de la celulosa y ninguna evidencia de la reaccion de esta con la urea. Las principales
sefiales de 72, 74 y 75 ppm se deben a C-2, C-3 y C-5 de la celulosa, mientras el pico a 65 ppm
puede asignarse a los componentes cristalinos de C-6 en hexosas. Las sefiales en 85 y 88 ppm
surgen de componentes no cristalinos y cristalinos de C-4, y la sefial en 105 ppm del carbono
anomérico C-1 de celulosa. Sin embargo, es evidente que la urea no reacciond covalentemente
con la celulosa, ya que la sefial del carbonilo C=0 coincide con el desplazamiento quimico de la

urea a 165 ppm de igual manera que en los ensayos con la xilana.
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Figura 20. Espectro de resonancia magnética nuclear de *3C celulosa de olote condensada con

urea.

Estos resultados demuestran que los tratamientos hidrotérmicos de las xilanas y celulosa no
fueron suficientemente severos como para generar grupos acidos (principalmente carboxilos) en
los polimeros y en sus fracciones solubles. Tampoco la urea no fue lo suficientemente alcalina en

las condiciones utilizadas para modificar quimicamente las moléculas de celulosa mediante
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enlaces covalentes con nitrogeno. Al menos, no se observan sefiales de ello en los espectros de
las figuras 42 y 43. Esto sugiere que se requiere de condiciones mas adecuadas para que el
nitrégeno de la urea actie mas nucleofilicamente con los grupos hidroxilos mas accesibles en la
superficie de la xilana y celulosa o simplemente pueda ser necesario incrementar el tiempo de

reaccion.

OBJETIVO 6

Obtener una matriz polimérica rica en nitrégeno con ®N a partir de la degradacion
hidrotérmica del olote y la subsecuente condensacion con una fuente de nitrdgeno
(H2NCONHg), identificando la correspondiente naturaleza quimica de los compuestos
nitrogenados (sales de amonio, aminas, amidas, etc.), mediante FTIR-ATR y RMN-13C y
15N.

5.6. Analisis de nitrogeno total Kjeldahl (TKN) en los productos de los tratamientos
hidrotérmicos de olote seguidos de condensacién con nitrégeno marcado (isétopo °N)
H2NCONH:

El contenido de nitrégeno total fijado en el olote después de la condensacion con urea (10% de
urea marcada con *N), fue de 6.39% del 14% de nitrdgeno incorporado, lo cual representa
45.71% del nitr6geno.

En el caso donde se trabajé con urea-*°N total, el contenido de nitrogeno total fijado en el olote
fue 7% del 14% de N incorporado, lo cual representa el 49.5% de nitrgeno. Estos resultados se
encuentran dentro del rango reportado para materiales lignoceluldsicos nitrogenados empleados
como fertilizantes (Coca 1984; 1985; Martinez y col., 1992; Simon y col., 2005).

Los reportes de fijacién de nitrogeno (6.39% del 14% incorporado) para la matriz polimérica
obtenida con el 10% de urea-'°N, fueron similares a los valores reportados por Riera y col.,
(1991) cuando obtuvieron fertilizantes humicos por oxiamoniacion de hidrolizados de residuos en

semillas de aceituna. En ese estudios se utilizaron temperaturas mucho mas elevadas en la
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condensacion (210°C) y amoniaco como fuente de nitrégeno, obteniendo dos fracciones; una
fraccion soluble en agua que contenia la mayoria del nitrégeno (10-13% en peso) y una fraccion

solida con un contenido de nitrogeno muy baja (<4.0% en peso).

Por otro lado, el contenido de nitrégeno en el olote tratado con 100% de urea-°N, fue de 6.1% y
7.0% (0.145 g y 14.5% del nitrégeno incorporado al reactor), lo cual representa solamente 0.061
gy 0.07 g de eficiencia de nitrogeno (41.9% y 49.5% respectivamente del nitrogeno total fijado
en el producto). Resultado que era de esperarse si se consideran las caracteristicas de la urea, ya
que ésta, a pesar de ser muy reactiva, presenta poca estabilidad y una alta volatilidad, esto indica
que grandes cantidades del NHz afiadido no reaccionaron durante el tratamiento, pero se observé

mejores resultados con urea-°>N (Chen y col., 2005).

Estos resultados sugieren, que a pesar de que en el pretratamiento hidrotérmico, el proceso de
autohidrdlisis pudo generar compuestos de cadena corta (bajo peso molecular) conteniendo
grupos carboxilos y posiblemente aldehidos responsables de reaccionar con la urea-**N, la
oxidacion de estos azlcares pudo haber sido una reaccion limitante para fijar un mayor

porcentaje de nitrdgeno en la etapa de condensacion con urea.

5.6.1. Andlisis Elemental

La relacion C/N en el anélisis elemental, antes y después del lavado del producto condensado
oscilé entre 19.5 y 20.8. Con frecuencia se recurre a la relacién C/N para valorar la tasa de
mineralizacion de la materia organica o su grado de humificacion. Estos resultados corresponden
a la relacion C/N planteado en los objetivos de la investigacidn y se encuentran dentro del rango
reportado para materiales lignocelulésicos nitrogenados empleados como fertilizantes (Coca
1984; 1985; Martinez y col., 1992; Simén y col., 2005).

5.6.2. FTIR-ATR del olote condensado con urea marcada

Mediante este analisis no fue posible detectar la presencia de nitrogeno en la forma de

estiramientos N-H en el intervalo 3250-3400 cm™, debido a que se traslapa con la sefial de OH
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asociados a puentes de hidrdgeno. Por otra parte, se observan bandas entre los 1580-1650 cm™,
las cuales se puede atribuir a estiramientos de C=0 del tipo de amida | y amida Il (-NH>), aunque
también puede asociarse a bandas de C=C de aromaticos. Sin embargo, se observd la presencia de
la banda de estiramiento C-N nitrégeno en forma de amida a 1409 cm™ y entre los 1250 — 1335
cm? de C-N aminas aromaticas y alifaticas, mientras que la sefial de 897 cm™ se puede asignar a
N-H de amina primaria y secundaria. Finalmente, la sefial de 614 cm™ fue atribuida a los
estiramientos N-H de amidas (Fig. 21).

1335-1250
1,0 1 C-N
Aminas aromatica
y alifaticas

0,8 H
S
g 614
= 0,6 1 N-H
= amidas
e
[%2)
s
= 0,4 4
= )

3400 - 3250 897
1409
02 N-H 1650 - 1580 o N
y C=0 0 C=C Amida amina 1°y 2
Amida 1°y 2°
-NH»
0,0 T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Longitud de onda (cm™)

Figura 21. Espectro de FTIR-ATR de olote condensado con urea-°N granulada.
5.6.3. Analisis de RMN-13C de sélidos del producto condensado con urea

El espectro de RMN-3C de sdlidos del olote tratado hidrotérmicamente y condensado con urea
(Fig. 22) esta dominado por la celulosa. La estructura del polimero de celulosa se determind por
RMN-C CPMAS a través de las sefiales a 72, 73 y 75 ppm correspondientes a C-2, C-3 y C-5,
en tanto que a 65 ppm se tiene al C-6 de la glucopiranosa. Las sefiales a 88 y 85 ppm se
atribuyen a los componentes cristalinos y no cristalinos de C-4, respectivamente. A 105 ppm se

obtiene la sefial del C-1 o carbono anomérico de la celulosa. La sefial que aparecio después del
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tratamiento con urea se observa a 55 ppm la cual es asignada a los carbonos C-2 o C-3 del
polimero de la celulosa que se encuentran enlazados con *°N del tipo amina. La presencia de otras
especies nitrogenadas en la celulosa también se observan a 147 y 155 ppm, las cuales se pueden
atribuir a uretanos y/o carbamatos (R-NH-C(=0)-O-R"). Por ultimo se observa una sefial a 177
ppm, la cual puede deberse a grupos carbonilo formados durante el mismo proceso de

condensacion (Fig. 22).
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Figura 22. Espectro de resonancia magnética nuclear de *C de sdlidos del olote condensado con

urea marcada.

5.6.4. Analisis de RMN-*°N sélidos del producto condensado con urea
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Se pudo evidenciar la presencia de enlaces covalentes generados en la reaccioén de condensacion
con urea-°N, mediante el espectro de RMN-°N. En el espectro se observa una sefial ancha (70-
140 ppm) debida a carbamatos y/o uretanos y a 18 ppm se observa otra sefial que se atribuye a
grupos amina. Estas especies representan un 83.9% y 16.1% respectivamente del 7% de
nitrogeno total fijado (Fig. 23). El olote enriquecido con °N se evalud en solucién acuosa y es de
caracter &cido, con un pH de 4 a 6. Se puede decir que este seria el pH ideal para el normal

desarrollo de las plantas donde sus valores estan entre 6y 7.

1 RMN-15N CPMAS de olote condensado tratado con urea marcada con 15N
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Figura 23. Espectro de resonancia magnética nuclear de **N de sélidos del olote condensado con

urea marcada.
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V1. CONCLUSIONES

En esta investigacion se emple6 un proceso hidrotérmico para tratar olote, utilizando
solamente agua a condiciones subcriticas (Tmax = 300°C y Pmax = 84.8 atm) y tiempos
menores a una hora. Se determiné el efecto de la relacion de hidromddulo, temperatura y
presion (Factor de severidad) sobre el rendimiento de la fraccion soluble obtenida y la
generacion de acidos organicos. Tanto la fraccion soluble como el residuo del pre-
tratamiento se condensaron con urea y se determind la fijacion de nitrogeno sobre la matriz
solida resultante. Adicionalmente se investigo el tipo de especies de nitrgeno fijadas en el

residuo.

En este proceso aproximadamente el 50% del olote fue convertido a productos solubles en
agua. La mayor parte de las xilanas y una porcién de lignina presentes en el olote, pasaron

a formar parte de la fraccion soluble después del tratamiento hidrotérmico.

El analisis estadistico de los datos experimentales de los tratamientos hidrotérmicos mostré
que la temperatura y el tiempo de reaccion fueron los factores con un impacto significativo
sobre los rendimientos de los sélidos insolubles del olote, mientras que la temperatura es el
unico factor que tiene influencia directa sobre la generacion de grupos carboxilicos en la
fraccion soluble. Los analisis de titulacion potenciométrica mostraron que el contenido
méaximo de grupos carboxilicos en la fraccion soluble fue de 29.3 meqg/100 g de olote

(165°C y tiempos menores a una hora).

Se considera que los &cidos orgéanicos de la fraccion soluble fueron los principales
responsables de la fijacién de nitrégeno en la reaccién de condensacion con urea de la
fraccion soluble y sélida (en una etapa). Una concentracion de nitrdgeno maxima del 7% se
logré fijar en el producto mediante esta reaccion, ademas de que el producto contiene

elevadas proporciones de celulosa, lignina y derivados de hemicelulosas.

La relacion C/N lograda (19.5-20.8) en el producto de la condensacion se considera
interesante en términos de materia organica, de manera que el producto puede ser

aprovechado como fertilizante en la nutricion de las plantas.



Estudios de espectroscopia de RMN-3C y >N mostraron que la condensacion con urea
marcada (**N) del olote tratado hidrotérmicamente gener6 diferentes formas de nitrégeno
orgénico (amidas, carbamatos y aminas). Tanto el contenido de nitrégeno total como las
diferentes especies de nitrégeno que contiene el producto condensado, sugieren que estos

materiales podrian ser usados como fertilizantes nitrogenados de accion prolongada.

De esta manera, el olote nitrogenado no solo funcionaria como fertilizante de liberacion
lenta de nitrogeno, sino que podrian proporcionar materia organica, lo que contribuiria a

mejorar aspectos fisicos, quimicos y bioldgicos del suelo.
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ABSTRACT

Corn cob was characterized chemically and hydrothermally treated under subcriti-
cal conditions to modify their recalcitrance and render a solid fraction of cellulose
and lignin and a soluble fraction rich in xylose. The chemical characterization of
carbohydrates was carried out by HPLC, while lignin and xylan were characterized
by means of FTIR-ATR and *C-NMR. The hydrothermal treatment was performed
in bullet-type reactors heated in a muffle furnace at 160, 230 and 300°C at times
of 30, 45 and 60 min, with hydromodules of 1.7, 2.0 and 2.5 w/v. The yield was
determined from the insoluble fraction of the corn cob and the concentration of
carboxylic groups was measured in the soluble fraction. The results indicated that
corn cob contained 45% of cellulose, 15.8% lignin (p-hydroxyphenyl, guaiacyl and
syringyl units) and 33.6% hemicelluloses. Temperature and time of reaction showed
significant effects on yield and generation of carboxylic groups. It was possible to
convert up to 43% of the corn cob to hemicelluloses and lignin compounds soluble
in aqueous medium, under hydrothermal treatment at subcritical conditions, while
increasing the concentration of carboxylic groups in the soluble fraction to 29.3
meq/100 g of corn cob. www.relaquim.com.mx

Key words: Biomass, recalcitrance, carboxylic groups, hemicellulose, cellulose
and lignin.

RESUMEN

Se caracteriz6 quimicamente el olote y se traté hidrotérmicamente bajo condiciones
subcriticas para modificar su forma recalcitrante y obtener una fraccion solida
compuesta principalmente de celulosa y lignina, ademas de una fracciéon soluble
rica en xilosa. La caracterizacién quimica de los carbohidratos se realizé median-
te HPLC, asi como con FTIR-ATR y RMN-!3C, para lignina estructural y la xilana
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México, ‘Programa de Biologia, Facultad de Ciencias Naturales, Universidad Tecnolégica del Choco “Diego
Luis Cordoba” *ezedelfor@gmail.com, Tel: 044 (33)14312649.
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respectivamente. La degradacion hidrotérmica, se llevé a cabo en reactores tipo
bala calentados en una mufla a 160, 230 y 300°C, tiempos de 30, 45 y 60 min,
con hidromédulos de 1.7, 2.0y 2.5 w/v. Se determiné el rendimiento de la fraccién
insoluble del olote y la concentracion de grupos carboxilicos en la fraccion soluble.
El estudio indic6 que el olote contiene celulosa 45%, lignina 15.8% (p-hidroxifenilo,
guayacilo y siringilo) y hemicelulosas 33.6%. Los factores que tuvieron efectos sig-
nificativos sobre el rendimiento y la generacién de grupos carboxilicos fueron la
temperaturay el tiempo de reaccion. Se evidencio el caracter recalcitrante del olote,
pero fue posible reducir hasta un 43% del mismo a compuestos de hemicelulosas
y lignina solubles en medio acuoso, bajo condiciones subcriticas, incrementando
la concentracion de grupos carboxilicos en la fracciéon soluble hasta 29.3 meq/ 100
g de olote. www.relaquim.com.mx

Palabras clave: Biomasa, recalcitrancia, grupos carboxilicos, hemicelulosas, ce-

lulosa, lignina

INTRODUCCION

El olote del maiz (Zea mays) se encuentra
entre las fuentes de recursos no madera-
bles con un alto contenido de xilanas, por
lo que ha sido considerado de interés como
fuente alternativa de diferentes compuestos
quimicos de interés comercial o industrial,
entre otras fuentes de biomasa (Cérdoba et
al, 2010, Samanta et al, 2012, Oliveira et
al, 2010). El olote es un residuo o subpro-
ducto agricola que se genera en grandes
cantidades en el proceso de separacion del
grano de la mazorca y se estima que por
cada tonelada de maiz se obtienen 170 kg
de olote (CIMMYT, 1995).

Es importante senalar que el término
residuo hace alusion a aquellas materias
originadas en las actividades de produccion
y consumo que no han alcanzado, en el
contexto en que se producen, ningun valor
economico; ello puede deberse tanto a la
falta de tecnologia adecuada para su trans-
formacion y aprovechamiento, asi como a la
existencia de un limitado mercado para los
productos recuperados (Costa et al, 1991).
De datos recientes sobre la produccion
mundial de maiz en el 2010 (844 millones
de toneladas) puede estimarse que se gene-
ran alrededor de 144 millones de toneladas
de olote por ano (FAOSTAT, 2012).

En este sentido, el uso o aplicaciéon
quimica del olote ha estado muy restrin-
gido debido a la dificultad que existe para
acceder a sus componentes (caracter re-
calcitrante) e incompleta caracterizacion
quimica, asi como la valoracion de sus
principales productos (lignina, celulosa y
hemicelulosas). Estos aspectos han limita-
do su utilizacion y conducido a la quema
del olote como recurso o al esparcimiento
de sus residuos a la intemperie, generando
un problema de contaminacién ambiental.
Entre los usos del olote que han sido re-
portados en la literatura se encuentran la
aplicacion como forraje para rumiantes,
soporte para disminuir la erosion en la
tierra y también como sustratos para la
produccion de la enzima xilanasa (Knob
and Cano-Carmona, 2010). Sin embargo,
hay pocos reportes en la literatura sobre su
potencial para la obtencion de compuestos
organicos (Cordoba et al, 2010, Radlein et
al, 1997) u otros productos de uso indus-
trial (Ingram et al, 1998, Dien et al, 2003,
Gray et al, 20006).

Por otro lado, el alto contenido de
hemicelulosas (34%) del olote, del cual
aproximadamente el 94% corresponde a
xilanas, hacen muy atractivo este residuo
para el desarrollo de fertilizantes nitroge-
nados con accion prolongada o de lenta
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liberacion (Caro and Frank, 1929, Radlein
et al, 1997, Coca et al, 1984, Martinez et
al, 1992, Simoén et al, 2005, Castro et al,
2006, Gonzalez et al, 2006, Mora-Ravelo et
al, 2007, Kabel et al, 2007).

Tradicionalmente para la conversion
de los materiales lignocelul6sicos y la
obtencion de productos quimicos de va-
lor agregado, se ha recurrido a métodos
quimicos (hidrolisis con acidos minerales)
y/o enzimaticos (Duff and Murray, 1996),
explosion con vapor (Clark and Mackie,
1987), tratamientos con ozono, peroxido-
alcalino y la oxidacién huiimeda (Cérdoba
et al, 2010). Sin embargo, los métodos an-
teriores de conversion presentan algunos
inconvenientes y son costosos en materia
de reactivos y consumo de energia, tenien-
do en cuenta que frecuentemente incluyen
etapas de neutralizacion y separacion (en
los casos donde se utilizan catalizadores)
y/o problemas de corrosion, entre otros.

Por tanto, en esta investigacion se pro-
pone tratar el olote hidrotérmicamente (solo
con agua como reactivo) bajo condiciones
subcriticas, esto es, a temperaturas me-
nores a 300 °C y presiones menores a 100
atmosferas (Castro et al, 2007, Miyazawa
et al, 2008, Sanchez et al, 2012), como
un proceso de conversion alternativo para
degradar la forma recalcitrante del olote
e identificar los productos quimicos con
potencial valor agregado (lignina, celulosa,
xilana y compuestos organicos) (Buranov
and Mazza, 2008, Sanchez et al, 2012,
Samanta et al, 2012). Las investigaciones
sobre este tipo de tratamiento para el olote
llevan como objetivo preparar el olote (en-
tre otras fuentes de biomasa de interés)
para utilizarlo en una etapa subsecuente
de condensacion con fuentes de nitrogeno
NH,OH y/o H,NCONH, (40% y 46% en peso
respectivamente), como principio para la
formulacion de diferentes productos quimi-
cos nitrogenados de aplicacion en procesos
de fertilizacion.

MATERIALES Y METODOS

Clasificacion por tamaifo de particulas.
El olote fue molido y tamizado en un clasifi-
cador de astillas Modelo Helsinki Sf-00561,
marca Lorenszen & Wettre AB.

Caracterizacion quimica del olote. La
composicion quimica se determino siguien-
do las siguientes normas de la Technical
Association of the Pulp and Paper Industry
(TAPPI): Cenizas (Tappi 211, 1993), extrai-
bles (Tappi 204 cm, 1997, Tappi 207 cm,
1999) lignina klason (Tappi 222, 1998) y
lignina estructural (Bjorkman, 1956), ho-
locelulosa (Wise et al, 1946), hemicelulo-
sas (Timell, 1961) y a-Celulosa (Tappi 9m,
1954). El contenido de nitrégeno total se
determinoé mediante técnicas de la AOAC
(AOAC 954.04, 1984) y la concentracion de
grupos carboxilicos (Tappi 237 om, 1993)
se llevé a cabo en un equipo detector de
carga polielectrolitica PCD-03 Mtutek, con
algunas modificaciones.

El contenido de carbohidratos, se ana-
liz6 a partir de hidrolizados de holocelulo-
sa mediante un equipo de cromatografia
HPLC, con una columna Aminex HPX-87P,
300 mm x 7.8 mm, con una presion de 272
psi (19 kg/cm?) a 85°C; la fase movil fue
agua grado HPLC a un flujo de 0.60 mL/
min. Se empledé una bomba Waters 6000 y
un detector de indice de refraccion Modelo
401 (Waters Associated Inc.). El porcentaje
de cada carbohidrato se calcul6 de acuerdo
a procedimientos publicados previamente
(Cordoba et al, 2010). La asignacion de las
senales se realizo por comparacion con
estandares de celobiosa, glucosa, xilosa,
arabinosa y manosa. También se carac-
terizaron la xilana, celulosa y grupos fun-
cionales de la lignina estructural del olote
mediante RMN-*C, FTIR con ATR y SEM.

Aislamiento de xilana de olote a par-
tir de holocelulosa. Se tomaron 83.83 g
base seca de holocelulosa y se le anadieron
600 mL de una solucion de KOH al 24%
(aproximadamente 7.15 mL/g de holoce-
lulosa) y se dejo reaccionar bajo agitacion
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durante 24 horas. Luego se filtr6 y se sepa-
r6 en dos partes; una parte soluble (hemice-
lulosas) y otra parte insoluble (a-Celulosa).
La parte soluble se precipitdo gota a gota
en una solucion de etanol y acido acético
(cuatro partes de etanol y 0.4 partes de
acido acético/mL de hidrolizado) y se filtro
bajo succion para posteriormente secarla
en una estufa de vacio a 60°C.

De las hemicelulosas recuperadas se
tomaron 13.04 g base seca y se disolvie-
ron en una solucion de 250 mL de KOH
al 10% bajo agitacion; posteriormente se
adicioné gota a gota una solucion de 500
mL de BaOH al 5% y se precipité mediante
centrifugacion a 4000 rpm. La fraccion de
xilana se recupero a partir del sobrenadan-
te, mediante precipitacion con 3300 mL de
la solucion de etanol-acido acético ya des-
crita. El precipitado se lavé con etanol, se
filtro mediante vacio y finalmente se seco
en una estufa de vacio a 60°C.

Analisis de infrarrojo FTIR-ATR. Se
realiz6 con un espectrometro Perkin-Elmer,
modelo Spectrum GX con un aditamento
PIKE MIRacle de reflectancia total atenua-
da horizontal (HATR) de reflexion simple
y con cristal de diamante. Se obtuvieron
espectros por duplicado en una ventana
espectral de 4000 a 550 cm-1 con una re-
solucion de 4 cm™ y 16 barridos.

RMN-13C de xilana de olote. Xilana (20
mg) se coloco en un tubo de RMN y se di-
solvié en 0.75 mL de DMSO-d6. El espectro
de RMN-13C se obtuvo en un espectrometro
de RMN de 200 MHz Varian Gemini 2000
de banda ancha, con una frecuencia de
analisis para el °C de 50.29 MHz.

Morfologia y analisis de tamaio de
particula de celulosa y xilana de olote
mediante SEM. La celulosa y xilana se ana-
lizaron mediante SEM, en un microscopio
Tabletop TM-1000 (Hitachi High-Technolo-
gies Inc., Japon) para determinar la longitud
de la fibra y el tamano de particula.

Tratamiento hidrotérmico del olote.
Muestras de olote integral (0.5 g) se mez-
claron con agua destilada grado HPLC (hi-

dromodulo variable ajustado a 2.5%, 2.0%
y 1.7% (w/v) con respecto al peso del olote)
y se colocaron en reactores de acero inoxi-
dable con capacidad maxima de 35 mL, en
una Mufla marca TE-M12D. La temperatu-
ra se vario en el intervalo de 160 a 300°C
(160, 230 y 300°C) con tiempos de 30 a 60
min (30, 45 y 60 min) (Kilzer and Broido,
1965, Clark and Mackie, 1987, Flaig and
Sochtig, 1973, Flaig, 1972, Miletzky and
Schiene, 1985, Meier et al, 1994). La pre-
sion alcanzada fue calculada bajo estas
condiciones (1.2, 3.7 y 84.8 atm respecti-
vamente), las cuales estan por debajo del
punto critico del agua (punto critico 374 °C
y 218 atm). Posteriormente el producto de
la reaccion se filtro y se seco en un horno a
45°C hasta peso constante para determinar
el rendimiento de los s6lidos insolubles.

Se planteo un diseno factorial multinivel
3k (33= 3x3x3) con 2 repeticiones para el
primer tratamiento y un 3* (32= 3x3) para
el segundo tratamiento hidrotérmico y la
generacion de grupos carboxilicos solo se
consideraron la temperatura y el tiempo,
ya que estos fueron los que tuvieron mayor
influencia en la primera parte del experi-
mento. Para analizar las variables estudia-
das se empleo el programa Statgraphics®
plus 5.1.

Tratamiento hidrotérmico para la
generacion y cuantificacion de grupos
carboxilicos. Se trataron muestras de 0.5 g
de olote integral, a 160, 230 y 300°C, tiem-
pos de 30, 45 y 60 min con 25 mL de agua
grado HPLC. Luego se filtr6 con membranas
de 0.45 um. Posteriormente, se tomaron
muestras de 5 mL, diluidas con 5 mL de
agua grado HPLC y colocadas en la celda
de medicion del Mtutek. La concentracion
anionica se calculé utilizando un polielec-
trolito cationico Poly-DADMAC (Cloruro de
polidialildimetil amonio) en la neutraliza-
cion, a una concentracion de 0.001 mol/L
y flujo potencial de O mV.

— VFPC

C, =—=x1000
! 14
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Donde; Cf es la concentracion de carga
(meq /100 g), v es el volumen de la muestra
que se titula (mL), y VFP y C son el volumen
de solucion (mL) y su concentracion (N),
respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion quimica del olote. A la frac-
cion de olote retenida en la malla de 250 um
(figura 1), se le determiné la composicion
quimica, donde se muestran los componen-
tes mas importantes (Cuadro 1), entre los
cuales estan la celulosa, hemicelulosas y
lignina. La suma de holocelulosa (H,), lig-
nina total (L), extractivos (E,) y cenizas (C)
hacen aproximadamente el 100% del olote
integral. El contenido de cenizas y extrai-
bles totales arrojaron valores que coinciden
con los reportados en la literatura (Rowell
et al, 2000, Yang et al, 2006, Rodriguez et
al, 2008, Cordoba et al, 2010, Tappi 204
cm, 1997, Tappi 207 cm, 1999).

Ex(4)+L,(15.8)+ H,,(78.67)+C.(2) =100.4%

En cuanto al contenido de celulosa, la
discrepancia comparada con lo reportado
por otros autores, obedece probablemente
a la retencion de trazas de lignina y he-
micelulosas, ya que no se practico una

correccion al respecto. La composicion de
azucares en el producto de la hidrélisis
acida de holocelulosa analizado mediante
HPLC arroj6é contenidos de glucosa (41%),
xilosa (35%) y en menor proporcion arabi-
nosa. Es de destacar que en este analisis
aparecio6 celobiosa (5%), lo cual indica que
la hidroélisis no fue completa. Estos resul-
tados confirman que el olote es un material
lignocelul6sico con un alto contenido de
hemicelulosas, particularmente xilosa (Cor-
doba et al, 2010, Rowell et al, 2000, Yang
et al, 2006, Samanta et al, 2012, Oliveira
et al, 2010).

80

60 A

Olote retenido (%)
S
(=}
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425 250 180 150 Finos
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Figura 1. Distribucion del tamano de particula de
olote molido en molino de martillos.

Cuadro 1. Comparacion de la composicion quimica del olote (%) del presente estudio con datos reportados

por otros autores.

Referencias
Componentes (%) Olote* (Garrote et al, 2007a)  (Rivas et al, 2004)  (Thompson, 1995)
Hemicelulosas 33.6 31.1 39.0 33.7-41.2
45*
Celulosa 50 34.3 34.3 30.0 -41.7
Lignina Klason 15.8 18.8 14.4 4.5-15.9
Cenizas 2.0 No reporta No reporta No reporta

*= presente investigacion; *(Determinado segiin Timell, 1961); **(Determinado segiin Tappi 9m, 1954)



176 J.A. CorooBa, E. SaLcepo, R. Robricuez, J.F. Zamora, R. Manriauez, H.CoNTRERAS, J. RosLEDO, E. DELGADO

Es importante resaltar, que partiendo
de un contenido de 78.7% de holocelulosa
del olote (método de Wise et al, 1946) y las
concentraciones de glucosa (glucosa mas
dos unidades de glucosa por la presencia
de celobiosa) y xilosa, obtenidas bajo el
analisis de HPLC, el calculo del contenido
de celulosa y hemicelulosas en olote base
seca arroja valores de 40.2% y 28% respec-
tivamente. Estos valores son notoriamente
menores a los contenidos de celulosa re-
portados en la Tabla 1 segiin el método de
Timell (Timell, 1961) e hidroélisis alcalina
para el caso del contenido de xilana.

Analisis de FTIR-ATR de la xilana,
lignina al Dioxano de olote y olote modi-
ficado hidrotérmicamente. El espectro de
la xilana (figura 3) muestra bandas tipicas
de azlcares, se muestran las bandas de
3422, 2927, 1421, 1228, 1049, 986 y 897
cm™, las cuales estan asociadas con las se-
nales caracteristicas de la xilana (Samanta
et al, 2012, Oliveira et al, 2010). La banda
en 1161 cm® junto a la banda fuerte a
1045 cm™! es asignada a las vibraciones de
estiramientos C-O, la cual es caracteristica
de grupos glicosidicos como el presente en
hemicelulosas (Sanchez et al, 2012, Sun et
al, 2002, Oliveira et al, 2010).

En el caso de la lignina aislada al dio-
xano (figura 4), se observan senales atri-
buibles a los monomeros de la lignina (H,
Gy S), como es el caso de la vibracion del
esqueleto aromatico a 1603 y 1513 cm!
(Lapierre et al, 1995, Baucher et al, 1998,
Buranov and Mazza, 2008). Ademas se
aprecian bandas a 1425y 1328 cm! que
corresponden la deformacion en el plano
del enlace C-H de la parte alifatica de la
cadena de fenilpropano. Las seniales en la
region de 1300 a 1000 cm™ corresponden
a estiramientos del tipo C-O provenientes
de grupos fenodlicos y alcéxidos presentes
en las H, Gy S (figura 4). La banda alre-
dedor de 833 cmes tipica de los enlaces
C-H fuera del plano y se relaciona directa-
mente con los grupos H, Gy S (Faix, 1992,
Monteil-Rivera et al, 2013).

50
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Rendimiento (%)

10 4

$ t

Glucosa Xilosa Arabinosa Celobiosa

Carbohidratos

Figura 2. Contenido de aztucares en hidrolizado acido
de holocelulosa analizado mediante HPLC.
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Figura 3. Espectro FTIR- ATR de xilana aislada de
olote mediante hidro6lisis alcalina.
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Figura 4. Espectro FTIR-ATR de lignina al dioxano
de olote.
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Figura 5. Concentracién de grupos carboxilicos en
la fraccién soluble (meq/100 g) del tratamiento hi-
drotérmico del olote.
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Figura 6. Comparativo de espectros FTIR-ATR de
olote: a) sin tratar b) tratado hidrotérmicamente a
230°C/45 min/30 mL de agua, c) 300°C/45 min/20
mL y d) 300°C/45 min/25 mL.

La asignacion de las principales bandas
en el espectro del olote después del trata-
miento hidrotérmico se muestra en el cuadro
2. La comparacion de espectros FTIR del olote
tratado hidrotérmicamente con respecto al
olote sin tratar (figura 6 a-d) muestra que las
bandas en 1603 y 1106 cm™! se encuentran
mejor definidas después del tratamiento.
En principio, estas bandas corresponden
a la vibracion asimétrica C-O-C del anillo
hemiacetal de las unidades monomeéricas de
los carbohidratos (figura 6 b, c, d).

Se pudo observar en los tratamientos a
300°C, 45 min y 20 mL (figura 6c¢), un incre-
mento significativo entre las bandas 1452-
1697 cm! (grupos carboxilos), a la vez que
se observa una reduccion marcada entre
las bandas 900-1115 cm! correspondientes
a estiramientos C-O de grupos OH y éteres
de azucares presentes en las muestras. Esta
reduccion esta relacionada con la oxidacion
de grupos OH a grupos carbonilos (acidos
carboxilicos, aldehidos y cetonas) como re-
sultado del tratamiento térmico.

Se observo también una mayor con-
centracion de grupos carboxilicos cuando
se trabajo con temperaturas de 160°C en
todos sus tiempos (30, 45 y 60 min); esto
era de esperarse teniendo en cuenta que a
esta temperatura comienza la degradacion
de las hemicelulosas, conduciendo a la
formacion de fragmentos de cadena corta,
conteniendo grupos carboxilicos (figura 5).

Cuadro 2. Bandas (cm™) de FTIR para el olote modificado hidrotérmicamente.

Asignacion Olote modificado Ref .
(Longitud) eferencia
O-H estiramientos de los grupos hidroxilos 3300-3640
C-H estiramientos en CH, y CH, 2936 (Fengel and Ludwig, 1991,
Sanchez et al, 2012)
C-0O-C vibracion asimétrica del anillo hemiacetal 1603 y 1106,

de las unidades monoméricas de los carbohidratos

C-H vibracion del esqueleto aromatico 3 bandas
caracteristica de lignina

C=0 Carbonilos

C=0-R grupos carboxilos

1603, 1513 y 1455

(Monteil-Rivera et al, 2013,
1510 y 1600 Faix, 1992, Hergert, 1971,
Heitner et al, 1941)

1452 a 1697




178 J.A. CorooBa, E. SaLcepo, R. Robricuez, J.F. Zamora, R. Manriauez, H.CoNTRERAS, J. RosLEDO, E. DELGADO

El objetivo del diseno experimental fue lo-
grar la generacion de una gran cantidad de
estos grupos, para utilizarlos en la fijacion
de nitrogeno en un etapa subsecuente de
condensacion (Bhargava et al, 2006).

En los trabajos de Radlein (Radlein et
al, 1997) sobre pirdlisis de diversos tipos de
biomasa se reportan contenidos de grupos
carboxilos entre 6 y 11 moles de grupos
carboxilo, carbonilo y grupos fenolicos
disponibles para su posterior reaccion con
una fuente de nitrégeno (amoniaco, urea o
compuestos de amonio en general).

RMN-13C de la xilana de olote. En el
espectro de RMN de la xilana de olote en la
figura 8, se observan senales caracteristi-
cas para hemicelulosas (Kumar and Negi,
2012). Este espectro muestra cinco sena-
les de carbonos y entre estas se puede ver
a campo mas bajo (6 101.7 ppm) la senal
caracteristica de carbonos acetalicos (C-1)
correspondiente a la D-xilopiranosa de uni-
dades de xilana. Las tres senales siguientes
en 6 75.4, 74y 72.6 ppm, corresponden a
los carbonos C-2, C-3 y C-4, respectivamen-
te del anillo piranoésico, asi como la ultima

100
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Rendimiento solidos insolubles (%)

50 A

40 T T T T
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Figura 7. Rendimiento de sélidos insolubles resultan-
te del tratamiento hidrotérmico del olote y su relaciéon
con el factor de severidad (Ro).

senal a 63.2 ppm que es atribuida al C-5
de este mismo sistema. Este resultado de-
muestra claramente que la xilana aislada se
logro obtener de forma purificada mediante
el proceso de extraccion alcalina, mientras
que frecuentemente las preparaciones de
xilanas pueden presentar otros azucares
en las cadenas laterales (Ebringerova and
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3
TM-1000_8388 x300 300 um

Figura 9. Microfotografia SEM de xilana aislada de
olote.

Hromadkova, 1999, Garcia et al, 2000,
Karucakova et al, 1994, Silva et al, 1998,
Whistler and Smart, 1953). Segun estos
resultados, la xilana del olote reportada en
esta investigacion pertenece al tipo arabino-
glucuronoxilana con pocas ramificaciones
e insoluble en agua (WIS-X) (figura 3 y 8).

Morfologia de celulosa y xilana a
partir de holocelulosa. En la figura 9, se
observan las particulas de xilana en formas
agregadas y no agregadas con morfologia
irregular y algunas de forma esférica.

En el caso de la celulosa (figura 10), se
observo una mezcla de fibras agregadas y
no agregadas con morfologia irregular y se
distribuye de manera uniforme por arriba
del valor promedio con una distribucion

TM-1000_8389 x100

unimodal. El tamano medio de la longitud
de las fibras fue de 102.74+50.98 um, con
un diametro de 11.62+3.0 um. En el caso
del diametro el 17% de la fibra es menor
que el promedio con 9.5+0.3 um. Las ca-
racteristicas observadas en la morfologia
y el tamano de las particulas de celulosa
se atribuyen a condiciones especificas del
aislamiento empleado (Narayan and Han-
cock, 2005).

Degradacion hidrotérmica del olote.
Los factores que tuvieron efectos signi-
ficativos en la degradacion hidrotérmica
fueron la temperatura y el tiempo (nivel
de confianza de 95%). El rendimiento de
los solidos insolubles (43%, 44% y 49%)
obtenido puede considerarse satisfactorio,
ya que fue posible degradar casi el 50% del
olote a temperaturas entre 230°C y 300°C
en el intervalo de tiempo de 45 a 60 min.

En relacion al factor de severidad, los
mejores resultados fueron en condiciones
superiores a 3.55 x 10° (Ejemplo: combina-
ciones de 230°C con 60 y 45 min y 300°C
con 45 y 60 min con Ro[min] de 4.68 10°
min, 3.55 x 10° min, 4.37 x 10"min y 5.89
x 107 min respectivamente (figura 7 y 11).
En general se observo que a mayor tempe-
ratura, el Ro [min] también se incrementa
proporcionalmente. Sin embargo, el olote
sigue siendo muy recalcitrante a pesar de
haber tenido un tratamiento hidrotérmico

x150 500 um

Figura 10. Microfotografia SEM de celulosa aislada de olote.
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Figura 11. Rendimiento de la fraccién insoluble del
olote después del tratamiento hidrotérmico.
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Figura 12. Rendimiento de la fraccién insoluble del
olote en la generacion de grupos carboxilicos después
del tratamiento hidrotérmico.

severo. Algunos autores reportan que esta
recalcitrancia es atribuida a los vestigios
de ferulatos de la lignina estrechamente
ligada con heteroxilanas o complejos car-
bohidratos de arabinoxilana (Ralph et al,
1998a, Lapierre et al, 2001). Fue intere-
sante observar que a 160°C y 45 minutos
se obtuvo uno de los mejores rendimientos
(55.4%) empleando un Ro [min] superior
3.45 x 102 (figura 7).

Rendimientos de solidos insolubles
en la generacion de grupos carboxilicos.
Para este experimento, la temperatura fue
el tnico factor que influy6 significativamen-
te con p<0.05 y tuvo influencia apreciable
sobre el rendimiento de los sélidos inso-
lubles. Los mejores resultados obtenidos
fueron 42.8%, 43.5% y 44.5% encontrados
bajo las condiciones de 300°C con 60, 45
y 30 min, respectivamente, seguido del
46.8% bajo las condiciones de 230°C con
60 min (figura 12).

CONCLUSIONES

Se demostro, que es posible degradar un
50-60% la forma recalcitrante de un mate-
rial lignocelul6sico como el olote, mediante
degradacion hidrotérmica, utilizando soélo
agua bajo condiciones subcriticas, a tempe-
raturas por debajo de los 300°C y tiempos
menores a una hora.

Este método de conversion de biomasa,
mostro ser eficiente en el rendimiento, tanto
de la fraccion insoluble (celulosa y lignina),
como de la soluble (fragmentos de xilana y
lignina), con una apreciable concentracion
de grupos carboxilicos (29.3meq/100g de
olote).

En este proceso los grupos hidroxilos
de las hemicelulosas y lignina se oxidaron
a aldehidos y carboxilos de cadena corta
pasando a formar parte de la fraccion solu-
ble después del tratamiento hidrotérmico.
Este hecho es potencialmente de valor en
reacciones posteriores de condensacion
para obtener productos de valor agregado
(p- €j. compuestos nitrogenados).

El analisis estadistico de los datos expe-
rimentales de los tratamientos hidrotérmi-
cos mostro que la temperatura y el tiempo de
reaccion fueron los factores con un impacto
significativo sobre los rendimientos de los
solidos insolubles del olote, mientras que
la temperatura es el Gnico factor que tiene
influencia directa sobre la generacion de
grupos carboxilicos en la fraccion soluble.
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Aislamiento, caracterizacidn quimicay uso potencial de la xilana de olote de maiz

Isolation, characterization chemistry and potential use of xylan from corn cobs

Jhon Alexander Cérdoba Arias?, Eduardo Salcedo Pérez?, Ramon Rodriguez Macias?, Ricardo Manriquez Gonzéalez?,
Marcos Alfredo Escalante Alvarez?, Juan Francisco Zamora®, Ezequiel Delgado Fornué?

Resumen

Objetivo: Aislar, caracterizar quimicamente y valorar los usos potenciales de la xilana de olote de maiz.
Materiales y métodos: Se realizé una hidrolisis acida y alcalina a partir de olote y holocelulosa de olote
respectivamente, para aislar y caracterizar la xilana. La caracterizacion quimica se realizé6 mediante técni-
cas espectroscopicas de FTIR-ATR, *C-RMN y SEM. Se determiné el rendimiento en masa de la xilana a
partir de holocelulosa de olote.

Resultados: El olote contiene celulosa 45% y hemicelulosas 33.6% (de las cuales 94% corresponden a
xilana). La xilana obtenida present6 una apariencia de color blanco libre de impureza con caracteristicas
insolubles en agua, pero soluble en solventes organicos

Conclusion: Las xilanas, como uno de los componentes de interés, en el olote tienen gran potencial promisorio
en la industria alimenticia como edulcorantes, en la industria del papel, como aditivos para mejorar las
propiedades, en la industria automotriz, como pinturas, peliculas y recubrimientos, en la produccion de
biocombustibles, junto con la celulosa.

Palabras clave: Biomasa, Celulosa, Hemicelulosas, Xilana.
Abstract

Objective: Was isolated and chemically characterized the cob xylan and also was evaluated their potential
use.

Material and methods: Was carried out the hydrolysis alkaline and acid from cob and cob holocellulose
respectively, to isolate and characterize the xylan. The chemical characterization was performed by
spectroscopic technigues of FTIR-ATR, *C-NMR and SEM. The yield was determined in mass xylan from
cob holocellulose.

Results: The study indicated that contains 45% cellulose cob and 33.6% from hemicellulose (of which 94%
are xylan). The xylan obtained, presented a white appearance features free of impurity insoluble in water but
soluble in organic solvents.

Conclusion: The xilana as one of the components of interest of corn cob have promising potential in the
food industry as a sweetener, in the paper industry, as additives to improve properties, in the automotive
industry, such as paintings, films and coatings, in the production of biofuels, together with cellulose.

Keywords: Biomass, Cellulose, Hemicellulose, Xylan.

Introduccion delamazorcay se estimaque por cadatonelada

de maiz se obtienen 170 kg de olote (CIMMYT,

El olote del maiz (Zea mays) es un residuo 0 1995). Es importante sefidar que e término re-
subproducto agricola que se genera en grandes  siduo hace alusion a aquellas materias origina-
cantidades en el proceso de separacion del grano  das en |as actividades de produccion y consumo
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gue no han alcanzado, en €l contexto en que se
producen, ningun valor econdmico; ello se pue-
de deber tanto alafalta de tecnologia adecuada
para su transformacion y aprovechamiento, asi
como alaexistenciade unlimitado mercado para
los productos recuperados (Costa et al., 1991).
El olote representa una fuente de recurso no
maderable con un alto contenido de xilana
(Oliveiraet al., 2010). Con base en algunos re-
portes se estimé que la produccion demaiz en e
2010 fue cerca de 844 millones de toneladas y
genero 144 millones de toneladas de olote
(FAOSTAT, 2012).

Lasxilanas poseen unagran compl gjidad estruc-
tural dependiendo de las diversas fuentes. Por
gjemplo, las presentes en las membranas celula-
res de monocotiledoneas son D-xilopiranosacon
enlacesglicosidicos 3-D-1,4 que se pueden subs-
tituir con a-L-arabinofuranosa en la posicion 2-
Oylo e 3-0O, y a-D-glucuronopiranosa o su de-
rivado 4-O-metil en la posicion 2-O (Kabel et
al., 2007). Lamayoriadelosxilanastienen otros
azucares en las cadenas | aterales, como &cido 4-
O-metil-d-glucurdnico, O-acetil-L-arabinosa, L-
arabinosa, y acido D-glucuronico. Con respeto a
la xilana obtenida del olote, se ha demostrado
gue este polimero presenta unacomposi ¢ion qui-
mica de 4-O-metil-D-glucuroénico, écido L-
arabinosay D-xilosa en la proporcion de 2:7:9,
respectivamente (Ebringerova & Hromadkova,
1999; Garciaet al. 2000; Karucdkovaet al., 1994,
Silvaet al., 1998; Whistler & Smart, 1953).

El olote, contiene una cantidad considerable de
hemicelulosas (33% a 38%), en lacua se reco-
noce unafuente satisfactoriade xilosa (Samanta
et al., 2012). Las xilana del olote, puede ser ca-
racterizada por dos tipos estructurales diferen-
tes; uno es unaarabinoglucuronoxilanade rami-
ficacion baja, que es principalmenteinsolubleen
agua (WIS-X) y € segundo es una heteroxilana
muy ramificada soluble en agua (WS-X)
(Hromadkova et al., 1999). Un caracteristica

importante de las xilanas insolubles en agua, es
su capacidad para permanecer intactaen el me-
dio ambientefisiol6gico del estbmagoy €l intes-
tino delgado, esta propiedad, junto con la pre-
sencia de enzimas especificas para la biodegra-
bilidad en &l colon, hace que este copolimero sea
unamateria primaadecuada para el campo dela
medicina, especiamente como un portador de
drogas de colon-especifico (Ebringerova &
Hromadkova, 1997).

L os ef ectos benefi ciosos asociados con laxilana,
se han reportado por varios autores, por giemplo
la accion inhibidora sobre actividades muta-
génicas y la calefaccion, parecen aumentar la
capacidad de desintoxicacion de fibras dietéti-
cas, para combatir la inflamacion (efectos anti-
flogisticos), estimulan o potencian € desarrollo
celular (actividades mitogénicas y comito-
génicas) (Ebringerova & Hromadkova, 1997),
pero pocos trabajos han investigado e estudio
sistematico de las propiedades tecnol 6gicas de
estos polimeros (Oliveiraet al. 2010).

En el caso de las arabinoxilanas, se investiga
sobrelafluoracion con anhidrido trifluoroacético
para producir peliculas hidrofdbicas con un po-
tencial para el envasado de los alimentos
(Grondahl et al., 2006). Asimismo, seplanteaque
con a gunas modificaciones (esterificacion, eteri-
ficacion o injertacion), por gemplo, se pueden
hacer acetilaciones en condiciones ana ogas, uti-
lizando los grupos hidroxilos libres como sitios
parallevar acabo la polimerizacion y poder ha-
cerlas méas hidrofdbicas (Lindblad & Albertsson,
2005; Natanya et al., 2008).

En e caso de las D-xiloglucanas, L-arabino-D-
xilanas, D-glucurono-L -arabino-xilanas, se pue-
den producir espumas y emulsiones estables en
agua y/o aceite. Elaborar geles para curaciones,
teniendo en cuentaquelasmicroy nanoparticulas
son utilizadasen laliberacion deféarmacosy otros
compuestos (Ebringerova, 2006).
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Las xilanas aisladas de ol ote han demostrado ser
utiles como un aditivo en lafabricaci6n de papel
paramejorar sus propiedades eimpresion detex-
til, asi como en la industria farmacéutica
(Hromadkovaet al., 1999).

A partir dd xilitol proveniente del olote de maiz,
se pueden elaborar peliculasy recubrimientos de
materiales en la alimentacion (Natanya et al.,
2008) y la industria farmacéutica, incluidos
apositos y las capsulas para medicamentos (Lin
& Zhao, 2007). En la alimentacién para produ-
cir dulzurol paralos diabéticosy por su caracte-
ristica anticariogénica se puede proponer en la
medicina como anticaries (Miyazawa &
Funazukuri, 2003; Natanya et al., 2008). El alto
contenido de hemicelulosas (xilana) de aproxi-
madamente 34% encontrado en e olote de esta
investigacion, eslo que hace més atractivo ein-
teresante, teniendo en cuenta que puede ser uti-
lizada como biocarburante en la produccién de
bioetanol (Vargaet al., 2004; Martin & Thomsen,
2007).

En las xiloglucanas, se estan estudiando los me-
canismos de adsorcion y la longitud critica del
esguel eto requerida para la interaccion con la
celulosay lainfluencia de los sustitutos en este
tipo de interaccion (Kabel et al., 2007), tienen
excelentes caracteristicas, por ser versatil y alta-
mente disponible, 1o que las convierte en una
atractiva aternativa para ser comercializadas y
empleadas a gran escala.

Las xilanas del olote, no han tenido mucha apli-
cacién quimica o ha estado muy restringida de-
bido al caracter recalcitrante del material o por
lafalta de un método de aislamiento efectivo de
sus polimeros y la valoracién quimica de las
hemicelulosas (xiland). Pero enlos Ultimos afios,
las propiedades delaxilanahan generado un gran
interés por aislarlas y caracterizarlas para darle
un valor agregado. Esto puede realizarse a partir
de hidrdlisis acidas (con acido organico) y
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alcalina de manera secuencial, permitiendo ob-
tener una xilana con muchas aplicaciones.

Materiales y métodos

Aislamiento de holocelulosa de olote. La
hol ocelul osa fue aislada mediante el método de
Wiseet al. (1946). Se pesaron 106.6 g de mues-
tra de olote anhidrida libre de extractos, 32 g de
clorito de sodio (NaClQ,) y setransfirieron aun
vaso de precipitado con 1,279.2 ml de agua (H,0)
que contenian 10.7 ml de acido acético
(CH3COOQOH); luego de preparar estadisolucion,
sedejden bafio de aguacalienteentre 70°Cy 80°C
y cada hora se le afiadieron 32 g NaCIO, y 10.7
ml de CH,COOH, agitando el vaso cadavez que
se le agrego, hasta cumplir cuatro horas. Todos
los pesosy volUmenes de los reactivos se gjusta
ron con respecto alos 5 g, que establece la nor-
ma. Al cumplirse este tiempo, se dgjo enfriar a
temperatura ambiente por varios minutos para
poder ser manipulados. Luego sobre un filtro de
vidrio de porosidad media que fue previamente
pesado, se hizo pasar € contenido delareaccion,
aplicando vacio.

Aislamiento de la xilana de olote a partir de
holocelulosa. Laxilana se aislé mediante latéc-
nica descrita por (Timell, 1961), con algunas
modificaciones. Se tomaron 83.83 g base seca
de holocelulosa y se colocaron en un vaso de
precipitados de 1,000 ml. Luego se |e afadieron
600 ml de una solucion de KOH a 24% (aproxi-
madamente 7.15 ml por cada gramo de
holocelulosa) y se dejé reaccionar bajo agitacion
durante 24 horas. El producto de la reaccion se
paso por un filtro de vidrio de fondo porosoy se
separ6é en dos partes, una parte soluble
(hemicelulosas) y otrainsoluble (a-celulosa). La
parte soluble se precipité gota a gota en una so-
lucion de etanol y acido acético (cuatro partesde
etanol y 0.4 partes de é&cido acético por cada ml
de hidrolizado) y se filtrd en un papel filtro nd-
mero dos bajo succién y se dgo secar en una
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estufa de vacio a 60°C. La fraccién insoluble
consistente de celulosa se guardé para su poste-
rior caracterizacion.

De las hemicelulosas recuperadas se tomaron
13.04 g base seca y se disolvieron en una solu-
cién de 250 ml de KOH a 10% bajo agitacion;
luego las mananas se precipitaron gotaagotaen
una solucion de 500 ml de BaOH a 5%y sere-
cuperaron mediante centrifugacion a4,000 rpm.
La fraccion de xilana se recuperd a partir del
sobrenadante de |a centrifugaci on mediante pre-
cipitacion en 3,300 ml de la solucién de etanol-
acido acético ya descrita. El precipitado se lavd
con etanol y sefiltré mediante vacio y finalmen-
te se secO en una estufa de vacio a 60°C. A la
xilanaobtenidas se les determind el rendimiento
(en masa) y se dmacenaron para caracterizarlas
guimi camente mediante espectroscopia de reso-
nancia magnética nuclear (RMN) de C, infra-
rrojo de transformadas de Fourirer (FTIR) con
ATRYy microscopia€ ectrénicadebarrido (SEM).
Mediante las ecuaciones i y ii se determiné €
rendimiento en masa de las hemicelulosas y la
xilana

Rendimiento hemicelulosas de olote (%)= (i)

i X 100%
P, 0
donde:
P, = Peso base seca de |a holocel ulosa ()
P, = Peso base seca de hemicel ulosas después
delahidrolisis alcalina(g)

Rendimiento xilana de olote (%)= (i)
FF: 2 x 100%

1

donde:

P, = Peso base seca de laxilana (g)

P, = Peso base seca de hemicelul osas después
delahidrolisisalcalina(g)

Andlisisdeinfrarrojo FTIR-ATR. Laxilanaas-
lada del olote se analizé mediante la técnica de
infrarrojo, utilizando un espectrémetro Perkin-
Elmer, modelo Spectrum GX con un aditamento
PIKE MIRacle de reflectancia total atenuada
horizontal (HATR) dereflexion simpley concris-
tal de diamante. Se obtuvieron espectros por du-
plicado en una ventana espectral de 4000 a 550
cmr? con unaresolucion de4 cmt 'y 16 barridos.

13C-RMN dexilana deolote. Lamuestrase pre-
paré en un tubo de RMN disolviendo 20 mg de
xilanaen 0.75 ml de DM SO-d6. El espectro de
13C se obtuvo en un espectrometro de RMN de
200MHz Varian Gemini 2000 de banda ancha,
con unafrecuenciadeandisisparad **C de50.29
MHz.

Morfologia y andlisis de tamafio de particula
de la xilana de olote mediante SEM. Se obtu-
vieron micrografias por medio de las muestras
de xilana mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM) en un microscopio Tabletop TM-
1000 (HitachiHigh-Technol ogiesInc., Japdn) con
el objetivo de observar |as estructuras obtenidas
y redlizar un andlisis de imagenes para determi-
nar tamafios de particula.

Resultados y discusiéon

Aislamiento de holocelulosa de ol ote. El proce-
so de hidrolisis &cida con écido acético, propor-
ciond un rendimiento de holocelulosa obtenida
a partir del olote de aproximadamente 83.8 gy
correspondiente a 78.6%.

Aislamiento delaxilana de olote. El proceso de
hidrdlisisalcalinacon KOH, seguido de precipi-
tacion de las hemicelulosas con una solucién de
etanol: &cido acético, proporciond un rendimiento
de 28.2 g correspondiente a 33.7% de hemi-
celulosas y se obtuvieron 12.2 g de xilana a par-
tir delos 13.04 g iniciales de hemicelulosas. La
fraccion de xilana corresponde a 94% (w/w)
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Figura 1. Espectro FTIR-ATR de xilana aislada de olote mediante hidrélisis alcalina.
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Figura 2. SEM Microfotografia de xilana aislada de olote

purificada. Ademas permiti obtener 45% de alfa
celulosa en el otro material recuperado (Figura
1).

Andlisisde FTIR-ATR delaxilanadeolote. En
la Figura 1, se muestran sefiales cercanas a las
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bandas de 3422, 2927, 1421, 1228, 1212, 1166,
1049, 986 y 897 cm?, las cual es estén asociadas
con las sefiales caracteristicas de las xilana
(Samanta et al., 2012; Oliveira et al., 2010). A
este respecto, el espectro deinfrarrojo (Figura2)
revel6 una banda de absorcion en 3382 cm la
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cual es atribuida a vibraciones de estiramiento
de grupos OH. Laforma ensanchada de esta se-
fal (3600 a 3200 cm?) es producida por |a aso-
ciacion de estos hidroxilos mediante puentes de
hidrégenos intermoleculares (Samanta et al.,
2012; Oliveiraet al., 2010). Normalmente lain-
tensidad de esta banda es influida por la presen-
ciade estos grupos OH en €l polimero.

Labandaa 2930 cmcorresponde aestiramientos
del tipo C-H delosgrupos difaticosdelaxilana.
La sefia de 1737 cm corresponde a grupos
carbonilo C=0 y esto puede originarse por gru-
pOs urdnicos en las xilanas o la presencia de re-
manentes de &cido acético usado en € proceso
deaidamiento delaxilana. Lasbandasentre 1580
y 1637 cmse atribuyen al aguaabsorbidao agua
de hidratacion presente en polisacéridos (Sun et

al., 2002; Oliveiraet al., 2010).

Lassefidlesde 1421y 1375 cmson atribuidas a
las vibraciones de deformacion de los grupos C-
H de las estructuras de hemicelulosas. La banda
en 1161 junto a la banda fuerte a 1045 cm™ es
asignada a las vibraciones de estiramientos C-
O, lacual es caracteristicade grupos glicosidicos
tipico de hemicelulosas (Sanchez et al., 2012;
Sun et al., 2002; Oliveiraet al., 2010). Bgjo este
andlisis se pudo establecer que la hidrélisis
acaina bgo estas condiciones, permitio obte-
ner unaxilanalibre deimpurezas con apariencia
de polvofino blanco. Y de acuerdo con e objeti-
vo principal del estudio, se esperaba que €l ren-
dimiento de laxilanapurificadafuera superior a
90% con respecto a 33.6% de rendimiento
hemicelul osas obtenido apartir de holocelulosa.

DMSO-d6
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Figura 3. Espectro RMN- 3C de xilana de olote con ampliacién de la zona entre 110 a 55ppm.
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BC-RMN de la xilana de olote. En €l espectro
de RMN delamuestrade xilanade olote aislada
mediante hidrélisis acalina de la Figura 3, se
observan sefiales caracteristicas reportadas para
hemicelulosas (Kumar & Negi, 2012). Este es-
pectro muestra cinco sefiales correspondiente a
cinco tipos de carbonos en la estructura de la
muestra de xilana. Entre estas sefia es podemos
ver acampo méas bajo (a101.7 ppm) lasefial ca
racteristica de carbonos acetdlicos (C-1) corres-
pondiente a azlicares como la D-xilopiranosa de
launidades dexilana. Lastres sefiales siguientes
ena’75.4, 74y 72.6 ppm, corresponden alos car-
bonos C-2, C-3y C-4, respectivamente del ani-
[lo pirandsico, asi como la ultima sefid a 63.2
ppm queesatribuidaa C-5 de este mismo siste-
ma. Este resultado demuestra claramente que la
xilana aislada se logré obtener de forma purifi-
cada mediante el proceso de extraccién acalina

Lamayoria de las xilanas tienen otros azlicares en
las cadenas | atera es. Se hareportado quelaxilana
obtenida del olote presenta una composicién qui-
mica de 4-O-metil-D-glucurénico, acido L-
arabinosay D-xilosaenlaproporcion de 2:7:9 res-
pectivamente (Ebringerova& Hromadkova, 1999,
Garciaet al., 2000; Karucdkovaet al., 1994; Silva
etal., 1998; Whistler & Smart, 1953). El olote pre-
sentd una cantidad considerablemente alta de
hemicelulosas (33.6%), sendo las de mayor por-
centgje las tipo pentosas con 94% aproximada:
mente; resultadossimilaresenrendimientossonre-
portados por otros autores (Yang et al., 2006).

Morfologia de la xilana de olote a partir de
holocelulosa. La muestra obtenida en la forma
de un polvo blanco fino, se analiz6 mediante
microscopia electrénica de barrido (Figura 2)
donde se pueden observar las particulasde xilana
en formas agregadas y no agregadas con morfo-
logia irregular y algunas de forma esférica. La
baja resolucion del equipo no permitié hacer un
mejor andlisis con respecto a tamafio de parti-
culadelaxilana.
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Conclusiones

L as técnicas anal iticas espectroscopicas de *C-
RMN y FTIR-ATR utilizadas permitieron cono-
cer lanaturaleza quimica de laxilana de olote y
dilucidar sobre las propiedades de insol ubilidad
en agua, dando un aporte desde el punto devista
guimico de esteresiduo agroindustrial. Ademas,
el estudio indic6 que € olote tiene contenido
cercano de holocelulosa (79%) y hemicelulosas
(34%), donde 94% corresponde a xilana insolu-
ble en agua.

La caracteristica de insolubilidad en agua de la
xilana le confiere capacidad para permanecer
intacto en un medio ambiente fisiol6gico como
el del estdbmago o €l intestino delgado. Esta pro-
piedad y la susceptibilidad de degradarse en €l
colon por accion de enzimas especificas hacen
gue este copolimero sea una materia prima ade-
cuada para €l campo de la medicina, especial-
mente como un portador de drogas de colon-es-
pecifico.

Las xilanas, como uno de los componentes de
interés en e olote tienen gran potencial promi-
sorio en la industria alimenticia como edul co-
rantes, en la industria del papel como aditivos
paramejorar las propiedades, en laindustria au-
tomotriz como pinturas, peliculas y recubri-
mientos, en la produccion de biocombustibles,
junto con la celulosa, se aplican en laindustria
textil, sobre todo en la impresion como agente
antideformante de telas.

En la industria farmacéutica, |as xilanas tienen
accion inhibitoriasobre actividades mutagéni cas
y efectos antiflogisticos, es decir, que combate
la inflamacion, también tienen un efecto sobre
las actividades mitogénicas y comitogénicas, es
eficaz como portador de drogas de colon-espe-
cifico. Sirve como medio de cultivo paralapro-
duccion de hongos alimenticios (Pleurotus) y
xilanasa. Con los azlcares, se busca conseguir
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ciclodextrinas que tengan aplicaciones biomé-
dicas. Ademas en la agricultura, |os compuestos
organi cos son fundamental es parael aborar ferti-
lizantes organicos nitrogenados de accion pro-
longada.

Se demostro, que esposible aidlar xilanacasi li-
bre de impurezas a partir del olote, mediante
hidrdlisis acidas y alcalina, para obtener un
polimero natural deinterés paralaindustriacomo
es el caso de laxilana de olote. Este método de
aislamiento, mostroé ser eficiente en rendimiento
y selectividad.
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