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Aprovechamiento de tallos de Cannabis sativa por
pretratamiento termoquimico e hidrolisis enzimatica

Exploitation of Cannabis sativa stems by thermochemical pretreatment and enzymatic
hydrolysis

Juan Alejandro Pérez Aguilar!, Ricardo Benitez Benitez?.

Resumen

Cannabis sativa es una planta ampliamente utilizada en Colombia para propdsitos medicinales, lo cual requiere solamente el uso
de su flor, generando altas cantidades de tallos residuales. En este estudio, tallos de Cannabis se pretrataron con hidréxido de
sodio y con écido sulfiirico diluidos y su efecto se analiz6 por espectroscopia de infrarrojo (FTIR-ATR). Los s6lidos remanentes
se llevaron a hidrdlisis enzimdtica usando dos mezclas enzimaticas comerciales: Celluclast 1.5 L y Cellic CTec3; se hizo
seguimiento a la produccién de azicares reductores. Los pretratamientos removieron hemicelulosa y lignina, evidenciado
por la reduccion en las senales en 1734, 1540 y 1240 cm™~!. También ocasionaron un incremento en la cristalinidad de la
celulosa. Ambos pretratamientos lograron aumentar la produccién de aziicares en la hidrélisis con las dos enzimas trabajadas.
Aunque el pretratamiento alcalino fue mucho més efectivo que el dcido y permiti6 producir hasta 28.59 mg/mL de azicares con
Celluclast 1.5 L y 24.94 mg/mL con Cellic CTec3. El mezclar estas enzimas, usarlas de forma secuencial, o incrementar la
carga enzimatica no tuvo un efecto sobre la concentracién final de azicares alcanzada.

Palabras Clave: azicares reductores, Cannabis sativa, cristalinidad, hidrélisis enzimatica, pretratamientos.
Abstract

Cannabis sativa is a widely used plant in Colombia with medicinal purposes, for which its flower is used, generating high
amounts of waste stems. In this study, Cannabis stems were pretreated with diluted sulfuric acid and sodium hydroxide and its
effect was analyzed by infrared spectroscopy (FTIR-ATR). Remaining solids were submitted to enzymatic hydrolysis using
commercial enzymatic mixtures: Celluclast 1.5 L and Cellic CTec3; production of reducing sugars was followed. Pretreatments
removed hemicellulose and lignin, as evidence by the reduction in signals at 1734, 1540 and 1240 cm~!. Increase in cellulose
crystallinity was also occasioned. Both pretreatments managed to increase reducing sugars production with the two enzymes
used. Although, alkaline pretreatment was much more effective than acid pretreatment and allowed to produce up to 28.59
mg/mL. of reducing sugars with Celluclast 1.5 L and 24.94 mg/mL with Cellic CTec3. Mixing these two enzymes, using them
sequentially, or increasing enzyme loading did not have and effect on the reached final concentration of reducing sugars.
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1. Introduccion

En los afos recientes, con la regulacion del uso medicinal
de la planta Cannabis sativa, el mercado ha crecido rdpida-
mente, tanto a nivel nacional como internacional y se espera
que lo siga haciendo en los préximos afios. Se espera que
alcance un mercado mundial de 166 mil millones USD y en
Colombia de 865 millones USD con 449 hectareas dedica-
das a su cultivo [1]. Esta industria genera gran cantidad de
residuos verdes (tallos y cortes). Por cada hectdrea cultivada,
se generan aproximadamente 5.5 toneladas de residuos [2].
Estos residuos generalmente se manejan de formas altamen-
te contaminantes; entre las cuales esta la destruccién por
incineracién, que genera 3000 kg de diéxido de carbono
(CO2) por cada kg de desechos [2] y puede causar molestias
y olores en comunidades cercanas [3]. Otra opcién comtn
es la de llevar los desechos a vertederos, lo que tiene el pro-
blema de que el ambiente anaerébico que genera emisiones
de gas metano (CHy), un potente gas de efecto invernadero,
con un potencial de calentamiento global 25 veces mayor al
del CO; [4]. Con el crecimiento de la industria del cannabis
medicinal y con ella la cantidad de residuos generados, es ne-
cesario encontrar formas viables de dar uso a estos residuos
sin que se genere contaminacion.

Posibles usos de los tallos residuales de cannabis han sido
extensivamente investigados y revisados. Entre estas posi-
bilidades estd la produccidn de textiles, papel, materiales
de aislamiento y construccién, lechos para caballos, aves
de corral y mascotas, asi como materiales compuestos en
la industria automotriz; y otros productos como maletas,
anteojos y accesorios [5—7]. Otro enfoque es la conversion
pirolitica a biocarbdn, con valiosas propiedades eléctricas,
como enmienda para suelos y combustible [8]. Finalmen-
te, se puede aprovechar su alto contenido en polisacaridos
para la obtencion de distintos productos, principalmente bio-
energia en forma de bioetanol [9] y biogds [10]; pero también
otros bioproductos como el 4cido succinico [11], [12], 4cido
L-(+)-lactico [13], furfural [14], levoglucosano, levogluco-
senona [15] y poli-3-hidroxibutirato [16].

Para poder hacer uso de estos valiosos polisacdridos en la
obtencion de productos, es necesario primero realizar un pa-
so de pretratamiento, que puede ser con dlcali, 4cido, calor,
solventes, irradiacion con electrones, molienda mecanica,
vapor, microorganismos y sus combinaciones. El pretrata-
miento es necesario debido a la naturaleza recalcitrante de
la biomasa lignocelulésica, por la cual es necesario remo-
ver lignina y/o hemicelulosa, mejorando la accesibilidad a
la celulosa, con minima o baja produccién de compuestos
inhibitorios; logrando una conversién efectiva del canna-
bis. Seguido a esto se realiza una hidrdlisis, generalmente
enzimatica, convirtiendo los polisacaridos en azicares li-
bres, disponibles para procesos de fermentacién [17], [18].
La aplicacion de estos pretratamientos sobre biomasa de
cannabis y la posterior hidrélisis han sido ya ampliamente
estudiadas y revisadas [17], [19]. Es sabido que los distin-
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tos pretratamientos y condiciones de hidrdlisis enzimética
tienen distintos efectos en la biomasa segun factores como
genética, ubicacién geografica, condiciones de cultivo, entre
otros [20]. Ninguno de estos estudios se ha realizado sobre
cannabis de origen colombiano, por lo que en este estudio se
evaluo el efecto de pretratamientos y condiciones de hidréli-
sis enzimadtica sobre tallos residuales de cannabis medicinal
provenientes del departamento del Cauca, Colombia; para la
produccion de azicares reductores que posteriormente pue-
den usarse en la obtencion de una variedad de bioproductos.

2. Metodologia
2.1. Materiales y reactivos

La enzima Cellic® CTec3 (Novozymes) fue donada por la
Universidad Nacional y Celluclast® 1.5 L (Novozymes) se
obtuvo de Univar Solutions. La actividad enzimadtica se deter-
miné por medio de la metodologia del National Renewable
Energy Laboratory (NREL) con modificaciones [21]. La ac-
tividad de Cellic CTec3 fue de 223 UPF/mL y de Celluclast
1.5 L fue de 67 UPF/mL.

2.2. Muestray preparacion

Los tallos residuales de cannabis fueron provistos por la
empresa Corporaciéon Flora Vital SAS Zomac (Santander
de Quilichao, Colombia). La muestra fue secada a 60 °C
durante 5 dias, cortada manualmente en trozos de 5 cm
aproximadamente y después llevada a un molino eléctrico
equipado con un tamiz de 1 mm.

2.3. Caracterizacion de la biomasa

Los sdlidos totales se determinaron gravimétricamente me-
diante secado a 105 °C durante 24 h de 2.0 g de muestra [22].
Las cenizas se determinaron por calcinacién a 575 °C duran-
te 8 h [23]. Para determinar los extractivos totales, 2.0 g de
muestra se sometieron a extraccién Soxhlet con agua duran-
te 8 h, seguido de secado a 105 °C por 24 h. Tras pesar, la
muestra se sometio a otra extraccién Soxhlet durante 8 h con
etanol [24]. Los componentes estructurales se determinaron
gravimétricamente seglin la metodologia de detergentes Van
Soest [25]. Los componentes no estructurales se eliminaron
por digestion con solucién de detergente neutro y ¢¢-amilasa.
La hemicelulosa se elimind mediante digestion con detergen-
te 4cido y finalmente, mediante digestion con 4cido sulfirico
(H2S04) se elimind la celulosa. La proteina se determiné
por la metodologia Kjeldahl (Nx6.25). Cada determinacion
fue realizada por triplicado.

2.4. Aplicacion de pretratamientos

A la muestra se le aplicaron pretratamientos con hidréxido
de sodio (NaOH) al 2% (p/v) y HySO4 al 2% (v/v) en agua.
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Se prepararon suspensiones de la muestra al 5 % de sélidos
en cada solucién y se llevaron a un autoclave a 121 °C y
15 psi durante 30 min. Posteriormente, las muestras fueron
lavadas con abundante agua destilada hasta que las aguas de
lavado salieran con pH neutro, se secaron a 105 °C durante
12 h, se llevaron a un desecador y se pesaron para determinar
el porcentaje de sélidos recuperados.

2.5. Analisis por espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier (FTIR)

La muestra pretratada y sin pretratar fueron analizados por
FTIR (Thermo Fisher Scientific Nicolet™ iS™ ]0 FTIR
Spectrometer) con reflectancia total atenuada (ATR). Las
condiciones utilizadas para la adquisicion de los espectros
fueron las siguientes: rango de nimero de onda 4000 a 500
cm~ !, resolucién 8 cm™!, nimero de barridos 32. Cada
espectro se recolectado por triplicado, se normalizaron, se
promediaron y se les corrigié la linea base. Luego se utili-
zaron para determinar los cambios en la cristalinidad como
el Indice de Orden Lateral (LOI, por sus siglas en inglés),
segin la ecuacién 1. En donde A1430 es la absorbancia a
1420 cm~! y A898 es la absorbancia a 896 cm™!.

A0
896

LOI =

ey

2.6. Hidrolisis enzimatica

Para los anélisis de cinética de hidrdlisis enzimatica, se pre-
pararon suspensiones de biomasa pretratada y sin pretratar
al 5% en buffer citrato pH 5.0 50 mM, se usé una carga
enzimdtica de 20 UPF/g de biomasa. La reaccién se realizd
por reflujo a 50 °C, agitaciéon magnética de 75 rpm, durante
72 h. Se tomaron muestras de 1 mL. cada 4, 8, 12, 24, 36, 48,
60y 72 h. Las muestras fueron centrifugadas y almacenadas
a 8 °C hasta su analisis de azucares reductores, €l cual se
realiz6 por espectrofotometria, siguiendo un método colo-
rimétrico basado en una modificacién a la prueba cualitativa
de Benedict [26]. Se realizaron también pruebas mezclando
10 UPF/g de cada enzima y también hidrélisis en dos pasos,
que consistieron en 36 h de hidrdlisis con 10 UPF/g de una
de las enzimas, separacion de los sélidos e hidrélisis en una
nueva suspensiéon con 10 UPF/g de la otra enzima. Final-
mente, se realizaron ensayos variando la carga enzimética
desde 10 hasta 25 UPF/g. Cada experimento se realiz6 por
duplicado.

3. Resultados y discusion

3.1. Caracterizacion de la biomasa

La tabla 1 muestra los resultados de la caracterizacién quimi-
ca de los tallos de cannabis. Se comprueba que la biomasa
es alta en contenido de polisacdridos estructurales (57.64 %);
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valor comparable al que han encontrado otros autores en
investigaciones sobre tallos de cafiamo: 58.60 % [27] y en-
tre 57.00 y 58.00 % [28]. El alto contenido de celulosa es
deseable para poder obtener una alta cantidad de glucosa
tras la hidrolisis enzimaética, que puede ser utilizada para
procesos de fermentacion. La hemicelulosa es generalmente
indeseada, pues reduce la accesibilidad enzimatica a la ce-
Iulosa. Sin embargo, es posible disefiar procesos en los que
los azicares provenientes de la hidrdlisis de la hemicelulosa
sean utilizados, mediante, por ejemplo, la coproduccién de
bioetanol y biogds [29], bioetanol y 4cido succinico [12], o
usando microorganismos modificados para poder fermentar
xilosa [30]. El contenido de lignina (14,93 %) es més bajo
de lo que se reporta en otras investigaciones, usualmente
por encima de 20 % [27,31,32]; aunque si existen reportes
con valores menores como 8.00% [28] y 15.00% [33]. Esta
variabilidad puede explicarse por factores como variedad
de cannabis [17]. El bajo contenido de lignina encontrado
es conveniente, pues su presencia previene la actividad en-
zimdtica mediante uniones no productivas [34]. En general,
todos los componentes analizados concuerdan con los que ya
han sido determinados en tallos de cannabis [28], [31-33].

Tabla 1: Composicion de los tallos residuales de cannabis medici-
nal.

Componente Contenido ( %)
Sélidos totales 88.84 + 0.29
Cenizas 3.57 £0.08
Extractivos totales 24.43 +£0.34
Hemicelulosa 12.08 £ 0.60
Celulosa 45.56 £ 1.79
Lignina 1491 £0.92
Componentes estructurales totales 72.55
Proteina 4.69 £0.20
Total 100.57

3.2. Efecto de los pretratamientos termoquimicos

Tras aplicar los pretratamientos acido y alcalino se recupe-
raron 52.30% y 64.52 % de los sélidos iniciales respectiva-
mente. Es bien conocido el efecto que tienen este tipo de
pretratamientos sobre los componentes de la biomasa. Los
tratamientos con H, SOy resultan en dafio a la estructura de
la lignina y disolucién de la hemicelulosa y los pretratamien-
tos con NaOH solvatan la hemicelulosa y la descomponen
hidroliticamente [35]. Estos cambios en la composicién se
estudiaron mediante FTIR, la tabla 2 muestra sefales impor-
tantes que se pueden asociar a los componentes estructurales
de la lignocelulosa y los cambios que sufre la intensidad
de estas sefiales en las muestras que han sido sometidas a
pretratamiento, con respecto a la muestra sin pretratar. El
cambio mds notable es la desaparicion de la sefial en 1734
cm™!, tanto con el pretratamiento dcido, como con el alca-
lino. Esta sefial estd asociada a los enlaces C=O tanto en la
hemicelulosa como en la lignina. La desaparicién de esta
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Tabla 2: Cambios en las sefiales de los espectros IR de las muestras pretratadas.

Sefial (cm™T)  Asignacién Pretratamiento acido  Pretratamiento alcali

3340 Elongacién grupos O-H en Incremento Reduccion
celulosa y hemicelulosa

1734 Elongacién de grupo C=0 Reduccién Desaparicién
en hemicelulosa y lignina

1597 Elongacién de enlaces C=C Reduccién Reduccién
en anillos aromadticos de lignina

1240 Flexi6n de enlaces C-OH Reduccién Desaparicién
en anillos siringil de lignina
y elongacién de enlaces C-O
de grupos acetilo de hemicelulosa

1028 Elongacién de enlaces C-OH Reduccién Incremento

en celulosa y hemicelulosa

sefial ha sido observada previamente [36] y se asocia a la
descomposicién de la hemicelulosa con el pretratamiento
4cido y la disolucién de la lignina con el pretratamiento
alcalino. La sefial en 1597 cm ™! es caracteristica de la elon-
gacién de enlaces C=C en la lignina [36,37]. La sefial en
1240 cm™~! se asocia a la flexién de enlaces C-OH tanto en
lignina como hemicelulosa [37]. La reduccién y desapari-
cién de estas sefiales se debe entonces a la eliminacion de
estos componentes de la biomasa. El incremento en la sefial
de 3340 cm™! con el pretratamiento 4cido se asocia a un
aumento en la proporcion de celulosa [36], mientras que su
reduccién con el pretratamiento alcalino indica una reduc-
cidén en la intensidad de enlaces de hidrégeno, producto de
la conversion de celulosa tipo I a celulosa tipo II (merceri-
zacion), tipico en los tratamientos alcalinos [38,39], lo que
es consistente con el crecimiento en la sefial en 1420 cm™!
con el pretratamiento alcalino [37].

EI LOI es un indicador cualitativo de cambios en la cristalini-
dad. Laentre 1420y 1430 cm ™! se relaciona con la vibracién
simétrica de CH», conocida como banda de cristalinidad y
la banda entre 893 y 898 cm™! se asigna a la elongacién
de enlaces C-O-C y se conoce como banda amorfa [40]. Se
encontrd que los dos pretratamientos incrementaron el grado
de cristalinidad, como se muestra en la tabla 3, lo que es con-
sistente con varios estudios previos [31], [36,37,41,42]. El
pretratamiento dcido incrementa la cristalinidad removiendo
hemicelulosa y celulosa no cristalinas [31,41]. En el caso de
pretratamiento alcalino, ademds de la remocion de hemicelu-
losa y lignina, la recristalizacién de celulosa semicristalina
genera un mayor incremento en la cristalinidad [42].

Los datos recogidos por FTIR indican claramente que los
pretratamientos fueron capaces de remover parcialmente la
lignina y hemicelulosa de la biomasa, llevando a un incre-
mento en el grado de cristalinidad.
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Tabla 3: Indice de cristalinidad (LOI) de las muestras pretratadas
y sin tratar.

Pretratamiento LOI (1423/896)
Ninguno 0.93
H,SOy4 1.26
NaOH 1.53

3.3. Cinética y condiciones de hidrélisis enzimati-
ca

Los dos pretratamientos aplicados lograron incrementar la
produccién de azicares reductores, con las dos enzimas estu-
diadas (figura 1). Los hidrolizados de muestras sin pretratar
y pretratadas alcanzaron una concentracion de azicares supe-
rior al 90 % del valor final tras 36 h. y 60 h, respectivamente;
lo que contrasta con lo encontrado en otros estudios, en
donde este valor se alcanza tras solo 12 h. [43,44] o 24
h [11]. Lo que indica la posibilidad de que podrian seguirse
produciendo aziicares en niveles significativos mas alld de
las 72 h. Si bien el pretratamiento dcido logré incrementar
la produccidn de azicares, el efecto es minimo (130 y 150 %
para Celluclast 1.5 L y Cellic CTec3, respectivamente) en
comparacién con lo que se ha encontrado en otros estudios
realizados sobre biomasa de Cannabis. Se encontré que un
pretratamiento con HySO4 1% a 160 °C durante 30 min
logré un grado de hidrélisis de celulosa del 98,7 % [31]. En
las mismas condiciones, pero incrementando la temperatura
a 170 °C se encuentran grados de hidrélisis de 28,04 y 30,02
g/L. para dos variedades de cannabis [36]. La deficiencia en
la produccién de azicares encontrada en este estudio puede
explicarse parcialmente por la intensidad del pretratamien-
to. Generalmente, al usar 2 % de H,SOy se trabajan cortos
tiempos (10 min) [11, 12] y al trabajar por largos tiempos,
se maneja menor concentracién de H2SO4 (1 %) [31,36].

En este trabajo, largos tiempos de trabajo con mayor concen-
tracion de 4cido podria liberar gran parte de la xilosa, dejan-
do hemicelulosas més resistentes y menos accesibles [12].
También, a pesar de los extensivos lavados, monosacari-
dos y oligosacaridos resultantes del pretratamiento pueden

Enero - Junio 2024 224



Juan Alejandro Pérez Aguilar & Ricardo Benitez Benitez

Azncares reductores
(mg/mL.)

0 4 8 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h)

Azncares reductores
(mg/mL.)

0 4 8 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h)

Figura 1: Cinética de hidr6lisis enzimatica. A. Celluclast 1.5 L, B. Cellic CTec3. Los cuadrados representan la muestra sin pretratar, los
tridngulos la muestra con pretratamiento dcido y los rombos la muestra con pretratamiento alcalino. Las barras de error representan la

desviacion estandar.

inhibir la accién enzimatica [45]. Sin embargo, el efecto
posiblemente mds importante es la absorcién no productiva
de lignina recondensada y celulosa [36]. Todo esto, sumado
al incremento en el grado de cristalinidad, contribuyen a
que el efecto del pretratamiento acido en la produccién de
azucares sea bajo.

El pretratamiento alcalino fue capaz de incrementar en un
grado mucho mayor la produccién de azicares reductores
(350 y 220 % para Celluclast 1.5 L y Cellic CTec3, respec-
tivamente). Este efecto ha sido ya reportado por algunos
autores en biomasa de cannabis. Por ejemplo, con un pretra-
tamiento de a 135 °C por 1 h con H,SO4 0 NaOH 2 %, se
consiguieron concentraciones finales de azicares (glucosa +
xilosa) de 16.0 y 30.0 g/L, respectivamente, tras hidrolisis
enzimatica [16]. Otro estudio determind concentraciones
finales de glucosa entre 25,5 y 27,2 g/L. tras pretratamiento
con NaOH a 121 °C, una eficiencia de conversién mayor
a la alcanzada con pretratamiento con H2SO4 1-2 % (23.5-
26.6 g/L.) [11]. Por el contrario, en otro trabajo se encontré
que el pretratamiento acido (H,SO4 1%, 160 °C, 30 min)
conlleva un mayor grado de hidrdlisis de glucosa que un
pretratamiento alcalino (NaOH 1 %, 140 °C, 1 h); aunque
por un margen pequefio, 98.7 % vs 96.3 % [31]. En compara-
cién con las muestras sin pretratar, el tratamiento alcalino
siempre conlleva un incremento del grado de hidrélisis, co-
mo lo han definido distintos estudios; por ejemplo, aumento
del 60 % en el grado de hidrdlisis tras pretratamiento con
NaOH al 1% a 121 °C [46] y un incremento desde 6.1 %
hasta 43.7 % en el grado de hidrdlisis tras pretratamiento
con NaOH al 2% a 135 °C [16]. El incremento en el grado
de hidrélisis enzimética resultado del tratamiento alcalino
se explica por su capacidad de remover gran cantidad de
lignina [11], evitando asf las uniones no productivas con las
enzimas [34].

Dado la mayor efectividad del pretratamiento alcalino, este
se escogid para continuar con los siguientes ensayos. Como
se puede observar en la tabla 4, el uso de mezclas enzimati-
cas no tuvo un efecto significativo en la produccidon de azica-
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res, con respecto a cuando se utiliza solamente Celluclast
1.5 L. Se esperaba que las enzimas accesorio presentes en
el coctel enzimdtico Cellic CTec3 incrementaran la produc-
cién al mezclarla con el coctel Celluclast. Sin embargo, este
no fue el caso. En otros trabajos, ha sido frecuente utilizar
enzimas accesorio como B-glucosidasas [11,12,29,43,46]
o hemicelulasas [20,31,33,36]. Las B-glucosidasas hidro-
lizan la celobiosa a dos moléculas de glucosa, evitando la
acumulacién de celobiosa y por lo tanto, su potente efecto
inhibidor en la actividad de celulasas [47,48], mientras que
la actividad de las hemicelulasas resulta en mejor acceso
enzimatico a las microfibras de celulosa [49, 50]. Teniendo
en cuenta esto, una opcién para incrementar la produccién
de azicares podria ser el desarrollar una mezcla enzimati-
ca 6ptima para este tipo de biomasa, como ya se ha hecho
para la paja de trigo [51], madera [52] y bagazo de cafia de
azucar [53].

Tabla 4: Produccién de azicares reductores con diferentes condi-
ciones experimentales, todas las muestras se sometieron a pretra-
tamiento alcalino. Los experimentos que no comparten una letra
tienen una diferencia estadistica significativa (0¢=0.05).

Experimento Azicares reductores
(mg/mL)
20 UPF/g Celluclast 1.5 L 28.59+1.47¢
20 UPF/g Cellic CTec3 2494 +159°
10 UPF/g Celluclast 1.5L + 28.17+£0.74 ¢
10 UPF/g Cellic CTec3

Secuencia 1:

10 UPF/g Celluclast 1.5 L,
luego 10 UPF/g Cellic CTec3
Secuencia 2:

10 UPF/g Cellic CTec3,
luego 10 UPF/g Celluclast 1.5 L

26.36 + 0.41 b

27.67+0.16¢

Con los experimentos en secuencia, se buscé incrementar
la produccién de azicares evitando la inhibicién por retro-
alimentacion de las enzimas. Lo que ya ha sido investigado
en tallos de cafiamo, logrando incrementar la produccién
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de azicares de 40 g/L. a 46 g/L [16]. En este estudio, no
hubo diferencia significativa al aplicar hidrdlisis en dos pa-
so0s, posiblemente debido a tiempos mds cortos de reaccién
y menor concentracién de enzima utilizada en cada paso.
Dado el alto costo que representan las enzimas en las bio-
rrefinerias lignoceluldsicas, se buscé evaluar el efecto de la
carga enzimadtica en la produccion de aziicares. Se encontrd
que aumentar la carga desde 10 hasta 20 UPF/g genera un
claro aumento en la concentracidn final de aziicares pero por
encima de este valor, no se genera un efecto significativo.
Esto coincide con lo encontrado por otros autores [13], quie-
nes determinaron que la carga enzimdtica 6ptima es de 20
UPF/g, con una carga de sélidos del 10 %. La inefectividad
de incrementar la carga enzimadtica sobre este punto puede
deberse a baja digestibilidad de la biomasa, es decir, solo
una cantidad limitada de celulosa es accesible a la enzima
en determinado momento, debido a lignina o hemicelulosa
remanente y/o [54] el aumento en la cristalinidad tras el
pretratamiento alcalino.

L
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Figura 2: Efecto de la variacién de la carga enzimdtica en la pro-
duccién de azicares reductores, las barras de error representan la
desviacion estdndar. Letras distintas indican diferencia significati-
va (a=0.05).

4. Conclusiones

El pretratamiento alcalino de tallos residuales de Cannabis
es un método eficiente para eliminar componentes estruc-
turales no celuldsicos de la biomasa, llevando consigo un
incremento en el grado de cristalinidad de la celulosa. Este
pretratamiento logré incrementar la produccion hasta 350 %
con respecto a la biomasa sin pretratar; usando la enzima
Celluclast 1.5 L a 20 UPF/g, valor sobre el cual no hay
cambio significativo en los azicares obtenidos. Es asi que
se puede establecer que esta es una fuente importante de
biomasa para la obtencién de azidcares, los cuales pueden
convertirse subsecuentemente en una variedad de productos
con valor agregado.
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