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RESUMEN

El presente trabajo se enfoca al estudio de distintos pretratamientos
fisicoquimicos de la cascara de cacahuate con la finalidad de aumentar la
accesibilidad de la estructura a agentes de sacarificacion que permitan
maximizar la generacion de azucares fermentables y asi favorecer la
produccion y rendimiento de etanol. Se realizaron 4 pretratamientos sobre el
material lignoceluldésico: mecénico, &cido diluido, organosolv y alcalino
peroxido. Después del pretratamiento se procedié a realizar una hidrélisis
acida obteniéndose jarabes que fueron caracterizados en relacion a los
azucares totales y reductores generados en el proceso asi como en la
formacion de derivados de furfural mediante HPLC. Asi mismo, se efectuo la
caracterizacion de sélidos generados con el fin de observar los efectos de cada
pretratamiento sobre la estructura y cristalinidad de la celulosa mediante
difraccién de rayos X (DRX) y microscopia ambiental de barrido electronico
(MABE). Finalmente, se realiz6 la fermentacion de los diferentes jarabes con
una cepa comercial de Saccharomyces cerevisiae, se cuantificd la cantidad de
etanol generada de cada pretratamiento-sacarificacion mediante cromatografia

de gases.



INTRODUCCION

Los biocombustibles son todos aquellos que provengan de biomasa y que han
sido procesados mediante tratamientos quimicos, enzimaticos, fisicos o
biolégicos. Estos son utilizados como fuente renovable de energia y en algunos
casos como substitutos de combustibles fosiles, es decir, petréleo, gas, carbon,
etc. Algunos tipos de combustibles alternativos son el bioetanol, biodiesel,

biohidrégeno y biogés.

El bioetanol de segunda generacion puede obtenerse a partir de residuos
lignoceluldsicos por fermentaciéon microbiana de azucares solubles liberados a
partir de la celulosa y hemicelulosa, proveniente de productos forestales,
residuos tales como la paja, restos de maiz, bagazo o papel usado; mediante

hidrolisis quimica, enzimatica o microbiana.

Los residuos lignocelulésicos contienen una mezcla compleja de polimeros de
carbohidratos llamados celulosa y hemicelulosa, ademés de lignina. La
celulosa y la hemicelulosa son los que se pueden hidrolizar en azlcares
simples y que son susceptibles de ser fermentados a etanol. Debido a que la
lignina es un material polifenélico, no puede ser convertido a etanol mediante

fermentacion, por lo que forma parte del residuo del proceso.

Durante la ultima década, el mundo se enfrenta a un agotamiento continuo de
los recursos energéticos basados mayoritariamente en combustibles fosiles y
por consecuencia, combustibles no renovables. El uso de recursos energéticos
renovables provenientes de residuos agricolas permitira el aumento de la
disponibilidad y la estabilizacion de los precios de alimentos basicos para el
consumo humano, como el maiz, el trigo, el sorgo vy la cafia de azucar,
oleaginosas, entre otros; y que comunmente son utilizados para la obtencion de

bioetanol, biodiesel, biogas y biohidrégeno.



Por otro lado, el uso de residuos agricolas para la produccion de
biocombustibles permitira tener un menor impacto ambiental, debido al reciclaje

de éstos subproductos.

El etanol producido a partir de residuos lignocelulosicos puede emplearse como
substituto de agentes oxigenantes como el ETBE (Eter etil-terbutilico) y el
MTBE (Eter metil-terbutilico) en mezclas E-5, E-10 y E-20 (el digito sefiala el
contenido en peso de etanol en la mezcla) sin tener que alterar los motores de
los automdviles. De esta manera, se pretende usar un agente oxigenante de
las gasolinas mas benigno con el medio ambiente que los oxigenantes
mencionados, reducir la importacion de gasolina y agentes oxigenantes por
parte de PEMEX, incentivar la aparicién de la industria agroquimica de etanol

asi como reforzar la seguridad energética.



CAPITULO 1
ANTECEDENTES

1.1. BIOETANOL COMO COMBUSTIBLE
1.1.1. Bioetanol

El etanol o alcohol etilico (CH3CH,OH) es el liquido mas utilizado de los

biocombustibles.

El bioetanol se obtiene a partir de la fermentacién de los azlcares contenidos

en las siguientes materias primas:

Materias ricas en sacarosa: cafia de azlcar, remolacha.

2. Materias ricas en almidén: cereales (trigo, maiz, cebada) y tubérculos
(patata, yuca).

3. Materias ricas en celulosa: madera, residuos agricolas, otros residuos de

naturaleza lignocelulésica.

A diferencia de los biocombustibles de primera generacion que estan basados
en la produccioén de etanol a partir de materias primas comestibles, el etanol de
segunda generacion es obtenido a partir de residuos agricolas o residuos
lignocelulésicos que no comprometen la oferta de alimentos para la
alimentacion humana y por lo tanto no incide directamente en el precio de los
alimentos. No obstante, la hidrélisis de la celulosa y hemicelulosa para la
obtencion de azlcares fermentables es un paso determinante en la produccion
de etanol y puede representar hasta un 50% del precio de produccion del
etanol.

El bioetanol permite substituir parcialmente o totalmente a los combustibles

utilizados en vehiculos automotorizados asi como a los agentes oxigenantes
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como el Eter metil-terbutilico (MTBE, por sus siglas en inglés) y el Eter etil-
terbutilico (ETBE, por sus siglas en inglés) ya que éste aumenta el octanaje y
reduce la emision de contaminantes, p. ej. 10-15% menos de monéxido de
carbono e hidrocarburos (Vazquez, H., Dacosta, O., 2007). El etanol se puede
mezclar con la gasolina sin plomo de un 10 a 25% sin necesidad de modificar

los motores de los vehiculos.

En México, el etanol se produce principalmente a partir de azlUcar de cafa.
Alrededor del 50% de los 58 ingenios azucareros cuentan con infraestructura
para la produccién de etanol. En los dltimos afos, la industria azucarera ha

tenido crisis debido a la importacion de fructosa para su uso como edulcorante.

No se espera que el combustible etanol desplace completamente a la gasolina
del mercado en ningin momento. Por el contrario, el etanol puede alargar los
recursos petroliferos logrando una moderada cuota de mercado y ahorrando

gasolina para el futuro.

La Secretearia de Energia (SENER), recomienda un programa de introduccion
gradual del etanol con tres fases o escenarios. En la primera fase (2007-2012)
se tendria como meta producir 411.9 miles de m® de etanol el cual se obtendria
principalmente de mieles de cafia de azlcar y se dirigiria a reemplazar al
metanol en los éteres producidos en el mercado nacional (MTBE y TAME) para
fabricar ETBE. El etanol como componente del ETBE fabricado en México
corresponderia a una penetracion del 5.7% en volumen de un porcentaje de las

gasolinas suministradas a las Zonas Metropolitanas.

Para 2012, y sobre la base de etanol de jugo de cafa de azucar de cultivo de
temporal en pastizales y tierras marginales, asi como en proyectos de etanol
qgue podrian desarrollarse a partir de otros insumos, podria tener lugar la
sustitucion del 5.7% de todas las gasolinas de las areas metropolitanas,
correspondiendo a una demanda de 1,110.6 miles de m>. De 2012 en adelante,
y sobre la base de cafia de azucar y otros posibles insumos, como el cultivo
multiple anual sorgo dulce o maiz, el 10% de todas las gasolinas en México

podria ser reemplazado por etanol, correspondiendo a una produccién de

5
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4,406.3 miles de m*. En todos estos desarrollos podria haber oportunidades
para la exportacion e importacion de etanol, directamente o como ETBE.
(Masera, O., Rodriguez. N, (2006))

1.1.2. Generalidades de la produccién de etanol

El empleo de alcohol industrial comenzd a principios del siglo XIX con el
surgimiento de la industria de la sintesis quimica que perduré por muchos
afos. Debido a la actual demanda energética, el etanol procedente de la
fermentaciébn ha ganado relevancia. En los paises con gran excedente
agricolas (Brasil, Estados Unidos, Canada y Sudafrica) se ha obtenido por
fermentacion el etanol a partir de materias primas ricas en carbohidratos como

la sacarosa, almidén y los materiales celuldsicos.

Generalmente, el etanol se obtiene mediante procesos continuos (Figura 1.) ,
en donde la fermentacién del mosto se lleva a cabo en un tanque cilindro-
conico inoculado con una levadura que se cultivd en un medio aparte. La
multiplicacion continua de la levadura se realiza en un tanque de pre-
fermentacién con jarabes azucarados esterilizados que sirven de inéculo para
el tanque de fermentacién principal. Entre las etapas de fermentacién y
destilacion, la levadura se puede separar e inocularse en otro sustrato para una
siguiente fermentacion. Si se emplean materiales amilaceos o mezcla de
cereales enteros, no es posible recuperar la levadura de la mezcla de
fermentacion el residuo, y se utiliza para la alimentacion animal y se
comercializa como granos de destileria deshidratados, en lugar del gluten de
maiz. (Ricord, E, .1990)
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Materias primas
Vapor > | Enzimas
(hidrolasas)
Licuefaccion
Glucoamilasas
co,
Fermentacion
CO, +
Biomasa
Destilacion
Etanolal _
96%
Deshidrataciéon = Destilacion
azeotropica
i Concentracionde Abono,
absoluto residuos ———> combustible,
piensos

Figura 1. Diagrama de un proceso clasico de fermentacion continuo para la
produccién de etanol.

La fermentacion clasica se desarrolla en 3 fases.

- Las primeras 12-24 horas, la levadura se multiplica rapidamente en
condiciones aerobias.

- Lafase intermedia que ocurre de 12 -48 horas se obtiene el alcohol, con
la sacarificacion posterior de oligosacaridos presentes en el jarabe
(melazas), mientras que se presenta la muerte de las células
fermentativas acompafada de la liberacion de calor.

- La fase final que se da entre las 48 y 72 horas en donde disminuye la

produccion de etanol.
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1.2. MATERIAL LIGNOCELULOSICO: CASCARA DE CACAHUATE

1.2.1. Composicion de la cascara de cacahuate

La composicion quimica de la cascara de cacahuate consiste principalmente
de fibra cruda, en la que se resalta la celulosa y la lignina (Tabla 1). Sin
embargo un analisis mas detallado nos muestra la presencia de polimeros de
celulosa (glucano), xilano y mananos; asi como de azUcares libres de tipo

pentosas (Tabla 2).

Componente %
Humedad 8-10
Proteina cruda 6-7
Grasa 1-2
Fibra cruda 60-67
Celulosa 35-45
Lignina 27-33
Cenizas 2-4

Tabla 1. Composicion quimica de la cascara de cacahuate segin Woodroof

(1983)

Componente %
Lignina 34.8
Glucano 21.1
Extractivos 14.2
Proteina 11.1
Xilano 7.9
Cenizas 3.4
Arabinosa 0.7
Galactano 0.2
Mananos 0.1
Otros (carbohidratos libres) 6.5

Tabla 2. Composicion quimica de la cascara de cacahuate. Yeboah, et. Al
(2003)
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La fibra celulésica esta formada por regiones cristalinas separadas por
regiones amorfas o menos cristalinas. Una de las fracciones més abundantes
en la estructura vegetal de la cascara de cacahuate es la celulosa. La celulosa,
es un polimero lineal de glucosa unido por enlaces p-(1, 4)-glucosidicos. La
unidad basica esta constituida por unidades de celobiosa, es decir, dos
glucosas anhidras unidas por enlace p (Figura 3.). Las cadenas de celulosa
interaccionan entre si mediante puentes de hidroégeno y forman las llamadas
microfibrillas. Estas fibrillas estan ligadas entre si por la hemicelulosa,
polimeros amorfos de diferentes azlcares y otros polimeros como pectina y
cubiertos por cadenas de lignina. La compleja y rigida estructura de la celulosa
la hace resistente a tratamientos quimicos, fisicos y biolégicos (Taherzadeh, M,
Karimi, K. 2008).

Las moléculas de celulosa forman enlaces por puentes de hidrégeno intra e
intermoleculares. La presencia de estos enlaces tiene un efecto importante en
la reactividad que presentan las cadenas celuldsicas. Las zonas de elevada
cristalinidad son dificiles de penetrar por disolventes, reactivos y enzimas. Por
el contrario, las zonas amorfas son mas accesibles y mas susceptibles a todas

las reacciones quimicas.

Figura 3. Estructura molecular de la celulosa

La hemicelulosa es un heteropolisacarido compuesto de galactosa, glucosa,
arabinosa y pocas cantidades de ramnosa, acido glucurdnico, acido metil

glucurénico y é&cido galacturénico. En contraste con la celulosa, que es
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cristalina y fuerte, la hemicelulosa tiene una estructura amorfa y ramificada al
azar con poca resistencia a la hidrdlisis, pero pueden llegar a serlo cuando son
sometidos a condiciones acidas (Taherzadeh, M, Karimi, K. 2008).

G X G
1 1
! b
4 2 &
FeA—-54 A X A FeA—5A A X A A X A
1111 1A A 1
! | ! ! ! !
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
S STV ST SHVL SETL SRV SHVS SH) S ST S SHPR S S SH SRS
2 2 2 2 2 2
1 1 1 1 1
GlcA—A A GlcA FeA — BA GlcA
2 3
1 1
X X

Figura 4. Estructura quimica basica de la hemicelulosa. A: arabinosa, FeA:
acido ferulico, G: galactosa, Glc: acido glucorénico, X: xilosa (Gray, K., Zhao,
L., Emptage, M., 2006).

La lignina, después de la celulosa y hemicelulosa es el polimero mas
abundante en la naturaleza. Es una molécula muy compleja constituida de 3
unidades de fenilpropano (alcohol p- cumarilico, coniferilico y sinapilico) unidas
en una estructura tridimensional. La lignina puede ser el componente mas
recalcitrante de la pared celular vegetal en donde mas alta sea la proporcion de
lignina, habra mas resistencia a degradacion quimica o enzimatica, no es
soluble y su estructura es Opticamente inactiva, por tal motivo, la lignina es uno
de los inconvenientes de la fermentacion de materiales lignocelulésicos
(Taherzadeh, M, Karimi, K. 2008).

10
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)
]
IEH,O-C-CH= CH —@- oH

—0—CH QCH,

(H,COJ

@ CIH,DH H,(iDH

0 ?H HC
|
[Carbohydratel = O =CH C=0
H,cozﬂﬂH.
OH[O-C]

Figura 5. Estructura molecular de lignina (Lee, J. 1997)

1.2.2. Produccién mundial de cacahuate

La produccibn mundial de cacahuate se estima aproximadamente en 38,
216,299 toneladas (FAO, 2008). El pais con mayor produccion de cacahuate es

China con 14 millones de toneladas seguido por India con 7 millones de

toneladas (Tabla 3).
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Pais Produccién (1000 toneladas)

China 14341075
India 7168000
Nigeria 3900000
Estados Unidos de América 2341630
Indonesia 773797
Argentina 625349
Ghana 470100
Brasil 312802
México 80735

Tabla 3. Produccion mundial de cacahuate (FAO, 2008)

1.2.3. Produccion nacional de cacahuate y zonas productoras de

cacahuate en México

La planta de cacahuate se cultiva en México en mayo y la cosecha se
recolecta a finales del otofio. La produccién general en el 2008 fue de 80735
toneladas (Tabla 3) y abarca 23 de los 31 estados de toda la republica. El area
de cultivo de la planta es, a nivel nacional, de 90 mil hectareas. Oaxaca,
Puebla, Chihuahua, Sinaloa, Chiapas y Guerrero son los mayores estados

productores de cacahuates, con un 80 por ciento de su total (Tabla 4).

12
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Produccién Produccion

(IEIELED)

(toneladas)

Campeche 375.00 Nayarit 1,763.80
Chiapas 22,680 Oaxaca 8,675.04
Chihuahua 10,908.10 Puebla 10,729.88
Colima 93.30 Querétaro 9.00
Durango 352.20 San Luis Potosi 4,094.70
Guanajuato 2,422.56 Sinaloa 20,554.26
Guerrero 4,201.77 Sonora 932.70
Hidalgo 373.60 Tamaulipas 87.00
Jalisco 698.31 Veracruz 415.71
México 155.50 Yucatan 34.10
Michoacén 585.20 Zacatecas 221.10
Morelos 1,955.30

Tabla 4. Estados productores de cacahuate en México (SIAP, 2007)

1.3. HIDROLISIS ACIDA DEL MATERIAL LIGNOCELULOSICO Y SuU
CONVERSION A AZUCARES

Para la fermentacién de materiales lignoceluldsicos, la celulosa y hemicelulosa
deben ser hidrolizados a azUcares simples empleando medios acidos o
enzimas. El complejo de hemicelulosa es convertido a una mezcla de azucares
solubles de cinco carbones, xilosa y arabinosa, y azucares solubles de seis
carbones, manosa y galactosa. Una pequefia parte de la celulosa también es

convertida a glucosa en este paso.

13
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OH
H
H O H H O H
H H
HEMICELULOSA — o OH H + OH H + Otros azucares
HO OH HO OH
H OH H OH

Xilosa Glucosa

OH

T
e}
T

CELULOSA ——

Celobiosa Glucosa

Figura 7. Esquema de la reaccion de hidrdlisis de la hemicelulosa y de la

celulosa.

1.3.1. Métodos de hidrdlisis

1.3.1.1. Hidrélisis acida

Las técnicas de sacarificacion quimica de la celulosa se pueden realizar a

través de medios acidos que pueden ser:

- Hidrdlisis con acido concentrado a baja temperatura (20-25°C)

- Hidrdlisis con acido diluido en caliente ( 170°C en adelante)

Los tratamientos con &cido diluido se aplican a los materiales verdes sin
secado previo pero acarrean importantes problemas de corrosién a altas
temperaturas. Se aplican principalmente a vegetales de escaso contenido de
pentosanos (fraccion de hemicelulosas constituidas por los azucares en Cs). El
acido utilizado es el sulfarico generalmente (Paquot, M., Thonart, P., 1986).
Para hidrolizar la celulosa cristalina se emplean condiciones con acido diluido
(H2SO,4 0 HCI) atemperaturas entre 180 y 230°C a una concentracién de 1.5%
de acido y se obtienen rendimientos del 50-60% en el caso de la celulosa de la

madera. Sin embargo, algunos procesos de sacarificacion con acido diluido se
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realizan con una concentracion que va de 30 a 70 % de H,SO,4 (Sanchez, O.,
Cardona, C., 2008). En estas condiciones se presenta la degradacion de
glucosa en HMF (Hidroximetilfurfural) asi como la degradacion de las pentosas

a furfural y otros compuestos indeseables.

Los tratamientos con acido concentrado se aplican mejor a los vegetales ricos
en pentosanos y no implican problemas de corrosion tan significativos. Esta
técnica requiere de un material de poca humedad. El acido que se utiliza

generalmente es el clorhidrico.

La celulosa amorfa y las hemicelulosas se hidrolizan con bastante rapidez.
Durante la hidrdlisis, el grado de cristalinidad de la celulosa aumenta y la
rapidez de la hidrdlisis disminuye: la estructura compacta y organizada de la
red aminora el ataque del &cido, que sélo tiene lugar en la superficie (Paquot,
M., Thonart, P., 1986).

En el proceso de hidrdlisis la fraccion amorfa de la celulosa va disminuyendo,
dando lugar a azlcares simples asi como derivados de furfural. La
hemicelulosa en la primera en hidrolizarse a azlcares, principalmente xilosa.
En segundo término se presenta la degradacién de la celulosa amorfa y por
altimo la hidrélisis de la celulosa cristalina (que es la menos susceptible a la
hidrdlisis). La produccion de derivados de furfural es directamente proporcional
a la concentracion del &cido y el tiempo de reaccion de la sacarificacion. La
hidrolisis del material lignocelulésico esta limitada a varios factores como la
cristalinidad de la celulosa, el grado de polimerizacion y contenido de lignina
(Hendricks, A., Zeeman, G., 2009).

1.3.1.2. Hidrélisis enzimética

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa es llevada a cabo por celulasas de alta
especificidad. Los productos de la hidrélisis son generalmente azlcares
reductores. Las celulasas utilizadas para la hidrdlisis, se pueden obtener tanto
de bacterias como de hongos y pueden ser termofilicas o mesofilicas y

aerobias o anaerobias. Algunas de las bacterias que producen celulasas y son
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utilizadas para este fin pueden ser: Clostridium, Cellulomonas, Bacillus,
Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio,
Microbispora, y Streptomyces. Mientras que algunos hongos productores de
celulasas son: Sclerotium rolfsii, P. chrysosporium y especies de Trichoderma,

Aspergillus, Schizophyllum y Penicillium.

Las celulasas son hidrolasas que se encuentran en forma de conjunto

enzimatico que involucra a 3 principales enzimas:

a) Endoglucanasas (EG endo-1,4—-D-glucanohidrolasa EC 3.2.1.4). Actua al
azar sobre los enlaces B-1,4 glucosidicos de la celulosa (regiones de

baja cristalinidad) y la convierte en oligosacaridos. (Figura 8.)

Figura 8. Representacion de la ruptura de la celulosa en oligosacéridos

b) Exoglucanasas 0 Cellobiohidrolasas (CBH, 1,4-b-D-glucan
cellobiohydrolas: EC 3.2.1.91.). Corta la cadena 1,4 B-D-glucano a partir
del extremo no reductor de la molécula de celulosa y de las

celodextrinas, lo que provoca la remocion de unidades de celobiosa.
(Figura 9.)

Figura 9. Representacion de la ruptura de la celulosa en moléculas de

celobiosa
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c) B-glucosidasa (EC 3.2.1.21). Hidroliza la celobiosa para producir

moléculas de glucosa.

Figura 10. Representacion de la ruptura de la celobiosa en moléculas de

glucosa

También existen enzimas auxiliares que atacan a la fraccion de hemicelulosa
como la glucuronidasa, acetilesterasa, xilanasa, p-xilosidasa, galactomanasa y

glucomanasa. (Sun, Y., Cheng, J., 2002)

1.4. METODOS DE PRETRATAMIENTO DE LA CASCARA DE
CACAHUATE.

El objetivo de realizar un pretratamiento sobre la cascara de cacahuate es
alterar la estructura y/o remover los compuestos que impiden la hidrélisis de los
polisacaridos p. €j. la eliminacion de grupos acetilo de la hemicelulosa y romper
la unién entre la hemicelulosa y la lignina. Lo anterior con el fin de incrementar
el rendimiento de azlUcares fermentables provenientes de la celulosa y
hemicelulosa de la pared celular mediante hidrolisis. Durante el pretratamiento
es usual que la fraccion de hemicelulosa, material amorfo, sufra cierto grado de

hidrolisis a oligosacaridos y azucares simples.
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Figura 11. Esquema de los objetivos del pretratamiento sobre biomasa

Hemicellulose

lignocelul6sica (Mosier, N et al, 2005).

1.4.1. Pretratamiento mecanico

El objetivo de este tipo de pretratamiento es la ruptura de la estructura cristalina
y la reduccién de tamafio del material lignoceluldsico haciéndolo mas accesible
a los tratamientos quimicos o bioldgicos posteriores para la remocion de la
lignina y la hidrolisis de la hemicelulosa. La reduccién del tamafio de particula
conduce a un incremento de la disponibilidad especifica de la superficie y una

reduccion del grado de polimerizacion (G.P) (Hendriks, A, Zeeman, G., 2009).

Los residuos lignocelulésicos pueden ser pulverizados por una combinacién de
astillado, trituracién y molienda para reducir la cristalinidad de la celulosa. El
tamafio de los materiales es generalmente de 10-30 mm después de astillado y
0.2-2 mm después de la molienda o trituracion. La molienda de bolas vibratoria,
ha resultado ser méas eficaces para romper la cristalinidad de celulosa que

mejora la digestibilidad de la biomasa (Sun, Y., Cheng, J., 2002).

Debido a que en este pretratamiento no se generan derivados de furfural (los
cuales limitan el proceso de fermentacion), los rendimientos de etanol pueden
ser mayores en comparacion a otros pretratamientos; sin embargo, la
desventaja que presenta es la gran demanda energética que implica el proceso
de molienda por lo que puede considerarse poco viable econdmicamente.
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1.4.2. Pretratamiento acido diluido

En este tipo de tratamiento, se utiliza acido sulfarico que se mezcla con la
biomasa para hidrolizar la hemicelulosa, xilosa y otros azucares. Sin embargo
los azlUcares generados pueden oxidarse en éstas condiciones a furfural e
hidroximetifurfural, que pueden inhibir los procesos subsecuentes al

pretratamiento. (Figura 11 y Figura 12.)

[¢)

“ O

H—1—OH |
H' /A O
|[HO——H -

H——OH -H,0 \ /

\OH

Pentosa Furfural

Figura 11. Obtencion de furfural a través de la deshidratacion de pentosas

L OH
H——OH -
|Ho——+ . HO @) OH

HO——H H" /A O
H—T—OH S e I ) — - HO \o
H——OH H——OH OH _ \ /
H,0

SoH OH OH

D-Glucosa D-Fructosa Fructofuranosa Hidroximetilfurfural

Figura 12. Obtencién de HMF a través de la deshidratacion de hexosas

Para la hidrdlisis acida de material celulésico, el acido mas usado y en el que
mas se ha enfocado las pruebas es el sulfurico diluido, sin embargo, el acido
nitrico, el &cido clorhidrico y el acido fosférico, también han sido utilizados para

el mismo fin (Mosier, N et al, 2005).
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Modo de accidén

La principal reaccion que se produce durante el pretratamiento acido es
especialmente la hidrolisis de hemicelulosa, mientras que la fraccion de xilano
al ser relativamente estable al 4cido y poco soluble en éste llega a precipitar.
Los oligdmeros provenientes de la hidrdlisis de la hemicelulosa se solubilizan y
en estas condiciones pueden producir monosacaridos, furfural, HMF y otros
compuestos volatiles. Durante el pretratamiento acido también se solubiliza la

lignina que rapidamente se condensa y precipita en el medio acido.

El pretratamiento acido diluido aumenta la superficie y el volumen de poros
mediante la eliminacion de la fraccidbn de hemicelulosa del material vegetal,
pero tiene poco efecto sobre el indice de cristalinidad de la celulosa (Well, J.,
Westgate, P. et. Al 1994). Se efectla la hidrolisis de los enlaces tipo éter,
presentes en la lignina y la unién entre la lignina y la hemicelulosa. Segun las
condiciones de reaccidon (concentracion del acido, temperatura y tiempo) se
podran hidrolizar los enlaces glucosidicos de la hemicelulosa y la celulosa para
formar azucares fermentables (proceso de sacarificacion). También en éstas
condiciones se degradan algunos aminoacidos de las proteinas presentes por

la accion del acido (Ferrer, 2008).

Descripcién del proceso

La biomasa en condiciones &cidas se calienta a temperaturas entre 160-220°C
por minutos o segundos. El &cido cataliza la reaccion de hidrdlisis de la
celulosa en mondmeros de glucosa, seguido de la oxidacion de la glucosa a
HMF y otros productos de degradacion mediante deshidratacion por calor y
medio acido de la reaccién. Algunos modelos cinéticos han sido modificados
para incluir la hidrélisis de la hemicelulosa a oligosacaridos seguida por su
ruptura a azlcares simples, donde éstos se degradan a furfural y otros

compuestos. (Mosier, 2005)

La mezcla de &cido con la biomasa puede ser calentada indirectamente a

través de las paredes de los vasos o por inyeccién directa de vapor. El acido es
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afiadido al liquido filtrado por una cama, rociado sobre el residuo, después de
lo cual éste es calentado o agitado con la biomasa en un reactor. El 4cido debe
ser neutralizado antes de proceder a la fermentacion de azlcares. La
formacion de productos de degradacion y liberacion de inhibidores de
fermentacion de biomasa naturales es otra caracteristica del pretratamiento
acido (Mosier, N et al, 2005). Se han estudiado numerosos materiales
vegetales no comestibles, tales como maiz (incluyendo hojas, mazorcas y
olote), mezclas de madera (10% de arce y 90% abedul) y han sido sometidos a

temperaturas entre 125 y 220°C durante 8 segundos. (Mosier, 2005)

1.4.3. Pretratamiento Organosolv

El pretratamiento organosolv permite la remocion efectiva de material
recalcitrante de la biomasa lignocelulésica. Las ventajas que presenta este
método es que no es necesaria una operacion de reduccion de tamafio de
particula aun y cuando se parte de material de gran tamafio, se genera un
sustrato celuldsico facilmente digestible y se produce lignina de alta pureza y
calidad con potencial de usos de alto valor agregado. (Zhu, J., Pan, X., 2010)

Durante este proceso se provoca la hidrélisis de la lignina y la ruptura de las
uniones que existen con la fracciéon de hemicelulosa que se solubilizan en la
fase acuosa de la reacciéon, dejando libre a la fraccién celulésica en la fase

solida.

En el proceso de organosolv, una mezcla organica o un disolvente acuoso-
organico con catalizadores inorganicos acidos (HCIl o H,SO,) es usada para la
ruptura de lignina y de hemicelulosa. Los disolventes organicos usados en el
proceso incluyen el metanol, el etanol, la acetona, etilenglicol y trietilenglicol.
Los &cidos organicos como el oxalico, acetil-salicilico y el acido salicilico
también pueden ser usados como catalizadores para éste tipo de
pretratamientos. Para procesos por encima de 185°C no es necesaria la
adicion de catalizadores acidos para la deslignificacion de la materia prima
(Sun, Y., Cheng, J., 2002).
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Por lo general, se obtiene un alto rendimiento de xilosa con la adicion de acido.
Es necesaria la eliminacion de disolventes del sistema ya que los disolventes
pueden ser inhibitorios para el crecimiento de organismos, la hidrélisis
enzimatica y la fermentacion. También se pueden usar otros disolventes
organicos, como cetonas, n-propilamina, con el inconveniente de que éste
puede inhibir la funcion enzimética de las celulasas durante la hidrdlisis.
También se puede emplear etilendiamina para la solubilizacion de la
hemicelulosa y la lignina de los residuos lignocelulésicos (Sun, Y., Cheng, J.,
2002).

1.4.4. Pretratamiento Perdéxido-Alcalino

Durante el pretratamiento peroxido-alcalino se promueve la disminucién de la
cristalinidad de la celulosa, obteniendo zonas mas amorfas que son mas
susceptibles a la hidrolisis posterior de la celulosa. El proceso puede mejorar la
hidrolisis por la deslignificacion y porque también incrementa el hinchamiento y
el volumen del poro de la celulosa y disminuye la cristalinidad de la celulosa.
(Well, J., Westgate, P. et. Al 1994). Mediante el pretratamiento basico-oxidante
de los residuos lignocelulésicos, se sumergen en agua de pH ajustado (por
ejemplo, a pH 11-12 usando NaOH) con H,0O, a temperatura ambiente durante

un periodo de tiempo (por ejemplo 6-24 h.)

El tratamiento alcali se basa fundamentalmente en la hidrélisis de los enlaces
éster que se encuentran uniendo la fraccién de hemicelulosa con la fraccion de
la lignina y los grupos acetilos de la xilosa. Se presenta la solubilizacién de la
hemicelulosa y de la lignina; en el caso de la hemicelulosa se da la
neutralizacion los acidos urdnicos presentes y en el de la lignina se da la
formacion de fendxidos que son moléculas solubles en agua. Las proteinas
contenidas en la materia vegetal pueden solubilizarse o precipitarse por la

presencia del medio alcalino.
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1.5. FERMENTACION ALCOHOLICA

La fermentacion alcohodlica es una biorreaccion que permite convertir azicares
en alcohol y dioxido de carbono. La conversion se representa mediante la

ecuacion:

CeH120g — > 2C,Hs0OH +2CO0O»

Saccharomyces cerevisiae es la especie de levadura usada con mas
frecuencia. Por otro lado, existen estudios para producir alcohol con otros
hongos y bacterias, como Zymomonas mobilis, que puede fermentar aztcares
de 5 carbonos (pentosas) como la xilosa, provenientes de la hidrdlisis de la
hemicelulosa. Las condiciones en las que se realiza la fermentacion bacteriana

son en un rango de pH 5-7 y a temperaturas entre 30 y 37 °C.

3CsH1005 —— > 5C,H50H +5CO,

La glucosa es la primera que se fermenta para producir etanol, seguido
por la fermentacién de xilosa a un ritmo mas lento. El rendimiento global futuro
depende fuertemente del desarrollo de microorganismos mas barato y mas

eficientes en la fermentacion.

El rendimiento tedrico estequiométrico para la transformacién de glucosa en
etanol es de 0.511 gramos de etanol y 0.489 gramos de diéxido de carbono por
un gramo de glucosa. El rendimiento experimental varia entre 90% y 95% con

respecto al tedrico. (Vazquez, H., Dacosta, O., 2007)

1.5.1. Factores que influyen en la fermentacion alcohdlica tradicional

pH: Debido a que la acidez en el citoplasma de las levaduras esta en el rango
de la neutralidad, el aumento o disminucion del pH provoca un bloqueo del
metabolismo de los microorganismos y, por lo tanto, una reduccion de la
capacidad de fermentacion. Por lo que el proceso fermentativo debe oscilar en

un rango de pH entre 4-6.
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Oxigeno disponible: Aunque la fermentacion alcohodlica es una reaccion de
tipo anaerobia, las levaduras necesitan sintetizar esteroles y acidos grasos
(factores de supervivencia) que forman parte de la membrana celular
relacionados con la flexibilidad y permeabilidad de la membrana. La
disminucion del oxigeno disponible afectaria de tal manera que disminuiria la

poblacion de microorganismos encargados de la fermentacion.

Temperatura: Las levaduras crecen en rangos de temperatura entre 10 y
32°C, por lo que un aumento o disminucion afectaria en la tasa de

reproduccion.

1.5.2. Factores que influyen la fermentacion alcohdlica a partir de

residuos lignocelulésicos.

Durante el pretratamiento e hidrolisis de los residuos lignoceluldsicos, una gran
cantidad de compuestos pueden inhibir la fermentacion de los azucares. Los
compuestos inhibitorios son generados como el resultado de la hidrolisis de los
compuestos extractivos provenientes de la hemicelulosa (acido acético,
férmico, glucurénico, galacturénico) y derivados fendlicos solubilizados. Por
otro lado, se sintetizan compuestos que inhiben la fermentacion producidos a
partir de la degradacion de los azucares solubles (derivados de furfural) y de
lignina (cinamaldehido, p-hidroxibenzaldehido). (Olsson, L., Hahn-Hé&gerdal, B.,
1996)
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1.6. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general

Evaluar distintos tipos de pretratamientos en la celulosa y hemicelulosa
presentes en la cascara de cacahuate con el fin de aumentar el rendimiento en
la sacarificacion y fermentacion de azucares simples para la obtencién de
bioetanol a costos bajos.

Objetivos particulares

Evaluar técnicas experimentales que permitan obtener altos rendimientos en la

produccion de bioetanol.

Identificar las variables del proceso que optimizan la obtenciéon de bioetanol a

partir de residuos lignocelulésicos.

Realizar un analisis econdémico de la obtencién de bioetanol con residuos

agroindustriales.
Hipotesis
A través del pretratamiento de la cascara de cacahuate se podra aumentar el

area superficial de sus componentes polisacaridos de manera que se

promueva la hidrolisis a hexosas y pentosas y su fermentacion a bioetanol.
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METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

2.1. PROCESO GLOBAL

Céscara de FTTTTT TS | At At e L
5li I Pretratamiento
cacahuate, — Lavado | Sdlido A, — :
seca y molida ; Lo — e :
29 de harina/20
mL H,S0, (72%
v/v) a 30°C por 60 J | |
min. Se realiza reemo T rceTmTmTmEm T I
una dilucion a 3% | Acido ', Organosolv ' ' Basico/Oxidante |
de H,SO4 . |___________' ______________ 1
l 29 de harina/20 mL 2.66 g de harina/ 4.5, 10, 15% de
H2S0, (72% viv) a 18.66 mL harina/15mL de H,0; al
L. 30°C por 60 min. acetona/agua (1:1) 30%. pH= 11.5, agitacion
Liquido Az Se realiza una pH=0, T=180°C, 150 rpm, 35°C por 24 hrs.

dilucién a 3% de 60 min.
H,SO,4 calentar a
120°C por 60 min. |

| |
1 |

Liquido B4 Sélido Bs

Sélido Ce

0.5 g de harina de los
pretratamientos
organosolv y béasico
oxidante y de la harina
lavada en 120 mL de
H,SO, al 3%. Calentar
121°Cpor 1 hr.

I

Determinacién de

1. Humedad, Eficiencia de

molienda. Liquido C;
2. Difraccibn de Rayos X,

Microscopia electronica de

barrido l

3. Carbonhidratos totales,
Carbohidratos reductores.

4. Carbohidratos totales, L
Carbohidratos reductores, :
. Se mezclan los jarabes
Derivados de furfural. de cada pretratamiento
5. Difraccibn de Rayos X, y sacarificacion, se

esterilizan y se inocula

Micr_oscopl'a electronica de con 0.5g de levadura
barrido. (S. cerevisiae), incubar
: P 28°C/ 140 rpm por 3

6. D|_fraCC|on . de ngps X’ hrs, y después disminuir
Microscopia electrénica de a 50 rpm por 48 hrs.
barrido. ¢

7. Carbohidratos totales,
Car_boh|dratos reductores, > Etanolg
Derivados de furfural.

8. Concentraciéon de etanol

(HPLC)
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2.2. METODOS EXPERIMENTALES

a) Determinacion de humedad: Termobalanza

Fundamento

Este método se basa en el principio termogravimétrico que consiste en que una
fuete de calor evapora de manera continua el agua libre de la muestra y se
registra la continua pérdida de peso hasta que la muestra se sitle a peso
constante. Ademas, la fuente de calor, dispuesta en circulo alrededor de la
muestra, permite un calentamiento rapido y uniforme de la misma,

proporcionando una buena repetibilidad de los resultados.

Reactivos y Materiales
e Termobalanza Modelo: OHAUS

e Espatula

Técnica

Se coloco en la Termobalanza 1 g de muestra y se encendio el equipo. La
temperatura de la balanza se programé a 100°C hasta que la muestra haya
alcanzado peso constante. Al finalizar el proceso se registré la pérdida de peso

y el porcentaje de humedad.

b) Molienda de la ciscara de cacahuate

Fundamento

El objetivo de la molienda es la reduccién del tamafio de particula de la materia
prima sometida a este proceso y permite obtener muestras mas homogéneas.
Esta operacion incrementa la superficie de contacto del material y disminuye el
grado de polimerizacién (G.P) facilitando el acceso y la interaccién con otros

compuestos en reacciones subsecuentes. (Hendriks, A, Zeeman, G., 2009).

Reactivos y materiales

e (Cascara de cacahuate seca
e Molino de rotor Marca: WEG
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e Bolsas de polietileno con capacidad de 1kg.

e Balanza granataria OHAUS

Técnica

Se introdujo la cascara de cacahuate en la tolva del molino de bolas, se
colocaron bolsas de polietileno con capacidad de 1 kg en la tolva de salida para
la recepcion de la cascara de cacahuate molida. Se hizo recircular la muestra
hasta obtener un tamafio de particula pequefio. Se peso la cantidad de harina

de cacahuate obtenida para calcular la eficiencia de molienda.

c) Tamizaje

Fundamento

El analisis granulométrico consiste en colocar un juego de tamices en cascada,
es decir, ordenados de arriba abajo por orden decreciente de la luz o abertura
de malla. El producto a analizar se afiade sobre el primer tamiz, es decir aquel
gue tenga la mayor abertura de malla y se someten a un movimiento vibratorio.
El tamafio de apertura de las diferentes mallas permite hacer una
diferenciacion entre los diversos tamafios de particula obtenidos durante el

proceso de molienda para poder clasificarlos y eliminar material extrafio.

Materiales
e Juego de tamices Malla 20, 30 ,40 ,50 y 100 Marca: Fisher Scientific
A.S.T.M.E-11 Specification.
¢ Bolsas de polietileno de 1 Kg de capacidad
e Balanza Analitica Marca: Denver Instrument. Modelo: P1-114.
e Cernidor Automatico Marca: WS-Tyler. Modelo: RX-812.

Técnica
Se coloco una fraccion de harina de cacahuate obtenida de la molienda en la
superficie del juego de tamices (malla 20), el juego de tamices se monté en el

cernidor y se prendio el sistema con la velocidad maxima durante 10 minutos.
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Después del tiempo de agitacién, se desmoto el equipo para poder separar las
fracciones que se quedaron en cada malla. Se mezcl6 la harina de las mallas
20-40 y 50-80 en bolsas de polietileno con cierre. Finalmente se pes6 cada una
de las fracciones separadas. El numero de malla representa la cantidad de

aberturas en el tamiz por pulgada cuadrada.
d) Lavado de la harina de cascara de cacahuate.
Fundamento
La HCC puede contener azucares solubles y pueden ser recuperados cuando
se somete la muestra a un proceso de lavado y evitar que se oxiden en etapas

posteriores.

Reactivos y materiales

e Harina de cacahuate de las mallas 50-80

e Centrifuga (Beckman J2-21 M/E)

e Balanza Analitica Marca: Denver Instrument. Modelo: P1-114. 4
e Tubos de plastico con tapa para centrifuga de 500 mL
e Espatula

e Matraz kitazato 500mL

e Embudo buchner

e Manguera para vacio

e Papel filtro Whatman #1

e Horno (FELISA)

e Piseta

e Probeta de vidrio graduada 250mL

e Agua destilada

Técnica

Se peso 12.5 g de harina de cacahuate, obtenida de las mallas 50-80 del tamiz
y se colocaron en un tubo de plastico para la centrifuga con 125 mL de agua
destilada. Las muestras se centrifugaron a 8000 rpm durante 10 minutos a una

temperatura de 20°C. Después de centrifugar, se filtré al vacio el contenido del
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tubo con papel Whatman #1. A la parte acuosa se le determinaron azucares
reductores (Método DNS) y azlcares totales (Método Fenol-sulflrico) ademas
del grado de polimerizacion (GP). Medir el volumen final de las aguas de
lavado. Guardar en un frasco etiquetado en refrigeracion. La fraccion solida se
seca en un horno a 80°C por 48 horas en la que posteriormente se analizara su
morfologia mediante Microscopia de Barrido Ambiental (ASEM) y se
caracterizaran las zonas amorfas y cristalinas del material con Difraccion de
Rayos X (XRD).

El grado de polimerizacién se refiere a las veces que se repite la unidad
monomerica en un polimero, es decir, las veces que se repite la glucosa en la

celulosa proveniente de la HCC con la siguiente ecuacion:

g de aztucar
g de biomasa inicifxij

Azlucares totales (
G.P.=

g de aztucar )
biomasa inicial

Aziucares reductores |
g de

e) Determinacion de carbohidratos totales: Método fenol-sulfurico

Fundamento

El contenido total de carbohidratos de medios liquidos, extractos, alimentos
liquidos puede ser determinado como azlcares simples, oligosacaridos,
polisacéaridos y sus derivados. Dando un color naranja muy estable cuando

reaccionan con fenol y en presencia de acido sulfarico.

Los carbohidratos en presencia de un medio &acido, se hidrolizan y se
deshidratan dando lugar a la formacion de furfural y 5-hidroximetilfurfural que al
reaccionar con el fenol forman los compuestos coloridos que pueden ser leidos
en una longitud 6ptica especifica (Figura 13.). En el caso de las pentosas, el
color de la reaccion debe ser leida a una longitud de onda de 480 nm y para las

hexosas 490 nm.
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O HO
o_ | H,SO,
+ —_—
\ /) A
\
O

Figura 13. Reaccién de hidrdlisis y condensacion de carbohidratos

Reactivos y Materiales

e Espectrofotdmetro UV-VIS Marca: Termo Spectronic. Software: Vision

32

e Tubos de ensaye con tapon de rosca 15*180 mm.

e Vasos de precipitados de 100, 600 y 1000 mL.

e Micropipetas automaticas 10, 100 y 1000 pL. Pipetas automaticas 5 y
10 mL.

e Vortex Marca: Fisher.

e Gradilla.

e Celdas de cuarzo

e Espatula

e Glucosa 99.99% Marca: Sigma Aldrich

e H,SO,4 concentrado Marca J.T. Baker

e Solucion de fenol al 5% (Pesar 5g de Fenol y aforar a 100mL).

e Agua destilada.

Técnica

Preparar una curva patron de glucosa de 10-100 ug/mL que se leeran en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 490 nm. En tubos de ensaye
etiquetados, colocar 1 mL de la muestra y un tubo con 1 mL de agua destilada
gue servira como blanco de muestra. Para cada tubo adicionar 1 mL de una
solucion acuosa de fenol al 5%. Mezclando perfectamente, adicionar
cuidadosamente 5 mL de acido sulfurico concentrado y homogenizar con el
vortex. Dejar enfriar la mezcla a temperatura ambiente y determinar la
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intensidad del color naranja obtenido en un colorimetro a 490 nm, frente a un
blanco de muestra. Calcular la concentracion de azlcares presentes en la
muestra a partir de una curva patron preparada.

reductores: Método &cido

f) Determinacion de carbohidratos

dinitrosalisilico (DNS)

Fundamento

El grupo aldehido presente en la glucosa reduce a grupo 3-nitro del acido 3,5-
dinitrosalicilico (compuesto que desarrolla tonalidades amarillas a A=540) para
producir el acido 3-amino-5-nitrosalicilico (compuesto que desarrolla
tonalidades rojas a A=540) y el acido correspondiente al carbohidrato que actuo

como agente reductor. (Figura 14.)

Ho—__0 __OH
OO il o O H—lon
oM 4 HO——H 80 ° OH HO——H
_ H——OH - + H—1—OH
O\,l\l,+ I +0 H——OH NH, H——OH
0 o oH oH
Acido 3,5 dinitrosalicilico D-glucosa Acido 3-amino-5-nitrosalicilico  Acido D-gluconico
|

Figura 14. Reaccién de hidrdlisis y condensacion de carbohidratos.

Reactivos y Materiales

e Espectrofotometro UV-VIS Marca: Termo Spectronic. Software: Vision
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e Tubos de ensaye con tapon de rosca 15*180 mm.

e Vasos de precipitados de 100 y 1000 mL.

e Micropipetas automaticas 10, 100 y 1000 pL. Pipetas automaticas 5 y

10 mL.
e Gradilla.

e Celdas de cuarzo
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e Vortex Marca: Fisher.

e Glucosa 99.99% Marca: Sigma Aldrich
e Reactivos DNS *

¢ Recipiente para bafio maria.

e Agua destilada.

e Espatula

* Preparacion del reactivo DNS

En una vaso de precipitados de 1000 mL disolver 21.4 gramos de Hidréxido de
Sodio en 200 mL de agua destilada. En otro vaso de precipitados, adicionar
140 gramos de tartrato de sodio y potasio a 250 mL de agua destilada y
calentar hasta disolucién y adicionar 5g de Fenol y 5 g de Bisulfito de Sodio.
Finalmente, se mezclan las dos soluciones y ajustar el volumen final a 2000mL

con agua destilada.

Técnica

Preparar una curva patron de glucosa de 100-1000 pug/ mL que se leeran en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm. En tubos etiquetados,
tomar 1mL de la solucién acuosa de la muestra y en otro tubo 1 mL de agua
destilada que servira como blanco de muestra, adicionar a todos los tubos 1mL
del reactivo de DNS. Someter a calentamiento por 5 minutos en un bafio maria
con agua en ebullicién, enfriar y diluir con 8 mL de agua destilada y
homogeneizar los tubos en el vortex. Calcular la concentracién de azlcares
reductores presentes en la muestra a partir de las lecturas de absorbancia del
color producido a 540nm y en referencia a la curva patron previamente

realizada.

g) Determinacion de derivados de furfural: HPLC

Fundamento
A través de los pretratamientos de la biomasa, tal como el acido diluido, se
forman compuestos de degradacion, tales como HMF vy furfural, asi como otros

componentes de interés, tales como 4cidos organicos y alcoholes provenientes
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de los carbohidratos. Estos componentes son analizados por HPLC con un
detector de arreglo de diodos UV- VIS, para determinar los parametros optimos
del proceso de produccion. Varios de los compuestos que se miden, son
inhibidores potenciales del proceso, por lo que es importante su cuantificacion.

Las concentraciones de estos subproductos y productos de degradacion se
utilizan en conjunto con otros ensayos que son utilizados para determinar la

composicién del flujo total.

Reactivos y Materiales

e Solucioén Furfural 99%

e Solucién Hidroximetilfurfural 99%

e Agua destilada

e HCN

e Vaso de Precipitado 100mL

e Vial 1.5mL

e Matraz de Aforo 10mL

e Espatula

e Micropipetas automéaticas 10,100 y 1000 pL. Pipetas automaticas 5y 10
mL.

e Cromatografo de liquidos de alta eficiencia. Marca Hewlett Packard
Series 1100.

Técnica

Preparar una curva de calibracion de hidroximetilfurfural (HMF) y de furfural al
0.1% v/v. Filtrar 1.0 mL cada una de las muestras en un filtro de membrana de
0.2 um y vaciarlo en un vial con tapa de capacidad de 1.5 mL. Colocar en el
equipo HPLC los viales con 1.0 mL de la curva de calibracion y de las muestras
a analizar. Las condiciones de trabajo del cromatografo de liquidos de alta
eficiencia (HPLC) para la obtencion de la curva de calibracibn y la
cuantificacion de la concentracion de furfural e hidroximetilfurfural son las

siguientes:
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HPLC Hewlett Packard Serie 1100

Tipo de Columna SUPELCOSIL LC-18-DB 15cm x 4.6mm X 3um
Temperatura de columna 30°C

Flujo 1 mL/min

Inyeccion 20pL

Proporcion de disolventes 70% H,0 Y 30% ACN

Presion 182 Bar

Tabla 5. Condiciones de trabajo para el HPLC
h) Determinacidn de solidos solubles totales: Refractémetro

Fundamento:

Los refractometros son instrumentos Opticos con los que se permite medir
rapidamente la concentracion de una disolucion acuosa, utilizando el principio
del angulo critico de la refraccion vy asi, determinar el indice de refraccion del

liquido o material deseado.

Reactivos y Materiales
¢ Refractbmetro Marca: ATAGO, Mod: PAL-1
e Agua destilada

e Pipeta Pasteur

Técnica

Se debe iniciar con la limpieza de la superficie del vidrio esmerilado, seguida
de la calibracién del refractometro, colocando una gota de agua destilada en la
superficie esmerilada y ajustando a cero con el boton que indica ZERO. Para
Determinar los sélidos solubles en la muestra, se debe colocar una o dos gotas
a temperatura ambiente en el prisma con una pipeta Pasteur. Hay que
cerciorarse de que no haya presencia de burbujas o espuma que pueden
alterar la medicion del refractometro. Una vez colocada la muestra leer la

muestra presionando el botén READ del refractometro. Entre cada lectura de
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las muestras se debe limpiar el vidrio esmerilado del aparato y secar con un

pafo limpio.

i) Pretratamiento 1. Mecéanico

Reactivos y Materiales

e Harina de cascara de cacahuate previamente molida, lavada y tamizada
e Reactivo DNS

e H,SO, concentrado Marca J.T. Baker.

e Solucion de fenol al 5%

e Agua destilada

e Gradilla

e Tubos de ensaye 15*180mm

e Micropipetas autométicas 10,100 y 1000 pL. Pipetas autométicas 5y 10
mL.

e Celdas de plastico
e Celdas de cuarzo

e Espectrofotdmetro UV-VIS Marca: Termo Spectronic. Software: Vision
32
e Cromatografo de Liguidos de Alta Eficiencia (HPLC) Marca: HP

Modelo.1100. Software: HP ChemStation.

Técnica

Para realizar el pretratamiento mecdnico, se utilizara la harina de cascara de
cacahuate que fue molida y lavada. A la fraccién solida sera caracterizada
mediante ASEM y Rayos X. A la fraccion liquida se determinaron azucares
reductores (Método DNS) y azucares totales (Método fenol-sulflrico) y se
cuantifico el grado de polimerizacién (G.P) generado, ademas de derivados de

furfural mediante HPLC.
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j) Pretratamiento 2. Organosolv

Reactivos y Materiales

e Harina de cascara de cacahuate (HCC)
e Acetona 99.9% Marca: J.T. Baker.

e H»S0,0.9% wiw

e Reactivo DNS

e Solucioén de fenol 5%

e H,SO,4 concentrado Marca J.T. Baker.
e Agua destilada

e Espectrofotometro UV-VIS Marca: Termo Spectronic. Software: Vision
32

e Reactor Parr 4870 (Pressure Reactor) de 100mL

e Rotavapor Termociclador Buchi Modelo B-480

e Embudo Buchner

e Gradilla

e Tubos de ensaye 15*180mm

e Horno de conveccion Marca: FELISA

e Balanza analitica Marca: Denver Instrument. Modelo: P1-114.

e Micropipetas autométicas 10,100 y 1000 pL. Pipetas automaticas 5y 10
mL.

e Probeta de vidrio graduada 20mL
e Matraz bola de 250 mL

e Matraz Erlenmeyer de 250mL

e Papel pH

e Papel filtro Whatman #1

e Celdas de plastico

e Celdas de cuarzo

e Vortex Marca: Fischer.
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e Espectrofotometro UV-VIS Marca: Termo Spectronic. Software: Vision
32
e Cromatografo de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC) Marca: HP

Modelo.1100. Software: HP ChemStation.

Técnica

En un reactor Parr de 100 mL de capacidad, se colocaron 2.7 g de HCC y
18.7 mL de la mezcla agua/acetona 50:50 w/w y se ajustd a pH=0 con acido
sulftrico a 0.9% w/w. Cerrar el reactor Parr con la tapa y se conectaron las
entradas de agua al panel. Las condiciones a las que se trabajé fueron a 18
atm. y 200 rpm seguida de un calentamiento de forma escalada; llegar a 100°C
mantener la temperatura durante 0.2 horas después se aumenté hasta 180°C
en donde se mantuvo durante 1.0 hora. Transcurrido el tiempo de reaccion se
enfri6 hasta 25°C durante 0.2 horas. Cuando el reactor se encontré a
temperatura ambiente, el contenido se vacié a un matraz y se filtré al vacio con
papel filtro Whatman # 1. La fraccion sélida se colocd en el horno a 80°C

durante 24 horas.

La fraccion liquida se coloc6 en un matraz bola y se colocé en un rotavapor con
el fin de eliminar la parte de acetona contenida en la muestra. Las condiciones
de la evaporacion se ajustaron a una presion entre 150-330 mbar a 100 rpm y
una temperatura que oscilaba entre 40 y 60°C. Una vez finalizada la
evaporacion, se ajusta el volumen a 60 mL; a ésta fraccion liquida se neutralizé
con la solucion de NaOH 5M y se le realizé la determinacion tanto de azlcares
reductores como de azucares totales, posteriormente cuantifico los derivados

de furfural producidos en la reaccién mediante técnicas de HPLC.
Finalmente, a la fraccion solida una vez seca, se peso6 para la determinacion de

grado de polimerizacion y finalmente sera caracterizada mediante ASEM vy

Rayos X.
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k) Pretratamiento 3. Basico-oxidante

Reactivos y Materiales

Harina de cascara de cacahuate
NaOH concentrado

Solucion de H;O, al 30%

Reactivo DNS

Solucion de fenol al 5%

H,SO, concentrado Marca J.T. Baker.
Solucién de NaOH 5M

Agua destilada

Matraces 125 mL con tapa de rosca
Matraz aforado 100 mL

Matraz kitazato de 250 mL

Embudo Buchner

Horno de conveccion Marca: FELISA
Balanza analitica Marca: Denver Instrument. Modelo: P1-114.

Micropipetas automaticas 10,100 y 1000 uL. Pipetas automaticas 5y 10
mL.

Papel pH

Papel filtro Whatman #1

Incubadora con agitacion Marca: Haake SW-B25
Celdas de pléastico

Celdas de cuarzo

Vértex Marca: Fischer.

Espectrofotometro UV-VIS Marca: Termo Spectronic. Software: Vision
32
Cromatégrafo de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC) Marca: HP

Modelo.1100. Software: HP ChemStation.
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Técnica

Se prepararon en matraces Erlenmeyer muestras de HCC a 3 distintas
concentraciones 4.5, 10 y 15% w/v en agua destilada que contiene 7.5% v/v de
peréxido de hidrogeno y se ajustdé el pH a 11.5 con NaOH. Cada muestra se
colocé en agitacion en una incubadora a 35°C durante 22 horas. Transcurrido
el tiempo, se sacaron las muestras de la incubadora y se filtraron al vacio con

papel filtro Whatman # 1, realizando 2 lavados de 20 mL cada uno.

Para cada jarabe obtenido se le midi6 el volumen final del jarabe y se le
determinaron tanto azucares reductores como azucares totales a pH neutro y
se calcul6 el grado de polimerizacion (G.P) generado. También a esta fraccion
se le determiné derivados de furfural que pudieron ser producidos en el

pretratamiento.

A la parte sélida se someti6 a un proceso de secado en un horno 80°C
durante 24 horas, se peso la cantidad sdlida final para conocer la cantidad de
material perdido en relacién a la muestra inicial y finalmente se caracteriz
mediante ASEM y rayos X.

l) Pretratamiento 4. Acido diluido

Reactivos y Materiales

e Harina de céscara de cacahuate

e Reactivo DNS

e Solucion de fenol al 5%

e H,SO, concentrado Marca J.T. Baker.
e Solucion de H,S0O4 3%

e Solucion de NaOH 5M

e Agua destilada

e Matraces 125 mL con tapa de rosca

e Matraz aforado 100 mL

e Matraz kitazato de 250 mL

e Embudo Buchner
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e Horno de conveccion Marca: FELISA
e Balanza analitica Marca: Denver Instrument. Modelo: P1-114.

e Micropipetas automaticas 10,100 y 1000 pL. Pipetas automaticas 5y 10
mL.

e Papel pH

e Papel filtro Whatman #1

e Gradilla

e Tubos de ensaye 15*180mm

¢ Incubadora con agitacion Marca: Haake SW-B25
e Autoclave Marca: Yamato. Modelo: SE510.

e Celdas de pléastico

e Celdas de cuarzo

e Vortex Marca: Fischer.

e Espectrofotometro UV-VIS Marca: Termo Spectronic. Software: Vision
32
e Cromatografo de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC) Marca: HP

Modelo.1100. Software: HP ChemStation.

Técnica

En un matraz Erlenmeyer de 125 mL con tapon de rosca, se coloco 0.5 gramos
de harina de céascara de cacahuate con 5mL de &cido sulfurico 72% v/v (se
realizara por duplicado). Se colocaron los matraces en una incubadora con
agitacion a 30°C durante una hora. Transcurrido el tiempo se diluyeron las
muestras a 3% de H,SO4 con 115 mL de agua destilada y se procedido a

colocarlos en la autoclave durante una hora a 120°C.

Al finalizar el tiempo de reaccion se filtraron al vacio con papel filtro Whatman #
1 los jarabes obtenidos procurando remover la parte sélida con la minima
cantidad de agua destilada para evitar la minima dilucién de la concentracion
de azUcares obtenidos, se neutralizé la mezcla de reaccion con la solucion de

NaOH 5M vy finalmente se midi6 el volumen final. A la parte acuosa del filtrado
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se le cuantifico la concentracion de azlcares reductores y azlcares totales

obtenidos del pretratamiento y obtener el grado de polimerizacién (G.P)

generado, asi como derivados de furfural que se pudieron producir durante el

mismo.

La parte sélida se sometio a un proceso de secado en horno a 80°C durante 24

horas. Una vez seco el producto se pesO para determinar el porcentaje de

material perdido en el proceso y se le caracterizé mediante ASEM y rayos X.

m) Sacarificacion/Hidrolisis

Reactivos y Materiales

Sdlidos obtenidos de los pretratamientos mecanico (lavado), organosolv
y basico-oxidante.

Reactivo DNS

Solucién de fenol al 5%

H,SO, concentrado Marca J.T. Baker

Solucién de H,SO4 3%

Solucion de NaOH 5M

Agua destilada

Matraces 125 mL con tapa de rosca

Matraz aforado 100 mL

Matraz kitazato de 250 mL

Embudo Buchner

Horno de conveccion Marca: FELISA

Balanza analitica Marca: Denver Instrument. Modelo: P1-114.

Micropipetas automaticas 10,100 y 1000 uL. Pipetas automaticas 5y 10
mL.

Papel pH
Gradilla
Tubos de ensaye 15*180mm

Incubadora con agitacion Marca: Haake SW-B25
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e Autoclave Marca: Yamato. Modelo: SE510.
e Celdas de pléastico

e Celdas de cuarzo

e Vortex Marca: Fischer.

e Espectrofotdmetro UV-VIS Marca: Termo Spectronic. Software: Vision
32
e Cromatografo de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC) Marca: HP

Modelo.1100. Software: HP ChemStation.

Técnica

Se pesaron 0.5 gramos de harina de cascara de cacahuate resultantes de cada
pretratamiento (mecénico, organosolv y alcalino peréxido) en un matraz
Erlenmeyer de 125 mL con tapa de rosca y se le afiadi6 120 mL de una
solucion de H,SO, al 3% y se procedié a colocarlos en la autoclave durante
una hora a 120°C. Una vez finalizado el tiempo de reaccidn, se sacaron los
matraces de la incubadora y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Se
neutralizaron los jarabes obtenidos con la solucion de NaOH 5M. Cada jarabe
se filtr6 al vacio con papel Whatman #1, la fraccion sélida obtenida se sometié
a un proceso de secado en horno a 80°C durante 24 horas y se pesé para
cuantificar el porcentaje de material sacarificado en relacién al material inicial.

Finalmente los sélidos se caracterizaron mediante ASEM y rayos X.

La fraccion acuosa obtenida se le realizo la determinacion de azUcares
reductores y totales con el fin de determinar el grado de polimerizacién (G.P)
generado. También se determin0 la concentracion de derivados de furfural

producidos durante la reaccion mediante HPLC.
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n) Fermentacion y cuantificacion de etanol

Reactivos y Materiales

e Balanza analitica Marca: Denver Instrument. Modelo: P1-114.

e Espectrofotdmetro UV-VIS Marca: Thermo Spectronic. Software: Vision
32.

e ChemStation.

e Autoclave Marca: Yamato. Modelo: SE510.

e Centrifuga Marca: Eppendorf A-35. Modelo: 5810R.

e Agitadora Mecanica. Marca: Brunswicks.

e Cromatografo de gases Marca: HP. Modelo: 6890. Software: HP

e Vortex Marca: Fischer.

e Vasos de precipitados 250 mL

e Matraces Erlenmeyer con tapdén de rosca 250 mL

e Micropipetas automaticas 10,100 y 1000 pL. Pipetas autométicas 5y 10
mL.

e Probeta graduada 50 mL

e Espatula.

e Piseta.

e Tubos de ensaye 15*180mm

e Filtros de membrana 0.2 um

e Papel filtro Whatman No. 40

e Jeringa de vidrio con aguja.

e Vialesde 1 mL

e Tubos de centrifuga Falcon 50 mL

e Celdas de cuarzo.

e D-(+)-Glucosa. Marca: Sigma-Aldrich.

e Carbdn activado Marca: Sigma

e Acido sulfdrico concentrado Marca: J.T. Baker

e Solucion de fenol 5%

e Reactivo DNS

e Acido Sulfarico concentrado Marca: J.T.Baker.
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e Levadura liofilizada (S. cerevisiae). Marca: Oviedo.
e Agua destilada

e Extracto de levadura Ultrapuro. Marca: USB.

Técnica

Se mezclaron los jarabes de cada etapa del proceso que correspondian al
mismo pretratamiento, procurando, lograr la mayor concentracion de azucares
para la fermentacion alcohdlica llegando a un volumen final de 100 mL y se
colocaron en matraces Erlenmeyer con tapon de rosca. Cada jarabe se sometié
a un tratamiento de adsorcién de compuestos coloridos adicionandole una
pequefia porcién de carbon activado. Se prepar6 el medio de cultivo para la
levadura con 40 mL de jarabe final, 0.4 gramos de extracto de levadura y 0.4
gramos de glucosa con el fin de que la levadura se adapte al medio y
favorecer la produccion de metabolitos primarios (etanol) y evitar el uso del
sustrato para la formacion exclusiva de la biomasa. Se prepar6 un blanco de
fermentaciéon con 100 mL de agua destilada, 2 gramos de glucosa y 1 gramo de
extracto de levadura. Consecutivamente se esterilizaron jarabes a 121°C
durante 15 minutos en la autoclave. Finalizada la esterilizacion cada jarabe se
dej6 enfriar hasta temperatura ambiente y se inoculé con 0.5 g de levadura
comercial de Saccharomyces cerevisiae en condiciones estériles y se
incubaron a 28°C durante 3 horas a 140 rpm, seguido de la disminucion de la
velocidad a 60 rpm durante 48 horas.

| JARABES A FERMENTAR
Muestra lavada Basico/oxidante 15% Acido Organosolv
Lavado 100 mL 10 mL 10 mL 10 mL
Pretratamiento 20 mL 90 mL 20 mL
Sacarificacion 70 mL 70 mL

Tabla 6. Mezclas de los jarabes en cada pretratamiento que seran fermentados

Transcurrido el tiempo de fermentacion, cada jarabe se traspas6 a un tubo
Falcon de 50 mL y se realiz6 una centrifugacion a 12000 rpm durante 10
minutos para separar el jarabe de la biomasa. La biomasa resultante se

sometié a un proceso de secado en horno para determinar su peso seco.
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Inmediatamente, para evitar la evaporacion del etanol producido, a la fase
acuosa se le determind la concentracién de etanol mediante cromatografia de
gases filtrando 1 mL de fraccién acuosa en un filtro de membrana de 0.2um y
se coloco en un vial de 1 mL. Para conocer la concentracion de etanol
obtenida, previamente se elabord una curva de calibracion de concentracion de
etanol de 0.02-0.2% v/v. Las condiciones de trabajo del cromatdgrafo de gases
para la obtencion de la curva de calibracion y la cuantificacion de la

concentracion de etanol fueron las siguientes:

Cromatografo de gases HP. Modelo: 6890

Tipo de Columna AT-WAX 30 mm x 0.53 mm
Capilar 120 um
Temperatura 120°C
Temperatura del Horno 50° C
Flujo 40pL
Volumen de inyeccion 10uL

Tabla 7. Condiciones del cromatografo de gases para la cuantificacion de

etanol.

Una vez conociendo la concentracion de etanol, se calcularon los rendimientos
Yp/s, Yp/x-

Finalmente se determind la concentracion de azlcares reductores (método
DNS) y azlcares totales (Método Fenol-sulfirico) a los jarabes obtenidos de a
fermentacion para conocer la concentracion de carbohidratos que no pudieron
ser fermentados por la levadura comercial. También se calculé el grado de

polimerizacién generado (G.P).
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. OBTENCION DE LA HARINA DE CACAHUATE

Se parti6 de cacahuate de la marca Golden® comprado en el mercado de la

Merced, el cual se pel6 para obtener la cascara.

La cadscara de cacahuate se moli6 en un molino de rotor marca WEG® para
reducir el tamafo de particula en donde se obtuvo el 94.6% de eficiencia de
molienda. Se procedié a tamizarlo en un Portable Sieve Shaker® Modelo RX-

24 durante un periodo de 10 minutos.

La harina de cascara de cacahuate (HCC) obtenida de la molienda se tamizé y
la harina retenida en las mallas # 50 a #80 representd el 22.6% del total de la

harina y que es la que se ocupara en las pruebas posteriores.

Con la finalidad de conocer la estructura del material vegetal antes de ser
sometido a algun tipo de pretratamiento y observar su efecto, se realizé un
andlisis mediante microscopia electronica de barrido ambiental (ASEM). En la
Figura 15, se aprecia que la estructura se encuentra integra, con una superficie

heterogénea y con ausencia de poros.
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AccV SpotMagn Det WD ————— 100 pm
250kv 50 300x GSE 125 0.9 Torr INICIAL

Figura 15. Microscopia electronica de barrido ambiental de la muestra inicial de
la HCC

3.2. LAVADO DE LA HARINA DE CACAHUATE

La harina de cascara de cacahuate (HCC) se lavd con el objetivo de recuperar
los azlcares presentes en la muestra, poder usarla como referencia (blanco) y
de esta manera se podr4 observar los efectos en cada uno de los
pretratamientos realizados. Se cuantificaron azlcares reductores y totales en el
jarabe obtenido con un rendimiento de 0.0046 Qazicar/Obiomasa Y 0.1047
Jazacar/Obiomasa r€spectivamente. Se encontré que el grado de polimerizacion
(GP) de la muestra es 2.26, es decir, la glucosa (B - D glucosa) que es la
unidad monomérica de la celulosa se repite 2.26 veces en la celulosa
proveniente de la harina de cascara de cacahuate. También se cuantificaron
los solidos retenidos en la muestra (91.52%) con el fin de conocer la cantidad

de muestra solubilizada en el jarabe (8.48%).
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Del mismo modo, se obtuvo la fotografia de la estructura del material después
del lavado mediante ASEM. La figura 16 representa la microscopia de la
muestra, en donde se observan las fibras de la HCC con la superficie
heterogénea, sin porosidades e integra. Se logra observar que las fibras son

huecas. No presenta un cambio con respecto a la muestra inicial.

AccV SpotMagn Det WD 1 100 pm
250kvV 5.0 300x GSE 123 1.4 Torr P. LAVADO

Figura 16. Microscopia electronica de barrido ambiental de la muestra lavada
de HCC
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3.3. EFECTO DEL PRETRATAMIENTO EN LA HARINA DE CASCARA DE
CACAHUATE

3.3.1. Obtencion de azucares reductores y totales en los jarabes

provenientes del pretratamiento

Azucaresen Pretratamimento

B Az(cares reductares

g azlicar/ g biomasa

B Az(carestotales

Bésico/Ox
10%
' 15% Organosohy

Pretratamientos

Figura 17. Relacién de azlcares reductores y totales resultantes de

pretratamiento

En la figura 17 se encuentra el rendimiento de azlUcares generados en cada
pretratamiento expresados en el rendimient0 gazacar/Obiomasa- Puede observarse
que el que tuvo mayor cantidad de azucares reductores (AR) fue el jarabe
proveniente del pretratamiento acido con 0.52 Qazacar/Obiomasa, €St0 se debid a
gue se realiz6 el pretratamiento y la sacarificacién al mismo tiempo por lo que
se logré hidrolizar mayor cantidad de celulosa y hemicelulosa generando una
mayor cantidad de azucares fermentables. Los jarabes provenientes del

pretratamiento acido se obtuvo un jarabe con pH=0y 4.5°Bx.

Cabe mencionar que el objetivo del pretratamiento de la material vegetal es
aumentar el area superficial para incrementar la eficiencia de la hidrélisis y no

el generar azucares reductores por lo que ésta cuantificacion de azucares
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fermentables so6lo nos da la idea de la cantidad presente en los jarabes para

su posterior sacarificacion y fermentacion.

Los jarabes provenientes del pretratamiento basico-oxidante reportaron un pH=
6 y 0.9° Bx, 1.1°Bx, 1.1°Bx para las concentraciones de 4.5, 10 y 15% de
material celulosico respectivamente. La disminucion de pH de 11.5 del jarabe
inicial a pH de 6 del jarabe obtenido después del pretratamiento, se debid
posiblemente a la hidrdlisis del grupo acetilo de las hemicelulosas y a la
formacion de acido acético como producto secundario de la reaccion, ademas
de la solubilizacion de amino&cidos provenientes de las proteinas contenidas
en la materia vegetal por accion del medio alcalino (Gray, 2007). Para el
tratamiento con 4.5% de concentracion de solidos, no se pudo calcular el grado
de polimerizacion ya que no se encontraron azucares reductores en el jarabe
de pretratamiento y se solubilizé el 24.45% de la muestra inicial. El tratamiento
con 10% de sélidos se encontrd que el grado de polimerizacion es de 2.29 y se
solubilizo el 15.34%.

En el pretratamiento organosolv se obtuvieron jarabes con pH= 11, en donde
se observa un incremento ya que el inicial estaba a pH=0, esto puede deberse
a que los acetatos provenientes de la hidrélisis de la hemicelulosa hayan
actuado como buffer hasta incrementar el pH, se obtuvo una concentracion de
sélidos solubles de 3.2°Bx. Se obtuvo el 65% soélidos solubles lo que
representa que fue el pretratamiento que logré una mayor cantidad de sélidos
solubles que cualquier otro a partir de la muestra inicial debido a que se realiza
una remocion efectiva del material recalcitrante, como la lignina, (Zhu, J., Pan,
X., 2010) y la hemicelulosa que se solubilizan en el medio de reaccion (Zhao,
X., Cheng, K., Liu, D., 2009).

Como se habia mencionado anteriormente, es de importancia cuantificar los
derivados de furfural que se obtienen como resultado de la degradacion de
azucares solubles en los pretratamientos (principalmente en el pretratamiento
acido) ya que pueden inhibir la actividad de la levadura lo que provocaria la
disminucién del rendimiento de la produccion de bioetanol (Mosier, 2005). En la

determinacién mediante HPLC se cuantificé la concentracion de furfural e
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hidroximetilfurfural (HMF). En el caso de los pretratamientos se obtuvieron
sefiales en el cromatograma pero ninguna caracteristica a las sefales de
furfural ni HMF por lo que se consideré que no se formaron éstos compuestos
de degradacion o bien que fueron oxidados a otros compuestos mas simples.
En investigaciones previas se ha reportado que a las mismas condiciones del
pretratamiento acido, se genera 0.10 g/L de furfural y 0.17 g/L de HMF ademas
de otros productos inhibitorios como el acido acético (1.9 g/L), &cido férmico
(0.24 g/L) ademéas de compuestos fendlicos (0.12 g/L) (Castro, M., Alriksson,
B., et al (2007)). También para el tratamiento organosolv se encontr6é que, para
Pinus radiata en las mismas condiciones, la formacién de compuestos
inhibitorios 0.05 g/L de furfural y 0.02 g/L de HMF (Araque, E., Parra, et. al.
(2008))

El grado de polimerizacion (G.P) de un material nos indica el niumero de
residuos de unidades monomeéricas en la cadena lignoceluldsica y se determina

con la siguiente ecuacion:

g de aziucar )
biomasa inicial

Azlicares totales (
gde

G.P.= -
g de azucar

biomasa L'nicirxij

Aztcares reductores (
g de

De acuerdo a lo anterior, cuando se tiene un G.P igual a 1 nos indicara que la
eficiencia del pretratamiento es del 100% ya que la totalidad de los azUcares
presentes en el jarabe provienen de la hidrdlisis completa de la celulosa, si se
obtiene un G.P mayor a 1 se hara referencia a la generacion oligosacéaridos

provenientes de una hidrdlisis incompleta del polimero lignocelulésico.

En el pretratamiento no se espera un aumento o disminucion de este parametro
pues la generacion de azucares reductores no es uno de los objetivos, pero se
podra observar si es que a través de ellos se logré hidrolizar algo y nos dara

una referencia cuando se realice la sacarificacion del material vegetal.

En la Figura 18 se muestra los valores del G.P para cada pretratamiento en

donde se puede observar una disminucion en los jarabes provenientes de los
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pretratamientos acido y organosolv en base a la muestra de referencia
(lavada), en el caso del acido, en donde se realiz6 la una sacarificacion
simultanea, se obtuvo un valor muy cercano a 1 por lo que se espera que en
los pasos posteriores se obtenga un mayor rendimiento etandico. Es de
sobresaltar que en el tratamiento organosolv se logré hidrolizar parte del
material vegetal llegando a un G.P muy cercano al obtenido en los jarabes del
pretratamiento &cido. Para el caso de los tratamientos alcalino-peréxido con
4.5% de concentracion de solidos no se logré obtener algun valor debido a que
no se generaron azucares reductores, para el caso del 10% se puede observar
que no hubo gran diferencia en comparacion con la de referencia y en el caso
del tratamiento con 15% se obtuvo un valor mayor a éste que puede atribuirse

a la generacién de oligosacéaridos debido a una hidrélisis incompleta.

Grado de polimerizacion (G.P)
3.78

35

2.5

2.26 2.29
2 1.0 1.54
15
1
0.5 0.00
0

Lavado  Basico/Ox Bésico/Ox Bésico/Ox  Acido  Organosolv
4.5% 10% 15%

G.P

Pretratamientos

Figura 18. Grado de polimerizacién de la celulosa después de los

pretratamientos
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3.3.2. Efecto de los pretratamientos en la estructura de la harina de
cascara de cacahuate

Con el fin de observar el efecto de los pretratamientos en la estructura de la
HCC, se realiz6 un andlisis de las muestras en Microscopia Electronica de
Barrido Ambiental (ASEM). A continuacion se exponen las micrografias de las
especies analizadas.

*AccVY Spot Magn Det WD ——— 100 m
25.0kV 5.0 300x GSE 12.1 2.0 Torr P. ACIDO

Figura 19. Microscopia electronica de barrido ambiental del sélido resultante

del pretratamiento acido.
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AccY Spot Magn Det WD I—] 100 um

250kV 5.0 300x GSE 12.1 2.0 Torr P.15

Figura 20. Microscopia electronica de barrido ambiental del sélido resultante

del pretratamiento bésico/oxidante de 15% de concentracion de sélidos

AccY Spot Magn Det WD ———— 100 um
260kV 50 300x GSE 12.4 2.0 Torr P.ORG

Figura 21. Microscopia electrénica de barrido ambiental del sélido resultante
del pretratamiento organosolv
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Como se puede observar en las fotografias anteriores existe una degradacion
de la superficie de las fibras de la HCC para cada pretratamiento en relacion a
la muestra inicial antes mostrada. En la Figura 19, que corresponde al
pretratamiento acido (recordemos que en esta etapa se realizo la sacarificacion
del material lignoceluldsico), existe una mayor degradacion de éstas fibras en
comparacion con los otros sélidos pretratados debido a que se logré hidrolizar
en mayor grado la celulosa, se observa la superficie del material vegetal
extremadamente poroso y con una estructura amorfa. En el caso del efecto del
pretratamiento basico/oxidante al 15% se observa degradacion de las fibras de
celulosa pero en menor grado; existe la presencia de porosidades en la
superficie haciéndola rugosa y muy heterogénea (Figura 20). Por ultimo, los
sélidos resultantes del pretratamiento organosolv muestran la presencia de
fibras deterioradas y zonas heterogéneas en su superficie mostrando zonas

con hendiduras muy marcadas. (Figura 21)

3.3.3. Efecto de los pretratamientos en la cristalinidad de la celulosa de la

harina de cascara de cacahuate

La fibra celulésica es un polimero policristalino que se compone de una parte
cristalina y otra parte amorfa. La hemicelulosa y la lignina son sustancias
amorfas, mientras que la celulosa es la region cristalina. (Ramos, Assaf 2005).
Con el objetivo de observar el comportamiento de estas 2 regiones en la HCC
frente a los pretratamientos, se realizd un analisis de difracciébn de Rayos X

(Difractometro de Rayos X, D8-Discover).

Con este analisis, es posible conocer la tendencia y el efecto de cada proceso
en la estructura morfoloégica de la muestra de estudio, ya que lo que se prefiere
es tener mayoritariamente regiones amorfas debido a que son mas

susceptibles a la sacarificacion.
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Figura 22. Diagrama de dispersion de Rayos X de los sélidos de HCC

resultante de los pretratamientos

La regibn amorfa de la celulosa se atribuye a la intensidad entre 14 y 19°
(dngulo 20) mientras que la region cristalina de la celulosa se atribuye a la
intensidad entre 22 y 33° (Ramos, Assaf 2005).

En la figura 22 se observa el diagrama de dispersion de rayos X. Para realizar
el andlisis de cristalinidad se tomara como referencia a la muestra molida de
HCC. En la muestra lavada (curva roja) se observa que disminuyo la region
cristalina y aumenté la regiéon amorfa debido a la eliminacion de de
hemicelulosa, lignina y celulosa menos ordenada. En el pretratamiento acido
(curva azul) fue en donde se afectd mas la cristalinidad de la muestra ya que
como observa la disminucion de las sefales de las regiones amorfas y
cristalinas a consecuencia de las condiciones acidas del pretratamiento y de la
subsecuente sacarificacion. Para el caso de los pretratamientos
basico/oxidante, cuando se realizé de sélidos 10% de concentracion (curva
rosa), se observa gque aumento la parte amorfa y disminuyé un poco la parte
cristalina, esto se explica con el hecho de que en las condiciones del
pretratamiento se removio cierta parte cristalina de la fibra celulésica dejando

su estructura mas amorfa. En cuanto al pretratamiento basico/oxidante al 15%
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(curva verde) solo se aprecia la disminucion de la zona cristalina. Finalmente
para el tratamiento organosolv se presenté un aumento la regién cristalina, del
mismo modo se detectd una aumento de la sefial de la regién amorfa, lo que se
refiere a una eliminacion de lignina y hemicelulosa que corresponden a las
zonas amorfas del material vegetal, se puede prever una disminucion del grado

de hidrdlisis en operaciones subsecuentes.

En la Figura 23 que se muestra a continuacion, se hace referencia al indice de
cristalinidad (Ic) de los solidos pretratados mediante Difraccion de Rayos X en
donde todos los pretratamientos tuvieron una ligera disminucion de la region
cristalina debido al tratamiento quimico o fisico a los que fueron sometidos,
excepto en el pretratamiento Basico-Oxidante al 10%. El pretratamiento Basico-
Oxidante al 15% y la muestra lavado obtuvieron el mismo Ic El pretratamiento
acido, en comparacion a la HCC molida, fue el que presenté mayor dafio en la
cristalinidad de la celulosa lo que nos da una idea de que quedd
mayoritariamente regiones amorfas y que serdn mas susceptibles a la
sacarificacion y por lo tanto se obtendran mayores concentraciones de
azucares fermentables. En general, no se observé un gran efecto en el Ic a
consecuencia de los pretratamientos. El indice de cristalinidad (Ic) se calcula
con la siguiente ecuacion (Ramos et al., 2005):

Iam

IC=[1— JXlOO

I crist

lam= Intensidad del pico amorfo a 20 en 18°
lerise= Intensidad del pico cristalino a 26 en 22°
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Figura 23. Grafico del indice de cristalinidad (I¢) en los soélidos resultantes de

los pretratamientos

3.4. HIDROLISIS (SACARIFICACION)

Después de obtener los jarabes de cada pretratamiento, se realizé la
sacarificacion de los sélidos resultantes con las condiciones descritas en la
seccion de metodologia. Se cuantificaron los azucares reductores (AR) y
totales (AT) en los jarabes obtenidos por los métodos antes mencionados. A
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continuacion se muestran los rendimientos de AR (Figura 24) y AT (Figura 25)

expresados en gazicar/Gviomasa-

Azucares en Sacarificacion
9
0
o 0.6 o
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Figura 24. Rendimiento de azUcares reductores provenientes de la
sacarificacion de HCC pretratados
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Figura 25. Rendimiento de azlcares totales provenientes de la sacarificacion
de HCC pretratados
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En el jarabe proveniente de la sacarificacion de los sdlidos mediante
pretratamiento 4cido, se puede observar que en este tratamiento se obtuvo la
mayor concentracion de azucares reductores con 0.52 Qazacar/Obiomasa CON
respecto a los otros pretratamientos. En cuanto a los azucares totales, se
obtuvo una mayor concentracion de AT en el jarabe proveniente de la
sacarificacion del pretratamiento organosolv con 2.84 Qazicar/Obiomasa- Aqui, 10S
azucares obtenidos mediante este proceso son mayoritariamente azucares no
reductores provenientes de una hidrélisis deficiente. En los jarabes
sacarificados de los pretratamientos bésico/oxidante se observa un ligero
incremento en la concentracion de azlcares reductores generados a medida de
gue aumentaba la concentracién de los soélidos en el pretratamiento al pasar de
0.056, 0.07 y 0.075 Qazacar/Obiomasa d€ AR para las concentraciones de 4.5, 10 y
15% respectivamente. En tanto que los AT que se obtuvieron son 0.34, 0.34 y
0.46 Qazicar/Obiomasa Para las concentraciones de solidos ya mencionadas.

Del mismo modo que en los pretratamientos se caracterizaron los jarabes de
sacarificacion en relacién al grado de polimerizacién de los azucares presentes.
Para el jarabe obtenido del material lavado se obtuvo un grado de
polimerizacion (GP) de 3.6, que es mayor al GP del lavado (2.3) debido a que
ahora se encuentran oligdmeros ligeramente mas largos. Los sdlidos retenidos
fueron el 60% de la biomasa inicial por lo tanto se logré solubilizar el 40%. El
jarabe resultante obtuvo una concentracion de sélidos solubles de 3.1°Bx.

En la sacarificacion de los jarabes del pretratamiento organosolv se obtuvo un
aumento importante en el GP de 30.5, esto es debido a que como se menciono
anteriormente se gener0 una gran cantidad oligobmeros provenientes de la
ruptura de la HCC. Se logré solubilizar el 36% de los sélidos iniciales y se

obtuvo un jarabe de 6.6°Bx.

Finalmente, en el jarabe de sacarificacion del pretratamiento basico/oxidante se
obtuvieron GP de 6.1, 4.9 y 6.3 para las concentraciones de 4.5, 10 y 15%
respectivamente. También se observa un incremento del GP con respecto a los

obtenidos en los pretratamientos con 3.6, 4.1y 6.4%.
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En los jarabes de sacarificacion, no se encontraron derivados de furfural por
consecuencia del medio &cido al que fue sometida la materia vegetal, esta
evaluacion es de suma importancia porque es la etapa previa a la fermentacion
y puede ocasionar la disminucién de la capacidad de las levaduras para

producir etanol.

De igual manera se realizé la determinacion del grado de polimerizacién para
los jarabes sacarificados. En la figura 26 se muestran los valores obtenidos
para cada pretratamiento observando un aumento del G.P en cada uno
después de la hidrdlisis 4cida a las que fueron sometidas lo que nos dice que
se realizd una hidrdlisis incompleta obteniendo pocos mondémeros y un mayor
namero de oligdmeros. Cabe destacar el aumento en el tratamiento organosolv
ya que detener un valor de 1.54 en el pretratamiento se obtuvo un valor
alrededor de 30, pasando de ser el pretratamiento mas eficiente a ser el de

menor eficiencia.

Grado de polimerizacion (G.P)
3 30.50
30
25
o 20
9 15
10 6.34
3.59
5 1’52
0 - ] - —
Lavado Bésico/Ox 15% Acido Organosolv
Pretratamientos

Figura 26. Grado de polimerizacion de los sélidos pretratados después de la

sacarificacion
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3.4.1. Efecto de la sacarificacion en la estructura de la harina de cascara

de cacahuate

Se realizé un analisis microscopico para conocer el efecto que tienen las
condiciones de sacarificacion sobre el material lignoceluldsico y poder observar
la degradacion de la celulosa en cada uno de los casos. A continuacion se

muestran las microscopias de las muestras sacarificadas

Acc.\/ Spot Magn Det WD F————— 100 pm

25.0kY 5.0 300x GSE 124 2.0 Torr S. LAVADO

Figura 27. Microscopia electronica de barrido ambiental para la muestra lavada

sometida a sacarificacion
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AccV Spot Magn Det wD ——mmm 10(‘)“um ~
PS5 0 kv 5.0 300x GSE 125 2.0 Torr S.156

Figura 28. Microscopia electrénica de barrido ambiental para la muestra
proveniente del pretratamiento basico/oxidante al 15% sometida a

sacarificacion

AccV Spot Magn Det WD 1 100 m
250kv 5.0 300x GSE 121 0.9 Torr S. ORG

Figura 29. Microscopia electronica de barrido ambiental para la muestra

proveniente del pretratamiento organosolv sometida a sacarificacion
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En las fotografias anteriores se puede observar el deterioro de las fibras
celulésicas del material tratado en relacién al material sin tratamiento (Figura
15), en cada uno de los casos se realizé hidrdlisis de éstas ocasionando el
aumento de la porosidad en la superficie. En la sacarificacion de los materiales
vegetales, el pretratamiento organosolv fue el que presenté mayor efecto en la
estructura originando una mayor heterogeneidad y una apariencia rugosa en la
fibra (Figura 29), este hecho se puede asociar a que se obtuvieron mayores
concentraciones de azucares totales en el jarabe de reaccion debido al

incremento de la despolimerizacién de la celulosa en la HCC.

3.4.2. Efecto de la sacarificacion en la cristalinidad de la celulosa de

cascara de harina de cacahuate

En el proceso de sacarificacion, también se realizo el estudio de la difraccion
de rayos X del material de cada pretratamiento, para conocer el efecto de éste
en la HCC.

En la Figura 30 se muestran las curvas de intensidad de las regiones amorfas y
cristalinas de las muestras celulésicas en estudio. Se observa que el
pretratamiento basico/oxidante al 10% de concentracién de solidos (curva azul)
fue la que presentd mayor efecto en la zona cristalina y desaparecio totalmente
la region amorfa de la celulosa en relacibon a las obtenidas en los
pretratamientos (Figura 22), este hecho pudiera explicar el aumento en la
concentracion de azucares fermentables en la sacarificacion, aunque no fue el
gue obtuvo mayor concentracion de éstos en los pretratamientos. En los demas
pretratamientos se sigue apreciando las regiones amorfas y las regiones

cristalinas de la molécula.
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—— 4CC Lavada
— HCCP. Acido
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Angulo 26

Figura 30. Diagrama de dispersion de Rayos X provenientes de la
sacarificacion de los solidos pretratados de la HCC

Del mismo modo se obtuvieron los indices de cristalinidad (I;) para los sélidos
resultantes de la sacarificacion de cada pretratamiento con el fin de observar la
tendencia del incremento o disminucién de la cristalinidad del material

lignocelulésico de estudio.

En la Figura 31 se muestran los I; de cada pretratamiento, en donde se tiene
que en todos los pretratamientos aumenté la parte cristalina de la celulosa (en
relacion al I de pretratamiento, Figura 23) durante el proceso de sacarificacion,
esto puede aludirse a que en esta etapa se elimind la parte amorfa de la
molécula transformandola en azlcares mas simples, esta tendencia de la
region amorfa también se puede observar en la Figura 30 que como ya se

habia mencionado, desaparecio completamente.
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Indice de cristalinidad Ic
0.7
0.60
0.6 0.55 07 0.54
0.50
0.5 0.46
0.4
2
0.3
0.2
0.1
0
Molida Lavado Acido Basico/Ox. Basico/Ox. Organosolv
10% 15%
Pretratamientos

Figura 31. indice de cristalinidad (I¢) en los solidos resultantes de la

sacarificacion de los soélidos resultantes de cada pretratamiento

3.5. FERMENTACION

Para la etapa de fermentacion se prepararon jarabes de 100 mL a partir de las
mezclas de los jarabes obtenidos en el lavado, el pretratamiento y la
sacarificacion para cada pretratamiento con el fin de obtener la mayor cantidad
de azucares fermentables y asi el mayor rendimiento de etanol. Las mezclas

preparadas fueron las siguientes:

I.  Jarabes provenientes de la muestra lavada

100 mL de jarabe de la muestra lavado, en donde se tienen 0.75 g/L de
azucares reductores y 1.7 g/L de azucares totales.

[I.  Jarabes provenientes del pretratamiento basico/oxidante al 15%

- 10 mL de jarabe de la muestra lavada
- 20 mL de jarabe proveniente del pretratamiento

- 70 mL de jarabe proveniente de la sacarificacion
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[1l. Jarabes provenientes del pretratamiento acido

- 10 mL de jarabe de la muestra lavada
- 90 mL de jarabe proveniente del pretratamiento/sacarificacion

IV. Jarabes provenientes del pretratamiento organosolv

- 10 mL de jarabe de la muestra lavada
- 20 mL de jarabe proveniente del pretratamiento

- 70 mL de jarabe proveniente de la sacarificacion

En cada jarabe de fermentacion se realizé una neutralizacion para dar a la
levadura un ambiente Optimo. Se realiz6 la cuantificacion de azlcares
reductores y totales con el fin de conocer la concentracion de la que se parte el
proceso fermentativo. La gréaficas siguientes (Figura 32 y Figura 33), muestran
los rendimientos de los azUcares presentes expresados en Qazicar/d biomasa €N
donde se muestra que en el jarabe de acido diluido fue el mas que concentrado

y el de organosolv, el menos concentrado.

Azucares antes de la fermentacion
c
0.25 S
S
2 02
[+]
§
5 0.15
[+11]
S
= 01 > 00
3 S 3 o A
w 0.05 - = =]
0 = :
0 —
Lavado Bdsico/Ox 15% Acido Organosolv
Pretratamientos

Figura 32. Rendimiento de azucares reductores en los jarabes de cada

pretratamiento antes de la fermentacion
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Azucares antes de la fermentacion
m
0.35 =
o
0.3
£ 025 o
2 o
2 0.2
S 3
S
= 0.15 - 2
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Lavado Bdsico/Ox 15% Acido Organosolv
Pretratamientos

Figura 33. Rendimiento de azUcares totales en los jarabes de cada

pretratamiento antes de la fermentacién

Después de la fermentacién se procedié a cuantificar azlcares reductores y
totales con el fin de conocer la concentracion final debido al consumo de la
levadura (Figura 34 y Figura 35). Observamos que la levadura comercial
utilizada no llegé a consumir todos los azucares y que se atribuyé a que el
tiempo de fermentacién no fue el suficiente para consumir la glucosa presente,
o bien, que se contaba con la presencia de azUcares reductores presentes que
la levadura no es capaz de fermentar como las pentosas provenientes de la
hidrélisis de la hemicelulosa. El jarabe del pretratamiento acido fue el que
obtuvo mayor concentracion de azucares no consumidos, alrededor del 70% de
AR y 53% de AT. Segun Castro, M., Alriksson, B., et al (2007) el pretratamiento
acido de la cascara de cacahuate forma productos que inhiben la fermentacién
hasta en un 60% aproximadamente, dato superior a la inhibicion en el bagazo
de cafa, cascara de arroz y los tallos de yuca. El jarabe del material lavado
reporté ser el que se consumieron el mayor numero de azUcares con
aproximadamente el 20% de AR y 22% de AT no consumidos por la levadura.
Para el tratamiento basico oxidante se obtuvo aproximadamente 69% de AR y
63% de AT no consumidos, por lo que fue el pretratamiento en el que menor

consumio la levadura. Y en el pretratamiento organosolv se obtuvieron
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aproximadamente el 47% de AR y el 46% de azucares no consumidos (Figura
36y 37).

Azucaresdespués de la fermentacion
A
0.16 =
0.14
2
c 0.12
£
L 01
o
w 0.08
5 006 4
3 o N " AR
N 0.04 = = i
w0 - ]
0.02 o - =
o N —
Lavado Bésico/Ox 15% Acido Organosolv
Pretratamientos

Figura 34. Rendimiento de azUcares reductores en los jarabes de cada
pretratamiento después de la fermentacién

Azucares después de la fermentacion

0.18
0.16
0.14
0.12

0.1
0.08
0.06

0.04
.
0

Lavado Bésico/Ox 15% Acido Organosolv

0.160

0.0441
0.0554

mAT

g azucar/ g biomasa

3.0083

Pretaramientos

Figura 35. Rendimiento de azucares reductores en los jarabes de cada
pretratamiento después de la fermentacion
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% AR no consumidos

M lavado MBasico/Ox15% m Acido mOrganosolv

Figura 36. Cantidad de azucares reductores no consumidos en el

proceso de fermentacion

% AT no consumidos

M lavado MBdsico/Ox15% m Acido M Organosolv

Figura 37. Cantidad de azucares totales no consumidos en el proceso

de fermentacion
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3.6. OBTENCION DE ETANOL

A partir de los jarabes fermentados de cada pretratamiento, se tom6 una
muestra y después se filtr6 en un vial para determinar la concentracion de

etanol producido en cada uno de ellos mediante cromatografia de gases.

Se obtuvo el rendimiento g etano/ J biomasa Para cada uno de los pretratamientos
(Figura 38) en donde se muestra que en el pretratamiento acido se obtuvo el
mayor rendimiento con aproximadamente 0.012 g etanol g biomasa @ pe€sar que la
levadura comercial que se utilizé en la fermentacion dejé sin consumir casi 0.15
g azicar! O biomasa (Figura 34). En el pretratamiento basico/oxidante al 15% de
concentracion de solidos se obtuvo el rendimiento mas bajo en la produccion
de etanol con alrededor de 0.0008 g etanol/ 9 biomasa €St0 pudo deberse a que la
mayoria de los azucares reductores presentes en el jarabe no eran

fermentables por la levadura.

ETANOL  _
™~
0.014 S
o
o 0.012
£ 001
2
-b!:!JJ 0.008
= 2
= 0.006 &
% = oo (]
+~ (0.004 © O p~
v o o
w0 o 9
0.002 . =
0 — .
Lavado Bésico/Ox 15% Acido Organosolv
Pretratamientos

Figura 38. Rendimiento de etanol producido de cada pretratamiento en

relacion a la biomasa
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En la Figura 39 se muestra el rendimiento de etanol producido en relacion a los
gramos de azUcares fermentados en cada uno de los pretratamientos. La
muestra lavada obtuvo mayor cantidad de etanol generado en comparacion a
los demas tratamientos alrededor de 0.3 g etano/d azicar Mientras que el
basico/oxidante que fue el que menor cantidad de etanol produjo fue de 0.025 g

etanol!J azacar aProximadamente.
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Pretratamientos

Figura 39. Rendimiento de etanol producido de cada pretratamiento en relacion

a los azlicares consumidos

El rendimiento tedrico estequiométrico para la transformacién de glucosa en
etanol es de 0.511 g etanol/9 glucosa (Vazquez, Dacosta 2007), y tomando como
referencia, se muestran los rendimientos de etanol para cada pretratamiento
realizado en donde el maximo obtenido es alrededor del 60% en la muestra
lavada y el minimo 5% aproximadamente en el tratamiento basico/oxidante
(Figura 40).
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ETANOL

70

57.7172

60

41.4286

30

Rendimiento (%)

18.4967

20

9.1543

Lavado Basico/Ox 15% Acido Organosolv

Pretratamientos

Figura 40. Rendimiento de etanol producido de cada pretratamiento en relacion

al rendimiento tedérico estequiométrico

Sin embargo, el rendimiento experimental varia entre 90 y 95% e
industrialmente el rendimiento se sitla alrededor de los 87 y 93% (Vazquez,
Dacosta 2007). Conociendo esto, se obtiene un rendimiento en la muestra
lavada de 69%.
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El pretratamiento acido gener6 la mayor cantidad de azucares
reductores (0.52 Qazacar/Obiomasa), @ consecuencia de la sacarificacion
simultdnea que ocurre en estas condiciones. Le sigue el pretratamiento

bésico-oxidante al 15% con 0.0392 gazicar/Obiomasa-

Se observé una degradacion de la materia vegetal en cada uno de los
pretratamientos, en los que destacé el pretratamiento &cido. Asi mismo
el indice de cristalinidad disminuye para todos los pretratamientos,
excepto para el pretratamiento Basico oxidante al 10%. La disminucion
del Ic indica que el material presenta una disminucion preferente de la
cristalinidad obteniéndose una proporcion mayor de la region amorfa
mas susceptible a la sacarificacion. En esta Ultima etapa el indice de
cristalinidad aumento ligeramente, este hecho se alude a la degradacion/

eliminacién de material amorfo del material vegetal.

La HCC después de la sacarificacion presentdé mayor cantidad de
azucares reductores en los pretratamientos acido y el de referencia

(lavado).

Se observo una disminucion en el grado de polimerizaciéon (G.P) en los
pretratamientos de la siguiente forma: Basico/alcalino 15% >
Bésico/alcalino 10%> Lavado> Organosolv> Acido diluido, en donde
estos dos ultimos mostraron habilidad para transformar en polimero en
oligbmeros y monosacaridos. Después de la sacarificacion se presento
un incremento en el G.P debido al efecto hidrolisis de la celulosa

obteniendo oligdbmeros mas grandes.

En la fermentacién, la muestra lavada mostré una disminucién
importante del contenido de azUcares reductores y totales al presentar

20 y 22% de azucares no consumidos, respectivamente. En tanto que
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los jarabes obtenidos en el tratamiento &cido y basico-oxidante al 15%
presentaron un menor consumo de azucares, 47 y 37%
respectivamente. Esto puede atribuirse a que se pudieron generar
azucares reductores no fermentables por la levadura como
consecuencia de la hidrélisis de hemicelulosa o que se encontraba
presente algun factor que impidiera que el proceso fermentativo no se
llevara a cabo, como los derivados de furfural, aunque no se hayan

podido detectar por medio de HPLC

La obtencion de etanol a partir de la fermentacion de los jarabes fue
mayor en el jarabe obtenido del lavado de la HCC con un 57%. En el
pretratamiento basico-oxidante al 15% se obtuvo el menor rendimiento

de etanol con 9.15%.

Aungue no se encontraron derivados de furfural mediante técnicas de
HPLC en los procesos de pretratamiento y sacarificacion, se observa
una disminucién de la eficiencia de la levadura en la fermentacion al
utilizar pocos azucares fermentables y en consecuencia obtener un

rendimiento menor de etanol.

La mayor obtencién de etanol se obtuvo entonces a partir del lavado de
la harina molida de la cascara de cacahuate, conlleva a una generacién
menor de residuos quimicos, de tiempo y de energia, encontrandose un
tratamiento mas amigable con la naturaleza, menos costoso y que nos

reditia mejores beneficios en la produccion del biocombustible.
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RECOMENDACIONES

Debido a que se obtuvo mayor rendimiento en la muestra de HCC sin
tratamiento, se deben variar las condiciones de sacarificacion y

fermentacion para aumentar la eficiencia del proceso.

Se debe considerar una curva de deteccion de derivados de furfural
menor a la realizada para detectar si efectivamente se generan estas
moléculas que pudieron haber inhibido los pretratamientos quimicos
realizados, tomando en cuenta el limite de deteccion del equipo.

La fermentaciébn de azucares reductores puede realizarse con una
bacteria recombinante que tenga la capacidad de fermentar tanto
hexosas como pentosas para poder aumentar los rendimientos de etanol
convirtiendo los azucares provenientes de la hemicelulosa que se

considera parte importante de la materia vegetal.
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