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RESUMEN

Rosero, A. 2008. Pretratamiento y fermentacionadiébra del palmitdBactris gasipaes
para la produccion de etanol lignocelulésico. Petyele graduacion del programa de
Ingenieria en Agroindustria Alimentaria, Escuelaridgla Panamericana, Zamorano.
Honduras. 61p.

El objetivo del presente trabajo fue explorar ldizzicion de la fibra de palmito con
12-13% y 80-85% de humedad como materia prima @raroduccion de etanol
lignoceluldsico. En los tres primeros experimengesusé un disefio experimental de
parcelas subdivididas y en el udltimo un DCA. Losulados fueron analizados
estadisticamente por un ANDEVA y por la separadémmedias de la prueba Tukey con
(P<0.05). En el primer experimento se aplicarortra@amientos con acido diluido a 56
unidades experimentales. Con este experimento $s&rnded que el acido y la
concentracion 6ptima para la despolimerizacionogdeakztcares de la fibra de palmito fue
0.5% de HSO,.. En el segundo experimento se aplicaron cuatranyantos a 12
unidades experimentales para comparar la ferméntacon E. coli de un hidrolizado
detoxificado con otro sin detoxificar. El maximadémiento de etanol fue 34.4% de 85 g
de hidrolizado en 24 hr. En el tercer experimeset@licaron cuatro tratamientos a ocho
unidades experimentales fermentando la celulos&coxytoca y conE. coli. Esta ultima
genero el mayor rendimiento de etanol con 54.0%0dg de fibra en 72 hr. En el cuarto
experimento se realiz6 una fermentacion y sacaditn simultanea (SSF) cdn coli
donde se aplicaron dos tratamientos a cuatro unidadegriexpntales generando un
rendimiento de etanol de 57.8% de 40 g de fibr@2mr. Se concluy6 que la fibra de
palmito puede ser utilizada para la producciéntdea lignocelulésico.

Palabras clave:Detoxificacion, fermentacion, hidrolizado, lignddesa.
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1. INTRODUCCION

Mantener un continuo suministro de energia esdaectiel desarrollo econdmico de los

paises. El mundo demanda cada vez mas petroleospapaogreso pero los elevados

precios de este combustible, la creciente preoodpaobre la seguridad energética y el

cambio climatico mundial han intensificado la blesdg de fuentes de energia alternativas
y sostenibles. Con el objetivo de aliviar la densarmt® los mercados y mejorar la

sustentabilidad de los recursos naturales se halsagio el desarrollo de combustibles

renovables como el etanol lignocelulosico.

El etanol lignoceluldsico es obtenido a travésadiefmentacion de azlcares presentes en
la biomasa residual la cual es una materia prinneddnte y de bajo costo. La celulosa,
hemicelulosa y lignina son los componentes prinegpde la lignocelulosa la cual es la
estructura principal de la biomasa. El etanol lggioldsico no contribuye al aumento de
CO; en la atmosfera ya que su produccion es realizagaoceso de continuo reciclaje de
carbon. Ademas, al usar la biomasa presente eddsschos agricolas no se utilizan
tierras destinadas a la produccion de alimentosa Ua las grandes productoras de
desechos agricolas es la procesadora de alimentakaana PRONACA. Esta compaiiia
es la mayor exportadora a nivel mundial de corazadeepalmitdBactris gasipaes lo cual
genera 70 toneladas diarias de fibra de palmitcocd@secho agricola.

El objetivo principal de este estudio fue comprotide fibra de palmito era una materia
prima eficaz para la producciéon de etanol ligndésigo. Otro objetivo fue determinar si
la fibra de palmito con 80 a 85% de humedad er@mmegteria prima que la fibra con 12
a 13 % de humedad ya que el secado de la fibresepia un gasto para la compaiiia.
Para lograr estos objetivos se modificaron difea®nprotocolos de pretratamiento,
detoxificacion y fermentacion los cuales son usastogl bagazo de cafia de azlcar. La
fibra fue sometida a un pretratamiento con acidiaidb, el hidrolizado fue detoxificado
con Ca(OH) y la torta fue fermentada con el proceso “one poton el proceso de
sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 LA BIOMASA COMO FUENTE DE ETANOL

Bajo el término biomasa se incluye toda la matergg@nica que tiene su origen inmediato
en un proceso biologico (Jarabo y Fernandez, 19&8Yormacion de biomasa vegetal
esta basada en el proceso de fotosintesis quetia grardioxido de carbono (G
atmosférico y de una fuente energética de irragiiafiuz), llevan a cabo un proceso de
sintesis en los vegetales que da lugar a moléoujgmicas con alto contenido de energia
guimica. La produccion de biomasa a escala globamay alta. Se estima que la
fotosintesis genera anualmente 220 mil millonewdeladas de peso seco de biomasa, lo
gue supone unas diez veces la demanda energétichainiBioenergy, 2008).

La biomasa se puede clasificar en biomasa natultiyada y residual. La natural es la
gue se produce en la naturaleza sin la intervertuidnana. No es la mas adecuada para
un aprovechamiento energético masivo ya que pued@ar una rapida degradacion de
los ecosistemas. La biomasa cultivada se produeeqgidener biomasa transformable en
combustible utilizando tierras que pueden serzailas para cultivos alimenticios como la
cafia de azucar en Brasil (FAO, 2008). Por ultinaopiomasa residual se genera en
cualquier actividad humana principalmente en lax@sos agricolas, ganaderos y los del
propio hombre tales como desechos y aguas res&d(Bédlesterost al., 2002). Dentro
de este tipo de biomasa se encuentran los resiadgasndustriales que pueden ser
empleados con fines energéticos. Para este estedidilizd fibra de palmito que es
generada como desecho agricola.

2.2 ETANOL DE SEGUNDA GENERACION COMO COMBUSTIBLE

El etanol atrajo interés como combustible altewmagiara el transporte debido a las crisis
petroleras como la producida en 1970 la cual pus@wedencia la dependencia que
muchas economias a nivel mundial tienen en la itapidn de este hidrocarburo (Olsson
y Hahn-Hagerdal, 1996). Actualmente, los altos ipsedel petréleo han incentivado la
busqueda de alternativas de energia renovable. Hiosombustibles de segunda
generacion basados en: lignocelulosa, desechasiddustria maderera, pastos y hierbas
tendrian un impacto fundamental en la oferta etieegéBioenergy, 2008). La diferencia
entre el etanol lignoceluldsico con respecto actombustibles actuales es que se elaboran
a partir de materias primas que no se destinamlant@ntacion. La utilizacion de biomasa
lignoceluldsica es, a mediano plazo, la opcion pré@snetedora para la producciéon de
etanol combustible a bajos costos (Bioenergy, 2008)olémica generada por el etanol
a partir de maiz y cafia de azlcar por sustituimealio por carburante quedaria eliminada



(FAO, 2008). El etanol lignocelulésico puede uéiige como combustible Unico
realizando modificaciones a los motores 0 en mezoten la gasolina desde 10 a 85%
como el E-85 (15% de gasolina y 85% de etanolgt&hol de segunda generacion es un
combustible renovable, sostenible y su mercadoegstxpansion a nivel mundial (Lynd,
1996).

2.3 VENTAJAS AMBIENTALES DEL ETANOL LIGNOCELULOSICO

Una de las principales ventajas del etanol ligndésico es que no contribuye en el
aumento de diéxido de carbono en la atmdésfera. &stebe a que este combustible es
producido en un ciclo de continuo reciclaje de éaren el cual las emisiones producidas
por la combustion son absorbidas por las plant@stgs son después utilizadas para
producir etanol repitiendo el ciclo. El etanol kigeluldsico reduce las emisiones de gases
de efecto invernadero con respecto a los combastiidkiles en un 85%, mientras que el
del maiz lo hace de un 18 a 29% (Mann, 2004). @&ndéaja importante es que al disponer
de una mayor variedad de materias primas no ger@mgpetencia con la industria
alimenticia. Ademas, se genera un mayor rendimidetenergia por hectarea, debido a
gue es posible aprovechar el total de la biomasardducir etanol lignocelulésico se
generan desechos como la lignina que puede seragiaecon el fin de generar energia en
forma de electricidad o calor (FAO, 2008). Otratagmes la facil biodegradabilidad del
etanol que comparado con el petréleo se descompéadacilmente cuando se presentan
accidentes o derrames industriales (Wynenal., 1990; Bull et al., 1992). Otras
propiedades que hacen al etanol un combustible etitmp comparado con la gasolina
son: mayor calor de vaporizacion, mayor expansdili durante la combustion, menor
temperatura de la llama y un mayor octanaje (Sin@&ailey, 1993). Estas cualidades
proveen mayor poder, eficiencia y requieren meristersas de enfriamiento (Lynd,
1996).

2.4 DESVENTAJAS AMBIENTALES DEL ETANOL LIGNOCELULOS ICO

Una de las desventajas del etanol lignocelulosicta ggeneracion de menor kilometraje
por galdn. Este problema esta siendo resuelto aofabdricacion de motores de alta
compresibilidad optimizados para etanol (Lynd, )99Bstos motores son llamados
"motores de combustion interna dedicados" y esiggfiddos para aprovechar al maximo
las cualidades del etanol y producir mejor rendmuelel vehiculo (Black, 1991). Una de
las principales barreras es el costo de producgi@ngque actualmente no resulta
competitivo comparado con el de los combustiblesencionales. Sin embargo, distintas
estimaciones sefialan que para el afio 2010 la initevéecnologica permitira alcanzar
un costo competitivo. Cuando la tecnologia de cmide esté completamente madura,
los costos seran incluso menores que los necegatiasompetir (Mann, 2004).



2.5 COSTO DE PRODUCIR ETANOL LIGNOCELULOSICO

Para hacer una comparacion econdémica es necesam&r ten cuenta los costos de
produccién y recoleccion de la materia prima, smgporte y los costos de elaboracion
del etanol (Bioenergy, 2008). Actualmente la gasolcuesta $0.95/L y el costo de
produccion de etanol ha bajado a $1.07/L (Hillle@06). Otro costo que se deben tener
en cuenta son los acidos usados en el procesettatpmiento. Baddley Chemicals Inc.
de Baton Rouge, LA (USA) es una de las compafiiaxqmercializa grandes cantidades
de acidos sulfurico y fosférico. El precio en dékde un contenedor con 50 g d&6,

es de $810 y el desAO, es de $2,251. Estos costos actualmente son reducith
procesos en los cuales se recircula el acido emsiaa planta de etanol lignocelulésico.

El rendimiento energético de la produccion de dtargartir de maiz en EE.UU. es hasta
del 25%, lo que significa que se obtiene menosgéaeie la invertida. En cambio, con el
etanol lignoceluldsico el rendimiento es del 45% decir, se obtiene mas energia de la
gue se invierte (Sun y Cheng, 2005).

Cuadro 1. Competitividad del etanol lignocelul6stcmparado con el etanol cafia
de azuce.

Costos Maiz Lignocelulosa

($ doélares) ($ délares)
Costo de la materia prima vegetal 1.17 1.00
Produccién de productos secundarios -0.38 -0.10
Enzimas 0.04 0.40
Otros costos 0.62 0.80
Costo de capital 0.20 0.55
Total 1.65 2.65

Fuente: (Hillet al., 2006).

De acuerdo al Cuadro 1, uno de los mayores costosa eproduccion del etanol
lignocelulosico es el costo de la materia primaetalg que puede ser eliminado cuando la
materia prima es un desecho agricola.

2.6 EL PALMITO Bactrisgasipaes

La fibra de palmito es un desecho agricola genepadda extraccion del corazon de la
palmaBactris gasipaes mas conocida como ChontaduEsta especie de palma proviene
del Amazonas y otras zonas tropicales de CentraryAgnérica. Esta palma es mas
productiva a altitudes medias (menos de 800 msam}onas con dos a cinco metros de
lluvia al afio y temperaturas promedio de 24°C (Mdmai, 1997). El palmito florece

desde los 4 afios de madurez y puede vivir has#&i@® logrando una altura promedio de
20 metros. Después de convertirse en adulta, ehifgaproduce unas 10 a 15 ramas
secundarias (Mora-Urpi, 1997). Cuando éstas ralegan a unos nueve cm de diametro



y una altura de 30 cm son cortadas y su coraz@eraevido para ser comercializado
como alimento (PRONACA, 2008).

2.7 PRONACA Y LA PRODUCCION DE FIBRA DE PALMITO

La fibra de palmito fue enviada por la empresa tcigma INAEXPO desde Ecuador al
Centro de Energia y Quimicos Renovables en la Wsided de Florida. Desde 1979
PRONACA, grupo alimentario y agroindustrial ecustono produce y comercializa las
marcas lideres en el mercado local. En 1993 PRONAG@WO INAEXPO siendo su
primer producto de exportacion el palmito cultivaBesde el 2001 Ecuador es el primer
exportador mundial de palmito cultivado (PRONACAQS).

El proceso de produccion inicia escogiendo lasedades de las semillas, se colocan en
germinadores para luego ser plantadas y cosecHaFSXPO, después de la extraccion
del corazon de palmito genera grandes cantidadéibrde El proceso para la obtencion
de la fibra se realiza de la siguiente manera: téhl®s que llegan a la planta son
seleccionados, pelados y descortezados. En estesprese separan las Ultimas dos
envolturas del tallo, la base y la punta para depamente el corazon de palmito. Estos
pedazos son desechados y corresponden a la fibracmiiene de 80-85% de humedad.
Esta fibra es picada y pasada por un trapiche etual se extrae agua de la fibra
obteniendo una fibra semi humeda con un 50-55%udeetad. Esta fibra semi humeda
llega de 12-13% de humedad al someterla a cosfmsmesos industriales de secado
como el uso de microondas.

En la planta procesadora de PRONACA 70 toneladdbdede palmito son desechadas
diariamente, esto significa 1,400 toneladas por mek5,800 toneladas por afio. El
problema radica en que actualmente la fibra desecm®m cumple ninguna funcién
especifica y es apilada en campos de desecho lagifdeEXPO, 2007).



Proceso de obtencién de la fibra de palmito

ot
" -
=

Corazones de palmito

Figural. Procesamiento de la fibra de palmito
Fuente: (INAEXPO, 2007).

2.8 COMPOSICION DE LA FIBRA DE PALMITO

Para conocer la composicion de la fibra de palm#e, enviaron muestras a los
laboratorios de Verenium Biofuels Corporation. Estapresa esta ubicada en Louisiana.
Verenium es una empresa lider en el desarrolocpinercializacién de etanol celuldsico
como combustible renovable (Verenium, 2008).

La pared celular es el componente que provee rgalda fibra de palmito. Esta
compuesta por una red de polimeros llamados lignlosa compuesta por tres
polimeros: celulosa, hemicelulosa y lignina (Lachret al., 2002). Segun los resultados
obtenidos en el laboratorios de Verenium de 100edfilbra de palmito el 38.47 %
corresponde a la celulosa, 25.95% a las hemicaslg 18.80 % a la lignina.

Cuadro 2. Composicion de azucares en la fibra bheifo:.

Monbmeros % Peso seco g/L
Glucosa 38.47 55.25
Xilosa 18.49 26.56
Galactosa 3.29 4,73
Arabinosa 2.80 4.02
Manosa 1.37 1.97
Total 64.42 92.53

Fuente: (Verenium Biofuels Corporation, 2008).

En el Cuadro 2 se puede observar que existen §dé2azucares formando polimeros en
100 g de fibra de palmito. Al utilizar el factor denversion para convertirlo a etanol



(0.51) se obtiene que la cantidad tedrica de etemdl7.19 g de etanol en 100 g de fibra
de palmito. Es decir el rendimiento teorico de et&s 47.19%.

2.8.1 Celulosa.

Es el material organico mas abundante en el planet&s apto para consumo humano
debido a su estructura. Solo puede ser metabolipadoorganismos especializados

capaces de hidrolizar las uniones entre los morg@snéea celulosa conforma el 40% de la
fibra de palmito seca. La celulosa es un polimiteal formado por unas 7,000 a 15,000
moléculas de glucosa unidas por enlaces 3-(1,du@i2). Estos polimeros se asocian de
forma paralela y longitudinal formando azucares le®bdenominadas celobiosas

(Figura 3) (Rose y Bennett, 1999). La celulosa aéesnhyor fuente de glucosa en la

naturaleza y esta azucar es facilmente metaboligadanicroorganismos para producir

productos organicos como etanol. Los enlaces & dellilosa forman las cadenas lineales
gue son altamente estables y muy resistentes @leatguimico debido al alto grado de

energia de las uniones del hidrégeno entre lasheadde la celulosa (Bioenergy, 2008).

Por esta razébn su despolimerizacion se realiza anttli reacciones quimicas o

enzimaticas. Las reacciones quimicas no son magtatas industrialmente ya que la

glucosa liberada es simultdneamente degradadaapocondiciones de la reaccion. El

método mas comun para despolimerizar la celulosatemvés un coctel de proteinas de
reacciones enzimaticas. Con este método la cel@ssdesarmada selectivamente sin
producir una degradacién de los azucares. En leie@.10 se da una descripcion

detallada de este método.

B
B

H H
1 o CH,OH . HZ H o
HO 0 0 HQ O
H HO 0
~0 H no \H H ©
0 © A/ mol\H
“H,OH O 0
H H HO CH,OH N
H H "2 H HO

Figura 2. Estructura de la celulosa
Fuente: (Centro de Investigacion de bioeneria, 008
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Tlnidad de Celobiosa

1.03 nm

Figura 3. Molécula de la celulosa.
Fuente. (Palmqvist y Hahn-H&agerdal, 2000)

2.8.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa es el segundo polisacarido mas dami@ en la naturaleza. La

hemicelulosa es una red de polimeros heterogérmupuestos de pentosas (xilosa y
arabinosa), hexosas (manosa, glucosa y galactosajbohidratos acidicos (Saha, 2003).
Su naturaleza ramificada hace que la hemicelulesaasorfa y relativamente facil de

hidrolizar por métodos quimicos (Bioenergy, 20@te proceso se explica en la seccidon
2.9.

El polimero mas abundante en la hemicelulosa agaglo (McMillan, 1993). El xilano
esta compuesto por un homopolimero central de l@pixanosa unida por enlaces 1,4.
Otras moléculas como arabinosa y los &cidos: gimoo, acético, ferdlico y p-
comaurico se unen al esqueleto de una manera rideatoforman ramificaciones
(Aspinall, 1980). En la Figura 4 se puede obsergbresqueleto de xilano con
ramificaciones de arabinosa.

H H OH
0
H/h 0 oH HAH
OH H H _
H H g °
H H
H V] 0
HOH.C H
H OH

Figura 4. Molécula de arabinoxilano.
Fuente. (Palmqvist y Hahn-Hagerdal, 2000)



2.8.3 Lignina

La lignina es una sustancia organica que se erreuentre las uniones de las células
vegetales y es fundamental en la rigidez de laimde& celulosa y hemicelulosa. La
lignina es un heteropolimero formado por diferentesmpuestos aromaticos no
fermentables. Los mondmeros mas comunes en lackiposa son: syringyl y los
alcoholes p-comadrico, coniférico y sinaptico (Fayb). Estas moléculas que conforman
la lignina no son fermentables pero pueden serassadmo combustible para generar
calor y electricidad (McMillan, 1993).

H H H

H— —OH H— —0OH H— ¢—OH
o i —H —H
i.i_” C—H C—H
H . s ' :
\HL:/L{_:_ ./]] H\{_./(_{::_ﬁ:/ﬂ 3[.\‘{./{_% ‘/H
[ o] (-
e N P B O e
| GCH ‘|- H ool 8 OCH
OH oH OH
Aleohol Pcoumarico Aleohol Coniferico Aleohoel Synapico

Figura 5. Monomeros de la lignina.
Fuente: (Mann, 2004).

2.9 PRETRATAMIENTO DE LA FIBRA

Pretratamiento es la despolimerizacion de uno ostdds componentes de la biomasa
(hemicelulosa, celulosa y lignina) para que susaas puedan ser fermentadas (Rivers y
Emert, 1987). Para liberar los azucares de la tiglhubosa el pretratamiento se realiza en
dos etapas: primero se solubiliza la hemicelulasa métodos quimicos y después se
despolimeriza la celulosa con meétodos enziméticdsn (y Cheng, 2005). Existen
multiples métodos para solubilizar la hemicelulosmo: explosién de vapor (Bownell y
Saddler, 1984), explosion de la fibra con amonial¢Dy Moreira, 1982), pulverizacion
(Cadoche y Lépez, 1989), acido diluido (Torgetal., 1990) entre otros. Después del
pretratamiento quimico los mondmeros de la henlegduquedan disueltos en un liquido
llamado hidrolizado (seccion 2.9.2) y la celuloseedp presente en una masa insoluble
llamada torta. Estos dos componentes son separgdts torta es expuesta al
pretratamiento con hidrolisis enzimatica (seccid®p

2.9.1 Mecanismo de la hidrélisis con acido diluido

La hidrolisis con acido diluido es el pretratamgembds utilizado actualmente por la
industria. En este método se utilizan acidos mlasr@omo: acido sulfarico, acido
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clorhidrico y &cido fosférico para ablandar la irgn permitiendo la hidrolisis de los
enlaces entre los polimeros de la hemicelulos&. jirstratamiento no tiene mayor efecto
en la despolimerizacion de la celulosa (Lavarathkal., 2002). El protocolo de &cido
diluido varia dependiendo del tipo de biomasa queutdiza. En general se usa una
temperatura entre 80 y 200°C, una proporcion datreasa de la fibra y agua de 1:5 a
1:20, una concentracion de acido de 0.25% al 8%ede seco y un tiempo de reaccion de
60 a 120 min (Lavaraclet al., 2002). Este proceso requiere una baja concéhtrae
acido para descomponer la hemicelulosa lo cualidisya la corrosién de los hornos
donde se realiza el pretratamiento y evita posesiesfuerzos para reciclar el exceso de
acido (Schellet al., 1991). El pretratamiento con &cido diluido tomanos tiempo,
requiere menor inversion y produce menos contantingS&chellet al., 1998).

La hidrdlisis ocurre porque las moléculas de ackiddratan los enlaces entre los
mondmeros de los polimeros. En la Figura 6 se vasmmo el acido sulfurico hidroliza
el xilano para separar el monémero de xilosa.

H"S"?J o M ~——0 OH
-,"l -~ . #-"' -,
. |.-" y oH 0
a0 § OH ' + 50,
; OH o
K A
UH J Monomers de
o Hrlosa

Figura 6. Hidrdlisis del xilano.
Fuente: (Lavarackt al., 2000).

2.9.2 Hidrolizado

El hidrolizado es la parte liquida que resulta déspde exponer la fibra al pretratamiento
con &cido diluido. Este liquido es usualmente sefmade la parte sélida (torta) por medio
de centrifugacion o filtrado al vacio. El hidrolidtaestd compuesto por monémeros de
hemicelulosa solubilizados, en su mayoria xilosaapinosa, también contiene galactosa,
manosa Yy glucosa (Lavaraekal., 2002). Desafortunadamente el hidrolizado debid
reaccion de caramelizacion forma inhibidores qeetah el crecimiento de las bacterias
fermentadoras (Bautista, 2001). El hidrolizado #&ado como caldo de cultivo para la
produccién de etanol. Para que las bacterias areztaste medio es necesario neutralizar
el hidrolizado hasta un pH de 6.5 y adaptar lastehb@as a medios con altas
concentraciones de inhibidores (Palmqvist y Hahgendal, 2000). También se puede
realizar un tratamiento de detoxificacion con hidhld de calcio (Changt al., 1998). En

un proyecto actualmente llevado a cabo en la Usidad de Florida se esta adaptando a
la bacteriaEscherichia coli LY180 a condiciones de alta concentraciéon de inhibidores
como: furfural y acido acético (Milleret al., publicacion pendiente). El
acondicionamiento de las bacterias fermentadoraso jicon la detoxificacion del
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hidrolizado tiene el potencial de reducir costo@uymentar la produccién de etanol
utilizando lignocelulosa.

2.9.3 Inhibidores

Los inhibidores son moléculas que interfieren enmatabolismo de las bacterias
fermentadoras. Estas moléculas se forman por cézacién que es una serie compleja
de reacciones que comienzan cuando los azUcapadiesgtan por encima de su punto de
fusion en ausencia de proteinas y se ve favorqmdacondiciones alcalinas o acidas
(Aqualab, 2001). Al someter el azucar a temperateltavadas se deshidratan formando
los inhibidores: furfural y 5-hidroximetil-furfuralEstos compuestos se polimerizan
consigo mismos 0 con otras substancias semejaa@s formar macromoléculas de
pigmentos llamadas melanoidinas (Lavarack, 2000%. ihhibidores mas comunes en su
orden de abundancia son acetato, furfural (degi@dade pentosas), 5-hidroximetil-
furfural (degradacion de hexosas), acido levulinigeroductos de la degradacién de la
lignina (Palmqvist y Hahn-Hagerdal, 2000). El ateta otros productos fendlicos no
identificados son inevitablemente generados porfprenan parte integral de la
lignocelulosa y se liberan durante el proceso deodhisis. Algunos inhibidores como el
formato también son producidos por microorganispe® solo son toxicos cuando se
encuentran presentes en altas concentraciones. Hgura 7 se muestran los inhibidores
aE. cali.

Lignocelulosa
Hemicelulosa Celulosa Lignina
CHCOOH
Aeido aceties |3) —-—
fﬁ:‘_:——____‘__‘_‘
CHO CHO CHD CHO
He—jeee O HO==p—H H—0H H——0H
b HO—f—H  HO3——H HO—t——H
It oH  H OH  HO =tk H—t—aH  Compuestos fenolicos
CHOH Heef—0H H——DH H—t—H
CHOH CHH L

Kvlosaqn  Alanosa i) Galactosad)  Glocosa ()

/NS

o 0 HOHC, CHO 4
U/\\ HEOCH 2 J \\H_.,-;:_llL_cm_m-_--:m—

Farfural ¢6r Acida formicoiEl HMIF 7 Acide levalindca %)

Figura 7. Formacion de inhibidores durante el ptatniento con &cido diluido.
Fuente: (Palmqvist y Hahn-Hagerdal, 2000).
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Cuando se evalua la toxicidad del hidrolizado, edeedener en cuenta el efecto sinérgico
de los inhibidores, es decir, el efecto de dosbidbres presentes es mas fuerte que la
suma del efecto de los inhibidores por separadgoréblema del hidrolizado es que
contiene inhibidores derivados de la lignina quénan sido identificados y no pueden ser
cuantificados, pero que en su mayoria son alcolyodesdos fendlicos.

2.9.3.1 Furfural. Esta molécula es generada a través de la degraddeifas pentosas
xilosa y arabinosa (Larssoset al, 1999). EI mecanismo de su toxicidad no ha sido
completamente explicado, pero varios estudios ogeal que este furano es altamente
toxico para las baterias fermentadoras ya que esslumasa celular (Zaldiveral, 1999;
Palmqvist y Hahn-Hé&gerdal, 2000). Se han hechodmstudedicados a investigar la
toxicidad utilizando la bacterigscherichia coli como modelo. Cuando este compuesto
esta presente con una concentracion de 2.4 g/lnezaldo de cultivo de Luria-Bertani
(LB) reduce el crecimiento déscherichia coli en un 50% (Zaldivaet al., 1999). Este
efecto es mas fuerte cuando se utiliza un caldocadévo mineral ya que una
concentracion de dos g/L de furfural es capaz deegmir el crecimiento descherichia

coli en un 100% (Miller, 2007 publicacion pendiente)a@do esta molécula entra a la
parte soluble del citoplasma la bacteria inmediatatmla convierte en furfuryl alcohol a
través de alcohol deshidrogenasa (la misma molémégproduce etanol). Esto significa
gue las enzimas etanologénicas desvian su funciéh proceso de fermentacién es
reducido, causando que las bacterias sean incapaatgidirse normalmente (Larssein

al, 1999). El furfural también previene el correctandionamiento de las enzimas
glicoliticas y causa la acumulacion de otros corafose toxicos como acetaldehido
(Palmqgvist y Hahn-Hagerdal 2000).

2.9.3.2 Hidroximetil-furfural. EI hidroximetil-furfural (HMF) es generado por la
degradacion de las hexosas: glucosa, galactosanpsaalLarssoret al., 1999). El
mecanismo de toxicidad del HMF es similar al deffutal ya que este también es
convertido a alcohol cuando entra las células (Babh y Hahn-Hagerdal, 2000). Su
efecto nocivo es menos evidente debido a su bajagabilidad a través de la membrana
celular (Zaldivaret al., 1999). Segun Zaldivar (1999), este compuestoceeel 50% del
crecimiento celular de las bacterias cuando seesriu presente a una concentracion de
2.7 g/L en LB.

2.9.3.3 Acido acéticoEl acido acético o su forma ionizada acetato esaito que se
encuentra en el vinagre. Es el principal respoesdbl su sabor y olor agrio. El acido
aceético es generado a traves de la hidrdlisis detaicelulosa ya que el 60-70% de la
xilosa presente en este polimero se encuentrdaatze({ilimell, 1967). El efecto inhibidor
del acetato depende del pH del cultivo. Cuandddes@ acerca al pKa de 4.73 del acido
acético la mayoria de éstas moléculas se conviertdiposolubles penetrando facilmente
la pared celular de las bacterias. Dentro de lala@l acido acético se disocia liberando
hidrogenos que acidifican la parte soluble delpté#éema y genera aniones que interfieren
con el metabolismo de las bacterias (Palmqvist yZnHdagerdal, 2000). Diferentes
estudios han sido realizados para identificar lacentracion de &acido acético tolerable
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por Escherichia coli. De acuerdo con Zaldivaat al. (1999), el 4cido acético reduce el
crecimiento celular en un 50% cuando se encuengsepte a una concentracion de nueve
g/L en cultivo LB a un pH de 7. Este efecto se apuduando la fermentacion se lleva a
cabo en un cultivo mineral a un pH de 6.5 ya queretimiento celular es totalmente
inhibido cuando el acido acético llega a siete g/L.

2.9.3.4 Acido Férmico.El acido formico es generado debido a la degradatéd furfural

y HMF (Ulbricht et al., 1984). El mecanismo de toxicidad no ha sido cetaptente
descubierto, pero se presume que es similar @cd¢hto. El pKa del acido férmico es 3.8
y traspasa la pared celular de las bacterias cgomiacilidad que el acetato ya que tiene
una menor masa molecular. De acuerdo con Zaldival. (1999), el acido férmico
reduce el crecimiento celular en un 50% cuandmseentra presente en 2.5 g/L en LB a
pH 7. El efecto toxico del acido formico es magteieuando la fermentacion se lleva a
cabo en cultivos minerales y a pHs bajos. Aungte &sdo es mas tdxico que el acetato,
el pretratamiento con acido diluido no es lo sefitemente severo para degradar
cantidades significativas de furfural o HMF. Por cgntrario, cuando se encuentra
presente en bajas concentraciones este acido aludwetabolismo de las bacterias
(Palmqgvist y Hahn-Hagerdal, 2000).

2.9.3.5 Acido levulinico.El acido levulinico es generado por la degradadérHMF
(Ulbricht et al., 1984). Sus efectos y mecanismo de inhibicion somnlares a los del
acetato y formato. Este acido reduce el crecimidatéscherichia coli en un 50% cuando
se encuentra presente a una concentracion del7eéngin cultivo de LBy a un pH 7. El
acido levulinico es mas téxico que el acetato pémretratamiento con acido diluido no
es lo suficientemente severo para generar cansdageificativas de este acido.

2.9.4 Detoxificacion del hidrolizado

La toxicidad del hidrolizado es reducida con urtatrdento con hidroxido de calcio
Ca(OH). Ni el mecanismo ni la identidad de todas las nagiremovidas han sido
identificadas, pero se conoce que este tratamiemioieve en gran parte toxinas como:
furfural, HMF y algunos de los compuestos fendlipasducidos por la degradaciéon de la
lignina. La detoxificacién del hidrolizado con Ca{}2 no remueve otros inhibidores
como acetato, acido levulinico o formato. La ddtoacion se realiza agregando de 18 a
30 g de Ca(OH)deshidratado por kilogramo de hidrolizado mezatandnstantemente
(Palmgvist y Hahn-H&gerdal, 2000). La mezcla sa d&jubar a una temperatura entre
25°C y 60°C por 30 min. Después de terminado edgsm de detoxificacion el 80% del
liquido es decantado dejando en el fondo del rewipi una crema formada por la
precipitacion de las toxinas junto con el calcids@on y Hahn-Hagerdal 1996). El
hidrolizado decantado es luego utilizado como cdkloultivo.
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2.10 HIDROLISIS ENZIMATICA

La meta de este pretratamiento es despolimerizaelislosa. Debido a su naturaleza
cristalina e insoluble este polimero no es monarado con el pretratamiento de acido
diluido. Para descomponer la celulosa con métoddsiqos se necesitan condiciones
mas severas que incrementan los costos, degrasl@zlcares y producen mas toxinas,
por lo que se recurre a métodos utilizados poataraleza para descomponer la celulosa.
Este proceso es realizado por microorganismos comuohoderma reesel, Trichoderma
viride, Aspergillus niger, etc., los cuales producen enzimas llamadas cekilase
hidrolizan las celulosas. Algunas de las enzimdslalticas mas importantes son:
endoglucanasas, exoglucanasdgsgjucosidasas (Ingramt al., 1987). Las endocelulasas
son capaces de hidrolizar los enlag€4-4) aleatoriamente a través de las microfibeas d
celulosa. Las exocelulasas remueven los mondmeragldiosa uno por uno al final del
polimero. Lag-glucosidasas rompen los enlaged-4) entre los mondmeros de celulosa
pero generan un disacérido llamado celobiosa (&i)r Esto hace que otra enzima
lamada celobiasa sea usada para separar la c#olEo glucosas. La hidrélisis
enzimatica se realiza en la torta a una temperakeira5°C por 10 hr. con un pH de 5.
Después de la incubacién el contenedor es inocutado un microorganismo para
metabolizar los monémeros de glucosa y otros agdcasiduales de la hemicelulosa.

2.11 FERMENTACION

Fermentacién es el proceso en el cual los microisgas generan moléculas para
reoxidar los aceptadores de electrones como el NADHa ausencia de oxigeno. Las
reacciones reductivas ocurren en la parte solublecitbplasma (citosol) y el ATP es
producido a través de una fosforilacién a nivelsdbstrato. El azlcar que provee mas
energia durante el metabolismo es la glucosa.daiéso mas comun de este monémero
es el D-glucosa el cual entra a las células adrdeda enzima fosfotransferasa que utiliza
ATP para convertir el azicar en glucosa-6-fosfista molécula entra al proceso de
glicolisis para luego producir etanol.

2.11.1Escherichia cali

Escherichia coli es una bacteria entérica y es el microorganismo estigdiado en el
mundo, su genoma ha sido derivado y mdltiples tésnde ingenieria genética han sido
disefladas para modificar su metabolismo. Este origamismo es atractivo para la
fermentacion de etanol porque es una de las basteras faciles de cultivar ya que es
capaz de fabricar todos los aminoacidos y lipidesegarios para su crecimiento.
NaturalmenteEscherichia coli fermenta simultaneamente diferentes productoshags
como acetato, formato, lactato, fumarato, succinatetanol. Ingramet al., (1987) y
Yomano et al., (2007) modificaron esta bacteria a través deeniggia genética y
evolucion metabdlica para que fuera homo etanologgresistiera altas concentraciones
de etanol y creciera en un cultivo mineral. Las ificationes genéticas mas importantes
fueron la extraccion de los genes productores dofmrganicos al igual que el gen
nativo productor de etanol; después se inserta®igenes etanologéenicpde y adhB de
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Zimomonas mobilis (un organismo homo etanologénico). Estas modificees generaron
una bacteria capaz de fermentar grandes cantidddegtanol. Con la evolucion
metabodlica se realizaron mas de 100 cultivos se@ies para forzar pequefias
mutaciones que hacenkdcherichia coli producir mas etanol en menos tiempo. Debido a
gue estas bacterias deben crecer en un medio gmagocel laboratorio del Dr. Ingram
esta adaptando B. coli LY180 a condiciones con altas cantidades de fakfurotras
toxinas. La bacteria mas resistente hasta ahdtaeeti EMFR17 la cual fue desarrollada
por Elliot Miller (Miller, publicacion pendiente) yesiste hasta 2g/L de furfural en un
cultivo mineral, por lo que fue utilizada durante fealizaciéon de este estudio. Sus
condiciones de crecimiento son 37°C y un pH daa&.5

2.11.2Klebsiella oxytoca

Esta bacteria entérica no ha sido tan estudiadao cBesherichia coli pero su
metabolismo es similar. L&. oxytoca es facil de modificar genéticamente, crece en
medios minerales y resiste altas concentracionesetdmol. Esta bacteria tiene
caracteristicas que le dan ventajas sésoberichia coli ya que puede crecer a un pH de
5.2 a 5.8, pH cercano al necesario para la hidggdéazimatica y produce celobiasa
naturalmente. Estas caracteristicas hacerKtgimsiella oxytoca sea ideal para el proceso
de sacarificacion y fermentacion descrito en lacisec 2.13. La desventaja de la
Klebsiella oxytoca es que cuando el pH esta abajo de seis alguniisdoies generados
por el pretratamiento como el acido acético son t@ésos. Sin embargo esta desventaja
puede ser superada con procesos de detoxificaadaptacion del microorganismo. Para
este estudio se utiliz&lebsiella oxytoca XZ122, modificada genéticamente igual que
Escherichia coli LY180 y logra el mismo rendimiento en un cultivo mineaa37°C y pH
de 5.2.

2.12 SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA (SSF)

El proceso de fermentacion y sacarificacion sinmaéa(SSF) por sus iniciales en inglés,
fue disefiado por la compafia Gulf Oil Company (Ereeral., 1983), y se trata de la
hidrolisis enzimatica de la celulosa llevada a cabopresencia de microorganismos
fermentadores (Wrighdt al., 1987). Este proceso se realiza en un solo cedtery las
condiciones son adaptadas para maximizar el busengeefio de las enzimas y de los
microorganismos. Las enzimas funcionan idealmemteoadiciones acidicas (pH 4-5) y
altas temperaturas (40-50°C). Las condiciones @gstinde los microorganismos
fermentadores son de pH neutro (pH 5.2-7) y tentpers moderadas (30-40°C) (Olsson
y Hahn-Hagerdal, 1996). Este proceso ha generasta H@ g de etanol por cada litro de
medio, usando bagazo de cafia como materia prirgeairet al., 1984). La efectividad
de este proceso se basa en que las enzimas ¢maflho son inhibidas por lo
monomeros de glucosaya que estos son consumidoediatamente por los
microorganismos (Doragt al., 1994).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION

El estudio y analisis de la fibra de palmito fuerealizados en el Laboratorio de Analisis
de Alimentos Zamorano, Honduras.

El procedimiento de extraccion de alcohol del nmattdignocelulésico de la fibra de
palmito se realizé en el Centro de Quimica Ren@vglBiocombustibles perteneciente al
Departamento Celular y de Microbiologia de la Ursigdad de Florida, localizada en el
Estado de Florida, Gainesville, USA.

3.2 MATERIALES

* Pipetas; Biohit; 100 um, 200 um, 1000 um.

* Viales target DY national scientific; c4000-1.

» DP CAP and t/rr septa; National Scientific; c400-si

» Pipetas de vidrio; Pyrex; 1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml.

» Cilindros de vidrio; Pyrex; 100 ml 2000 ml.

» Jeringas; BD Syringe; Luer-Lok Tip, 3 ml, 10 ml, 2

* Tubo de silicona; Spectrum; 1/8" x 1/16".

» Guantes; Fisher Scientific; Powder-Free Nitrilerexgloves.

» Tubos de vidrio; Fisher Scientific; Boro silicatags 10 x 75 mm.
» Tubos de vidrio; Fisher Scientific; Boro silicatags 18 x 150 mm.
» Bandejas azules; Nacional Scientific; 5 x 10 pugsto

» Cinta blanca para marcar frascos; Scienceware;aath.

» Crimper; Wheaton; Alicate para sellar frascos dé&EIP

» Frascos grandes de tapa anaranjada; Pyrex; 50Q.@40/ml.

» Erlenmeyer Flasks; Pyrex; 250 ml.

» Scoopula; Fisher scientific; Stainless.

» Beakers de vidrio; Kimble; 1000 ml.

» Beakers de plastico; Kartell; 200 mly 3L.

» Bandejas para Vidrio boro silicato 18 x 150 mm;deale; 20 ml 4 x 10 puestos.
» Filtros para esterilizar; Nalgene; 0.45um Pore,site

» Papel aluminio; Reynolds wrap; 18" de ancho.

» Plastico para envolver; Great Value; 12” de ancho.

» Filtros de microfibras de vidrio; Whatman; 150 mm.
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 Puntas de pipetas graduadas; USA Scientific, 1@DW0 Tubos naturales
centrifugadores; Fisher Scientific; 1.5 ml.
« Parafilm; American National cdfi;"M”.

3.3 EQUIPO

* Promotor de incubadora; New Brunsick Scientificiduna 400.

» Agitador vortex; Fisher Scientific; n/a.

» Centrifuga de mesa; Fisher Scientific; Marathorkh6

* pH/ORP controller; Jenco; 3671.

» Agitadores eléctricos; Variomac.

» Circulador de agua caliente; Lauda; e100.

» Agitador superior; Emerson Eléctrico. tp/n 260%.01

» Congelador a -20 ° C; Crosley; Shelvador.

« Balanza; OHAUS; Adventurét! pro.

» Potencidmetro counter-top; Mettler Toledo; sevesyea

» Agitador counter-top; Corning; PC-410.

» Autoclave; Amsco; 3020-s vacamatic.

» Agitador electronico PIPET-AID; Drummond Scientitio; p-83969.

» Autoclave eléctrica; Flirayama manufacturing cogion; HA/305M.

* HPLC,; Agilent; Agilent 110 series.

* Columna de analisis de azucares HMX1245 de Bio-Rad.

* Columna de andlisis de acidos organicos de HPLQaBI

* GC; Agilent; Agilent HPLC 1100 series.

» Capillary column HP-Plot Q. 30 m x 530 um x 40 uvh# JW 19095p-Q 04E
290°C maximo.

» Estimador de peso seco; KERN; MLB° 50-3.

 Maquina de cromatografia de gases; Agilent Teclyiesp 6890 network gc
system.

» Centrifugadora gigante; Beckman; J2-H2 Centrifuge.

» Pipeteador electronico; Drumond.

* Solenoide; Bio-Chem Calce inc; IS PSI.

3.4 REACTIVOS

» Hidroxido de potasio; Fisher; Solucion 45% p/p.

« Acido O-fosforico 85%; Fisher Scientific; 500 ml.

» Tryptone; Bacto; Extracto f autoslayed yeast cells.

e Cloruro de sodio; Fisher Scientific.

» Fosfato de amonio; Fisher Scientific; monobasico.

» Fosfato de amonio; Fisher Scientific; dibasico.

» Betaine clorhidrico; Sigma-Aldrich; Sigma Ultra,ihum 99%.
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» Sulfato de magnesio; Fisher Scientific.

» Solucion buffer pH4; Fisher Scientific; Potassiulptialate.

» Solucion buffer pH7; Fisher Scientific; Potassiuhm&phate Monobasic-Sodium-
Hydroxide.

« Acido Sulfurico; Fisher Scientific.

» Alcohol etilico absoluto; Acros; 200 proof, 99.5%&.

* Propanol; Fisher scientific; 96.9%.

* Solucion formaldehido; Fisher Scientific; 37% p/p.

» Helio comprimido; AIRGAS; UN1046.

* Aire comprimido; Airgas; UN1002.

e Hidrégeno comprimido; Airgas; UN1049.

3.5 METODOS
3.5.1 Determinacion de humedad de las fibras.

Para calcular la cantidad de fibra y reactivos adacproceso fue necesario medir la
humedad de la fibra. Esta fue cuantificada utildann estimador de peso seco KERN
MLB*® 50-3. Todas las medidas fueron realizadasiphdado utilizando dos g de fibra de
palmito. Estos pasos fueron realizados para detarmei porcentaje de humedad de todas
las fibras durante este proyecto. Las fibras oaigi® (sin ningan tratamiento) tuvieron los
siguientes niveles de humedad: un tipo de fibra {09.1% de agua en 100 g de fibra
hameda de palmito (20.9% de peso seco) y la dira fuvo 12.3% de agua en 100 g de
fibra seca de palmito (87.7% de peso seco).

3.5.2 Pretratamiento con acido diluido de la fibrade palmito.
Disefio experimental.

Se utilizé un disefio de parcelas divididas. Lazgdas principales fueron: fibra de 80-
85% de humedad vy fibra con 12-13% de humedad. fad®la se dividié de acuerdo al
uso de acido con: 430, y H3PQO, y cada subparcela se dividié en concentraciones de
0%, 0.5%, 1%, 1.5%, 2%, 2.5% y 3% de peso secoada écido. Se realizaron dos
repeticiones para cada concentracion, con un t®aP8 tratamientos y 56 unidades
experimentales. La humedad de las fibras fue maasdado el protocolo descrito en la
seccion 3.5.1.

Hidrdlisis preliminar con acido diluido de la fibra seca y humeda.

Este experimento fue realizado para determinaofeentracion ideal de acido necesaria
para liberar los azucares de la fibra de palmitoutBizé acido sulfurico (kBO,) porque
es el mas utilizado por la industria para la deggah de materiales lignocelulosicos, es
economico y facil de adquirir. También se experitbeson el acido fosforico (POy)
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porgue es menos severo que b6, genera menos inhibidores y el fosfato sirve como
suplemento nutritivo. Aunque elsFO, es mas costoso que etFD, su utilidad se basa
en la facil fermentabilidad del hidrolizado ya qste contendria menos inhibidores. Para
identificar la concentracidon ideal de cada &acidoapa hidrolisis se prepararon seis
concentraciones de cada &cido en botellas de vakian litro. Las concentraciones
preparadas para hidrolizar la fibra con 12 a 13%uweedad fueron: 0.5%, 1.0%, 1.5%,
2.0%, 2.5% y 3.0% de peso seco de cada acido. @ebgle la fibra himeda contiene
agua en su interior y con el fin de conservar lanmatidad del experimento se utilizaron
concentraciones de: 0.56%, 1.67%, 2.23%, 2.7% %98.8e peso seco de cada acido.
Para las diluciones con acido fosférico se utilim@ botella de acido de 86.3% de peso
seco de pureza. Las diluciones de &cido sulfunesoin realizadas con una botella de
acido de 95.7% de peso seco de pureza. La cardigladtido puro que se mezcldé con
agua para lograr la concentracion final deseadalsalé con la Ecuacion 1:

(Concentracion inicial) (Volumen inicial) = (Condeacion final) (Volumen final) [1.]

El volumen final en este caso fue un litro y laa@amtracién inicial fue la indicada en cada

botella de acido puro. Para cada concentraciéroke® una botella en la balanza, se

agregaron 600 g de agua destilada, después seddgregntidad de acido calculada y

luego se llené con agua hasta llegar a un pesb detd000 g. Luego se pesaron 14

erlenmeyers de 250 ml para cada concentracionide, & etiquetd cada uno con el peso
y la concentracion de acido que cada uno llev&gamidio el porcentaje de fibra seca y

se calculd la cantidad necesaria de fibra que bertdeagregar a cada erlenmeyer para
lograr un peso seco de cinco g utilizando la Ecura2i

Cantidad de fibra necesaria = (Peso seco desg&blalg peso seco)*100% [2.]

Se afadio la fibra a cada frasco y se agrego l@édeainde acido necesaria para cubrir las
fibras. Cada frasco fue sellado con una lamina atafgm y se dejé reposar durante
cuatro hr. Luego se utilizd un filtro de tela paemover el exceso de &cido y los
recipientes se taparon con papel servilleta parac@einados en la autoclave a @5
durante una hr. Luego de la coccién los frascageggon reposar a temperatura ambiente
por una hr. y se les agregd 120 g de agua destlgittndo fuertemente y luego se dejo
reposar la mezcla durante dos hr. En este puntprdekso la parte liquida es llamada
hidrolizado el cual puede ser utilizado como caléacultivo y la parte solida es llamada
torta la cual debe ser descompuesta por medio de la hidrdlisis enzimatica. Luego se
tomaron muestras de la parte liquida de cada fraseoguardaron en tubos de cultivo de
13 ml. Estas muestras fueron utilizadas para paegeascos de HPLC para analizar la
cantidad de azucares e inhibidores presentest@drelizado. Los azucares e inhibidores
fueron cuantificados de acuerdo a los protocoloscrites en la seccion 3.5.6. Los
resultados obtenidos por el HPLC fueron sometidas analisis estadistico descrito en la
seccion 3.5.9.
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3.5.3 Fermentacion de hidrolizado.
Disefio experimental.

Se utilizé un disefio de parcelas divididas. Lasgdas principales fueron: tratamiento de
fibra con 12 a 13% de humedad y tratamiento dea fdan 80 a 85% de humedad. Cada
parcela se subdividio en los tratamientos: fermedmadel hidrolizado detoxificado y
fermentacion del hidrolizado sin detoxificar. Cada&amiento se monitore6 a las 0, 24,
48, 72 y 96 de la inoculacion. Se obtuvieron cuatabamientos y se realizaron tres
repeticiones, para un total de 12 unidades expatates. La humedad de las fibras fue
obtenida de acuerdo al protocolo en la secciéri 3.5.

Separacion de celulosa y hemicelulosa de la fibrasa y humeda.

Se analizé la humedad de la fibra y se utilizédadeion 2 para determinar la cantidad de
fibra necesaria para obtener 250 g de peso secobida se pesaron cinco beakers de
vidrio de un litro. La fibra fue depositada en wndeta plastica y después se le afiadid
siete litros de acido sulfdrico con una concenfraale 0.5% peso seco. La cubeta fue
cubierta con plastico y se dej6é reposar por unoderide cuatro hr. para que el acido
penetrara en las fibras de palmito. Luego del peride reposo las fibras fueron
escurridas con un filtro de micro fibras de vidsmbre un embudo y se utilizé succion al
vacio para remover el exceso de acido. Luego sé tora muestra de dos g de la fibra
escurrida para obtener nuevamente el porcentajgeede seco. Se volvid a utilizar la
Ecuacion 2 para determinar la cantidad de fibraresia necesaria para obtener 50 g de
peso seco. Esta fue la cantidad de fibra escunidtecada en cada uno de los cinco
beakers de vidrio de un litro previamente pesadessgrian usados para la coccion. Las
fioras de palmito fueron cocidas en una autoclagd=C durante una hr. Al finalizar la
coccion, se dejo enfriar los beakers y se tomoeso gacido + fibra + peso del beaker).
Luego se uso la Ecuacion 3 para determinar lad=ahtde agua que se agregd a cada
beaker.

Agua = (6x fibra seca g) - (PBC + PI) [3.]
Donde;

PBC = peso del beaker (g) después de coccion
Pl = peso inicial del beaker

Se afadi6 la cantidad calculada de agua mezclanddi&neamente para que el agua
penetrara en las fibras. Luego se dejo reposarelzclan durante dos hr.. Después del
periodo de reposo la parte liquida fue separada garte solida utilizando un filtro de

micro fibras de vidrio. La parte liquida fue llansadiidrolizado el cual contenia la

hemicelulosa descompuesta y la parte solida fogaliia torta la cual contenia la celulosa,
la lignina y algunos residuos de hemicelulosa.
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Fermentacion del hidrolizado sin detoxificar.

En este experimento se prepararon tres fleakeB®@enl de capacidad y en cada fleaker
se colocaron 85 g de hidrolizado. El pH fue elevad6.5 utilizando KOH con una
concentracion de 45% p/v. Cada fleaker fue ller@ao10 ml de LB (10 g/L de extracto
de hongos, 5 g/L de clorato de sodio y 7 g/L d&dria) y fue inoculado con cinco ml de
cultivo deEscherichia coli EMFRL7. Los tres fleakers fueron incubados a bafio Maria a
37°C por cuatro dias. El control del pH y el sistede control de fermentacién esta
representado en la Figura 8. Se tomé una muestes aero hr. del cultivo y se tomaron
muestras cada 24 hr. durante cuatro dias de cultasmuestras fueron analizadas en el
GC y el HPLC de acidos y de carbohidratos.

Detoxificacion del hidrolizado con Ca(OHj).

Para reducir la toxicidad del hidrolizado, se mdilila técnica de detoxificacion con
Ca(OH). Para este proceso, se utilizaron 100 ml de hidd en un beaker de vidrio
adaptado con un medidor de pH y sobre un platotzer con mezclador magnético. El
hidroxido de calcio fue agregado paulatinamentetemi@ndo la temperatura a 55°C hasta
gue se formo6 una precipitacion en forma de creraadal en el fondo del recipiente. El
pH final del liquido fue de 10. Luego se decanttielrolizado detoxificado en una
botella, se neutraliz6 su pH con &cido sulfiricdug usado como caldo de cultivo
siguiendo los mismos pasos que la fermentacionhiieblizado no detoxificado. Los
azucares e inhibidores fueron cuantificados derdoua los parametros de la seccidn
3.5.6. El etanol producido fue cuantificado de adoea la seccion 3.5.8. Los andlisis
estadisticos fueron realizados de acuerdo a laose8®.9.

3.5.4 Fermentacion de la torta.
Disefio experimental.

Se utilizé un disefio de parcelas divididas. Lasglas principales fueron: tratamiento
con fibra de 12 a 13% de humedad y tratamientdiboe de 80 a 85% de humedad. Cada
parcela se subdividié en los tratamientos: fernmditade la torta sin lavar cda. coli
EMFR17 y fermentacion de la torta lavada dénoxytoca XZ122, que se monitorearon a
las 0, 24, 48, 72, 96, 120 y 144 hr. de la inogalacSe obtuvieron cuatro tratamientos y
se realizaron dos repeticiones con un total de oclidades experimentales. La humedad
de las fibras fue determinada siguiendo los pasoa deccion 3.5.1. El hidrolizado fue
separado de la torta siguiendo los pasos de laose8b.3. El sistema de fermentacion
usado fue el mismo que se explico en la secciai.3.5

Fermentacién de la torta sin lavar de la fibra secg humeda.

Se tomoé el peso inicial de dos fleakers de 500 s@ ynidido nuevamente el porcentaje de
peso seco de la torta después del pretratamiergspugs se uso la Ecuacion 2 para
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determinar la cantidad de torta necesaria paraneb®0 g de peso seco. Se deposito la
fibra en cada fleaker y se esterilizaron en ladat@ a 121°C durante 20 min. Después se
dej6 reposar los fleakers durante una hr. a teriyp@rambiente y se pesaron nuevamente.
Sabiendo el peso después de la esterilizacion,esgndnd la cantidad de agua que
deberia llevar cada fleaker usando la Ecuacion 3.

Se agregd agua destilada esterilizada en una cadearflujo laminar para evitar
contaminaciéon. El pH fue elevado a 5.5 con KOH &&o4p/v. Los fleakers fueron
colocados a bafio Maria a 37°C por una hr. paralareda temperatura. Luego se
afiadieron las enzimas: 5 ml de biocelulasa Kerry Wml dep-glucosidasa Novozyme.
Después los fleakers fueron colocados en una idcwbade rotacion durante dos hr. a
una velocidad de 200 rpm y una temperatura € 5Bespués de la incubacién, se
sacaron los fleakers y en la camara de flujo lanseaagreg6: 0.75 ml de 1 M Mgg0O
0.75 ml de minerales y 15.33 ml de 10X AM1 paracgrecer el medio para la bacteria
Escherichia coli EMFR17. La fermentacion fue controlada por el sistematrade en la
Figura 8 y se llevo a cabo a°87con un pH de 6.5. Se tomaron muestras de ladencay
cada 24 hr. hasta llegar a 144 hr. Las muestrasrfugnalizadas en el GC, HPLC con
columna para acidos organicos y HPLC con columma parbohidratos siguiendo los
protocolos de la seccion 3.5.2 y 3.5.5. Los arsabstadisticos fueron realizados segun la
seccion 3.5.4.

Fermentacion de la torta lavada de la fibra seca giimeda

Luego del pretratamiento y separacion del hidrdlizda torta fue colocada en un
recipiente de plastico y se le agrego agua tibialveendo simultdneamente. La fibra fue
escurrida con un filtro de microfibras de vidrieg midié el pH del liquido que salia. El
proceso fue repetido hasta que el pH del aguaddtilegara a 6. Se tomo el peso de dos
fleakers de 500 ml y se midi6 el porcentaje de peso de la fibra lavada y escurrida. La
cantidad de fibra seca deseada fue el 10% deldetalolumen, se uso la Ecuacion 2 para
calcular la cantidad de torta lavada y escurridzesaria para obtener 50 g de peso seco
de torta. La fibra fue colocada en los fleakerssiemizada en la autoclave a P21
durante 20 min. Al finalizar el proceso de esteaition se dejé reposar los fleakers a
temperatura ambiente durante una hr. y se pesarevamente. Luego la cantidad de
agua que se debia agregar fue calculada con laci&oud. Se agregé agua destilada
esterilizada en una camara de flujo laminar par@regontaminacion. El pH fue elevado
a 5.5 con KOH de 45% p/v. Los fleakers fueron catlas a bafio Maria a 37°C por una
hr. para regular la temperatura. Luego se agregimanl de la enzima biocelulasa Kerry
W vy los fleakers fueron colocados en una incubaderaotacién durante dos hr. a una
velocidad de 200 rpm y una temperatura dC5®espués de la incubacion se sacaron los
fleakers y en la cAmara de flujo laminar se afia@lidml de 1000X Fegl 0.4 ml 1000X
NiCls, 4 ml de 100X fosfato, 4 ml de 100X Urea y 20 ral@SL. Después los fleakers
fueron instalados en el sistema de fermentacioriradisen la Figura 8. Luego de una hr.
en el sistema de fermentacion a una temperatul27¥® y un pH de 5.5 los fleakers
fueron inoculados con 2.5 ml de cultivo ikebsiella oxytoca XZ122. Se tom6 muestras
de la hora cero y cada 24 hr. hasta llegar a 14#dw muestras fueron analizadas en el
GC, HPLC de &cidos organicos y HPLC de carbohidrat@s azucares e inhibidores
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fueron cuantificados de acuerdo a los pardmetrda geccion 3.5.6. El etanol producido
fue cuantificado de acuerdo a la seccion 3.5.8.dm@Edisis estadisticos fueron realizados
de acuerdo a la seccion 3.5.9.

3.5.5 Sacarificacion y fermentacion simultanea: tramiento “one pot.”
Disefio experimental.

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA.aRalizo fibra con 12-13% de
humedad y fibra con 80-85% de humedad. Cada ufersento cork. coli EMFR17 y
se monitored la produccion de etanol a las 0, 34, 72, 96, 120 y 144 hr. de la
inoculacion. Se obtuvo un total de dos tratamientakos repeticiones para un total de
cuatro unidades experimentales. Se tomé la humettadas fibras siguiendo los
parametros de la seccion 3.5.1. El hidrolizado yok&a fueron separados siguiendo el
protocolo descrito en la seccion 3.5.3. El sistedea fermentacion usado en este
experimento fue descrito en la seccién 3.5.7.

Fermentacion “one pot” con la fibra seca y himeda

Como se indico en la revision de literatura esséesia consiste en la fermentacion del
hidrolizado junto con la torta. Para este procesprspararon dos litros de$0D, con una
concentracion de 0.5% p/p. Se tom¢ el peso indgalos fleakers de 500 ml y se midio el
porcentaje de peso seco de la fibra (fibra sinrgi@niento). Se uso6 la Ecuacion 2 para
calcular la cantidad de torta lavada y escurridaes&ria para obtener 100 g de peso seco
de fibra. Esta fibra fue colocada en una cubetgldstico y fue cubierta con,80,
diluido durante cuatro hr. para que el 4cido pamnatias fibras de palmito. Después de las
cuatro hr. las fibras fueron escurridas con unofitte microfibras de vidrio para remover
el exceso de acido. Luego se midio el porcentajped® seco de la fibra escurrida. La
cantidad de fibra seca deseada fue del 10% déldetavolumen, se uso la Ecuacion 2
para calcular la cantidad de fibra lavada y esdarniecesaria para obtener 40 g de peso
seco de fibra. Se coloco la cantidad calculadailita £n cada fleaker y se cocinaron a
145°C durante una hr. Al finalizar el periodo de coocilds fleakers reposaron a
temperatura ambiente durante una hr. y fueron pssagevamente. La cantidad de agua
gue se deberia agregar fue determinada usandoulaciBn 3. El agua calculada fue
agregada en una camara de flujo laminar para esotaaminacion y se elevé el pH a 5.5
con KOH de 45% p/v. La temperatura de los fleakeesregulada a 3T al baifio Maria
durante una hr.. Luego se afadieron las enzima:dé biocelulasa Kerry Wy 0.8 ml de
B-glucosidasa Novozyme. Luego los fleakers fuerolbcamlos en una incubadora de
rotacion durante seis hr. a una velocidad de 200yrpina temperatura de %5 Después
de la incubacién, se sacaron los fleakers y ear@aca de flujo laminar se afadio: 0.4 ml
de 1 M betaine, 0.6 ml de 1 M Mga®.6 ml de minerales y 15.33 ml de 10X AM1 para
enriquecer el medio para la bactefscherichia coli EMFR17. Luego se incremento el
pH con gotas de KOH de 45% p/v hasta llegar a 6ds yleakers fueron instalados en el
sistema fermentador mostrado en la Figura 8. Lusgana hr. de incubacion en el
sistema fermentador, cada fleaker fue inoculado Zé&nml de cultivo de la bacteria



24

EMFR17. Se tom6 muestras de la hora cero y cadar.2iasta llegar a 144 hr. Los
azucares e inhibidores fueron cuantificados derdoua los parametros de la seccidn
3.5.6. El etanol producido fue cuantificado de adoea la seccion 3.5.8. Los andlisis
estadisticos fueron realizados de acuerdo a lase8%.9.

3.5.6 Sistema de fermentacion.

El sistema de fermentacién que se uso6 en este gioogs ilustrado en la Figura 8. El
sistema consistio de un recipiente de vidrio llam#daker el cual fue sellado con una
tapa de caucho para mantener una condicion aneardla temperatura del cultivo fue
mantenida estable en un bafio maria controlado péermostato. El pH del cultivo fue
medido con un pH-metro el cual fue insertado aésade un pequefio agujero en la tapa
de caucho. El sistema conté con un controladortielgual abria una véalvula cuando el
cultivo bajaba de un limite de acidez preestabtectiando la valvula se abria, 2 N KOH
bajaba lentamente por gravedad a través de urdwibiicona el cual fue conectado a una
aguja en la tapa del fleaker, esto ocurria hastaetipH subia al preestablecido causando
que el controlador cerrara la valvula. Otros congmb@s de gran importancia fueron la
barra magnética y el plato magnético ya que estxclaban el cultivo y prevenian la
sedimentacion.

Figura 8. Sistema de fermentacion.

Adaptado de Bealit al., 1991

1-Fleaker de vidrio, de 350 ml o 500 ml. 2-Medidter pH. 3-tubo transportador de base. 4-Valvula. 5-
cilindro contenedor de base. 6-controlador de mdntrolador de valvula. 7-termostato. 8-barra mtgaé
9-plato magnético.
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3.5.7 Cuantificacion de azucares e inhibidores.

Se tomd una muestra de cultivo de 1 ml y se depesitun tubo de centrifugacion de 1.5

ml. Para remover las bacterias y otras particidasliestra se centrifugd a 6000 rpm
durante 2 min. Se mezclé 500 ul de la muestra &9 Ll de agua nanopurificada y

posteriormente fue purificada con un filtro de 45 adaptado al final de una jeringa. Esta
muestra diluida y purificada fue depositada en amenedor de vidrio cerrado con tapa
metélica. La maquina de HPLC utilizada fue de Adiltechnologies 1100. Los azUcares,
el HMF y el furfural fueron analizados con una coha de carbohidratos de Biorad. Los

acidos orgéanicos fueron analizados en la misma maqero se utilizé una columna de

Biorad para acidos organicos. Para la identificacddé cada compuesto se compard su
tiempo de retencion con el de los estandares pidesidos. Para la cuantificacion de

cada compuesto se reemplazé el area de cada conla ecuacion correspondiente

(predeterminada por los estandares). Los estangagestablecidos con sus respectivas
ecuaciones y tiempos de retencién se encuentrirs émexos 13 y 14.

3.5.8 Cuantificaciéon de etanol

Se tomé una muestra de cultivo de 1 ml y se depesitun tubo de centrifugacion de 1.5
ml. Para remover las bacterias y otras particllasnuestra se centrifugé a 6000 rpm
durante 2 min. Después 500 ul de la muestra fuererclados con 500 ul de 10% p/v de
1-propanol (el estandar interno). Esta mezcla fgoditada en un contenedor de vidrio
herméticamente cerrado con tapa rosca. La cantdmdetanol fue medida por
cromatografia de gases (GC) y calculada utilizamdocurva estandar (Anexo 15).

3.5.9 Andlisis estadistico

Se realiz6é un analisis de varianza (ANDEVA) condaglisis obtenidos y una separacion
de medias mediante la prueba Tukey con un nivetigieificancia R0.05. Todos los
andlisis estadisticos fueron realizados con elrprog Statistical Analysis System (SAS
version 9.1).



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 PRETRATAMIENTO DE LA FIBRA DE PALMITO CON ACIDO DILUIDO

A través del analisis de varianza se establecidifenencias estadisticas significativas (P
< 0.05) entre la fibra con 80-85% de humedad yHdeafcon 12-13% de humedad, entre
los acidos HSOs y H3POs y la concentracion de cada uno de estos acidosaaén de
estas diferencias se debio al proceso de secadsarerpara que la fibra alcanzara 12-
13% de humedad, este proceso consistid en un secadbque la fibra fue sometida a
altas temperaturas que facilitaron la despolimeifrade los azlcares. La diferencia entre
los acidos se debié a que la hidrdlisis cas®: fue mas severa que la hidrdlisis con
HsPOu. El incremento en la concentracion del acido gengis mondmeros de azucares y
a la vez mayor cantidad de inhibidores que reduojéa eficiencia de las bacterias para
metabolizar los azlcares. Estos resultados coeroidicon las conclusiones que publico
Lavarack.et al. (2002) respecto al efecto de la hidrdlisis adielmimportante recalcar que
al igual que la temperatura, la concentracion daoaftie directamente proporcional a la
despolimerizacién de los azlcares y a la formag@&imhibidores.

Cuadro .. Analisis del pretratamiento con acido diluidol@ébra con 80-85% de
humeda por tipo de acido y concentracion.

Concentracién de Acido AzUcares + DE Inhibidores® + DE
1.5% HSO, 28.9+3.5 7.1+0.4°
1.0% HSO, 27.8+0.1° 5.8+0.5°
2.0% HSO, 25.8+0.2° 7.240.1°
0.5% HSO, 25.6+0.2° 5.1+0.2°
3.0% HSO, 23.8+1.8"° 8.2+0.12
3.0% HPO, 23.7+0.0°° 5.2+0.3%
2.5% HPO, 23.5+0.5% 4.5+0.1°%
2.5% HSO, 22.9+1.6%° 7.5+0.1%°
2.0% HPO, 22.7+0.4° 4.6+0.1%
1.5% HPO, 22.7+3.2° 4.6+0.3%
1.0% HPO, 19.5+0.8° 3.9+0.1°
0.5% HPO, 13.9+0.1° 2.6+0.2'
0.0% HSOy 5.2+4.1° 0.9+0.19
0.0% HPOy 1.7+0.0° 0.7+0.0°

8Medias con diferente letra en la columna son dicativamente diferentes (P<0.05)

*0%% peso seco= g/100g de fibra de palmito
Condiciones: 1h 145°C, ~10% solidos
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En el Cuadro 3 se puede observar que en la fibra 8585% de humedad las
concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0%I&©, y las concentraciones de 1.5,
2.0, 2.5y 3.0% de 0O, fueron estadisticamente iguales en rendimientazdeares.
Sin embargo los que combinaron bajos inhibidores alta concentracion de azucares
fueron 1.5, 2.5% de RO,y 0.5 y 1% de KHSO, Es decir que estadisticamente estas
fueron las mejores concentraciones segun el tipcidie.

Cuadro 4. Analisis del pretratamiento con acidalidd de fibra con 12-13% ce
humedad por tipo de 4cido y concentracion.

Concentracién + Acido Azlcares + DE Inhibidores® + DE
3.0% HPOy 46.4+0.2 8.7+0.4%
2.5% HPO, 45.9+1.5% 7.6 +0.8°%
2.0% HPOy 45.5+1.0° 7.6+0.4%%
1.5% HPO, 44.5+0.9%° 6.8+0.1%
0.5% HSO 43.7+0.1%° 7.7+0.1°%
1.5% HSO, 42.5+1.27° 9.5+0.5%°
1.0% HPO, 41.9+0.7° 6.6+1.1°
1.5% HSO, 41.5+0.2° 10.7+0.2%°
2.0% HSO, 41.1+0.3"° 11.1+0.4%°
1.0% HSO, 41.1+4.7%° 9.3+0.1"
3.0% HSO, 39.2+0.6 11.3+0.2°
0.5% HPOy 31.9+0.8° 4.4+0.7"
0.0% HSO, 11.1+0.0° 1.1+0.19
0.0% HPOy 8.2+0.3¢ 1.0+0.0°

3 Medias con diferente letra en la columna son Bgnivamente diferentes (P<0.05)
*0% peso seco= g/100g de fibra de palmito
Condiciones: 1h 145°C, ~10% s6lidos

En el Cuadro 4 se puede observar que en la fibra @»13% de humedad las
concentraciones desde 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0%:6, y 0.5, 1.0, 1.5, 2.0y 2.5 de
H.SO, fueron estadisticamente iguales en rendimientazdeases. Sin embargo, los que
combinan bajos inhibidores fueron 1.5, 1% d@®y 0.5 ,1.5% de kB0, Es decir que
estadisticamente estas fueron las mejores conciemtea segun el tipo de acido.

La mejores concentraciones que se repitieron tantta fibra con 80-85% y en la fibra

con 12-13% fueron 1.5% ROy y 0.5% de HSO, Para conocer cual de las dos
concentraciones se debia usar se cuantifico ladeantle monomeros de azucares e
inhibidores. Los resultados dados por el HPLC seiemran en los Anexos: (16, 17, 18 y
19).
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Cuadro 5. Azucares totales antes y después derialibisl acida

Fibra con 80 a 85% de Fibra con 12 a 13% de
humedadt® humedad-®
Acido Aztcar®  Por despolimerizar Azicar®  Por despolimerizar
0.5% de HSO« 22.7 41.7 43.7 20.7
1.5% de HPO: 25.6' 38.8 43.4 21.0

3 Medias con diferente letra en la columna son Bgnivamente diferentes (P<0.05)
*0% peso seco= g/100g de fibra de palmito
@ = Az(car inicial fue de 64.4 % de peso seco

Cuacro 6. Inhibidores totales después de la hidréésida.

Fibra con 80 a 85% de Fibra con 12 a 13% de
humedad: humedad:
Acido Inhibidores® Inhibidores®
0.5% de HSOs 7.9 5.12
1.5% de HPO: 6.7 4.5

3 Medias con diferente letra en la columna son Bgnivamente diferentes (P<0.05)
*%% peso seco= g/100g de fibra de palmito

Se puede observar en los Cuadros 5 y 6 que laddir en cuanto a concentracién de
azucares e inhibidores fue minima. Sin embargoosrexperimentos realizados en este
estudio se utilizd 0.5% de2HOs debido a que con esta concentracion se obtuvo una
elevada cantidad de azucares y baja cantidad dedafles. Se escogié ekBO: debido a

su facil uso, las bajas concentraciones que sesiti@oan en la hidrolisis y su bajo costo
comparado con #P0O, Esta concentracion se encontré dentro de las ctacemes
optimas citadas por Lavaraalt,al. (2002) quien explico la importancia del uso dmba
concentraciones de &cido en la hidrolisis paragieva formacion de inhibidores.

Cuadra?. Pretratamiento con &cido diluido de la fibrgpdémito: inhibidores en
hidrolizadc.

Acido Fibra con 80-85% de humedad Fibra con 12-13% de huetdad

% ps H,SO,° HsPO,® H.SO; HsPO,®
Acetato* Otros® Acetato* Otros™® Acetato* Otros*® Acetato* Otros*™

0.5 3.9 1.7 2.3 1.92 6.32 1% 3.6 0.8

1.5 4.6 2.52 3.72 0% 6.42 3.22 5.62 123

3 Medias con diferente letra en la columna son Baativamente diferentes (P<0.05)
*0% peso seco= g/100g de fibra de palmito

& Suma de formato, acido levulinico, furfural, y HMF

% ps = % peso seco
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Uno de los inhibidores mas comunes en la lignooséuks el acido acético. En el Cuadro
7 se tomo en cuenta la concentracion del acidacacgia suma de otros inhibidores. Se
puede observar que la fibra con 80-85% de humedattmia menor cantidad de &cido
aceético y otros inhibidores. Esto se debié a querda el pretratamiento con &cido
diluido de la fibra con 80-85% de humedad el aguatécomo buffer protegiendo la fibra
de la hidrdlisis con EB8Oy. Esta proteccion no fue total ya que existid laspncia de
inhibidores como el acidé acético pero en menotidat que en la fibra con 12-13% de
humedad (Lavaraclet al. 2002).

4.2 FERMENTACION DEL HIDROLIZADO.

El Analisis de Varianza (ANDEVA) indico que existiliferencia estadistica significativa
(P < 0.05) entre el tipo de fibra, el hidrolizado deficado, el hidrolizado sin detoxificar
y el tiempo de fermentacion. Esta diferencia sedabproceso de detoxificacion ya que
las bacterias en un hidrolizado con presencia tidores reducen la velocidad de
fermentacion.

Cuadro «. Efecto de la detoxificacion y el tiempo de fermaeion en el etanol, azlcares e
inhibidores de fibra cc 80-85% de humedad.

Tiempo de

fermentacion y %Etanol®+ DE  %Azlcares + DE  %Inhibidores® + DE
detoxificacion

24 Detoxificada 34.440.52 38.0+P3 18.7+0.7%°
48 Detoxificada 33.4+0.% 27.4+0.3 19.6+0.6%
96 Detoxificada 32.9+0.% 26.7+0.5° 20.2+2.42
72  Detoxificada 32.8+03 27.310.8° 19.2+0.4
72 Sin detoxificar 29.0+0.9 16.9+4.6° 17.6+1.0°°
96  Sin detoxificar 28.6+1.% 18.947.2° 18.1+1.2°
48  Sin detoxificar 17.5+118 48.6+33.2 16.2+0.4°
24  Sin detoxificar 4.6+2.8 89.749.1 15.8+0.7°°
0 Detoxificada 0.0+0.6 86.7+0.1% 17.7+0.22°
0 Sin detoxificar 0.0+0.6 95.9+1.3 14.4+0.4°

8 Medias con diferente letra en la columna son figtivamente diferentes (P<0.05)
*0% peso seco= g/100 g de fibra de palmito

El Cuadro 8 indica que el proceso de detoxificacentujo significativamente el tiempo
de fermentacién logrando un rendimiento de etaab8d.4 % de 85 g de fibra de palmito
con 80 a 85% de humedad en 24 hr. Se observo gued proceso de detoxificacion el
proceso de fermentacion dur6 hasta 72 hr. Taml@érbservo que a partir de las 72 hr.
de fermentacién la cantidad de etanol fue dismindgegoero esta reduccidén no represento
una perdida significativa. Esto se debe a queaglobtes un liquido volatil, que por efecto
de la temperatura se fue evaporando a medida s glatiempo. Ademas se pudo
apreciar que el proceso de detoxificacion no disgorsignificativamente la cantidad de
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inhibidores medidos en este estudio sino que reimolvdos compuestos de de la lignina
aun no identificados.

Cuadro \. Efecto de la detoxificacion y el tiempo de fermaeion en el etanol, azlcares e
inhibidores de fibra cc 12-13% de humedad.

Tiempo de

fermentacion y Etanol® + DE Azicare$ + DE  Inhibidores® + DE
detoxificacion

24  Detoxificada 27.6+0.7 2 23.5+5%2 17.1+0.2°
72 Sin detoxificar 27.3+2.0 21.8+16.1 15.1+0.4%
96  Sin detoxificar 26.8+13 6.0+1.5° 16.4+0.3%°
48 Detoxificada 26.1+1.2 26.1+0.9° 17.840.22°
72  Detoxificada 24.7+1D 6.1+0.9° 14.9+0.2%
96 Detoxificada 23.5+0.9 5.9+0.4° 16.3+2.6°%
48  Sin detoxificar 9.0+7.1 73.1+21.2 14.2+0.9°
24 Sin detoxificar 0.9+0.0 97.5+1.5% 15.3+0.3°%
0 Detoxificada 0.0+0.6 98.5+0.5° 19.8+0.1%
0 Sin detoxificar 0.0+0.6 08.7+1.12 19.2+0.1%°

8 Medias con diferente letra en la columna son figivamente diferentes (P<0.05)
*0%% peso seco= g/100g de fibra de palmito

En el Cuadro 9, se puede observar que el proesietdxificacion aceleré el tiempo de
fermentacion obteniendo un maximo rendimiento de6%7 de etanol de 85 g de

hidrolizado de palmito en 24 hr. Al comparar estedimiento con el obtenido con la fibra
con 80-85% de humedad se concluyd que la fibrancayor cantidad de agua generd
mayor cantidad de etanol. Este resultado se coragrob el ANDEVA donde se analizo

gue la detoxificacion gener¢ significativamente raganol al usar fibra con 80-85% de
humedad que la fibra con 12-13% de humedad. Adetoasla fibra seca se produjeron
significativamente mas inhibidores que en la fitwa 80-85% de humedad.

La detoxificacion con Ca(OHRl)del hidrolizado mejoré significativamente la ragudy la
efectividad de la fermentacion tal como fue descpbr Palmqvist y Hahn-Hagerdal
(2000). El acondicionamiento de las bacterias juwato la detoxificacion del hidrolizado
tiene el potencial de reducir costos y aumentaprizduccion de etanol utilizando
lignocelulosa.

4.3. FERMENTACION DE LA TORTA.

El Andlisis de Varianza (ANDEVA) mostré que existie diferencias estadisticas
significativas (P< 0.05) entre la fibra con 80-85% de humedad ydeafcon 12-13% de
humedad, el uso de las bacteasoli y K. oxytoca y el tiempo de fermentacion en la
produccién de etanol. Esto se debi6 a que la cahtie etanol que se produce depende de
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las azlcares iniciales que la fibra posee. La haohe@ la fibra fue importante ya que a
mayor contenido de agua las modificaciones enattgiamiento con acido incrementan.

Cuadro 1. Efecto del tipo de microorganismo y tiempo denfentacion en el etanol,
azucaes e inhibidores para la fibra con 80-85% de hucheda

Tiempo de

fermentacion y Etanol® + DE Azicare$ + DE  Inhibidores® + DE
microorganismo

72  E.coli 54.0+1.7 @ 9.3+0.4 8.3+0.32
144 E.coli 47.2+0.8 9.2+0.3" 8.8+0.32
120 E.coli 45.4+0.2°° 10.7+2.7 8.6+0.4 2
144 K. oxytoca 43.741.4" 26.2+4.2° 3.4+0.3°
96 E.coli 43.2+0.9° 8.9+0.2' 0.6+0.12
120 K. oxytoca 42.2+1.0°° 25.743.6° 3.0+0.2°
96 K. oxytoca 38.2+1.5 28.03.7° 2.8+0.0°
48 E.coli 32.6+0.4° 26.3+4.4° 8.1+0.1 2
72 K. oxytoca 32.0+1.2° 29.7+2.7% 3.1+0.0°
48 K. oxytoca 24.2+1.0 33.80.3% 3.1+0.3°
24 K. oxytoca 14.2+0.6° 38.940.5" 2.7+0.3%
24  E.coli 10.5+2.19 69.5+1.1° 6.5+0.2°
0  Ecoli 0.0£0.0" 85.1+1.92 6.8+0.3
0 K.oxytoca 0.0+0.0" 50.242.9° 1.8+0.1°

8 Medias con diferente letra en la columna son figrivamente diferentes (P<0.05)
*0%% peso seco= g/100g de fibra de palmito

En el Cuadro 10 se puede observar que en la ftma86-85% de humedad la bacteria
E .coli fue mas eficiente en la fermentacion para prodeteinol con un rendimiento del

54% de etanol en 50 g de fibra de palmito en 7Esie tiempo de fermentacion fue muy
bueno debido a que el tiempo de fermentacion rentafustrialmente es a las 72 hr. La
mayor diferencia entre los dos tipos de bacesigue |&. coli es resistente a inhibidores
toxicos como el furfural que afecta al metabolistedas bacterias (Ingram, 2006).

En el Cuadro 10 también se puede observar que riidad de inhibidores en el
rendimiento maximo de las bacterias fue diferenta fermentacion a las 72 hr. con
E. coli produjo 8.3% de peso seco de inhibidores, nasrén la fermentacion a las 144
hr. del rendimiento maximo cdf. oxytoca se redujo la cantidad de inhibidores al 3.4%
de peso seco debido al proceso de lavado derka dilta que fue sometida antes de la
fermentacion.



Cuadro 1. Efecto del tipo de microorganismos en el etasmlcares e inhibidores para
fibra cor 12-13% de humedad.

Tiempo de

fermentacion y Etanol® + DE Azicare$ + DE  Inhibidores® + DE
microorganismo

144 K. oxytoca 48.3+3.7 2 14.6+0.9 2.5+0.3°
120 E.coli 47.8+1.4° 8.5+0.0' 8.7+0.5°
144 E.coli 47.1+2.1° 10.2+0.3" 9.1+0.5°
96 E.coli 45.8+0.4%° 7.8+0.4' 8.8+0.6°
72 E.coli 44.4+1.3" 7.7+0.2" 8.3+0.2 2
120 K. oxytoca 40.7+4.3F° 15.3+2.0° 2.240.2°
48 E.coli 38.4+3.9% 18.3+10.3" 8.0+0.3°
96 K. oxytoca 38.4+7.5° 15.3+0.4°" 2.0+0.0°
72 K. oxytoca 34.3+2.6"° 22.3+2.1% 2.240.2°
48 K. oxytoca 24.9+2.F 28.2+2.1% 2.5+0.1°
24 K. oxytoca 12.2+1.0° 36.7+2.6™ 2.2+40.2°
24 E.coli 12.1+3.7° 61.8+13.9° 6.50.0°
0 Ecoli 0.0+0.0° 82.8+2.8 2 6.7+0.3
0 K.oxytoca 0.0+0.0° 50.2+2.9" 1.8+0.1°

8 Medias con diferente letra en la columna son figivamente diferentes (P<0.05)
*0% peso seco= g/100g de fibra de palmito

En el Cuadro 11, se puede observar que los majendémientos de etanol se produjeron
a las 144 y 120 hr. La bacteika oxytoca produjo el mayor rendimiento con 48.3% de
etanol de 50 g de fibra de palmito en 144 hr. Sbargo laE. coli siguid siendo la mejor
a las 72 hr. con un rendimiento de 38.4% de etdadbO g de fibra de palmito. Estos
resultados demostraron que la fermentacion coa tibn 80-85% de humedad déncoli

fue mas eficiente en cuanto a la cantidad de etaabtiempo de fermentacion. Ademas
se puede observar que la cantidad de inhibidoresetonaximo rendimiento de etanol
conK. oxytoca a las 144 hr. fue de 2.5 % de peso seco. Miegtrada fermentacion con
el maximo rendimiento de etanol cBncoli a las 120 hr. fue de 8.7% de peso seco.

4.4 FERMENTACION “ONE POT".

El Andlisis de Varianza (ANDEVA) mostro que existiiferencia estadistica significativa
(P < 0.05) entre el uso de fibra con 80 a 85% de huthgdia fibra con 12 a 13% de
humedad y el tiempo de fermentacion en la producd@etanol.
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Cuadro 2. Efecto del tratamiento “one pot” y el tiempofdementacion en el etanaol,
azucares e inhibidores para fibra a-85% de humedad.

Tiempo Etanol® + DE Azucares + DE Inhibidores® + DE
120 61.5+1.8 2 8.0+0% 12.7+0.3°
144 61.0+2.2 8.7+1.4° 12.4+0.2

96 56.7+3.6" 7.60.2° 12.0+0.5°

72 52.8+1.9" 10.0+4.2° 12.1+0.2 @
48 17.616.0° 72.1+12.9 11.4+0.1 2
24 2.5+0.8 95.7+1.1% 12.1+0.6 2

0 0.00.0° 98.7+1.3° 11.8+0.0°7

8 Medias con diferente letra en la columna son figrtivamente diferentes (P<0.05)
*% peso seco= g/100 g de fibra de palmito

En el Cuadro 12 se puede observar que a 120 bbtseo un rendimiento de 61.5% de
etanol de 40 g de fibra de palmito. Es importamtamque el tiempo de fermentacion fue
muy largo. En 72 hr. el tiempo Optimo de fermeniacise consiguidé un rendimiento del
52.8% de etanol de 40 g de fibra de palmito.

Cuadro 1. Efecto del tratamiento “one pot” y el tiempo ¢éetanol, azlcares e
inhibidores para fibra al -13% de humedad.

Tiempo Etanol® + DE AzUcares + DE Inhibidores® + DE
72 57.8+13.0 2 7.842% 10.9+1.4°
120 52.5+2.2 7.1+1.1° 11.9+2.2°
144 50.9+2.¢ 4.7+1.9° 11.9+1.4°

96 49.3+3.8 7.4+0.9° 10.9+2.02
48 43.7+3.8 15.3+7.8° 10.8+0.8 @
24 9.5+1.5° 75.5+7.3 9.4+1.02

0 0.0+0.0° 91.845.1° 11.0+0.5°

8 Medias con diferente letra en la columna son figrtivamente diferentes (P<0.05)
*0%% peso seco= g/100g de fibra de palmito

Con la fibra con 12-13% de humedad se logré obteneendimiento de 57.8% de etanol
en 40 g de fibra de palmito en 72 hr. En el Cuddse puede observar que a medida que
incremento la cantidad de etanol, los azlcaresidigreron y la cantidad de inhibidores
se mantuvo estable.

En los resultados de los Cuadros 12 y 13 se puesknar que la cantidad de inhibidores
que se encontraron al inicio de la fermentaciércambiaron significativamente con el
tiempo, esto se debe a que en esta fermentacidexistieron factores extremos que
generaran inhibidores. Esta estabilidad en la poiseale inhibidores podria representar
una gran ventaja al momento de someter a las Ecteun proceso de adaptacion en un
medio de fibra de palmito para procesos de sacacifin y fermentacion simultanea.
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La fibra con 12-13% de humedad produjo 4% menostdeol a las 72 hr. que la fibra
con 80-85% de humedad. Esta diferencia se dio debidue la fibra con 12-13% de
humedad paso6 por un proceso de secado el cudtddailliberacion de toxinas de la
lignina y estas disminuyeron la produccion de dtano



5. CONCLUSIONES

En este experimento se demostré que la fibra daifmapuede ser usada como
materia prima para la produccion de etanol ligndosico.

La mejor concentracion de acido para el pretratatmieon &cido diluido de la
fibra de palmito fue 0.5% de,BO,.

La fibra con 12-13% de humedad se adapté mejorettgtamiento con acido
diluido y al proceso de sacarificacion y fermerdagimultanea “one pot”.

La fibra con 80-85% de humedad se adaptd mejos priocesos de detoxificacion
y fermentacion de la torta.

El proceso de detoxificacion aceleré el procestedmentacion de 72 a 24 hr. en
el hidrolizado de la fibra de palmito.

El lavado de la torta antes de la fermentacion idispd significativamente la
cantidad de inhibidores durante la fermentacion.



6. RECOMENDACIONES

Adaptar las bacterias a un medio de fibra de palmpdra poder obtener mayor
cantidad de etanol. Ya que las bacterias utilizata®ste proyecto de tesis fueron
adaptadas a un medio de bagazo de cafa de azucar.

Investigar nuevos protocolos de pretratamiento deenales lignoceluldsicos.

Mejorar e investigar nuevos procesos de detoxificadel hidrolizado, adaptacion
de las bacterias a los inhibidores y procesos darifigacion y fermentacion
simultanea. Adelantos en estas areas acortarianficajvamente el tiempo de
fermentacion.

Realizar un andlisis de costos para determinagritabilidad de una planta de etanol
lignocelulosico basada en la utilizacion de fibegpadlmito como materia prima.
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Anexo 1.Resultados del pretratamiento con acido diluidtadidra con 80% a 85% de
humedad

Fibra de palmito (peso seco= 20.94%)
Comparacion de pretratamiento ents8, y H,SO,
1h 145°C, ~10% sodlidos
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Anexo 2.Resultados del pretratamiento con acido diluidtadidra con 12% a 13% de
humedad.

Fibra de palmito (peso seco= 87.68%)
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Anexo 3. Fermentacion SSF coBRscherichia coli. de la fibra con 80% a 85% de
humedad.

Fibra de palmito (peso seco = 20.94%)
SSF E. coli EMFR17, 10% sélidos
10% peso seco. de Biocelulasa Kerry W, 2% pesa sefeglucosidasa Novozyme.
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Anexo 4.Fermentacion con K. oxytoca de la fibra con 8086% de humedad.

Fibra de palmito (peso seco= 20.94%)
SSFK. oxytoca XZ122, 10% sélidos
10% peso seco. de Biocelulasa Kerry W
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Anexo 5.Fermentacion SSF cdischerichia coli “one pot” de la fibra con 80% a 85%
de humedad.

Fibra de palmito (peso seco= 20.94%)
SSF “one pot”E. coli EMFR17, 8% solidos
10% peso seco de Biocelulasa W, 2% peso sefegtiecosidasa Novozyme
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Anexo 6.. Fermentacion SSF coBscherichia coli de la fibra con 12% a 13% de
humedad.

Fibra seca del palmito (peso seco= 87.68%)
SSFE. coli EMFR17, 10% sélidos
10% peso seco. de Biocelulasa Kerry, 2% peso sefBglucosidasa Novozyme

Etanol
30
251
] ,@---—9-__‘0-__-5
T 20 -
2 1 £
T 157 /
Q ] /
w 104 /
s 2
4 4
1.7
0 T T T T T T
0 24 43 72 96 120 144
Tiempo (hr)
Azucares Totales
Azucares Individuales
100
50 |
. L 3
404 --o-- Celobiosa o 751
9 —s— Glucosa 8
I} : " L]
» 30 —¥— Xilosa o
§ --o-- Galactosa 2 50+ R
o 20 --o-- Arabinosa o
= X 25
1] 25 o
! o g . .- @ *
0_ T f 1 T 0 T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144
Tiempo (hr) Tiempo (hr)
Inhibidores Totales
Inhibidores Individuales
% —=— Acetato 9 ..
8 --a-- Formato o R
8 7 --%-- A. levulinico 9 -
b —e— Furfurol ? g =
o 6X [e]
2 2~ HMF @
[} PR (V]
© 024 D o
X B ® 71 /
’ | S J
s 1 -
0.0 Ty 1 t t T
0 24 48 72 96 120 144 6 T T T T T T
Tiempo (hr) 0 24 48 72 96 120 144

Tiempo (hr)



48

Anexo 7. Fermentacion SSF coKlebsiella oxytoca de la fibra con 12% a 13% de
humedad.

Fibra de palmito (peso seco= 87.68%)
SSF K. oxytoca XZ122, 10% solidos
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Anexo 8.Fermentacién SSF cdfscherichia coli “one pot” de la fibra con 12% a 13%
de humedad.

Fibra de palmito (peso seco = 87.68%)
SSF “one pot”E. coli EMFR17, 8% sdlidos
10% peso seco de Biocelulasa Kerry W, 2% peso sefbglucosidasa Novozyme
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Anexo 9.Fermentacion del hidrolizado sin detoxificar descherichia coli en la fibra
con 80% a 85% de humedad.

Fibra Himeda de palmito (peso seco= 87.68%)
E. coli EMFR17, 85% Hidrolizado, 10% LB
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Anexo 10 Fermentacion del hidrolizado detoxificado descherichia coli en la fibra con
80% a 85% de humedad.

Fibra de palmito (peso seco= 87.68%)
Hidrolizado Detoxificado con Ca(OHRl)
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Anexo 11.Fermentacion del hidrolizado sin detoxificar destherichia coli en la fibra
con 12% a 13% de humedad.

Fibra seca de palmito (peso seco= 87.68%)

Hidrolizado Detoxificado con Ca(OHl)
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Anexo 12.Fermentacion del hidrolizado detoxificado destherichia coli en la fibra con
12% a 13% de humedad.

Fibra seca del palmito (Peso Seco =87.68%)
Hidrolizado Detoxificado con Ca(OH)
E. coli EMFR17, 85% Hidrolizado, 10% LB
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Anexo 13.Curvas de calibracion para azucares en el HPLC.
Columna: HMX1245 de Bio-Rad

TR = Tiempo de Retencion
IR = Indice de Refraccion (min)
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Anexo 14.Curvas de calibracion para acidos organicos erP&ldH

Columna: Carbohidratos de Bio-Rad
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Anexol15.Curva estandar de etanol en el.GC

Columna: Capillary Column HP-Plot Q
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Anexo 16. AzUcares totales de la fibra con 80-85% de humedad.
Hidrdlisis con430s - H3POs

Condiciones:

1hr. 145 °C 10% solidos

HPLC (CARBO-CA/metod Column)

Azucares despues del pretratamiento c2SCa. Fibra con 80-85% de humedad (% de peso

Rep %H:SO: Celobiosa Glucosa Xilosa Galactosa Arabinosa Manosa  %ekedcTotales
1 0 055 0.00 6.84 0.00 0.71 0.00 8.10
2 0 084 0.00 0.70 0.00 0.73 0.00 2.27
1 05 0.61 3.84 14.13 3.58 1.72 1.86 25.74
2 05 0.63 2.40 14.58 3.98 1.83 2.09 25.51
1 1 050 4.10 13.62 4.20 322 2.25 27.89
2 1 048 4.32 13.18 4.32 3.30 211 21.72
1 15 121 6.80 1251 3.12 4.58 3.21 31.44
2 15 1.08 5.52 10.62 2.93 3.96 2.38 26.48
1 2 129 5.85 9.66 1.90 3.98 3.00 25.68
2 2 104 4.84 10.74 1.97 453 2.89 26.01
1 25 0.00 6.48 7.89 1.75 2.64 3.02 21.79
2 25 0.00 6.34 9.17 1.99 311 3.40 24.01
1 3 0.00 8.60 6.71 243 3.87 3.44 25.04
2 3 0.00 7.43 6.61 2.39 3.62 241 22.46

Az(cares después del pretratamiento csPCa. Fibra con 80-85% de humedad (% de peso

Rep %HPO: Celobiosa Glucosa Xilosa Galactosa Arabinosa Manosa — %skedcTotales
1 0 0.00 0.02 0.49 0.00 112 0.10 1.73
2 0 0.00 0.08 0.39 0.00 111 0.08 1.67
1 05 114 2.14 5.89 2.73 1.43 0.54 13.88
2 05 101 2.14 6.25 2.64 1.53 0.53 14.10
1 1 059 2.49 7.86 4.44 2.60 1.00 18.98
2 1 061 2.76 8.03 4.71 2.89 1.11 20.11
1 15 312 3.09 8.99 5.76 1.86 2.11 24.93
2 15 0.00 2.33 8.98 4.78 3.22 1.14 20.45
1 2 0.00 3.28 9.95 4.85 2.19 2.14 22.42
2 2 0.00 3.08 9.96 5.06 2.16 2.78 23.04
1 25 0.00 3.09 10.36 4.69 2.20 2.73 23.07
2 25 0.00 3.36 10.48 4.87 2.39 2.74 23.84
1 3 000 3.54 9.92 5.15 2.34 2.76 23.71
2 3 000 3.04 10.43 5.05 243 2.75 23.71
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Anexo 17 Inhibidores totales en la fibra de palmito co@-8%% de humedad
Condiciones: Hidrdlisis con43O: - H3POs

1hr. 145 °C 10% solidos

HPLC (CARBO-CA/metod Column)

Inhibidores después del pretratamiento ceSCs. Fibra con 80-85% de humedad (% de peso
Rep %HSO: Formate Acetato Levulinico Furfural HMF % Inhibidorestdles

1 0 013 0.73 0.00 0.00 0.00 0.86
2 0 028 0.75 0.00 0.00 0.00 1.04
1 05 043 3.84 0.13 0.47 011 4.97
2 05 045 4.14 0.06 0.48 011 5.25
1 1 038 4.15 0.57 0.88 0.15 6.13
2 1 048 4.45 031 0.00 011 5.36
1 15 059 4.82 0.39 1.42 0.16 7.39
2 15 046 4.36 041 1.44 0.09 6.76
1 2 043 4.06 0.75 1.73 0.12 7.11
2 2 041 411 0.81 1.73 0.14 7.20
1 25 054 4.25 0.56 1.80 0.19 7.34
2 25 053 4.35 0.59 1.89 0.16 7.53
1 3 095 4.27 0.99 171 0.16 8.08
2 3 0.60 4,55 0.91 191 0.27 8.24

Inhibidores después del pretratamiento cePCa. Fibra con 80-85% de humedad (% de peso
Rep %HPO: Formate Acetato Levulinico Furfural HMF % Inhibidorestdles

1 0 0.00 0.79 0.00 0.00 0.00 0.79
2 0 0.00 0.73 0.00 0.00 0.00 0.73
1 05 0.00 2.44 0.00 0.11 0.15 2.70
2 05 0.00 2.14 0.00 0.09 0.22 2.45
1 1 0.00 3.44 0.00 0.20 0.13 3.78
2 1 0.00 3.74 0.00 0.23 0.00 3.97
1 15 0.00 4.03 0.00 0.36 0.37 4.75
2 15 0.00 3.70 0.00 0.30 0.28 4.28
1 2 0.00 4.22 0.00 0.34 0.13 4.70
2 2 0.00 4.02 0.00 0.28 0.18 4.49
1 25 0.00 431 0.00 0.40 0.12 4.83
2 25 0.00 4.25 0.00 0.39 0.10 474
1 3 0.00 4.82 0.00 0.43 0.12 5.37
2 3 0.00 4.46 0.00 0.40 0.11 4.97
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Anexo 18. AzUcares totales de la fibra con 12-13% de humedad.
Condiciones:

Hidrdlisis con430s - H3POs

1hr. 145 °C 10% solidos
HPLC (CARBO-CA/metod Column)

Azlcares despues del pretratamiento c2SCa. Fibra con 12-13% de humedad (% de peso

Rep  %HSCs Celobiosa Glucosa Xilosa  Galactosa Arabinosa Manosa — %skedcTotales
1 0 4016 0821 1.052 2511 2.698  0.000 11.098
2 0 3949 0.83 1.058 2512 2.730  0.000 11.085
1 0.5 3918 6.407 18445 5338 5026  4.681 43.816
2 0.5 3.879  6.655 18.105  5.487 5126  4.390 43.642
1 1 3802 5752 14518 5395 4051 4181 37.699
2 1 3.680 7.459 18.003 5.717 4.775 4.820 44.455
1 1.5 4.006 7.744 15391 5.547 4.472 4,531 41.691
2 15 3950 7.740 15562  5.545 5965  4.632 43.393
1 2 4345 8568 12.029  5.326 6.307  4.754 41.329
2 2 4376 8463 11.864  5.287 6.522  4.412 40.924
1 2.5 4111  8.099 13408  5.304 6.301  4.435 41.658
2 2.5 4194  7.831 13363  5.325 6.064  4.584 41.363
1 3 4481 8755 10.077  5.093 6.009  4.387 38.802
2 3 4539 8828 10.271  5.139 7.011  3.873 39.660

Azucares después del pretratamiento caPCa. Fibra con 12-13% de humedad (% de peso

Rep %H3PO: Celobiosa Glucosa Xilosa Galactosa Arabinosa Manosa Y%akedcTotales
1 0 4.04 0.21 0.00 0.00 3.60 0.20 8.05
2 0 435 0.31 0.00 0.00 3.56 0.21 8.43
1 05 530 4.84 8.45 7.66 6.27 0.00 32.52
2 05 518 4.74 7.98 7.27 5.63 0.58 31.39
1 1 522 5.16 13.53 9.11 8.18 1.17 42.37
2 1 509 5.00 13.30 9.08 7.75 111 41.33
1 15 435 4.68 16.24 9.46 9.06 1.36 45.13
2 15 4.07 4.83 15.68 9.47 8.30 1.56 43.91
1 2 4.00 5.01 16.03 9.64 8.39 1.74 44.81
2 2 4.09 4,91 17.03 9.63 8.88 1.73 46.27
1 25 3.68 5.40 16.62 9.47 7.60 2.00 44.77
2 25 396 6.22 16.74 9.67 7.89 2.40 46.88
1 3 3.9 5.92 16.95 9.69 8.34 1.37 46.24
2 3 392 6.02 16.99 9.74 8.19 1.61 46.47




61

Anexo 19.Inhibidores totales en la fibra con 12-13% de husded

Condiciones: Hidrélisis con43O: - HsaPOs
1hr. 145 °C 10% solidos
HPLC (CARBO-CA/metod Column)

Inhibidores después del pretratamiento con H2S@4aEon 12-13% de humedad (% de peso seco)
Rep %HSOs Formate Acetato Levulinico Furfural HMF % Inhibidorestdles

1 0 032 0.82 0.00 0.06 0.00 1.20
2 0 031 0.70 0.00 0.04 0.00 1.05
1 05 056 5.89 0.13 0.80 0.19 7.57
2 0.5 0.50 6.33 0.06 0.73 0.14 7.77
1 1 0.78 6.81 0.57 1.07 0.16 9.39
2 1 075 6.55 0.31 1.40 0.20 9.21
1 15 0.60 6.20 0.39 1.62 0.26 9.07
2 15 0.68 6.66 041 1.82 0.26 9.83
1 2 093 6.56 0.75 2.36 0.22 10.81
2 2 0.86 6.86 0.81 2.65 0.21 11.39
1 25 0.69 6.58 0.56 2.47 0.23 10.54
2 25 081 6.95 0.59 2.28 0.23 10.86
1 3 087 6.96 0.99 2.54 0.16 11.51
2 3 0.80 6.73 0.91 2.55 0.21 11.20

Inhibidores después del pretratamiento con H3PRMra con 12-13% de humedad (% de peso seco)
Rep %H:PO: Formate Acetato Levulinico Furfural HMF % Inhibidorestdles

1 0 0.27 0.68 0.00 0.05 0.01 1.01
2 0 029 0.74 0.00 0.04 0.00 1.06
1 0.5 042 3.03 0.00 0.32 0.09 3.85
2 05 041 411 0.00 0.27 0.07 4.87
1 1 0383 5.83 0.00 0.54 0.14 7.34
2 1 053 4.75 0.00 0.44 0.08 5.79
1 1.5 0.59 5.61 0.00 0.51 0.18 6.88
2 15 0.73 5.52 0.00 0.44 0.11 6.80
1 2 039 6.12 0.00 0.61 0.19 7.30
2 2 052 6.59 0.00 0.71 0.08 791
1 25 0.50 5.54 0.00 0.71 0.26 7.01
2 25 091 6.15 0.00 0.82 0.20 8.08
1 3 083 6.69 0.30 0.99 0.21 9.02
2 3 0.65 6.42 0.40 0.74 0.24 8.45




