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RESUMEN

La biomasa lignocelulésica se compone principalmente de celulosa, hemicelulosa y
lignina, su aprovechamiento es de gran interés por ser un recurso disponible, econémico
y viable para la para la produccién de bioetanol de segunda generacion entre otros
productos. Actualmente el uso de bioetanol como combustible es una alternativa para
mitigar los dafos ocasionados por el efecto invernadero. De manera general, el proceso
de obtencién de este biocombustible es la hidrdlisis de la biomasa lignocelulésica para
la producciéon de azucares reductores, seguido de la fermentacion y la separacion

mediante un proceso de destilacion.

El objetivo de este trabajo fue aprovechar la coronilla de pifia para la produccion de
bioetanol de segunda generacién ya que ha mostrado un alto potencial para la
produccion del biocombustible, el sustrato se sometié a un proceso de hidrdlisis acida
con H3PO4 1.0 M y 95 °C a diferentes tiempos de reaccion (30, 60, 90, 120, 180 y 300
min) donde la mayor produccion de azucares reductores (3.7 g/L) fue a los 120 min,
ademas se pudo observar que a mayor tiempo de reaccion la produccion de azucares
disminuye y la presencia de productos inhibidores aumenta, lo cual se puede atribuir a
la degradacion de estos. También se estudio la caracterizacion del sustrato antes y
después de la hidrodlisis mostrando disminucion en el contenido de celulosa y
hemicelulosa, asi como cambios en el espectro FTIR lo anterior se puede atribuir a la

conversion de celulosa y hemicelulosa a azucares reductores

Cada una de las muestras obtenidas en los diferentes tiempos de reaccion en la
hidrdlisis se sometieron a un proceso fermentativo para la produccién de bioetanol en
tres diferentes tiempos (24, 48 y 72 h) una temperatura de 28 °C usando la levadura
Saccharomyces cerevisiae donde se identifico que a las 72 horas se tuvo la mayor

produccion de bioetanol.

El proceso de separacion del bioetanol fue con ayuda de una destilacion fraccionada
donde se evalué el rendimiento del producto (Yp/s) a partir de la cantidad de sustrato y
la cantidad de bioetanol producido encontrando un valor de 71.6 % de rendimiento,

finalmente se evalud el poder calorifico de biocombustible el cual fue de 18.6 MJ/Kg.



ABSTRACT

Lignocellulosic biomass is mainly composed of cellulose, hemicellulose and lignin, its
use is of great interest because it is an available, economical and viable resource to
produce second-generation bioethanol among other products. Currently, use of
bioethanol as a fuel is an alternative to mitigate damage caused by greenhouse effect.
In general, process of obtaining this biofuel is hydrolysis of lignocellulosic biomass for
production of reducing sugars, followed by fermentation and separation through a

distillation process.

The objective of this work was to take advantage of the pineapple crown for production
of second generation bioethanol since it has shown a high potential for production of
biofuel, substrate was subjected to an acid hydrolysis process with HsPO4 1.0 M and 95
°C at different reaction times (30, 60, 90, 120, 180 and 300 min) where highest
production of reducing sugars (3.7 g/L) was at 120 min, in addition it could be observed
that longer reaction time, production of sugars decreases and presence of inhibitory
products increases, which can be attributed to their degradation. The characterization of
substrate before and after hydrolysis was also study, showing a decrease in content of

cellulose and hemicellulose, as well as changes in the FTIR spectrum.

Each of the samples obtained in different reaction times in hydrolysis were subject to a
fermentative process to produce bioethanol at three times (24, 48 and 72 h) at a
temperature of 28 °C using the yeast Saccharomyces cerevisiae where it was identified
at 72 hours highest production of bioethanol was had.

The bioethanol separation process was with of fractional distillation where yield of the
product (Yp/s) was evaluated from amount of substrate and amount of bioethanol
produced, finding a value of 71.6 % of yield, finally calorific value of biofuel was
evaluated, which was 18.6 MJ/Kg.
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INTRODUCCION

Debido al aumento de las actividades antropogénicas, especialmente la industria y el
transporte, la demanda y el consumo de combustibles fosiles han aumentado
proporcionalmente, provocando graves problemas ambientales. Esto ha resultado de
gran interés cientifico y ha motivado a buscar nuevas fuentes de energia (Ambaye et
al., 2021).

La producciéon de bioetanol de segunda generacion permite el aprovechamiento de
residuos agricolas, los cuales pueden ser empleados como biomasa lignoceluldsica
(Robak, K. & Balcerek., 2018). Segun Roukas & Kotzekidou (2022) existe un interés
creciente en la valorizacion de los residuos generados por la industria alimentaria. Estos
desechos se producen en grandes cantidades en todo el mundo y causan graves
problemas ambientales. El aprovechamiento de residuos en la industria de frutas y
verduras es un desafio importante que los gobiernos deben abordar para promover la

sostenibilidad.

Se estima que los residuos de la pifia pueden representar valores del 75 al 85 % del
peso total del fruto entre estos se destaca la coronilla de pifa, la cual se compone
principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina por este motivo presentan un alto
potencial como material lignocelulésico para la produccién de bioetanol de segunda
generacion (Salafia et al., 2022). La produccién de biocombustibles a partir de biomasa
lignoceluldsica requiere de tres etapas: pretratamiento, fermentacion y separacion o
purificacion. El objetivo del pretratamiento es transformar a partir de una hidrdlisis acida
las cadenas poliméricas complejas en azucares fermentables (reductores), la etapa de
fermentacion consiste en convertir esos azucares en bioetanol y finalmente la

separacion del biocombustible mediante un proceso de destilacion (Abo et al., 2019).

Segun Tse et al. (2021) entre los diferentes microorganismos utilizados para la
produccion de bioetanol, la levadura Saccharomyces cerevisiae la mas utilizada debido
a su buena capacidad fermentativa, alta tolerancia al etanol y otros inhibidores (ya sea
formados durante los pretratamientos de la materia prima o producidos durante la

fermentacion) y su capacidad para crecer rapidamente en condiciones anaerobicas.

El objetivo general de la investigacion fue determinar las condiciones para la
fermentacion alcohdlica de azucares reductores obtenidos de la coronilla de pifa,
empleando la levadura Saccharomyces cerevisiae y los objetivos especificos fueron:



obtener azucares reductores a partir de coronilla de pifia a partir de un proceso de
hidrdlisis acida diluida con acido fosférico (HsPO.) 1.0 M, determinar el contenido de
celulosa, hemicelulosa en la coronilla de pifia antes y después de la hidrdlisis acida asi
como la caracterizacién mediante la técnica FTIR, determinar el tiempo de fermentacion
del hidrolizado obtenido a partir de la coronilla de pifia para produccién de bioetanol,
determinar el rendimiento maximo en el proceso de fermentaciéon con las condiciones
de operacion, destilar el bioetanol obtenido en la fermentacion alcohdlica y evaluar la
calidad del bioetanol determinando su poder calorifico utilizando una bomba

calorimétrica.

El presente trabajo estda compuesto por tres secciones, la primera presenta los
fundamentos relacionados con el proceso general para la produccion de bioetanol. La
segunda seccion describe la metodologia empleada para la hidrélisis &cida,
caracterizacion, fermentacion, destilacion de la coronilla de pifia y la determinacion del
poder calorifico del bioetanol, asi como las técnicas y métodos analiticos utilizados.

Finalmente, en la tercera seccién se muestran y discuten los resultados obtenidos.



1. FUNDAMENTOS

La incorporacion de fuentes renovables para producir combustibles, productos quimicos
y energia incluye la sostenibilidad, la reduccion de gases de efecto invernadero y la
creacion de mas puestos de trabajo en la fabricacion fomentando el avance de los
sistemas regionales y sociales mediante la implementacion el aprovechamiento integral

de la biomasa disponible, por su bajo costo y alta disponibilidad.

Bautista et al., en el afio 2021 concluye en base al marco legal en materia energética
para México se tiene la posibilidad de energias renovables y diversificacion del complejo
energético. De acuerdo con lo establecido en la Ley General de Cambio Climatico, existe
el compromiso de reducir las emisiones de COz hasta en un 50 % para el afio 2050. La
Ley para el Aprovechamiento de Energias Renovables y la Financiacion de la Transicion
Energética ordena dentro de su régimen transitorio, la reduccion del consumo de
energia basada en fuentes fosiles para México a un maximo de 65 % para el afio 2024,
60 % para el ano 2035 y 50 % para el ano 2050 Sin embargo, para explotar de manera
optima todo su potencial de manera sostenible, se deben involucrar investigadores,

gobierno, universidades, inversionistas y sociedad.

En trabajos recientes se han estudiado residuos agricolas del Estado de México de los
cuales se destaca la coronilla de pifia donde se evalia la produccion de azucares
reductores por hidrdlisis acida con H.SO4 y H3PO4, donde dicho material ha mostrado
un alto potencial como materia prima en la obtencion de biocombustibles, también se
estudié la caracterizacion de los residuos antes y después de un proceso de hidrolisis
acida. La hidrdlisis acida ha sido uno de los tratamientos quimicos mas empleados
debido a que puede utilizarse como un método de pretratamiento que antecede a la
hidrdlisis enzimatica o como un medio para producir azicares monomeéricos a partir de

una hidrdlisis directa (Gutiérrez et al., 2022).

En el estudio realizado por Salafia et al. (2022) se investigd el proceso de fermentacion
de azucares solubles e insolubles de la pared celular. Ademas, se estudioé el medio de
fermentacion para determinar proteinas, humedad, cenizas, lignina y glicerol con un
enfoque en el aumento de la proteina de una sola célula debido al crecimiento de la
levadura, lo que permite una valorizacion total del medio de fermentacion resultante, sin
el aumento de generacion de residuos, con respecto a sostenibilidad del medio
ambiente. Los azucares solubles e insolubles en el material de partida fueron 32.12 %
y 26.33 % respectivamente. Los principales azucares insolubles resultantes de la

hidrdlisis de la pared celular detectada en el inicio de la fermentacion fueron glucosa,
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xilosa y acido uroénico. La glucosa y la manosa fueron los azlicares mas predominantes
en la fraccion de azucares solubles. El rendimiento tedrico de etanol, calculado segun

pérdida de materia seca, llegé hasta el 85 % (3.9 % etanol).

En la revisiéon del trabajo por Ghazanfar et al., (2022), el pretratamiento es necesario
para utilizar adecuadamente las vainas de semillas para la produccion de bioetanol a
través de la fermentacién utilizando la levadura Saccharomyces cerevisiae donde se
visualizaron dos enfoques de fermentacion diferentes, es decir, hidrdlisis y fermentacion
separadas (SHF) y sacarificaciéon y fermentacion simultaneas (SSF). Los resultados del
estudio muestran que la sacarificacion maxima (58.6 % después de 24 h) y la cantidad
de etanol mas alto (57.34 g/L después de 96 h) con el sustrato tratado con vapor de
hidréxido de potasio (KOH) en SSF. Este ultimo donde el sustrato es tratado con vapor
de KOH se optimizé aun mas para los parametros fisicos y nutricionales mediante el
disefio compuesto central (CCD).

En el afio 2020 Llenque-Diaz et al., en la investigacion que tuvo como objetivo evaluar
la produccion de bioetanol a partir de cascaras de cascara de mandarina (Citrus
reticulata), cascara de maracuya (Passiflora edulis) y hojas de eucalipto (Eucalyptus
globulus) donde se fermentd con Saccharomyces cerevisiae MIT-L51 a temperatura
ambiente (23-25 °C) durante 7 dias en reposo. Se destil6 a 78 °C por 3 h, y los
rendimientos promedios fueron de 3.8 £ 0.2 % (v/v) (mL de bioetanol obtenido/100 mL
de fermentado) para cascaras de mandarina, 4.2 £ 0.1 % (v/v), para las cascaras de
maracuya y 4.7 £ 0.1 % (v/v) de hojas de eucalipto, con un grado alcohdlico del 80 %
(volumen). Por lo tanto, se concluyd que los residuos vegetales evaluados pueden ser
utilizados para la produccion a gran escala teniendo como referencia las condiciones de

ensayo.

En un estudio realizado por Gomora-Hernandez et al., (2020) se evalué la cinética y
termodinamica de la hidrdlisis de la mazorca de maiz en &cido fosférico diluido,
obteniendo por primera vez diferentes concentraciones de &cido, temperaturas y
tiempos de reaccion. Los azucares eran obtenidos principalmente de la degradacion de
hemicelulosa y celulosa. Los hidrolizados se pueden utilizar sin ningun tratamiento para
la produccion de biogas por fermentacion oscura. Los acidos usados para llevar a cabo
la hidrdlisis acida incluyen sulfurico, nitrico, acético, fluorhidrico, clorhidrico y acidos
fosforicos. Entre estos, el acido fosférico tiene algunas ventajas tales como baja
toxicidad y corrosividad, minima formacién de inhibidores y bajos costos operativos y de

construccion del reactor (Lenihan et al., 2010). Los residuos de fosfato se utilizan como



suplementos nutricionales, fertilizantes y trazas elementos en medio de cultivo

bacteriano.

En la investigacioén realizada por Malik et al., (2020) se desarrollé el estudio para mejorar
la efectividad de dos pretratamientos quimicos diferentes, alcalino y acido, antes de la
hidrélisis enzimatica del tallo de algodon y el proceso de fermentacion con la levadura
S. Cerevisiae para la produccion de etanol. Los pretratamientos alcalinos utilizaron
peréxido de hidrégeno alcalino (AHP) e hidréxido de sodio (NaOH), mientras que los
pretratamientos acidos utilizaron acido sulfurico (H.SO4) y acido fosférico (HsPO4) en
concentraciones de 1.0 %, 3.0 %, 5.0 % y 7.0 %. La produccién maxima de etanol en la
muestra de pretratamiento de H3PO4 al 5.0 % se mantuvo en 3.429 g/L. El pH inicial
para la fermentacion se fijé en 5.0, ya que se informa que es el mejor pH para mejores
resultados. Los analisis de microscopia electronica de barrido y transformada de Fourier
de infrarrojos de la biomasa mostraron grandes alteraciones estructurales en la

pretratada en comparacion con la biomasa no tratada.

En la Universidad Iberoamericana de Puebla se realizaron trabajos para obtener
bioetanol a partir de la fermentacion anaerobia de residuos de cascara y pulpa de pina
(Ananas comosus) utilizando la levadura Saccharomyces cerevisiae. La fuente de
azucares para la fermentacion se obtuvo de dos vias: la primera consistié en una mezcla
de jugo de pifia y agua; mientras que la segunda estuvo comprendida de cascaray pulpa
de pifa, mezclados con agua. El producto de la fermentacion fue destilado mediante
destilacién Kjeldahl, seguido de una destilacion convencional a 80 kPa y 80 °C. El
destilado recuperado se someti® a un ensayo a la llama para comprobar su
inflamabilidad y la presencia de etanol. El balance de materia mostré un rendimiento de
4.34 % de bioetanol en masa frente a la entrada de materia prima utilizando la mezcla

de jugo de pina y agua (Pardo et al., 2018).

Niwaswong et al. en el ano 2014 realizaron una investigacién para la obtencién de
bioetanol, utilizando como sustrato para la fermentacion la cascara de pifa que fue
sometida a un proceso de hidrdlisis con una soluciéon de acido sulfurico 0.2 M. Los
resultados demuestran que mediante una prueba de caracterizacion por FTIR al residuo
del sustrato hidrolizado, se logré remover a la lignina y hemicelulosa. El porcentaje de
celulosa cuantificada mediante la prueba TAPPI T203 fue de 20.44 % y la produccion
maxima de azucares reductores fue el 82.01 £ 2.30 %. En la etapa de fermentacién se
obtuvo una produccion 65.27 + 2.45 % de etanol utilizando la levadura Saccharomyces

cerevisiae.



1.1 Bioenergia

La bioenergia puede contribuir de manera importante a sustituir las fuentes de energia
fosil y nuclear sin provocar aumento en las emisiones que producen el cambio climatico.
Permite la eliminacién de buena parte de los desechos organicos rurales y urbanos, y
es la unica fuente energética capaz de sustituir al petréleo en el sector del auto
transporte (Hirani et al., 2018). La bioenergia proviene del aprovechamiento de la
biomasa lignoceluldsica, que puede transformarse para obtener energia eléctrica,

energia calorifica o biocombustibles.

1.2 Origen de los combustibles

La historia de los biocombustibles se inicia a fines del siglo XIX y nace practicamente
con el uso de los hidrocarburos como fuente de energia. La idea de usar aceites
vegetales como combustible para motores de combustion interna data de1895 (Mishra
& Goswami, 2018).

Con la crisis del petréleo que se vivid en la década de los setenta disminuy6 la oferta,
con ello se dispard su precio en forma exorbitante, asi como el precio de la gasolina,
que se incremento 100 %. A fines de 1979, a raiz de la crisis de los precios del petroleo,
se establecio una mezcla de gasolina y etanol: los biocombustibles se presentaban
como una alternativa al alza de los precios del petréleo y al posible agotamiento de los

recursos no renovables.

En Brasil la crisis del petréleo también tuvo fuerte repercusién. En este pais, en el afio
de 1975, se desarroll6 el proyecto Pro-alcohol, cuyo objetivo era reemplazar el uso de
los hidrocarburos. Finalmente, la guerra de Kuwait elevé mas todavia los precios de los
hidrocarburos, afianzando la idea de nuevas fuentes de energia alternativa (Mishra &
Goswami, 2018).

1.3 Biocombustibles y su clasificacion

Los biocombustibles son recursos energéticos procesados por el ser humano a partir de
materiales, los cuales se les denomina biomasa. Pueden ser liquidos, sélidos o
gaseosos, y su finalidad ultima es liberar la energia contenida en sus componentes
quimicos mediante una reaccion de combustion (Alalwan et al., 2019).



Existen varios tipos de biocombustibles, a los cuales se les clasifica de acuerdo con el
insumo o materia prima y a la tecnologia empleada para producirlos. Debido a los

avances en la tecnologia, esta clasificacion se realiza por generaciones.

1.3.1 Primera generacién

La produccion de biocombustibles de primera generacion utiliza materias primas
alimentarias las cuales tienen un alto contenido de almidén (por ejemplo, maiz, trigo,
cebada, yuca, patata), azucares (por ejemplo, cafia de azucar, remolacha azucarera y
sorgo dulce) y aceites (por ejemplo, aceite de semilla de girasol, aceite de soya, aceite
de palma, aceite de ricino) (Robak & Balcerek., 2018). La produccion a gran escala de
este tipo de biocombustible ha generado una gran preocupacion sobre el impacto

socioecondmico y ambiental ya pone en riesgo la seguridad alimentaria.

1.3.2 Segunda generacion

El bioetanol de segunda generacion se produce normalmente a partir de biomasa
lignoceluldsica, como residuos agricolas y forestales (bagazo de cana de azucar,
rastrojo de maiz, paja de trigo, aserrin, entre otros) (Hirani et al., 2018). Esta biomasa
suele ser relativamente barata y facil de obtener. La lignocelulosa se considera una
fuente de carbono renovable y sostenible y se encuentra en muchas materias primas
vegetales. La cantidad de biomasa lignocelulésica disponible depende de las

condiciones climaticas (Robak & Balcerek., 2018).

1.3.3 Tercera generacion

La exploracion continua de materias primas para la produccion de biocombustibles llevo
al descubrimiento del uso potencial de micro y macroalgas para la produccion de
biocombustible de tercera generacion (Mat Aron et al., 2020). Estos procesos de
obtencion de biocombustibles se encuentran en fase de desarrollo, sin embargo, se ha
logrado producir biodiesel y etanol a nivel planta piloto y se considera una fuente

potencialmente sostenible en escenarios futuros (Alalwan et al., 2019).

1.3.4 Cuarta generacion

Los biocombustibles de cuarta generacion proceden de microalgas genéticamente
modificadas. Estos microorganismos estan modificados genéticamente para aumentar
la ingesta de CO:2 durante la fotosintesis, creando un descenso de carbono artificial y

mejorando la produccion de biocombustibles (Mat Aron et al., 2020).



1.4 Bioetanol

El bioetanol es producido a partir de biomasa, la cual se considera una fuente de energia
renovable y sostenible en el contexto de la economia circular. Ademas, el bioetanol es
un biocombustible que tiene un contenido energético similar al de la gasolina, pero emite
menos contaminantes toxicos en comparacion con los combustibles fosiles (Karimi et
al., 2021). El proceso de produccion de bioetanol depende principalmente de el sustrato
o materia prima utilizada. El bioetanol de segunda generacion se produce a partir
biomasa lignocelulésica siendo este un recurso disponible, econdmico y en algunas
ocasiones considerado material de desecho. El uso de la biomasa como materia prima
en la produccion de bioetanol resuelve el problema de la seguridad alimentaria que se
desarrolla debido al uso de cultivos alimentarios (trigo, maiz, cafia de azucar, etc.) en

biocombustibles de primera generacion (Clauser et al., 2021).

1.5 Biomasa lignocelulosica

La biomasa es materia organica que puede utilizarse como una fuente de energia
renovable proveniente de diferentes formas. Incluye cultivos agricolas, residuos de
cultivos, madera, residuos animales, grasa animal, residuos municipales, plantas
acuaticas, hongos, entre otros. La lignocelulosa (celulosa, hemicelulosa y lignina) es el
principal y mas abundante componente de la biomasa producida por la fotosintesis
(Figura 1.1). El contenido habitual de celulosa, hemicelulosa y lignina en la biomasa es
del 30-50 %, 15-35 % y 10-20 %, respectivamente (Manmai et al., 2021).
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Figura 1.1 Estructura de la biomasa lignoceluldsica



1.5.1 Celulosa

La celulosa es un polimero de unidades de glucosa que se unen entre si mediante
enlaces 3-1,4 glucosidicos de manera lineal. Las cadenas de celulosa se encuentran
estabilizadas mediante puentes de hidrégeno que forman fibrillas de celulosa que crean
un fuerte soporte para las plantas (Baruah et al., 2018) que por su tamafio se denominan
micro y macrofilamentos. La estructura polimérica de la celulosa contiene ambas
regiones: cristalina y amorfa. La parte cristalina presenta un orden en sus moléculas que
supone una restriccion a su degradacién para la liberacién de azucares, mientras que la
parte amorfa no esta bien organizada ni es facilmente accesible para la liberacion de

azucares (Devi et al., 2021).

1.5.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa es una segunda estructura mas importante en la lignocelulosa que
involucra cadenas cortas de polisacaridos diferentes, como xilosa, manosa, arabinosa y
glucosa (Manmai et al., 2021). El xilano, homopolimero formado por xilosa, es el
constituyente principal de las hemicelulosas. En comparacion con la celulosa, las
hemicelulosas presentan cadenas amorfas mas pequefias, lo que facilita su hidrdlisis.
De hecho, las hemicelulosas son solubles en agua y pueden extraerse de la pared de
las células vegetales mediante soluciones acidas (Abo et al., 2019).

1.5.3 Lignina

La lignina es un heteropolimero de compuestos fendlicos aromaticos, principalmente
unidades de fenilpropano unidas de forma no lineal formando una estructura rigida. La
estructura de la lignina no se descompone facilmente, por lo que, para acceder a la
celulosa y la hemicelulosa en busca de productos valiosos, se requiere la
despolimerizacion de la lignina (Devi et al., 2021). La lignina es amorfa, hidrofdbica,
termoplastica, no hidrolizable por acidos y presenta propiedades mecanicas inferiores a

la celulosa (Kalia et al., 2011).
1.6 Pina

La Ananas comosus o mejor conocida como pifia es una fruta con una produccion
promedio en la ultima década de 741 mil toneladas, México se afianza en el “Top Ten”

de maximos productores de pifia a nivel mundial (Gutiérrez et al., 2022).

Los principales estados productores de pifia en México son Veracruz, con una

participacion del 64.9 % del volumen nacional; Oaxaca, 12.8 %; Tabasco, 6.2 %;



Quintana Roo, 4.6 % y Jalisco, 2.8 %. En el estado de México el 100 % de su produccion
se encuentra en el municipio de Amatepec con 141.6 toneladas en el 2022 (SIAP, 2022)
de la cual se generan residuos de gran porcentaje ya que una gran parte de la fruta es
la cascaray la coronilla, los cuales han sido tratados como basura sin obtener algun tipo
de aprovechamiento o beneficio de ello, incluso, los residuos pueden contribuir a la

contaminaciéon del medio ambiente.

1.6.1 Biomasa lignocelulésica de la pifia y otras fuentes

Diversas investigaciones han documentado la presencia de celulosa, hemicelulosa y
lignina en distintos residuos (Sun & Cheng, 2002), la Tabla 1.1 muestra la composicion

de distintos residuos agroindustriales incluidos los residuos de la pifia.

Tabla 1.1 Composicién de residuos agroindustriales

Material Celulosa Lignina
] o Hemicelulosa (%)
lignoceluldsico (%) (%)
Tallos de maderas
40-55 24-40 18-25
duras
Tallos de maderas
45-50 25-35 25-35
blandas
Papel 86-90 0 0-15
Paja de trigo 30 50 15
Ceésped 45 314 12
Pifia (Corona) 4553 £ 1.17 21.88 £ 0.22 13.88 £ 1.70
Pifia (Cascara) 40.55 £ 1.02 28.69+0.35 10.01 £ 0.38
Pifia (Corazon) 24.53 + 1.68 28.53 £1.37 5.78 £ 0.429
Pifa (Rastrojo) 32.2 21 2.83

Los residuos de pifia (cascara y corona) se consideran materiales lignocelulésicos que
pueden utilizarse en la produccion de bioetanol de segunda generacion, en base a
investigaciones realizadas es posible obtener azlicares reductores a partir un proceso
de hidrdlisis acida usando acido sulfurico o acido fosférico y ser usados para la

fermentacion (Salafia et al., 2022).
1.7 Hidrélisis

La produccién de bioetanol requiere de una etapa de hidrdlisis, cuyo objetivo es la

despolimerizacion de la celulosa y la hemicelulosa en azucares fermentables.
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1.7.1 Hidrdlisis alcalina

La hidrdlisis alcalina es la adicion de hidroxidos de potasio, sodio, amonio y calcio al
tratamiento de la biomasa. Durante la reaccién se produce la ruptura de los enlaces
ésteres intermoleculares (éster, aril-éter, alquil-aril), es decir, el complejo de lignina-
carbohidrato, mediante reacciones de saponificacion y también se produce la posterior
eliminacion de los grupos acetilo y acido urénico en la hemicelulosa (Mankar et al.,
2021). Con lo anterior se mejora la accesibilidad de las enzimas a la fraccién de celulosa,

ayudando asi en la fermentacién de azucares para la producciéon de etanol.

Las principales ventajas de este tratamiento son su alta eficiencia para solubilizar la
lignina, la baja corrosion y toxicidad de los reactivos utilizados, y la aplicacion de esta

tecnologia en condiciones ambientales (Kim et al., 2016).

1.7.2 Hidrdélisis enzimatica

La hidrdlisis enzimatica es un método atractivo para la produccion sostenible de etanol
celulésico. Considerando la compleja red lignina-celulosa-hemicelulosa de la biomasa
lignoceluldsica, la hidrélisis enzimatica es un proceso catalizado por enzimas llamadas
genéricamente celulasas cuya accion conjunta produce la degradacion de la celulosa
(Zhang et al., 2021)

Gran cantidad de microorganismos participan en la produccion de celulasas y
hemicelulasas, y la mayoria son hongos filamentosos, incluidos Trichoderma spp. y
Aspergillus spp., nativos o genéticamente modificados, es asi como estudios han
informado que la combinacion de enzimas de estos dos microorganismos maximiza la

conversion de lignocelulosa en azucares monosacaridos (Broda et al., 2022).

Si se afaden celulasas al material lignoceluldsico la hidrdlisis de la celulosa es
demasiado lenta, debido a la asociacién de esta con la lignina que constituye una
barrera fisica a la penetracién de los enzimas. Otros factores como la porosidad (area
superficial accesible), la cristalinidad de la celulosa, el grado de polimerizacion y el
contenido en lignina y hemicelulosa dificultan la accesibilidad de las celulasas
reduciendo la eficiencia de la hidrdlisis. Todos estos factores hacen necesaria una etapa
de pretratamiento, previa a la hidrdlisis de la celulosa, que altere la estructura del
material lignoceluldsico facilitando la accion de las enzimas (Aditiya et al., 2016., Zhang
et al., 2021).
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1.7.3 Hidrdlisis acida

La hidrdlisis acida en un proceso en el cual los polisacaridos como la hemicelulosa y
celulosa contenidos en la biomasa se solubilizan mediante el empleo de acidos en
monosacaridos. El acido es capaz de causar una ruptura entre los enlaces del
polisacarido y la lignina, lo que ayuda a la disposicién de la mayoria de los azucares
monomeéricos (Solarte-Toro et al., 2019). Los acidos mas utilizados son el acido

sulfdrico, acético, clorhidrico, férmico y el acido fosforico (Rezania et al., 2020).

La hidrdlisis acida se puede realizar de dos maneras diferentes: con el uso de acido
diluido (1-3 %) y temperaturas de 180 a 240 °C y con &cido concentrado (20-40 %) a
temperaturas relativamente mas bajas (50-100 °C) Este ultimo puede lograr un
rendimiento de 90 % de recuperacion de azucares, pero requiere un mayor costo de
inversion para corregir los problemas causados por la corrosién y la disposicion de
residuos. Ambos enfoques tienen su propio conjunto de ventajas y desventajas. El
tratamiento con acido diluido tiene un menor consumo de acido, pero la energia
necesaria para todo el proceso es mayor debido a las temperaturas mas altas. Por otro
lado, el uso de acido concentrado reduce el consumo de energia debido a la menor
temperatura de reaccion, pero requiere un mayor costo de inversion para corregir los
problemas causados por la corrosion y la disposicion de residuos (Solarte-Toro et al.,
2019 y Zhou et al.,2021).

Durante la hidrdlisis acida no sélo se obtienen los azucares fermentables (o reductores),
sino que, debido a las condiciones en las que se desarrolla, también se originan una

serie de compuestos llamados inhibidores.

a) Azucares reductores

La hidrdlisis de la biomasa lignoceluldsica tiene como objetivo la obtencion de azucares
fermentables provenientes del complejo formado por celulosa y hemicelulosa el cual a
su vez esta rodeado con lignina (Mamani et al., 2022). EI componente principal de la
celulosa es la glucosa y de la hemicelulosa es la xilosa. Tanto la glucosa como la xilosa
son monosacaridos capaces de formar estructuras ciclicas y facilmente fermentables
por algunos microorganismos (Lenihan et al., 2010). Estos azucares funcionan como
agentes reductores; esto es, que pueden donar electrones a otra molécula con la que
reaccionan. En otras palabras, un azucar reductor es un carbohidrato que contiene un
grupo carbonilo (C=0) en su estructura (glucosa, xilosa y arabinosa) (Deshavath et al.,
2020).
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b) Inhibidores

La hemicelulosa y la celulosa se descomponen mediante hidrdlisis acida y se obtienen
azucares solubles. En general, la hidrdlisis de la hemicelulosa produce azucares
(glucosa, xilosa, manosa y galactosa) y acidos organicos (acido férmico, acético). La
xilosa es una pentosa, que puede deshidratarse aun mas hasta formar furfural
(Deshavath et al., 2020). A diferencia de la hemicelulosa, la celulosa tiene una mayor
estabilidad debido a un alto grado de polimerizacion, su cristalinidad y la presencia de
enlaces de hidrégeno. En condiciones acidas, la celulosa se puede hidrolizar a glucosa
y luego la glucosa se puede transformar posteriormente en 5-hidroximetilfurfural (HMF).
Durante la hidrdlisis acida, sélo se eliminan pequefas cantidades de lignina en forma de
fragmentos solubles. La lignina es un polimero aromatico complejo con una estructura
muy aleatoria. Este compuesto se degrada principalmente en fenoles (Swigtek et al.,
2020., Zhou et al.,2021).

1.8 Fermentacion

En el area industrial proceso de fermentacién, se puede definir como la intervencion de
microorganismos en la obtencion de productos valiosos. Los microorganismos pueden
producir compuestos complejos que son dificiles y costosos de obtener mediante
sintesis quimica (Chai et al., 2022). Desde un punto de vista estrictamente bioquimico,
la fermentacion es un proceso de metabolismo central en el que un organismo convierte

un carbohidrato, como el almidén o el azucar, en un alcohol o un acido (Maicas, 2020).

Existen diferentes tipos de fermentaciones como: alcohdlica, lactica y acética.

1.8.1 Fermentacioén alcohdlica

La fermentacion alcohdlica es un proceso en condiciones anaerdbicas (ausencia de
oxigeno) originado por la actividad de algunos microorganismos que procesan lo
hidratos de carbono (de forma general, los azlicares) para transformarlos en etanol. En
la Figura 1.2 se muestra la reaccion que se lleva a cabo en dicho proceso, donde ocurre
lo siguiente: la molécula de glucosa, mediante la glucdlisis, se trasforma en dos
moléculas de &acido piravico, este sufre una descarboxilacion, liberando CO2 y
transformandose en acetaldehido, el NADH cede sus electrones al acetaldehido
producido anteriormente para formar el etanol (HsC-CH>-OH) y regresa el NAD" a la

glucdlisis y en consecuencia el suministro de piruvato.
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Figura 1.2 Reaccién quimica en la fermentacion alcohdlica

La produccion de etanol depende principalmente de la concentracién de glucosa (el
rendimiento tedrico de alcohol es de aproximadamente 0.511 g de etanol por gramo de
glucosa), pero la suplementacion con nutrientes también es un parametro importante
que se debe considerar, ya que una cantidad adecuada de nutrientes como potasio,
azufre, nitrégeno y algunos minerales, que a menudo son pobres o ausentes en los
desechos agricolas pueden mejorar significativamente el rendimiento de la produccion
de etanol (Salafia et al., 2022).

Existe una gran cantidad de bacterias y levaduras que son capaces de fermentar
azucares los cuales son necesarios para su metabolismo y reproduccién. La produccién
actual de etanol es mediante el uso de la levadura Saccharomyces cerevisiae y la

bacteria Zymomonas mobilis (Hatami-Manesh et al., 2020., Malik et al., 2020).

1.8.2 Levaduras

Las levaduras son microorganismos eucariotas que viven principalmente en el agua, el
suelo, el aire y en las superficies de plantas y frutos. Quizas el habitat mas interesante
en este punto sean estos ultimos, ya que intervienen directamente en la descomposicion
del fruto maduro y participan en el proceso de fermentacion. En este entorno natural, las
levaduras pueden realizar su metabolismo y actividad fermentativa satisfactoriamente al
disponer de los nutrientes y sustratos necesarios. A nivel nutricional, su crecimiento se
apoya en la existencia de compuestos basicos como azucares fermentables,

aminoacidos, vitaminas, minerales y también oxigeno (Maicas, 2020).

14



1.8.2.1 Levadura Saccharomyces cerevisiae

La Saccharomyces Cerevisiae es una especie ampliamente utilizada y estudiada para
la produccion de bioetanol por ser robusta y apta para la fermentacion de glucosa
procedente de la hidrdlisis de la biomasa lignocelulésica (Edeh, 2021). La utilidad
biotecnoldgica de S. cerevisiae reside en sus caracteristicas biologicas unicas, es decir,
su capacidad de fermentacion, resistencia a condiciones adversas de osmolaridad y pH
bajo (valores alrededor de 3.5 o incluso menos), alta tolerancia a la presencia inhibidores
(ya sea formados durante los pretratamientos de la materia prima o producidos durante
la fermentacion) y su capacidad para crecer rapidamente en condiciones anaerdbicas
(Parapouli et al., 2020., Maicas, 2020).

1.9 Destilacion

La destilacion es una etapa importante para la produccion de etanol de calidad como
combustible a partir de biomasa lignocelulésica. La destilacion permite la separacion
efectiva de una sustancia componente (como el etanol) de una mezcla liquida miscible
(como el caldo de fermentacién) mediante procesos consecutivos de evaporacion y
condensacion selectiva basados en una diferencia en sus volatilidades (Broda et al.,
2022). En la produccién de etanol, es el principal medio de separacién de etanol de

soluciones acuosas.

1.9.1 Azeétropo

EL azedtropo se conoce como una mezcla de punto de ebullicién constante. Durante la
destilacion del etanol el principal obstaculo es la formacién de una mezcla azeotropica
de una solucién de etanol y agua con una composicién de 89.4 % en moles de etanol y
10.6 % en moles de agua a 78.2 °C y presidon atmosférica estandar. El etanol hierve a
78.4 °C, el agua hierve a 100 °C, pero el azedtropo hierve a 78.2 °C, que es menor que

cualquiera de sus constituyentes (Karimi et al., 2021.; Kumar et al., 2010).

1.9.2 Destilacion simple

La destilacion simple es la operacién mediante la cual separamos una mezcla liquida en
sus componentes, mediante un proceso de evaporacién seguido de condensacion. Se
basa en el hecho de que el vapor obtenido al calentar la mezcla es mas rico en el

componente mas volatil (Tejada et al., 2010).
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1.9.3 Destilacion fraccionada

La destilacién fraccionada es una técnica mas efectiva para separar el bioetanol
obtenido después de la fermentacion segun lo reporta Sukasem et al. (2017) quienes

realizaron estudios de eficiencia en la modificaciéon de un destilador artesanal.

La columna de destilacion fraccionada proporciona un camino vertical a través del cual
el vapor pasa desde el destilador al condensador antes de ser recolectado en el
receptor. A medida que el vapor del destilador sube por la columna, una parte se
condensa en la columna y regresa al destilador. Si la parte inferior de la columna de
destilacién se mantiene a una temperatura mas alta que la parte superior de la columna,
el condensado se revaporizara parcialmente a medida que fluye hacia abajo por la
columna. El vapor no condensado, junto con el producido por la revaporizacion del
condensado en la columna, asciende cada vez mas en la columna y sufre una serie
repetidas de condensaciones y revaporizaciones. Este proceso repetitivo equivale a
realizar una serie de destilaciones simples dentro de la columna, donde la fase de vapor
producida en cada paso se vuelve cada vez mas rica en el componente mas volatil; En
consecuencia, el condensado que fluye hacia abajo por la columna se enriquece en el

componente menos volatil (Gilbert & Martin, 2010).

1.10 Poder calorifico

La calidad de un combustible esta representada por la cantidad de energia que contiene
y puede liberar cuando se le somete a un proceso de conversion energético, esta
cantidad se denomina poder calorifico y es la cantidad de energia (kJ o kcal) que
produce la combustion de un kilogramo de este (Shehab et al., 2022). El poder calorifico
se puede representar de dos maneras: poder calorifico superior y poder calorifico

inferior.

El poder calorifico inferior indica la cantidad de calor que puede proporcionar el
combustible cuando toda el agua en los productos permanece como vapor, mientras el
superior refleja el calor que puede liberar el combustible cuando toda el agua en los
productos condensa (Ayala et al., 2016). La medicién del poder calorifico puede

realizarse empleando la bomba calorimétrica.

1.10.1 Bomba calorimétrica

La bomba calorimétrica un dispositivo que se usa para determinar el poder calorifico de

un combustible cuando se quema a volumen constante.
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Una bomba calorimétrica en un recipiente calorimétrico que contiene una cantidad
medida de agua, en el que se sumerge un termoémetro para medir la temperatura del
agua, un dispositivo agitador para mantener el agua a una temperatura uniforme y, por
lo tanto, definida y una "bomba" de volumen constante en la que los materiales
combustibles puedan quemarse en oxigeno bajo presion. Para controlar la transferencia
de calor entre el calorimetro y su entorno, el recipiente del calorimetro esta rodeado por
una "camisa" que esta separada del recipiente por un espacio de aire de
aproximadamente 1 cm de espesor (Jessup, 1960).
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2. METODO

En la Figura 2.1 se presenta el diagrama de flujo del método para la produccion de
bioetanol a partir de azucares reductores de coronilla de pifia.

~
Secado, molienda y e

preparacion del —] Caracterizacion del sustrato antes y ]

residuo de pifia después de la hidrdlisis
\

A

N
Obtencién del sustrato Acido fosforico (HsPOs)
medlaqtg ieliglists Concentracion 1.0 M
—— ) Tiempo de reaccion: 30,60,90, 120, 180
y 300 min

A

Determinacion de azucares
reductores

Método: Acido 3,5 dinitro salicilico
(DNS).

A 4

Saccharomyces Cervisiae. Tiempo de fermentacion 24, 48 y 72 h

-
Fermentacion alcohdlica Tﬁmg%ra;léra 28°C
mediante levadura P

A 4

Destilacion

A 4

Determinacion del poder N
calorifico omba calorimétrica.

Figura 2.1 Metodologia del proceso de produccion de bioetanol
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2.1 Secado molienda y preparacion del residuo de pina

Las coronillas de pifa fueron recolectadas y trasladas al Laboratorio de Investigacion en
Ingenieria Ambiental (LIIA) del Instituto Tecnoldgico de Toluca (ITT). Los residuos se
lavaron con agua desionizada, se secaron a una temperatura de 50 °C en una estufa de

recirculacién por 72 h, y se molieron a tamafo de particula menores a 250 ym.

2.2 Caracterizacion del sustrato

Se realiz6 la identificacion de los grupos funcionales presentes usando la técnica de
FTIR. Por otro lado, se determind el porcentaje de humedad, celulosa, hemicelulosa y

lignina.

2.2.1 Caracterizacion del sustrato después de la hidrolisis

La fase sdlida que se obtuvo después del proceso de hidrolisis acida con H;PO4 1.0 M
a 95 °C y 120 min se lavo con agua destilada a 50 °C para remover el exceso de iones
atribuidos al acido, se seco por 24 h a 105 °C y se determiné el porcentaje de celulosa,
hemicelulosa y lignina. Asi mismo, se evaluaron los cambios en los grupos funcionales

usando la técnica de FTIR.

2.2.2 Analisis por FTIR

Las muestras se analizaron en un espectrémetro FTIR marca JASCO FT/IR-4X, con

rango de trabajo entre 4000 a 400 cm™.

2.2.3 Determinacion de la humedad

El andlisis se realiz6 de acuerdo con la metodologia de la norma Official Methods of
Analysis A.O.A.C 934.0684 15th Edition 1990.

En una capsula de aluminio la cual estaba previamente a peso constante se pesaron 5
g de muestra de la coronilla de pifia previamente triturada y homogenizada. La muestra
se sometid a calentamiento en una estufa de recirculacion a 105 °C durante 4 horas, se
enfrid en un desecador por 30 min y se peso. El procedimiento anterior para la capsula

con la muestra se repitid hasta obtener peso constante.

2.2.4 Preparacion para sustrato libre de extractivos

Para realizar las determinaciones de holocelulosa (celulosa y hemicelulosa) y lignina, la
coronilla de pifa debe estar libre de extractivos, para ello se sigui6 la metodologia de la
norma TAPPI 204 cm-97 (TAPPI, 2007).
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Se pesaron 3.75 g de coronilla de pifia seca en un cartucho de extraccion, se coloco en
el sistema a reflujo con un aparato Soxhlet, con una mezcla de 100 mL hexano (CgH14)
y 75 mL de etanol (C,HO) haciendo recircular el solvente 3 veces por hora. Luego de
4 horas, la muestra sin extraibles se trasladd a un crisol de peso conocido, se secé en
una estufa a 105 °C, se enfrié en desecador y se peso. El procedimiento se repitié hasta

llegar a peso constante.

2.2.5 Determinacion de lignina

La determinacién del porcentaje de lignina insoluble en acido se realizd siguiendo la
metodologia TAPPI Reaffirmation of T 222 om-02 (TAPPI, 2006).

Se pesaron 500 mg de coronilla de pifa seca vy libre de extraibles. La muestra se coloco
en un vaso de precipitado, se agregaron en pequefios incrementos 15 mL de &cido
sulfurico (H2S04) al 72 % (v/V) mientras se mezclaba el residuo. Después se cubri6 el
vaso y se mantuvo en un bafio a 20 °C durante 2 h mezclando manualmente cada 20
minutos. Se agregd agua destilada al vaso hasta una concentracion del 3 % (v/V) de
H>SO4, se mantuvo en reflujo por 4 h. Se filtré la suspensién con papel filtro y se lavo
con agua destilada hasta pH neutro, se sec6 en una estufa a 105 °C hasta registrar peso

constante, se enfrié en el desecador y se pesoé.

2.2.6 Determinacion de holocelulosa

Para la determinacion de holocelulosa se realizé siguiendo la metodologia descrita en
la norma ASTM D1104-56.

Se pesaron 2.5 g de coronilla de pifia seca y libre de extractivos. Se agregaron 80 mL
de agua destilada a 75 °C, 0.5 mL de acido acético (CH3COOH) y 1 g de clorito de sodio
(NaClOz). El matraz se mantuvo a 75 °C por 60 minutos, en ese momento se afiadieron
0.5 mL adicionales de acido acético y 1g de clorito de sodio. Lo anterior se repitid en
ciclos de 60 minutos por 4 horas. Al final del periodo de 4 horas, el matraz se sumergié
en agua a temperatura ambiente para detener la reaccion. La mezcla se filtré usando un
matraz de Kitasato y una bomba de vacio; se secé a 105 °C hasta registrar peso

constante.

2.2.7 Determinacién de celulosa y hemicelulosa

La determinacion de celulosa se llevé a cabo siguiendo la metodologia de la norma
ASTM D1103-55T.
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Se peso6 1 g de holocelulosa obtenida en la prueba anterior, se hizo reaccionar con 25
mL de hidroxido de sodio al 17.5 % (p/V) por 45 minutos, luego se diluy6 con 30 mL de
agua destilada, se agitd y se dejo reposar. La suspension de fibra se filtré al vacio,
lavando con hidroxido de sodio al 17.5 % y agua destilada. Se agregaron 15 mL de acido
acético al 10 % durante 5 min mientras se continuaba aplicando vacio, la a-celulosa
neutralizada se lavé con agua destilada. La muestra obtenida se secé a 105 °C por 4
horas, se transfirié a un desecador por 30 minutos y se pesé. El peso final es la a-

celulosa.

La cantidad de hemicelulosa se determin6 con la diferencia entre la holocelulosa y

celulosa.

2.3 Obtencion del sustrato mediante hidrolisis acida

Se examinaron los efectos del tiempo de reaccién. La hidrolisis acida se realizdé con
HsPO4 con una concentracion 1.0 M a una temperatura de 95 °C durante 30, 60, 90,
120, 180 y 300 min como tiempo de reaccion.

La muestra se prepard mezclando 20 g de residuo de pifia con 300 mL de H3PO4 1.0 en
matraces bola de fondo plano colocandolos en un sistema a reflujo y se dejaron
reaccionar. Al término de la hidrdlisis el sistema se dejo enfriar a temperatura ambiente,
las fases se separaron mediante filtracion, en la fase liquida (hidrolizado) se determiné

el contenido de azucares reductores y productos inhibidores.

2.4 Determinacion de azicares reductores

Se cuantifico la cantidad de azucares reductores usando el método acido 3-5 dinitro
salicilico descrito por Burgos (2019) el cual se basa en la reduccion del acido 3-5 dinitro
salicilico por los azucares ciclicos que poseen un grupo carbonilo en su estructura
(azucar reductor) al acido 3-amino 5-nitrosalicilico, cuya presencia puede detectarse a

una longitud de onda de 540 nm.

2.4.1 Preparacion del reactivo DNS

El reactivo DNS se preparé agregando 30 g de tartrato de sodio y potasio tetrahidratado
(KNaC4H40s * 4H20) en una solucion de 2 M de NaOH, posteriormente se agregé 1 g
de acido dinitro salicilico (C7H4N20y7), se afor6 con agua destilada hasta un volumen final

de 100 mL y se almacend en ausencia de luz.
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2.4.2 Preparacion de la curva de calibracion de azucares reductores

La curva de calibracion para azucares reductores se construyé mediante el método de
DNS a una absorbancia de 540 nm. Este método fue usado para evaluar las

concentraciones de azucares reductores de los diferentes tratamientos.

En un matraz volumétrico se preparé 50 mL de una solucién patron de glucosa 2 g/L.
Se realizaron diferentes diluciones para obtener las siguientes concentraciones 0, 0.5,
0.7,1.0,1.5y 1.7 g/L. Se afiadieron 500 pL de cada solucién y 500 yL del reactivo DNS
en tubos tapa rosca cubiertos con papel aluminio para proteger la reaccion de la luz. Los
tubos se colocaron en un bafio maria 92 °C por cinco minutos. Se detuvo la reaccion en
un bafio de hielo por cinco minutos mas y se agregaron 5 mL de agua destilada a cada
tubo, se agitd y se realizo la lectura de la absorbancia a 540 nm en el espectrofotometro
Thermo Spectronic Helios Gamma 9423 UVG 1000. Se realizé una regresion lineal a la

curva de calibracion.

2.4.3 Cuantificacion de azucares reductores en la muestra

La cuantificacion en la muestra se realizé por triplicado, se tomaron 500 uL del
hidrolizado obtenido segun los tiempos de reaccion y se mezclaron en un tubo de vidrio
con 500 uL de reactivo DNS. Los tubos se colocaron en bafio maria a 92 °C durante 5
minutos, después se colocaron en un bafo de hielo por 5 minutos para detener la
reaccion, se diluyeron con 5 mL de agua destilada, se agit6 y se realizé la lectura de la

absorbancia a 540 nm en el espectrofotémetro UV-VIS.

De la curva de calibracion obtenida, se despejo la variable concentracién en funcion de

la absorbancia medida, y se reemplazaron los datos obtenidos.

2.5 Determinacion de productos inhibidores en la muestra hidrolizada
2.5.1 Determinacion de furfural

La preparacion de la curva de calibracion de furfural, se realizé a partir de una solucion
madre de 0.1 g/L de furfural grado reactivo en agua, después se tomaron las alicuotas
correspondientes para obtener las siguientes concentraciones: 2, 4, 6, 8, 10, y 12 mg/L.
La determinacion de furfural en la muestra se realizé por triplicado, se tomaron 200 uL
de los hidrolizados a los diferentes tiempos de reaccién y se diluyeron con agua
destilada hasta tener un volumen de 10 mL.
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Las soluciones para la curva de calibracién y las muestras se leyeron en el
espectrofotémetro Thermo Spectronic Helios Gamma 9423 UVG 1000 a una longitud de
onda de 277 nm.

2.5.2 Determinacion de HMF

La preparacion de la curva de calibracién de HMF, se realizé a partir de una solucién
madre de 0.1 g/L de HMF grado patrén en agua, después se tomaron las alicuotas

correspondientes para obtener las siguientes concentraciones: 2, 4, 6, 8, 10, y 12 mg/L.

La preparacion de las muestras previa a la determinacion de HMF se llevo a cabo tal y
como se describe en el apartado anterior. Las soluciones para la curva de calibracion y
las muestras se leyeron en el espectrofotdmetro Thermo Spectronic Helios Gamma
9423 UVG 1000 a una longitud de onda de 284 nm.

2.7 Fermentacion alcohédlica

Después de la hidrdlisis a los diferentes tiempos de reaccion (30, 60, 90, 120, 180 y 300
min), a la fase liquida (hidrolizado) se le ajusté el pH a 5.0 a 5.5 con solucién de NaOH
al 40 % (p/V) con ayuda de un potenciometro. Luego se inoculd 0.2 % p/V de levadura

S. Cerevisiae con 25 mL de hidrolizado y se incub6 por 1 hora a 28 °C.

La fermentacion alcohdlica de acuerdo con lo reportado por Melgarejo & Urquiza.,
(2019), se realiz6 en matraces erlenmeyer de 250 mL con un volumen de trabajo
aproximado de 100 mL en condiciones anaerobias a 28 °C, por un tiempo de 24, 48 y
72 horas y se agité periodicamente de manera manual. Los nutrientes utilizados se

muestran en la tabla 2.1.

Tabla 2.1 Componentes para el medio de fermentacion

Concentracioén
Componente
g/L
Sulfato de amonio 0.96
Extracto de levadura 6.5
Sulfato de magnesio 0.5
Mezcla hidrolizada 3.156-3.75
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2.8 Determinacion de la concentracion de bioetanol por valoracion redox

La cuantificacion del bioetanol se realizé de acuerdo con la metodologia reportada por
Mengana-Trujillo et al. (2022). En un matraz Erlenmeyer, se prepar6 una mezcla de 25
mL de dicromato de potasio 1 mol/L y 10 mL de &cido sulfurico concentrado, a la mezcla
anterior se agregé 10 mL de la solucién muestra y se dejo en reposo por 30 minutos

donde ocurrié la siguiente reaccién:

2K,Cr,0, + 3C,HsOH + H,S0, — K,S0, + 2Cr,(S0,); + 3CH;COOH + 11H,

Transcurrido el tiempo se afiadieron 10 mL de solucion de yoduro de potasio al 10 %.
K,Cr,0, + 6KI + 7H,SO, — 4K,S0, + Cr,(S04); + 31, + 7H,0

Se valor6 de inmediato con solucion de tiosulfato de sodio 0.1 N previamente

estandarizada, utilizando 0.5 mL de solucién indicadora de almidén.
2Na,S,03 + I, - 2Nal + Na,S40¢

Al mismo tiempo se preparé un blanco siguiendo el proceso anterior, utilizando agua en

lugar de la solucion muestra.

2.9 Destilacion

El fermentado obtenido a partir del hidrolizado con la mayor concentracion de azucares
reductores (tiempo de reaccion 120 min) y tiempo de fermentacién de 72 horas se
sometié a un proceso separacion por 5 horas (Sukasem et al., 2017) mediante una
destilacion fraccionada con ayuda de una columna de Vigreux, con el objetivo de separar

el bioetanol.

2.10 Determinacién del poder calorifico

La determinacién del poder calorifico se llevo a cabo siguiendo la metodologia de la
norma ASTM D240-19.

Con ayuda de la bomba calorimétrica se determind poder calorifico al bioetanol. Se
peso 1 g de muestra se colocé en la capsula, se corté una seccion de alambre de
ignicion de 10 cm y se peso en la balanza analitica se coloco en los electrodos de la
bomba calorimétrica. Se presurizé el sistema con oxigeno a 20 atm. La bomba se
introdujo en el recipiente con agua. Se conectaron los electrodos en la tapa de la bomba

y estos a su vez al control de ignicién, de acuerdo con la longitud del alambre de ignicion
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que fue montado previamente. Posteriormente se coloco la bomba dentro de la camisa
adiabatica. Se introdujo el termometro. Se encendid el motor del agitador y se
registraron las temperaturas cada 20 segundos hasta que se estabiliz6. Se pulso el
boton de inicio en el control de ignicion y registraron los cambios de temperatura en

periodos de 15 segundos hasta que se aprecié nuevamente una estabilidad térmica.

25



3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion del sustrato

A continuacién, se muestran los resultados de la caracterizacion de la coronilla de pifa

sin hidrolizar.

En la Tabla 3.1 se observa que la muestra de la coronilla de pifia antes de la hidrdlisis
tiene el 6.06 % de extraibles lo que corresponde principalmente a proteinas, vitaminas,

lipidos, minerales, clorofila entre otros.

Los compuestos de mayor interés para la hidrdlisis acida corresponden a la ligninay a
la holocelulosa (celulosa y hemicelulosa), de acuerdo a los resultados en la
caracterizacion se obtuvo un total de 18.41 % para la lignina siendo similar al reportado
por Gutiérrez et al., (2022) (17.85 %) y menor a lo reportado por Mansor et al., (2019)
(22 %) lo cual indica que la coronilla de pifia presenta un soporte estructural en la pared
celular que le otorga rigidez y permeabilidad al agua ofreciendo una estabilidad a la
degradacion, la holocelulosa que conforma la coronilla de pifia corresponde a un 43.63
% de celulosa y 27.10 % de hemicelulosa valores similares a los reportados por
Banerjee et al., (2017).

Tabla 3.1 Composicion quimica de la coronilla de pifia antes de la hidrélisis

Composicién %

Humedad 6.06 +0.13
Extractivos 5.27 +0.10
Celulosa 43.63+0.28
Hemicelulosa 27.10 £ 0.68
Lignina 18.41+0.43

Las diferencias en los porcentajes de celulosa, hemicelulosa y lignina se pueden atribuir
a la clase, el tipo de especie de pifa sembrada y el método utilizado para la

determinacion de la composicion.

3.2 Caracterizacion del sustrato después de la hidrélisis

Se realizé un andlisis de la composicién de holoceculosa (hemicelulosa y celulosa) y
lignina (Tabla 3.2) en la coronilla de pifia después de la hidrdlisis &cida (HsPO4 1.0 M a
95 °C y un tiempo de reaccion de 120 min donde se obtuvo la mayor produccion de

azucares reductores). Se puede observar que una proporcion de la hemicelulosa y
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celulosa fue solubilizada, lo cual se puede atribuir a la produccion de azucares
reductores como pentosas y hexosas respectivamente (Zborowska et al., 2021).
También se puede observar el aumento de la fraccion de lignina lo cual se puede atribuir

a la deslignificacion del sustrato.

Tabla 3.2 Composicién quimica de la coronilla de pifia después de la hidrolisis

Composicion %
Humedad 5.81+0.11
Extractivos 6.81 +0.16
Celulosa 41.19+0.20
Hemicelulosa 23.54 +0.71
Lignina 22.84 + 0.64

3.3 Analisis por FTIR

En la Tabla 3.3 se muestra los numeros de onda de los principales picos presentes en
los espectros de FTIR en la coronilla de pifa.

Tabla 3.3 Picos principales de los espectros FTIR en la coronilla de pifa

Numero de onda (cm- Tipo de vibracion Compuesto
1)
896 Glucosidico B1-4 Flexién C=H Celulosa
1040, 1105, 1164 C-0O, C-H Estiramiento de C-O/Flexién en Celulosa
plano
1381 C-0-C Estiramiento asimétrico Celulosa
1246, 1736 C-0, C=0 Estiramiento C-O y C=0 Hemicelulosa
1427 C-H Vibracion de anillo aromatico Lignina
1512, 1605 Anillo aromatico Vibracion de anillos aromaticos Lignina
C=0
2849 C-H2 Estiramiento asimétrico Lignina y hemicelulosa
2924 C-H Estiramiento simétrico Celulosa
3585 -OH Estiramiento Agua

De acuerdo con los datos presentados en la tabla 3.3 las vibraciones detectadas en la
coronilla de pifa corresponden a los caracteristicos en los residuos lignocelulésicos
(celulosa, hemicelulosa y lignina). La vibracion de flexién en 896 cm™ (la vibracién del
anillo de glucosa y enlaces ) evidencian la presencia de celulosa (Gutiérrez et al.,
2022).

Las bandas de 1040, 1105 y 1164 cm™ (vibracion de estiramiento y flexién) son
representativas de los grupos C-O y C-H de la celulosa, mientras que los enlaces C-H
de la porcion alifatica se observaron a 1427 cm™ (Gémora-Hernandez et al., 2020).
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La banda en 1381 cm™ (estiramiento asimétrico C-O-C en anillos) es correspondiente a
la celulosa. El pico 1736 cm™ y 1246 cm™ corresponde al estiramiento de grupos
carbonilo (C=0) en cetonas no conjugadas, carbonilo y grupos alifaticos presentes

principalmente en hemicelulosa (Awoyale & Lokhat, 2021).

El pico en 1605 cm™ (de anillo aromatico unido a C=0) y 1512 cm™ (enlaces C=C de

anillos aromaticos) corresponden a vibraciones en lignina.

Las vibraciones de estiramiento simétrico (2924 cm™) y asimétrico (2849 cm™)
corresponden a la celulosa, hemicelulosa y lignina segun lo reporta Xu et al., (2013) en
el andlisis por FTIR de algunos materiales lignoceluldsicos. La vibracion en 3585 y se
asigna a estiramiento del grupo -OH de celulosa intra e intermolecular, agua, y de O-H

libres.

Para visualizar los efectos de la hidrolisis acida sobre las bandas de vibracion de la
coronilla de pifia, se puede observar en la Figura 3.1 que las intensidades de las bandas
correspondientes a celulosa, hemicelulosa y lignina (1246 a 1736 cm-1) mostraron una
disminucién después de la hidrélisis 4cida, lo que coincide con los hallazgos de Swigtek
et al., (2020). Este comportamiento apoya la produccién de azucares (Awoyale & Lokhat
(2021).

—— CP Antes
—— CP Después

1040

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda cm’

Figura 3.1 Espectros IR de la coronilla de pifia antes y después de la hidrdlisis acida
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Las bandas de celulosa (1105 y 1164 cm™) se observan mas definidas, lo que sugiere
qgue el contacto entre la coronilla de pifia y la solucion de HsPO. fue eficiente en la
recuperacion de azucares de la celulosa y la hemicelulosa (Gutiérrez et al., 2022),
ademas mostré la aparicion de una banda a 1050 cm™ después de la hidrdlisis acida,
Presenda-Geronimo et al., (2020), menciona que este pico es asignado al enlace Cauri-

O el cual corresponde a hidrogenos aromaticos, confirmando asi la remocion de lignina.

3.4 Determinacion de aztcares reductores
3.4.1 Curva de calibracion de glucosa

Luego de preparar las soluciones de glucosa y hacerlas reaccionar con el DNS, se
procedié a medir las absorbancias de las soluciones de glucosa de 0.5, 0.7, 1.0, 1.5,
1.7,y 2.0 g/L en un espectrofotébmetro y se graficaron los resultados como se muestra

en la Figura 3.2.

La curva de calibracion se realizé para determinar la concentracién de azucares

reductores presentes en la muestra hidrolizada.
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R?=0.9970

Absorbancia

0.40 -
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Glucosa (g/L)

Figura 3.2 Curva de calibracion de glucosa

Se determinoé la ecuacion de la recta y el coeficiente de correlacion (R?), se obtuvo un
valor igual a 0.9970. Un coeficiente de correlacion cercano a 1 indica perfecta
correlacion entre los datos al relacionar la concentracion con la absorbancia y la

confiabilidad en los datos obtenidos.
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3.4.2 Cuantificacion de azucares reductores en la muestra

Se procedié a medir las absorbancias de las muestras obtenidas después del proceso
de hidrdlisis los diferentes tiempos de reaccion (30, 60, 90, 120, 180 y 300 min) en un
espectrofotdmetro UV-VIS. Las concentraciones de azucares reductores para cada una

de las muestras se calcularon a partir de la curva de calibracién de la glucosa.

w
1

Azucares reductores (g/L)

0 60 120 180 240 300
Tiempo de hidrélisis (min)

Figura 3.3 Produccién de azlcares reductores durante la hidrélisis acida

Los resultados de la hidrdlisis con acido fosférico 1M de la coronilla de pifia a diferentes
tiempos de reaccion se muestran en la Figura 3.3. La concentracion de azucares
reductores aumento simultdneamente con el tiempo de reaccion y permanecio casi sin
cambios después de experimentar un valor maximo. En el rango de 30 a 60 min la
cantidad de azucar liberada aument6é de 1.3 a 1.9 g/L. A medida que el tiempo de
reaccion aumentaba la concentraciéon maxima de azucares reductores fue de 3.7 g/L a
los 120 min. La cantidad de azucar liberada disminuy6 ligeramente a 3.1 g/L a los 180
min y 3.2 g/L a los 300 min. Este comportamiento podria deberse a la descomposicion
del azucar reductor en furfural segun lo reportan Gutiérrez et al (2022). Un aspecto
importante durante la hidrdlisis acida de materiales lignoceluldsicos es la degradacion

de los azucares reductores (Hatami-Manesh et al., 2020).

3.5 Determinacién de productos inhibidores en la muestra hidrolizada
3.5.1 Determinacion de furfural

Después de preparar las soluciones de furfural de 2, 4, 6, 8, 10, y 12 mg/L se leyeron

en un espectrofotémetro y se graficaron los resultados como se muestra en la Figura
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3.4, obteniendo un coeficiente de correlacion de (R?) de 0.9993. La curva de calibracion

se realizé para determina la concentracién de furfural en la muestra hidrolizada.
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Figura 3.4 Curva de calibracion de furfural

Los resultados presentados en la Figura 3.5 muestran que la cantidad de furfural
presente en la muestra hidrolizada estuvo influenciada por el tiempo de reaccion, como
lo demuestra la mayor cantidad de furfural liberado en el tiempo de 300 min. Las
cantidades de furfural (2.9 mg/L y 3.1 mg/L) formadas en 180 y 300 min respectivamente
podrian explicar la tendencia a la baja observada para la producciéon de azucares

reductores en esta condicion de reaccion (Figura 3.3).

Furfural (mg/L)

0 60 120 180 240 300
Tiempo de hidroélsis (min)

Figura 3.5 Produccion de furfural durante la hidrdlisis
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Este comportamiento fue similar al reportado por Swigtek et al., (2020), quienes
estudiaron la hidrdlisis acida diluida de residuos lignoceluldsicos (madera y miscanthus)
observando que la temperatura y el tiempo tienen un fuerte impacto en la formacién de

furfural.

3.5.2 Determinaciéon de HMF

Después de preparar las soluciones de HMF de 2, 4, 6, 8, 10, y 12 mg/L se leyeron en
un espectrofotometro UV-Vis y se graficaron los resultados como se muestra en la
Figura 3.6, obteniendo un coeficiente de correlacion de (R?) de 0.9976. La curva de

calibracion se realizé para determina la concentracion de HMF en la muestra hidrolizada.

y=0.0774x + 0.01

0.8 1 R2 = 0.9976

0.6 4

0.4 4

Absorbancia

0.2 4

HMF (mg/L)

Figura 3.6 Curva de calibracion de HMF

De acuerdo con la Figura 3.7 es posible observar una proporcionalidad entre la cantidad
de HMF liberado y el tiempo de reaccién en la hidrolisis. Los resultados muestran que
la mayor cantidad de HMF (10.1 mg/L) fue a los 300 min en comparacién con los otros
tiempos de reaccién. Este hallazgo coincide con lo reportado con Hatami-Manesh et al.,
(2020) quienes informaron que, durante la hidrdlisis acida de un residuo de agua de
arroz para la produccion de etanol, la cantidad de HMF aumento al prologar el tiempo

de reaccion.
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Figura 3.7 Produccion de HMF durante la hidrdlisis

3.6 Determinacion de bioetanol

Se determind la concentracion de bioetanol en cada una de las muestras obtenidas
después de la fermentacion a partir de la determinacién por el método de volumetria
redox, los resultados se muestran en la Figura 3.9, donde se observa que los valores se
encuentran en un rango de 0.011 y 0.100 g/L. Donde la mayor produccion de bioetanol
se tiene en la muestra con un tiempo de hidrdlisis de 120 min y 72 horas de
fermentacion, lo cual se relaciona con la mayor cantidad de azlcares reductores y
menor presencia de inhibidores, asi mismo, es importante mencionar que en los tiempos
de fermentacion de 24 y 48 horas en los diferentes tiempos de reaccion de la hidrélisis

no se observa diferencia importante en la produccién de etanol.
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Figura 3.8 Concentracion de bioetanol en las muestras fermentadas

La baja produccion de bioetanol en los tiempos de hidrdlisis de 180 y 300 min se puede
atribuir al contenido menor y mayor de azucares reductores e inhibidores
respectivamente. EI HMF vy el furfural son conocidos como inhibidores del crecimiento
causando dafio a la membrana plasmatica celular y reduciendo la productividad
volumétrica, es decir la cantidad de etanol producido por litro de fermentado por hora
(Ask et al., 2013).

3.7 Destilacion del bioetanol

El fermentado obtenido a partir del hidrolizado con la mayor concentracion de azicares
reductores (tiempo de reaccion 120 min) y tiempo de fermentacion de 72 horas se
sometid a un proceso separacion por 5 horas mediante una destilacion fraccionada con

ayuda de una columna de Vigreux, con el objetivo de separar el bioetanol.

Se evalud el rendimiento del producto Yp/s (cantidad de producto entre cantidad de
sustrato), donde se determind que Yp/s fué de 0.366 lo cual corresponde al 71.6 % de

conversion de acuerdo con el rendimiento tedrico estequiométrico para la
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transformacion de glucosa en etanol que es de 0.51 g de etanol por 1 g de glucosa
(Beluham et al., 2023).

En otros estudios, Salafia et al. (2022) reportaron un rendimiento de etanol del 85 %,
mayor al del presente trabajo con tratamiento de hidrdlisis acida con H.SO4 a 100°C por
2.5 horas a partir de cascara y corazén de pifa, utilizando como microorganismo
fermentativo S. cerevisiae. Hatami-Manesh et al. (2020) estudiaron la produccion
fermentativa del hidrolizado de agua de arroz, obtenido a partir de una solucién diluida
de H2SO4 al 4 % a 80 °C durante 100 minutos, mediante la levadura S. cerevisiae
informaron un rendimiento de 80.4 % con una concentracion de azucares reductores de
47.5 g/L y una cantidad de furfural y HMF de 0.63 y 0.27 g/L respectivamente.

El rendimiento en la produccién de bioetanol se ve influenciado por el tipo y la
susceptibilidad del microorganismo a la presencia de inhibidores (Prasad et al., 2018).

3.8 Determinacién del poder calorifico

De acuerdo con las pruebas realizadas al bioetanol para la evaluacion del poder
calorifico con ayuda de la bomba calorimétrica, se encontré un valor de 18.6 MJ/Kg, lo
que significa que presenta un 30.5 % menor al valor de etanol (26.8 MJ/Kg) publicado
por CONUEE, 2024. Esta diferencia podria atribuirse a la diferencia entre la composicion
del biocombustible comercial y la presencia de moléculas de oxigeno en la estructura
molecular del bioetanol obtenido (Abioye et al., 2022).
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4. CONCLUSIONES

La caracterizacion quimica de la coronilla de pifia mostré que el residuo presenta
viabilidad para la obtencion de bioetanol. Ademas, mediante la espectrofotometria FTIR
del residuo presenta vibraciones caracteristicas de la celulosa, hemicelulosa y lignina
las cuales después del proceso de hidrolisis mostraron cambios importantes los cuales
se pueden atribuir a la produccion de azucares reductores Las fracciones de
hemicelulosa y celulosa solubilizada en la coronilla de pifia después de la hidrolisis
(4cido fosférico 1.0 M, y 120 min) indicaron la produccion de azucares reductores como

pentosas (xilosa y arabinosa) y hexosas (glucosa).

La hidrdlisis de materiales lignoceluldsicos es un paso crucial para la produccion de
azucares y productos de degradacion como el HMF y el furfural. Este estudio se realizé
con la hidrdlisis acida con H3SO4 1.0 M a 95 °C y diferentes tiempos de reaccién
observando que el tiempo tiene influencia sobre el aumento en la cantidad de inhibidores
y disminucion de azucares reductores, lo cual se puede atribuir a la degradacién de

estos.

La fermentacion de los hidrolizados obtenidos se llevaron a cabo utilizando la levadura
S. cerevisiae donde la mayor concentracién de bioetanol fue en un tiempo de 72 horas
y donde se puedo observar que a mayor presencia de compuestos inhibidores memos
produccion de bioetanol. Después del proceso de destilacion fue posible determinar el
rendimiento en la produccion de etanol logrando el 71.6 % respecto al rendimiento
tedrico, ademas de la determinacion del poder calorifico de biocombustible que fue de
18.6 MJ/Kg.

Con todo lo anterior se concluye que la coronilla de pifia es una materia prima adecuada
para la produccion de bioetanol de segunda generacion, ademas ser objeto de mejoras

en su proceso de produccién y su eficiencia energética.
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