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1. RESUMEN / ABSTRACT

1. RESUMEN / ABSTRACT

En este trabajo vamos a estudiar distintos procesos de detoxificacion de
hidrolizados de biomasa lignocelulésica, hoja de olivo en nuestro caso, con el fin de reducir
los compuestos toxicos que inhiben las etapas posteriores dentro de un proceso mas
general de obtencién de bioetanol. Por otro lado, también se pretende estudiar las
condiciones de trabajo que nos permitan obtener una alta recuperacion de azlcares, lo que
nos permitira obtener un rendimiento de proceso mayor en relacion a la biomasa utilizada
como materia prima. Para su evaluacion se han medido tanto del hidrolizado de referencia,
obtenido por hidrélisis 4cida en condiciones suaves, como de los hidrolizados después de
detoxificar con resina y carbon activo, la concentracién de azlcares y de compuestos
reconocidos habitualmente como potencialmente inhibitorios de procesos de fermentacién

etandlica como son los &cidos acético y férmico o el contenido en polifenoles.

ABSTRACT

In this paper we will study different detoxification methods for lignocellulose
hydrolysates of olive leaf’s in our case, in order to reduce the toxic compounds inhibiting
the subsequent steps in a more general process of obtaining bioethanol. On the other hand,
it is also intended to study the working conditions that allows us to obtain a high recovery
of sugars, which will allow us also to obtain a higher output in relation to the biomass used
as raw material. For its evaluation, the original hydrolysate, obtained by acid hydrolysis
under mild conditions, and the hydrolysates after detoxifying with resin and active carbon,
the concentration of sugars and compounds usually recognized as potentially inhibiting
ethanolic fermentation processes have been measured, such as acetic and formic acids or

the polyphenol content.
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2. INTRODUCCION

2.1 Biocarburantes

Debido al incremento constante de poblacién e industria al que el planeta se
enfrenta, la demanda energética y de materias primas se mantiene en un crecimiento
sostenido a lo largo del tiempo y no se espera que esta situacion cambie. Esto supone un
problema de cara al futuro ya que por ahora la principal fuente energética y de sintesis
gquimica son los combustibles fésiles, cuyas reservas, ademas de ser finitas debido a la
velocidad de explotacion frente al periodo de retorno de las mismas, se encuentran
localizadas de manera muy concreta en unos pocos paises. Un problema afiadido a esto
es ademas que se estima que a medida que el tiempo pase el precio, tanto de la extraccion
como del transporte y refino, ira aumentando. Los biocarburantes por tanto, entre otras
fuentes de energia renovable, tienen un futuro prometedor debido a su disponibilidad y bajo
coste en la mayoria de los paises (Pandey et al. 2011).

La definicibon de biocarburante es la de aquel combustible liquido con
especificaciones técnicas definidas, que sean equivalentes a las del carburante fésil al que
sustituyen en los motores de combustion interna. Los principales biocarburantes son el

bioetanol y el biodiésel. (Mondaray Laguna, Romero Pulido, and Lopez Linares 2016).

2.1.1 Bioetanol

Podemos definir al bioetanol como un biocombustible que procede de la
fermentacion de los azucares contenidos en la biomasa. En este proceso, estan implicados
procesos enzimaticos y de fermentacion hasta su conversion en etanol. El microorganismo
de uso més extendido en la fermentacién alcohdlica es Saccharomyces cerevisiae, también

conocido como levadura de cerveza (Gracia 2004).

El bioetanol es el biocombustible que mas se fabrica o produce a nivel mundial. En
2004 se elaboraron més de 40.000 millones de litros (Pandey et al. 2011). El bioetanol
actualmente se utiliza en automocién en mezclas junto con gasolina en concentraciones
del 5 o el 10%. Estas pueden funcionar en los motores actuales sin requerimiento de

ninguna adaptacion mecanica.



2. INTRODUCCION

Otra alternativa en el uso del bioetanol para automocion es transformarlo para
convertirlo en aditivo de la gasolina, en lugar de como sustituto. Estos se encargan de
ajustar el octanaje de las gasolinas, y de contribuir a reducir las emisiones contaminantes.
Estos aditivos oxigenantes son algunos como el metanol, el etanol, el tercbutil alcohol
(TBA), o el metil-tercbutil éter (MTBE). Ademas de éstos, existe el etil-tercbutil éter (ETBE),
gue durante los ultimos afios se ha impuesto sobre los otros por su menor nivel de
emisiones y mayor biodegradabilidad. Como dato, en Espafia todo el etanol dedicado a

automocion se convierte en ETBE (Gracia 2004).

2.1.2 Obtencion de bioetanol

BIOMASA REDUCCION - PRETRATAMIENTO
DE TAMANO
Xilosa + Xilanas ) ] SEPARACION

FERMENTACION -
o Celulosa + Lignina

HIDROLISIS
ENZIMATICA

FERMENTACION
C6

BIOETANOL CALORO
ELECTRICIDAD

Figura 1. Esquema general de obtencion de bioetanol de segunda generacion. (Mondaray
Laguna, Romero Pulido, y Lopez Linares 2016)
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El bioetanol es un biocombustible que se obtiene a partir de azUcares vegetales, a
través del procedimiento de la fermentacion alcohdlica de los mismos presentes en cada
tipo de biomasa. Y aunque este es un proceso de transformacion esencial, no es el Unico
del que se conforma. Para llevar a cabo la fermentacion es necesario aislar los azucares
del total de compuestos que constituyen la biomasa, de tal manera que las enzimas puedan

catalizar las reacciones quimicas que los convierten en alcoholes.

Para conseguir este aislamiento, tenemos que conocer de qué se compone el tipo
de materia prima con la que vamos a trabajar. En nuestro caso, es fundamentalmente de
tres compuestos: celulosa, hemicelulosa y lignina. Por esta razdn, la materia prima recibe
el nombre de biomasa lignoceluldsica. La proporcion y composicién de cada una varia
dependiendo de la especie, lo que aumenta la complejidad del proceso de conversién en

biocarburante.

La gran parte del bioetanol que se comercializa en la actualidad proviene de cultivos
de remolacha, cereales o cafia de azucar que se utilizan exclusivamente para este fin. El
bioetanol que se obtiene de estas plantaciones se conoce como bioetanol de primera
generacion (1G). El problema que plantean estos cultivos es el uso tanto del suelo como
de las materias primas que forman parte de las utilizadas para el sustento y la alimentacién
de la poblacion humana y animal. Dado que la disponibilidad de estos recursos es limitada
e interfiere de manera directa con otro tipo de plantaciones se plantea un debate en la

utilizacion de estos cultivos (Bellido Diez, Gonzalez Benito, y Garcia Cubero 2013).

Como alternativa a este proceso surge la obtencién de bioetanol de segunda
generacion (2G), que se nutre de biomasa lignoceluldsica de caracter residual. De esta
manera ademas de resolver el dilema ético que surge de las plantaciones energéticas se
aprovechan las reservas de biomasa lignoceluldsica disponibles. Esto supone ademas que
se incrementaria el nivel de produccion de bioetanol. Ademas de éstos, existe una tercera
variante, el bioetanol de tercera generacion (3G). Esta es una rama de obtencién con
mucho menos volumen de produccién actualmente. Esto se debe a la naturaleza del
proceso, que utiliza métodos parecidos a los de segunda generacion, pero utiliza la
biomasa proveniente de cutivos bioenergéticos especificos. Estos se diferencian de los de
primera generacion en que estan acondicionados para mejorar su conversion en bioetanol.
Como ejemplo existe el desarrollo de arboles bajos en el contenido de lignina, que abaratan
los costes de pretratamiento y mejoran su rendimiento en bioetanol (Mondaray Laguna,

Romero Pulido, y Lopez Linares 2016).
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Figura 2. Estructura de los tres componentes principales de la biomasa

Tanto la celulosa como la hemicelulosa son moléculas compuestas por
monosacéridos, lo que las convierte propiamente en polisacaridos. En el caso de la
celulosa, es un polisacarido compuesto solamente por moléculas de B-glucosa. En cambio,
la hemicelulosa esta formada por un conjunto heterogéneo de polisacéaridos, que son
xilosa, arabinosa, galactosa, manosa, glucosa y acido glucurénico. Por otra parte, se
encuentra la lignina, que es un polimero fendlico reticulado de naturaleza no azucarada.
Esta compuesto por varios acidos y alcoholes fenilpropilicos acoplados de manera

aleatoria, donde la mayoria son enlaces éter.

Estos polisacéaridos de la lignocelulosa se hidrolizan para conseguir monosacaridos,
que posteriormente seran transformados a través de microorganismos en futuros
alcoholes. Esta hidrolisis se puede llevar a través de distintos métodos. Uno de los mas
comunes es la hidrélisis acida, mediante acidos fuertes inorganicos que catalizan la
reaccion. Aunque también existen otros como la hidrélisis enzimatica. Lo mas habitual en
estos casos es la conjuncion de ambos métodos, utilizando un pretratamiento acido
termoquimico anterior a la hidrélisis enzimética, de tal manera que se aumente la
susceptibilidad de los polisacéridos en el proceso de hidrdlisis enzimatica. Una vez se ha
llevado a cabo esta hidrélisis podemos fermentar los monosacaridos. La estrategia de
fermentacion puede realizarse de forma secuencial o simultanea (Separated Hydrolysis

and Fermentation y Simultaneous Saccharification and Fermentation).
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2.2 Biomasa proveniente del olivar

Hay distintas definiciones para el término «biomasa». La Asociacion Espafiola de
Normalizacion y Certificacion (AENOR), usa la siguiente: “todo material de origen bioldgico
excluyendo aquellos que han sido englobados en formaciones geoldgicas sufriendo un
proceso de mineralizacion”. Entre los del proceso de mineralizacion estarian el carbon, el
petréleo y el gas natural, cuya formacion hace miles de afios no es comparable con el
balance neutro de la biomasa en las emisiones de diéxido de carbono (CO2) (IDAE and
Javier 2007). Este balance hace referencia a que las emisiones de CO2 provenientes de la
biomasa no contribuyen al aumento del efecto invernadero ya que se recuperan de la

atmosfera cuando las plantas crecen.

En este trabajo se ha utilizado biomasa procedente de la industria del aceite de
oliva, y que hoy por hoy tiene caracter residual. El cultivo del olivar es uno de los més
extensos en Espafia, siendo el primer cultivo de Andalucia. En 2015 contaba con més de
1.500.000 de hectéareas plantadas (Consejeria de Agricutura y Junta de Andalucia 2015)
siendo el aceite de oliva su principal producto. Esta industria produce ademas distintos
subproductos derivados del tratamiento y cultivo del arbol y fruto, como son hojas o poda.
Una de las vias de aprovechamiento de estos residuos agricolas que mas se esta

extendiendo es la produccién de biocombustibles.

1300kg de
residuo acuoso

400 kg de hueso
2500 kg de 2000 kg de
aceituna orujo

40 kg de aceite
de orujo

1500 kg de 500 kg de
poda aceite 260 kg de

1 Ha de Olivar

residuo seco de
orujo

Figura 3. Balance de materia medio por hectarea de olivo en Espafa (Romero-Garcia et
al. 2014)
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Como podemos apreciar en la Figura 3. Balance de materia medio por hectarea de
olivo en Espafia (Romero-Garcia et al. 2014) el rendimiento de este proceso industrial no
es demasiado alto y se generan una gran cantidad de subproductos que, pese a que cada
dia se imponen mas las técnicas y empresas que los aprovechan, siguen considerandose
residuos en la mayoria de ocasiones. Este es el caso de la hoja, que se halla en dos
escenarios de la produccion de aceite. Uno de ellos es durante la poda, el cual se estima
que constituye alrededor de un 25% del total (Mondaray Laguna, Romero Pulido, and

Lopez Linares 2016).

Estas suelen ser utilizadas como abono al suelo o para su combustion directa.
También hay empresas que las pelletizan junto a los residuos lefiosos para aprovecharlas
en calderas de biomasa. El otro escenario se encuentra es en el proceso de limpieza, que
se lleva a cabo en la almazara. En esta etapa se limpia la aceituna y se separa la hoja, por

lo que se obtiene sélo esta con apenas restos de residuos lefiosos (Damien 2010).

Una de las vias de aprovechamiento que han surgido en los ultimos afios es la de
la utilizacién de ésta para la obtencion de biocombustibles. En concreto la fermentacion
alcohdlica para la obtencion de bioetanol.

2.3 Sustancias inhibidoras resultantes de la hidroélisis

Cuando la biomasa lignocelulésica se quiere convertir en bioetanol es necesaria
una o varias etapas de hidrélisis en condiciones de severidad, que hacen gue se produzcan
no sélo azucares fermentativos, si no también compuestos inhibidores de etapas o
procesos posteriores. Durante el proceso de hidrélisis la hemicelulosa, celulosa y lignina
disponibles rinden a una serie de monosacaridos como pentosas y hexosas, y también
acidos carboxilicos alifaticos, que suelen ser en su mayoria acido férmico, acido acético y
acido levulinico. Ademas de estos compuestos, se generan furfural y hidroximetilfurfural
(HMF) como consecuencia de la degradacion que sufren estos azlcares (Palmqvist and
Hahn-H&agerdal 2000a, 2000b).

En el caso de la lignina, permanece casi en su totalidad como un residuo soélido

después de la hidrélisis. La pequefia parte que lo hace se degrada a compuestos

aromaticos y fenoles.

10
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Celulosa Hemicelulosa Lignina

- Y R

\Glucosa Manosa Galactosa | Xilosa Arabinosa,

0}

HOH,C Y CHO OT CHO

Hidroximetilfurfural (HMF) Furfural

OH
Fenoles
0

0

I e ||
H;,C/ T HC_ g
H; | OH HaC OH
Acido levulinico © Acido formico  Acido acético

Figura 4. Esquema de las posibles rutas de conversion de los polimeros que forman la
biomasa (Jonsson, Alriksson, and Nilvebrant 2013).

Estos compuestos pueden ser potencialmente inhibidores de enzimas y microorganismos
que, posteriormente, se encargaran de llevar a cabo una hidrélisis enzimatica y de
fermentar los monosacaridos disponibles. La variabilidad de que esto suceda o no es
amplia, ya que la aparicibn de estos compuestos, en mayor o menor medida, esta
fuertemente relacionada con el caracter de la biomasa lignocelulésica que estemos

utilizando en el proceso.

De hecho el rango de factores que pueden afectar a las enzimas es tan amplio que
en los casos en los que se lleva a cabo una sacarificacién y fermentacion simultaneas
(SSF) ha de purgarse el contenido de etanol y butanol generado de manera continua, ya
gque una concentracién mayor de la necesaria de estos compuestos puede dar lugar a que
el microorganismo encargado de la fermentacién o la hidrélisis enzimatica muera. Por
ejemplo, en la mayoria de los procesos se utiliza S. Cerevisiae (levadura), que se ve
inhibida cuando la concentracion en volumen de butanol esta por encima de un 2% (v/v)

(Jonsson, Alriksson, and Nilvebrant 2013).

11
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2.3.1 Furfural e HMF

El furfural y el HMF (Hidroximetilfurfural) son compuestos bastante comunes en los
hidrolizados lignocelulésicos ya que éstos se forman por la degradaciéon de pentosas y
hexosas respectivamente (Figura 4. Esquema de las posibles rutas de conversién de los
polimeros que forman la biomasa (Jonsson, Alriksson, and Nilvebrant 2013).). Tanto el
furfural como el HMF suelen inhibir el crecimiento de los microorganismos, por lo que el

rendimiento de etanol se ve disminuido.

La manera de actuar de ambos es distinta. El furfural produce sobre los
microorganismos la reduccién de la velocidad especifica de crecimiento (W), asi como la
disminucién de la productividad volumétrica de etanol y por tanto una menor produccion

respecto a la biomasa.

Por otra parte el HMF produce efectos menos negativos sobre los microorganismos.
Estos aldehidos tienen una alta reactividad y por tanto una gran capacidad para
combinarse con algunas moléculas biolégicas, como son los lipidos, las proteinas o acidos
nucleicos. Lo cual se traduce muchas veces en dafios sobre la membrana plasmética de
los microorganismos, por lo que se acaba viendo comprometido el rendimiento de etanol

final.

2.3.2 Acidos alifaticos

Como se muestra en la Figura 4. Esquema de las posibles rutas de conversion de
los polimeros que forman la biomasa (Jonsson, Alriksson, and Nilvebrant 2013)., los
hidrolizados de biomasa lignoceluldsica contienen &cidos alifaticos tales como el acido
acético, el levulinico y el formico. El acido férmico y el levulinico aparecen como resultado
de una degradacion de los compuestos furanicos, reaccion catalizada especialmente por
acidos en condiciones de temperatura alta, mientras que el acido acético se forma

principalmente por la hidrdlisis de los grupos acetilo que contiene la hemicelulosa.

Estas sustancias é&cidas suelen tener un efecto téxico sobre los distintos
microorganismos encargados de la fermentacion, y varian en el siguiente orden: acido
acético < acido levuliico < &cido féormico. Se ha descubierto ademas que a partir de
concentraciones mayores a 100mM se inhiben microorganismos como la levadura (S.

cerevisiae). En cambio, con concentraciones por debajo de los 100mM de &cido alifatico

12
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se obtienen mejores resultados de etanol que en fermentaciones sin éstos (Jonsson,
Alriksson, and Nilvebrant 2013).

Las concentraciones de este tipo de &cidos varian obviamente dependiendo del tipo
de biomasa utilizada y las condiciones del pretratamiento ensayadas. (Jonsson, Alriksson,
and Nilvebrant 2013).

2.3.3 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos, o polifenoles, son moléculas que se caracterizan por la
presencia de mas de un grupo fenol por molécula. La actividad biolégica de los polifenoles
esté relacionada con su caracter antioxidante (Garcia, Fernandez, and Fuentes 2015), por

lo que es una sustancia que puede interferir con la fermentacion alcohdlica que llevan a

OH

cabo los microorganismos.

HO
OH

Figura 5. Estructura quimica del hidroxitirosol, un polifenol presente en la biomasa de
olivo (Garcia, Fernandez, and Fuentes 2015)

Se pueden utilizar distintos métodos analiticos para identificarlos y cuantificarlos
como por ejemplo los métodos cromatograficos, pero la gran variedad de estos compuestos
aromaticos hace dificil que se pueda especificar esta medida en cada uno de ellos. Por ello
se suele medir el numero total de polifenoles, independientemente del tipo de cada uno. El
método mas conocido para llevar a cabo este recuento es el método Folin-Ciocalteu, cuyo
uso se ha extendido en la determinacién del contenido en polifenoles totales en extractos

obtenidos de biomasas de distinta procedencia (Garcia, Fernandez, and Fuentes 2015).

Debido a la heterogeneidad de este grupo, no pueden estimarse con exactitud los
efectos que tendran sobre el crecimiento de los microorganismos y por tanto su rendimiento
total. La variabilidad de estos reactivos ha hecho que a dia de hoy no se conozca con
exactitud el mecanismo de toxicidad que infieren sobre los microorganismos, aunque se
han propuesto varios. Uno de ellos es que estos fenoles interfieran con las membranas

celulares y cambien su ratio de proteina/lipido (Jénsson, Alriksson, and Nilvebrant 2013).
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2. INTRODUCCION

2.3.4 Otros efectos inhibidores

En la practica, no sélo son las sustancias toxicas que antes mencionaba las Unicas
que inhiben el crecimiento o el buen funcionamiento de los microorganismos. El mismo
etanol generado en la fermentacién afecta a este proceso muchas veces. El etanol afecta
a las membranas de las células provocando cambios en la permeabilidad y en la

organizacién y composicion de los lipidos (Lin and Tanaka 2006).

De la misma forma, existe la posibilidad de que varios de los componentes toxicos
gue mencionaba antes trabajen de manera conjunta. Distintos experimentos muestran esta
relacibn nociva entre furfurales y polifenoles a distintas concentraciones (Jonsson,
Alriksson, and Nilvebrant 2013).

Ademés del posible efecto toxico de cada una de estas familias de compuestos
puedan causar de manera individual, existe la constatacion experimental de que la
presencia simultanea de ellos tiene un efecto de mayor influencia que la suma de los
efectos individuales. Este hecho resulta de especial interés frente a una posible estrategia
de detoxificacion, que puede pasar por reducir el total de compuestos inhibidores o solo
parcial o selectivamente alguno de ellos.

2.4 Procedimientos y tecnologias de detoxificacion

La detoxificacion de los hidrolizados de biomasa lignocelulésica es un proceso que
aumenta el coste general del coste de bioetanol, pero que aun asi resulta un paso muy
importante. En la mayoria de los casos se suelen utilizar dos métodos debido a la sencillez
y el bajo coste, que son: el tratamiento con hidréxido calcico, que también se conoce como
over-liming, y el tratamiento con carb6n activo como adsorbente. Este Gltimo es uno de los
gue utilizaremos en el ensayo. Pese a la eficacia frente a las sustancias toxicas de estos
dos tratamientos, se han detectado casos en los que hay importantes pérdidas de azUcares
(Larsson et al. 1999).
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Es por ello importante conocer la existencia de otros métodos, como pueden ser el
tratamiento con resinas de intercambio anidnico/catiénico, la evaporacién, el uso de
sulfitos, o el tratamiento a través de hongos especializados como el Trichoderma Reesei.
(Larsson et al. 1999). El inconveniente mayoritario de todos estos métodos de
detoxificacion es su dificultad y coste a la hora de trasladarlos a grandes producciones de
bioetanol, por lo que en la mayoria de casos se suelen utilizar los mas asequibles aunque

se comprometa la cantidad total de azucares.

2.5 Disefio experimental

En nuestro trabajo hemos utilizado la metodologia del disefio experimental. Esta se
apoya en la matemética estadistica para disefiar una base de actuacion o camino para
cumplir dos objetivos principalmente. El primero, elegir el procedimiento que nos permita
averiguar la mayor cantidad de informacion llevando a cabo el menor nimero de pruebas
0 experimentos. Esto nos facilita el trabajo y nos permite reducir tanto el tiempo como el
coste de llevar a cabo las pruebas. El segundo, tener una base estadistica fiable sobre la
que valorar los resultados obtenidos en los experimentos teniendo en cuenta la

incertidumbre del propio proceso (Ferré 2002).

En esta metodologia de trabajo se aplica cuando se observan una o mas variables
experimentales dependientes o respuestas (y), cuyo valor depende de los valores de una
0 mas variables independientes (x). Estas Gltimas si se pueden controlar, por lo que reciben
el nombre de factores. Hay que tener en cuenta que en las respuestas (y) pueden estar
influidas por otras variables o factores que no controlemos. La relacion existente entre x e

y tampoco tiene porgqué ser conocida (Ferré 2002).

El tipo de disefio al que recurriremos en este trabajo es un disefio factorial a dos
niveles completo. Con este tipo de disefio podemos conocer qué efecto tienen “k” factores
sobre una respuesta y descubrir si hay algun tipo de interaccion entre ellos. Este método
trabaja de forma que se varian varios de estos factores de manera simultanea, pero se

evita al mismo tiempo que se repitan experimentos 0 que cambien en un mismo sentido.
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3. OBJETIVOS

3. OBJETIVOS

1. Tener una mayor referencia de los residuos que se derivan tanto del cultivo del olivar
como de la industria asociada y sus posibilidades de valorizacion.

2. Familiarizarse con técnicas experimentales de laboratorio relacionadas con los
conocimientos adquiridos en la formacion. Especificamente con métodos analiticos de
detoxificacion.

3. Introducirse en el empleo de la metodologia de disefio de experimentos y en el
manejo de software especifico para ello.

4. Analizar y discutir el efecto de los distintos tratamientos de detoxificacion aplicados
a los hidrolizados de hoja de olivo.
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4. MATERIALES Y METODOS

4. MATERIALES Y METODOS

En este apartado de materiales y metodologia se presenta todo lo relacionado con
los materiales tanto materia prima como reactivos, equipos de ensayo y técnicas de
caracterizacion utilizados en este trabajo que deben permitir analizar e interpretar los

resultados obtenidos experimentalmente y que se presentardn mas adelante.

Cronoldgicamente el trabajo experimental se desarrollé de la siguiente forma:

1. Recogida y almacenamiento de hoja de olivo.

2. Produccién de hidrolizados acuosos potencialmente fermentables a etanol.
3. Caracterizacion de los hidrolizados obtenidos: azlcares y toxicos.

4, Ensayo de las diferentes técnicas de detoxificacion propuestas.

5. Caracterizacion de los hidrolizados después de las detoxificaciones.

-

Produccion de
hidrolizados acuosos
potencialmente
fermentables a etanol.

Caracterizacion de los
hidrolizados obtenidos: —
azlcares y toxicos

Ensayo de las diferentes
técnicas de detoxificacion
propuestas.

- J

Caracterizacion de los
hidrolizados después
de las detoxificaciones

Figura 6. Esquema de trabajo.
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4.1 Materia prima

La biomasa de hoja de olivo que se ha utilizado en este trabajo ha sido
proporcionada por la almazara Union Oleicola situada en el término municipal de Cambil
(Jaén) durante la pasada campafia de recogida de aceitunas. Se trata de hoja obtenida del
proceso habitual de limpieza de aceituna previo a la molturacion y extraccién de aceite de
oliva. El material lignocelul6sico se seca de manera natural para reducir su contenido en

humedad, inicialmente elevado, en torno al (40-50)%.

Para conseguir una mayor homogeneizaciéon el lote es molido en un molino de
cuchillas tipo Retsch con un tamiz de salida de 1cm. Una vez homogeneizado se determina
la humedad en estufa hasta pesada constante a 105°C determinandose un contenido en
peso seco del 94%, posteriormente se almacena en una bolsa con auto-cierre en un

ambiente seco hasta su utilizacioén en los experimentos.

Figuras 8 y 9 Molino de cuchillas tipo Retsch (SM 100, Haan, Alemania) y Tamiz de salida
de 1cm respectivamente.
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4.2 Hidroélisis acida en autoclave

En base a trabajos previos del grupo de investigacion y experiencia de los tutores
de este trabajo se han seleccionado las condiciones de trabajo para producir un hidrolizado
“tipo” a partir de la hoja de olivo en condiciones suficientes para hidrolizar las hemicelulosas
primer objetivo habitualmente del fraccionamiento de biomasa lignocelulésica y que

posteriormente se utilizara para las diferentes alternativas de detoxificacion.

El equipo empleado ha sido un reactor tipo autoclave sin agitacion con control de
temperatura y tiempo de reaccion. Las condiciones ensayadas han sido una relacion S/L
del 15% (p/v) para lo que se han utilizado frascos de 1L de capacidad y tapén roscado en
los que se ha puesto una cantidad en base seca de hoja de 75g y 500mL de disolucion
acuosa de &cido sulfarico de concentracion al 2%(v/v), para mejorar la hidrolisis de los
azucares hemicelulésicos, el tiempo de reaccion ha sido de 60 minutos y la temperatura de
120°C.

Una vez completado el proceso de hidrélisis acida se separaron mediante filtracion
a vacio dos fracciones, una sélida y otra liquida que constituye el hidrolizado a detoxificar
en el que se han disuelto una cantidad de azlcares y algunos compuestos como acido

acético, acido férmico, furfural, hidroximetilfurfural y polifenoles.

Figura 10. Autoclave utilizado para la hidrolisis.
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4.3 Meétodos de detoxificacion

Para el proceso de detoxificacion del hidrolizado vamos a utilizar la adsorcion sobre
material poroso capaz de retener de forma selectiva los compuestos de naturaleza téxica
y asi reducir su concentracion en el liquido para favorecer su potencial fermentacion
posterior hasta etanol (Chandel, Silvério, and Singh 2011).

4.3.1 Detoxificacion con carbon activo y resina

El procedimiento experimental ha consistido en utilizar un orbital con control de
agitaciéon (en nuestro caso 150 rpm), tiempo de contacto y temperatura segun los valores
de la matriz de experimentos a partir del disefio factorial propuesto, preparando las distintas
mezclas con cada uno de los adsorbentes en la relacion sélido (adsorbente)-
liguido(hidrolizado) correspondiente, utilizando matraces Erlenmeyer de 125mL de
capacidad. Una vez conseguida la temperatura y tiempo de contacto en cada caso se retira
del agitador orbital y se separa el hidrolizado primero por centrifugacién a 3500 rpm en una
centrifuga marca Selecta modelo Centronic-BLT y posteriormente se filtran por una
membrana de 0,45 micras de nylon sobre un filtro de jeringa de 25mm de diametro para
eliminar cualquier material adsorbente suspendido que auln pudiera encontrarse en el
hidrolizado. Las muestras asi preparadas se conservan en frio hasta su analisis

espectrofotémetrico de polifenoles y cromatografia liquida.

Figura 11. Orbital utilizado para la agitacion y calefaccion de las muestras.
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Figura 12. Resina de intercambio i6nico utilizada

Figura 13. Maquina centrifuga utilizada para decantar las particulas de la muestra.
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4.4 Caracterizacion del hidrolizado

441 Mediante HPLC

Tanto el hidrolizado original obtenido por hidrdlisis acida en el autoclave como cada
uno de los hidrolizados tratados bajo las distintas condiciones de detoxificacion deben ser
caracterizados via HPLC para la cuantificacion de azlcares y compuestos toxicos. La
metodologia analitica seguida han sido la siguiente. El hidrolizado obtenido se debe
acondicionar siempre antes de su inyeccion haciendo una filtracién sobre filtros de jeringa
de al menos 45micras para preservar el equipo de cromatografia. Para ello se ha empleado

el siguiente equipo y condiciones:

. Equipo de cromatografia Waters modular provisto de bomba monocanal,
compartimento de termostatizacion de columnas, inyector automatico y
detector de Indice de Refraccion.

. Columna cromatogréfica ICSep ICE-COREGEL-87H3 (300 mm x 7,6 mm)

. Las condiciones de trabajo han sido: fase mévil disolucién acuosa de acido
sulfarico 5 mM, a un flujo de 0,6 mL/min, 65 °C en columna y 35°C en

detector.

Mediante la cromatografia liquida podemos ofrecer resultados cuantitativos sobre
la concentracion de azlicares monoméricos de glucosa, arabinosa y un pico triple que
corresponderd a la suma de xilosa, galactosa y manosa presentes en el hidrolizado. En la
misma aplicacion también podemos obtener datos sobre el contenido de acido férmico,
acido acético, furfural (2-furanocarboxilaldehido) e hidroximetilfurfural HMF (5-hidroximetil-
2-furaldehido).

Transgenomic®
www.transgenomic.com

ICSep ICE-COREGEL-87H3 Column
PartNo: |CE.99-9861

Figura 14. Etiqueta de las columnas utilizadas en el cromatografo.
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Figura 15. Filtracion a través de membranas para acondicionar las muestras a HPLC.

4.4.2 Mediante espectrofotometria (método de Folin-Ciocalteu)

Para determinar la cantidad de polifenoles totales en los resultados utilizamos el
método de Folin Ciocalteu. Este método se basa en que los compuestos fendlicos
reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a un compuesto de
color azul capaz de ser medio a través del espectrofotébmetro a una longitud de onda de
760 nm. El reactivo contiene una mezcla de molibdato sddico y wolframato sédico, diluidos
ambos en acido fosférico, que reacciona con los polifenoles que se encuentren presentes

en la muestra (Garcia, Fernandez, and Fuentes 2015).

Figura 16. Reactivo de Folin-Ciocalteu utilizados para determinar la cantidad de
polifenoles.
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El contenido de polifenoles totales se expresa como gramos equivalentes de 4cido
galico por unidad de volumen de la muestra analizada, para ello es necesario preparar una
recta patron. Para hacer la recta patron es necesario preparar una disolucion stock de acido
galico de 0,328 g/L en metanol. La recta patron se realiza con varios niveles de
concentracion conocidos a partir de diluciones de la disolucion stock, incluyendo un punto
donde se sustituye la disolucion fendlica por disolvente y que sirve de blanco de disolvente.
Midiendo la absorbancia de cada nivel de concentracion podremos posteriormente por
interpolacion calcular el contenido de polifenoles de nuestras muestras problema. Se
utilizan rectas patrén con ajuste lineal para comprobar la correlacion entre los datos, como

por ejemplo:

3,000
y =7,8184x +0,0281
2,500 R2 = 0,9978

2,000

1,500

Abs a 760 nm

1,000
0,500

0,000
0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000 0,2500 0,3000 0,3500

g Acido galico/L

Figura 17. Recta patrén y la ecuacion que la define.

Tabla 1. Disolucion madre de acido gélico con metanol de la recta patrén.

Disolucion de .
Absorbancia a

Nivel Metanol (mL) écid(cr)ngLe;Iico 760 nm g A.G/L
1 1000 0 0,056 0,0000
2 900 100 0,283 0,0328
3 800 200 0,541 0,0656
4 700 300 0,775 0,0984
5 600 400 1,003 0,1312
6 500 500 1,363 0,1640
7 400 600 1,575 0,1968
8 300 700 1,804 0,2296
9 200 800 2,033 0,2624
10 100 900 2,388 0,2952
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4.4.2.1 Procedimiento experimental

Lo primero que hay que hacer es preparar los dos reactivos necesarios para la
determinacion de fenoles totales: reactivo de Folin diluido (proporcién 1:10 con agua
destilada) y una disolucion de Na2CO3 al 7,5% con agua destilada.

Seguidamente, colocamos en tubos de ensayo 300 pL de la muestra, tanto las
diluciones correspondientes de las muestras problema como de las diluciones de la recta
patréon. Adicionamos 2,5 mL de la diluciéon de Folin Colcialteu y agitamos en Vortex,

posteriormente adicionamos 2 mL de Na2CO3 (7,5%) y volvemos a agitar.

Se deja incubar una hora a temperatura ambiente y protegido de la luz. A

continuacion se mide la absorbancia de las muestras a 760 nm.

Figura 18. Espectrofotometro Milton Roy (Spectronic 301) utilizado para medir la
absorbancia a 760 nm.

4.5 Matriz experimental

El esquema de trabajo seguido es un disefio factorial a dos niveles que permite
evaluar la influencia y posible interaccién de los factores seleccionados: temperatura en el
rango (30-50)°C; tiempo de contacto entre (60-90)min; porcentaje de adsorbente utilizado
(4-8)% .El software utilizado es Design-Expert “Stat Ease” version 8.0.0 que nos va a
ayudar a realizar el analisis de los resultados. A continuacion se presenta la matriz de
experimentos que se genera en la que cada fila (RUN) sera finalmente un experimento.
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Tabla 2. Matriz experimental de ensayos de detoxificacion con Resina.

Experimento Temperatura Tiempo Adsorbente
°C min % sl
RUN1 50 30 3
RUN4 50 50 .
RUNS 50 60 )
RUNG6 30 60 3
RUNS8 50 30 )
RUN9 30 30 .
RUN10 30 30 -
RUN12 30 50 .

Tabla 3. Matriz experimental ensayos de detoxificacion con Carbdn Activo

Experimento Temperatura Tierhpo Adsorbente
°C min % sl
RUN2 50 60 8
RUN3 50 30 4
RUN7 50 50 .
RUN11 30 50 .
RUN13 50 30 .
RUN14 30 30 .
RUN15 30 60 .
RUN16 30 30 2
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo ha sido analizar la eficacia del proceso de
adsorcion como procedimiento de detoxificacion sobre hidrolizados obtenidos por hidrélisis
acida de biomasa de hoja de olivo, analizando el contenido de azucares potencialmente
fermentables a etanol y determinando los compuestos toxicos méas habituales: contenido
en polifenoles totales o presencia de acidos como el férmico o el acético. En este apartado
se muestran los principales resultados obtenidos en el trabajo experimental desarrollado.

5.1 Hidrolizado de hoja de olivo

En este apartado mostramos las cantidades y concentraciones relevantes de
azucares que contiene el hidrolizado original, desde el que partimos en nuestra linea de
investigacion sobre métodos de detoxificacion. Los resultados de xilosa, galactosa y
manosa se muestran bajo el mismo pico en la caracterizacion mediante HPLC, lo que
denominamos pico triple, y que aparece de igual forma en la tabla que expongo a

continuacion.

Tabla 4. Contenido en azUcares del hidrolizado

AZUCARES (g/L)
Glucosa Xilosa + Galactosa + Manosa Arabinosa
7,03 6,92 5,42

En la siguiente tabla se representa de igual forma los resultados de las
concentraciones de toxicos que contiene el hidrolizado. En este caso no se encuentran
resultados significativos sobre la presencia de Furfural e HMF en la muestra lo que indicaria
que la severidad del pretratamiento no ha sido elevada, y por tanto la degradacion de

azucares no ha sido relevante.

Tabla 5. Contenido en acidos inorganicos y compuestos furanicos del hidrolizado.

TOXICOS (g/L)
Acético Férmico Furfural HMF
1,31 1,6 - .
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Tabla 6. Contenido en polifenoles del hidrolizado.

Muestra g A.G Desviacién
Hidrolizado equivalentes/1 o
L tipica (%)
original L
ME 1,71 3,3031%

5.2 Detoxificacion con Resina

Tabla 7. Azlcares presentes en las muestras tratadas con resina.

Azlcares (g/L)

Xilosa +
Glucosa Galactosa+ Arabinosa TOTALES

Experimento

Recuperacién

de azucares

Manosa (%)
RUN1 7 6,9 5,3 19,2 99,12
RUN4 6,42 6,32 4,86 17,6 90,86
RUNS 4,72 4,66 3,59 12,97 66,96
RUNG6 5,42 5,24 4,16 14,82 76,51
RUNS8 5,34 5,27 4,07 14,68 75,79
RUN9 4,85 4,78 3,7 13,33 68,82
RUN10 4,68 4,54 3,61 12,83 66,24
RUN212 6,61 6,51 5,01 18,13 93,60
H. original 7,03 6,92 5,42 19,37 100,00
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Tabla 8. Toxicos presentes en las muestras tratadas con resina.

Téxicos (g/L)

Experimento o Reduccién e Reduccién
Acético Formico
(%) (%)
RUN1 0,21 84,0% 0,60 62,5%
RUN4 1,24 5,3% 1,23 23,1%
RUNS 0,82 37,4% 0,80 50,0%
RUNG 0,78 40,5% 0,61 61,9%
RUNS 1,05 19,8% 1,06 33,8%
RUN9 0,82 37,4% 0,78 51,3%
RUN10 0,66 49,6% 0,53 66,9%
RUN12 1,21 7,6% 1,24 22,5%
Hidrolizado
o 1,31 0,0% 1,60 0,0%
original

Tabla 9. Contenido en polifenoles de las muestras tratadas con resina.

Experimento g A.G equivalentes/L Reduccion (%)
RUN1 1,6241 5,4%
RUN4 1,6314 5,0%
RUNS 1,6812 2,1%
RUNG6 1,6258 5,3%
RUNS8 1,6325 4,9%
RUN9 1,6825 2,0%
RUN10 1,6365 4,7%
RUN12 1,6900 1,6%
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5.3 Detoxificacion con Carboén

Tabla 10. AzUcares presentes en las muestras tratadas con carbon activo.

Azucares (g/L) Recuperacion

Experimento Xilosa + de azlicares
Glucosa Galactosa+ Arabinosa TOTALES (%)
Manosa
RUN2 6,11 5,9 4,63 16,64 85,91
RUNS3 7,01 6,90 5,40 19,31 99,69
RUN7 5,74 5,67 4,38 15,79 81,52
RUN11 5,79 5,72 4,42 15,93 82,24
RUN13 5,57 5,46 5,01 16,04 82,81
RUN14 6,58 6,34 4,97 17,89 92,36
RUN15 6,81 6,72 5,19 18,72 96,64
RUN16 6,27 6,18 4,76 17,21 88,85
Hidrolizado
original 7,03 6,92 5,42 19,37 100,00

Tabla 11. Toxicos presentes en las muestras tratadas con carboén activo.

Toxicos (g/L)

Experimento

. Reduccién o .
Acético Férmico Reduccién (%)
(%)
RUN2 0,92 29,8% 0,63 60,6%
RUN3 1,30 0,8% 1,49 6,9%
RUN7 1,10 16,0% 1,11 30,6%
RUN11 1,11 15,3% 1,20 25,0%
RUN13 0,96 26,7% 0,87 45,6%
RUN14 1,01 22,9% 0,76 52,5%
RUN15 1,29 1,5% 1,38 13,8%
RUN16 1,19 9,2% 1,25 21,9%
Hidrolizado
o 1,31 0,0% 1,60 0,0%
original
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Tabla 12. Contenido en polifenoles de las muestras tratadas con carbén activo.

Experimento

g A.G equivalentes/L

Reduccion (%)

RUN2 0,3041 82,3%
RUN3 0,7102 58,6%
RUNY 0,7180 58,2%
RUN11 0,2046 88,1%
RUN13 0,1720 90,0%
RUN14 0,2071 87,9%
RUN15 0,6220 63,8%
RUN16 0,8929 48,0%

5.4 Analisis y discusion de los resultados

En este apartado se van a discutir los resultados obtenidos mediante el procesamiento de
la informacion experimental con el software Design-Expert. Mediante andlisis factorial,
segun la matriz representada en la Tabla 13. Matriz de disefio experimental Se han
seleccionado varias respuestas para evaluar la eficacia de los distintos procesos de
detoxificacibn ensayados: recuperacién de azlcares (expresado en tanto por ciento),

disminucién de acido acético, acido formico, y contenido en polifenoles totales (gramos de

acido galico equivalente por litro).

Tabla 13. Matriz de disefio experimental

Temperatura Tiempo

N2 RUN (co) (min) Concentracion (%) Adsorbente
RUN1 50 30 8 RESINA
RUN2 50 60 8 CARBON ACTIVO
RUN3 50 30 4 CARBON ACTIVO
RUN4 50 60 8 RESINA
RUNS 50 60 4 RESINA
RUNG6 30 60 8 RESINA
RUN?7 50 60 4 CARBON ACTIVO
RUNS8 50 30 4 RESINA
RUN9 30 30 4 RESINA
RUN10 30 30 8 RESINA
RUN11 30 60 8 CARBON ACTIVO
RUN12 30 60 4 RESINA
RUN13 50 30 8 CARBON ACTIVO
RUN14 30 30 8 CARBON ACTIVO
RUN15 30 60 4 CARBON ACTIVO
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RUN16 30 30 4 CARBON ACTIVO
5.4.1 Influencia sobre la recuperacion de azlcares

En la siguiente tabla se pueden observar las contribuciones mas significativas de
cada factor experimental sobre el rendimiento de recuperacién de azlcares, después de

los procesos de detoxificacion ensayados.

Tabla 14. Contribucién de cada uno de los factores sobre el rendimiento de recuperacion
de azlcares

Factores** % Contribucion
A-Temperatura 23,99
B-Tiempo 0,32
C-%Adsorbente 12,57
D-Adsorbente 2,08
AB 16,81
AC 0,13
AD 1,97
BD 9,32

En la tabla de contribuciones se observa cémo el factor que mas influye es la
temperatura, con una contribuciéon del 23,99%, seguido del porcentaje de adsorbente
utilizado. La contribucién tanto del tipo de adsorbente como sobre todo del tiempo es
minoritaria. Por otra parte, cabe destacar la contribucién de la combinacién de la
temperatura con el tiempo, que llega a ser del 16,81%. Para evaluar el efecto de todos los
factores, tanto de sus efectos principales como de sus posibles interacciones, se pueden

resumir en la siguiente ecuacion:

Recuperacién de azucares =

81,51 — 9,834 + 0,50B — 3,47C + 2,89D — 3,594B + 0,35AC + 1,384D — 2,67BD **

**La nomenclatura de cada factor estd recogida en la Tabla 14. Contribucion de

cada uno de los factores sobre el rendimiento de recuperacion de azlcares
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De esta forma, y tomando como referencia los coeficientes numéricos que

acompafian a cada término de la ecuacién, podemos evaluar como puede variar el valor

de la respuesta (en este caso la recuperacion de azucares) en relacion tanto a los efectos

principales (Temperatura, tiempo, %Adsorbente, y Adsorbente) como los efectos derivados

de la interaccién de cada pareja de factores (AB, AC, AD, BD). Indicar también que los

signos de los coeficientes de la ecuacion indican la influencia de cada factor.

El término independiente en este caso 81,51 corresponde al valor medio de todas

las respuestas, lo que generalmente corresponde también al valor esperable en el centro

del dominio. Se concluye que en relacion a los efectos principales, la recuperacion de

azucares es mejor para valores bajos de temperatura y porcentaje de adsorbente.

En cuanto a los efectos de interaccion, son de resaltar la influencia que muestran

las combinaciones AB y BD, donde el efecto de un factor se ve influenciado por el valor o

nivel del otro factor implicado. En la siguiente figura se muestra un ejemplo grafico de

dichas interacciones.

111 —

965 —

82 —

675 —

53 —

B: Tiempo

30.00 35.00 40.00 45.00 50.00

A: Temperatura

100 —

30.5 —

81 —|

715 —

62 —

D: Adsorbente

60.00 67.50 75.00 82.50 90.00

B: Tiempo

Figuras 19 y 20. Graficas de la interaccion entre Ay B (temperatura y tiempo), y entre By
D (tipo de adsorbente y tiempo) en la recuperacion de azlcares.
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A partir de las gréficas anteriores podemos concluir que para obtener mayores
recuperaciones de azlUcares deberiamos trabajar a una temperatura baja, tiempos

reducidos y con carbén activo como tipo de adsorbente.

5.4.2 Influencia de los factores estudiados sobre la concentracién de &cido

acético

En el caso de la reduccion de acido acético la ecuaciéon modelo muestra cémo el
tipo de adsorbente, seguido del porcentaje del mismo y el tiempo, son los factores méas
significativos, ademas de como influyen de manera negativa o positiva. El tipo de
adsorbente que mejor resultados obtiene es el carbon activo.

Ecuacion modelo:
% Reduccion acético = 11,87 + 3,504 — 7,31B + 7,76C — 9,72D

5.4.3 Influencia de los factores estudiados sobre la concentracion de &acido

féormico

La reduccién que se consigue de &cido formico de acuerdo con la ecuacién modelo
multifactorial donde se reflejan las influencias mas significativas es mas importante con el
aumento de temperatura y de concentracion de catalizador utilizada. Por otra parte tiene
una influencia negativa sobre su disminucion el tiempo. En relacion al adsorbente utilizado

se obtienen mejores resultados con el carbén activo.

Ecuacién modelo:
% Reduccion foérmico = 34,53 + 14,774 — 2,19B + 9,30C — 6,80D + 7,27AB

En la Figura 21. Gréfica de la interaccion entre A 'y B (temperatura y tiempo) en la

reduccion de férmico.se muestra la interaccion de la temperatura y el tiempo que resulta

ser la mas significativa dentro de los efectos combinados de los distintos factores.
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B: Tiempo

80.0 — —

56.3 —

325 —

8.8 —

50 4 L

30.00 35.00 40.00 45.00 50.00

A: Temperatura

Figura 21. Grafica de la interaccion entre Ay B (temperatura y tiempo) en la reduccion de
formico.

5.4.4 Influencia de los factores estudiados sobre la concentracion de polifenoles
totales

Para evaluar la influencia de los factores ensayados sobre la concentracion de
polifenoles totales se ha calculado el porcentaje de disminucion de la concentracion de
éstos como respuesta. En el grafico de Pareto que se presenta a continuacion se muestra
como sodlo la influencia del tipo de adsorbente y su concentracién son estadisticamente

significativas al superar los test estadisticos tanto de la «t de Student» y «Bonferroni».
Tanto en la ecuacién modelo como graficamente, lo que se muestra a continuacion,

se observa la influencia positiva del nivel de adsorbente utilizado como la diferencia entre

el uso de resina y de carbon activo, siendo para este ultimo el factor mas eficiente.
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Ecuacién modelo:

% Reduccion poliefenoles = 38,62 + 0,304 + 0,32B + 8,11C + 34,10D

Bonferroni Limit 3.72629 1.3 —

t-Value Limit 2.20099|

i EE D EE = = — - 2

D

C

B B A A
C

-3.000 -2.000 -1.000 0.000

Figuras 22 y 23. De izquierda a derecha, graficas de Pareto y de perturbacién dénde se
muestra la repercusion del factor D frente a los demas.
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6. CONCLUSIONES

- La hoja de olivo, puede ponerse en valor dentro del contexto de una
biorrefineria.

- Laetapade hidrolisis de hemicelulosas suele tener asociado el mayor contenido
en compuestos toxicos para las etapas posteriores y es necesario su
detoxificacion.

- La adsorcién puede ser una tecnologia apropiada para la reduccion de estos
inhibidores si se consigue una buena regeneracion para reducir costes.

- Enlo particular se debe seguir trabajando en distintas opciones probando otros
adsorbentes y otras condiciones como por ejemplo el pH del hidrolizado antes
de la entrada a la depuracion.

- El contenido en compuestos antioxidantes se deberia separar e intentar
revalorizarlos para su uso como compuestos bioactivos.

- El comportamiento en general del carbén activo frente a la mayoria de las
respuestas evaluadas ha sido mejor que la resina, en relacion a los demas

factores estudiados depende de la respuesta analizada.
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