UNIVERSIDAD DE JAEN

FACULTAD DE CIENCIAS
EXPERIMENTALES
DEPARTAMENTO DE INGENIERIA
QUIMICA, AMBIENTAL Y LOS
MATERIALES

TESIS DOCTORAL

TRATAMIENTO A PRESION E HIDROLISIS
DEL HUESO DE ACEITUNA. FERMENTACION
DE HIDROLIZADOS CON PACHYSOLEN
TANNOPHILUS

PRESENTADA POR:
MARWA SALEH

- DIRIGIDA POR:
DR. D. SEBASTIAN SANCHEZ VILLASCLARAS

DR. D. MANUEL CUEVAS ARANDA

JAEN, 6 DE MARZO DE 2014

ISBN 978-84-8439-970-4






Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna.
Fermentacion de hidrolizados con Pachysolen tannophilus

Esta memoria constituye la Tesis Doctoral y se presenta a la Comision Evaluadora en
Jaén a 5 de febrero de 2014.

Fdo. Marwa Saleh

Sebastidn S&nchez Villasclaras, Catedratico de Ingenieria Quimica del
Departamento de Ingenieria Quimica, Ambiental y de los Materiales de la
Universidad de Jaén.

Como Tutor de DfAa. Marwa Saleh en la Tesis de Doctorado “Tratamientos a
presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con
Pachysolen tannophilus” durante el periodo 2009-2014.

INFORMA: Que la presente Tesis de Doctorado Tratamientos a presion e hidrdlisis
del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con Pachysolen tannophilus ha
sido realizada por la Licenciada Dfia. Marwa Saleh en los laboratorios del
Departamento de Ingenieria Quimica, Ambiental y de los Materiales de la Universidad
de Jaén, bajo la direccion de los Dres. D. Sebastian Sanchez Villasclaras y D. Manuel
Cuevas Aranda.

Jaén, febrero de 2014

Fdo. Sebastian Sanchez Villasclaras Fdo. Manuel Cuevas Aranda

Catedratico de Universidad Profesor Contratado Doctor
Ingenieria Quimica Ingenieria Quimica






Esta Tesis Doctoral ha sido realizada gracias a la concesion de una beca
para estudios de postgrado de la Agencia Espafiola de Cooperacion
Internacional para el Desarrollo (AECID), y a la financiacion obtenida de
la Consejeria de Innovacién, Ciencia y Empresa, de la Junta de
Andalucia, en el marco del Proyecto de Investigacién de Excelencia
AGR-6509 titulado “Produccion de biocombustibles utilizando hueso de

aceituna y residuo de poda de olivar”.






Agradezco profundamente,

A mis directores, D. Manuel Cuevas y
D. Sebastian Sanchez, quienes con su dedicacion, consejos

y ensefianzas, hicieron posible la realizacién de este trabajo.

A mi Marido, Mohammed Saleh quien es mi mayor motivacion
A mis padres, Nabeel y Amal, quienes son
mi mayor apoyo en el logro de mis objetivos

personales y profesionales.

A mis hermanos Ahmed, Maryam, Manal y Israa

A mi amiga Nadya Benavides por su ayuda.

A mis demas familiares y amigos,

por la confianza que siempre han depositado en mi.

Marwa Saleh






INDICE

Tesis de doctorado
Tratamientos a presion e hidrdlisis del hueso desitigna.
Fermentacion de hidrolizados con Pachysolen tanndph






indice

RESUMEN Y OBJETIVOS ...ttt bttt bbb bbbttt nae s 1
L1 RESUMEN. . .. ettt E bbb bbbt b b nr e 3
@ o111 1Yo SR SS 7
INTRODUCCION ...coouiiiieiete ettt sttt ettt s et nae e 11
2.1 Situacion energética aCtual. ... .......ccociieiriiiiie e 13
2.2 La biomasa como fuente de energia y de productos qUIMICOS ..........cccceerrireierieiinenreneseeiene 15
2.2.1 Biomasa agricola N ESPAMa .......ccceirririeiniiirieiseese e 16
2.2.2 HUESO 08 BCEITUNA ......vevieieeieeieeee etttk bttt ettt b e 18
2.2.2.1 Caracterizacion fisico-quimica del hueso de aceituna..........cccoceeeveveveeveneecee e 20

2.2.2.2 Vias de aprovechamiento para el hueso de aceituna .........c.cccceeeevvevevivevicseeieeseene 22

2.3 Proces0S de NIAIOIISIS........cueiiiiiiiiiieiii e 25
2.3.1 PretratamiENt........cueveuereiiieeiit etttk 25
2.3.1.1 Pretratamientos fiSICOS ........ovriiiriiiieiisere e 26

2.3.1.2 Pretratamient0s QUIMICOS .......ccciriiiririerinieniee ettt 26

2.3.1.3 Pretratamientos fiSiCO-QUIMICOS...........curiiiriiiniieere e 28

2.3.2 HIdrOliSiS NZIMALICA ......voveeeiiieiiiieiiees ettt 30

2.4 Acondicionamiento de NIAroliZad0S. ...........cuoiiiiiiiiiiec e 37
2.5 FIMENTACION. ...ttt bbbttt b bbbt b et bbb 41
PARTE EXPERIMENTAL ...ttt bttt ettt 45
3.1 IMIAEEIIAIES. ...t 47
TR I V- (- T o - SRS STRRSST 47

B L2 ENZIMAS.....ettetiteeeee ettt R R et n et n e 47
TR IV 7 To 11 USSR 47
3.1.4 Reactivos quImicos Y ‘Kits’ de analiSIS........cccueruereeiiiiiinieniinieeie st see st 47




indice

3.2 IMELOAOS ANAITEICOS ...ttt 51
3.2.1 Caracterizacion de 10S residu0s SOlITOS .........ccoirriiiiiriiiie e 51
3.2.1.1 Humedad y materia VOIALIL ............ccoeiiiiiiiecee e 51

3.2.1.2 Fibra Neutro Detergente (FND) ......cccooiveiiiiiiieic e 51

3.2.1.3 Fibra Acido Detergente (FAD) .........cccovureurvereriresissinesiessessessssssesssssssssssssessnens 52

B0 I I o o] - OSSR 53

BL2.1.5 CRNMIZAS ...ttt 53

3.2.2 Caracterizacion de los hidrolizados HQUIAOS ...........ccevvieriiniineieeee e 54
3.2.2. L Medida 08 PH ... 54

3.2.2.2 Método de Miller para la determinacion de ART ........ccovveieverieriereeeseee e 54

3.2.2.3 Método enzimatico para la determinacion de D-gluCOSa............cccvovevrrenininieenns 55

3.2.2.4 Deteccion amperométrica de carbohidratos y 5-hidroximetilfurfural (5-HMF).....56

3.2.2.5 Método para la determinacién de 4Cido aClLiCO..........ccevvvieviiiiie e, 56

3.2.2.6 Contenido de 0ligoSACArIdOS ........cccoveiiiiiie e 58

3.2.3 Caracterizacion en el transcurso de la fermentacion............ccccocoovvriiniincincincee 58
BL2.3. 1 BIOMASE ...ttt b bbbttt 58

B B 11 1 - L0 1SS PPUSTR TR 59

B2 3B ELANOI ... 59

T (1 ) o ISR 60

3.3 INStalaciones EXPEriMENTAIES. .........ccveiiiiiii et 63
3.3.1 Trituracion y tamizado de SOIIOS.........c.ciriiiiiiiicee e 63
3.3.2 Reactor a presion para hidrolisis a alta temperatura...........ccocveeveveeeeiesiecie e 63
3.3.3 Equipo para la POSt-NidroliSiS ..........coueieiriiiieiese e 64
3.3.4 Acondicionamiento del Nidrolizado............cocoeriiiiiicicc e 64

3.4 Procedimiento eXPerimeNtal ...........cocv i 65
3.4.1Tratamiento @ PrESION .....c.eviveirieieie ettt ettt sb ettt e en 65
3.4.2 Severidades de tratamIBNTO ........ceoveieieirire ettt 65




indice

3.4.3 Metodologia de SUperfiCies de reSPUESTA .........evverierierieieieeseeie e 69
3.4.4 HidrOliSiS NZIMALICA .......euviveiiiiieie ettt 70
3.5 FEIMENTACION ...ttt bbbt bbb bbbt n b 71
3.4.5.1 Precultivo en medio SOIITO ...........ccuiviiiiiiiic e 72

3.4.5.2 INGCUIO HQUIAO......cviieieiiciece ettt sre e re e 72

3.4.5.3 Medio de CUIIVO ..o 73

3.4.5.4 Preparacion y comienzo del DIOProCESO......c.civviveiveieeieie sttt 73

3.4.5.5 Desarrollo y finalizacion del biOProCes0 ..........ccoevvreriiiiiiee e 74

4, RESULTADOS Y DISCUSION ......coovuiieiieieieiieesiieiesesieeee st sestsssses st ene s stansssn s ssnsssanes 75
4.1 Caracterizacion del huesO de aCEITUNA .........cviuiiiiiiiieiiee e 77
4.2 Pretratamiento (PT) . ..o o ettt ettt b 79
4.2.1 Estudios previos de hidrolisis a presion con agua y &cidos sulflrico y nitrico................... 79
4.2.1.1 Caracterizacion del residuo sélido para laserie PT1.......ccccccovveviiiiicveieenecene, 80

4.2.1.2 Caracterizacion del hidrolizado liquido para la serie PT1.......cccocovvvviviiviiieinee. 83
4.2.1.2.1 Hidrolizado liquido obtenido con agua Ultrapura...........c.cccceevevveeeneeveseennesnenes 83

4.2.1.2.2 Hidrolizado liquido obtenido con disoluciones diluidas de &cidos sulfdrico y
14T T O PP UPPRPOPRPRE - |

4.2.2 Optimizacién de la hidrélisis con acido sulfarico. Influencia de la temperatura y el tiempo

A8 NHAFOLISIS. ...t 89
4.2.2.1 Caracterizacion del residuo solido para la serie PT2.......ccccoviiiiniiennenneinenn 90
4.2.2.2 Caracterizacion del hidrolizado liquido para la serie PT2.......cccccooveiiiincnnnnn 93
4.2.2.3 Caracterizacion del residuo solido para la serie PT3........ccovoiiiiniiennenncnniens 95
4.2.2.4 Caracterizacion del hidrolizado liquido para la serie PT3.......ccccccovviiiiiinennnnn 99

4.2.3 Optimizacion de la hidrolisis con acido sulfarico. Influencia de la concentracion de acido
ylacargade hueso (PT4)......covriiiiiiiii e e 104

4.2.3.1 Caracterizacion del residuo SOlITO.........c.cooeieieieiiiee e 105
4.2.3.2 Caracterizacion del hidrolizado lHQUIdO..........ccceoveviieiieneieeeee e 107
4.2.4 Estudios previos de hidrdlisis a presion con agua y acidos sulfurico y nitrico................. 110




indice

4.2.4.1 Caracterizacion del residuo SOIIdO. ..........cccuriiiieiiiicie e 110

4.2.4.2 Caracterizacion del hidrolizado lHQuid0...........ccccoveriinniniciee e 111

4.3 Hidrolisis enZiMALICAS (HE) .......coiiiiiiiiiiieireee et 113
4.3.1 Hidrdlisis del solido pretratado. Influencia de la carga de enzima (HEL).............cccu.... 113
4.3.2 Hidrdlisis del sélido pretratado. Efecto de la temperatura de pretratamient (HE2).......... 115
4.3.3 Hidrdlisis del sélido pretratado. Influencia del tamafio de particula (HE3) ..................... 117
4.3.4 Hidrdlisis conjunta de sélido pretratado e hidrolizado liquido (HE4)............cccccvevenenene 121

4.4 Fermentacion de hidrolizados (FE)........ccoociieiiiiiiiiieinie e 123
4.4.1 Fermentacion del prehidrolizado 4cido OPT-PT2 (FEL)......ccccoovieininieiee e 125
4.4.2 Fermentacion del prehidrolizado 4cido OPT-PT3 (FE2).......ccccoiiviiniiineieiseesieens 128
4.4.3 Fermentacion de hidrolizados enzimaticos (FE3) .........ccovviriiiiienneiiesise e 133

4.5 Proceso completo de transformacion. Balances de Materia...........coovvvveveriererieiesiesesesesieseenns 137
CONCLUSIONES ...ttt ettt b e sh e sbe e san e sab e b e e beesbeenbeenrne s 139
NOMENCLATURA bbbttt bttt esbe e she e shn e s bt e b e enbeenbeenree s 149
BIBLIOGRAFIA ...ttt sttt sttt st nen s 155
APENDICE ..ottt ettt sttt an et s sttt nee e 175
CONTRIBUCIONES CIENTIFICAS ..ottt nes st enssnessnssnenns 231

Vi



1. RESUMEN Y OBJETIVOS

Tesis de doctorado
Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna.
Fermentacion de hidrolizados con Pachysolen tannophilus






1. Resumen y objetivos

1.1 Resumen

El trabajo que se describe en esta Memoria forma parte de la linea de investigacién aplicada
del Grupo de Investigacion “Bioprocesos” (TEP-138, Junta de Andalucia) sobre
aprovechamiento de biomasas lignocelulésicas, y ha sido llevado a cabo en los laboratorios del

Departamento de Ingenieria Quimica, Ambiental y de los Materiales de la Universidad de Jaén.

La biomasa vegetal es una fuente potencial de gran magnitud, y caracter renovable, para la
obtencion de energia y productos quimicos diversos. Cada regién del planeta debera estudiar las
mejores formulas de aprovechamiento de sus recursos biomasicos locales. En este sentido, en
Espafia, Andalucia y Jaén es necesario realizar estudios para lograr la mejor valorizacién de los
materiales lignocelulésicos derivados del olivar, ya que es el cultivo arb6reo que ocupa mayor
superficie en estos territorios. El olivar andaluz proporciona, ademas de aceite de oliva,
subproductos entre los que destacan el material de poda, orujos de aceituna, orujillos y huesos
de aceituna.

La transformacion bioquimica de los materiales lignocelul6sicos se basa en aplicar una serie
de etapas consecutivas que, en general, serian: pretratamiento, hidrélisis de polisacaridos,
acondicionamiento de hidrolizados, proceso de fermentacion y separacion de bioproductos.
Entre las diversas alternativas para la despolimerizacion de carbohidratos, el empleo de agua y
acidos diluidos a altas temperaturas permite la hidrélisis selectiva de la fraccion de
hemicelulosas preservando, en gran medida, la celulosa y la lignina del material original. El
efecto concreto dependerd de cada biomasa y de las condiciones de hidrdlisis,
fundamentalmente temperatura, tiempo de reaccion y concentracion de &cido. Una vez
recuperado el sélido tratado, que seréa rico en lignina y celulosa, éste podra sufrir una segunda
etapa de hidrolisis, basada en el empleo de acidos o enzimas celuloliticas, para transformar la
celulosa en D-glucosa. Las hidrolisis descritas pueden generar, ademas de carbohidratos
fermentables, compuestos inhibidores de la accion microbiana, por lo que, con carécter préctico,
es necesario fermentar los medios azucarados comprobando la capacidad metabolica de los
microorganismos seleccionados para la obtencion de bioproductos. ElI empleo de levaduras no
tradicionales (Pichia stipitis, Candida tropicalis, Pachysolen tannophilus...) permitiria el
aprovechamiento de hexosas (D-glucosa) y pentosas (D-xilosa), lo que resulta de interés a la

hora de proceder al fraccionamiento industrial de los materiales lignocelulésicos.

El principal objetivo de la investigacion fue analizar la utilizacién del hueso de aceituna

como fuente de carbohidratos, etanol o xilitol. Para ello se aplicaron distintos métodos
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hidroliticos asi como la fermentacion de hidrolizados con la levadura no tradicional P.

tannophilus.

La materia prima utilizada en este estudio, endocarpios fragmentados de aceituna
procedentes de almazara, se caracteriza por su pequefio tamafio (inferior a 5 mm), su gran
dureza (posiblemente como consecuencia del alto contenido de lignina) y por poseer un
porcentaje de carbohidratos cercano al 55%. EI material se secd en laboratorio antes de la

realizacion de los ensayos.

Para el seguimiento de las pruebas experimentales, se han aplicado distintos métodos
analiticos tanto a las muestras de biomasa sélida como a los hidrolizados liquidos. En el primer
caso, los andlisis se basaron en la determinacion de humedad y materia volatil, celulosa,
hemicelulosa, lignina y cenizas. Los hidrolizados se caracterizaron mediante cromatografia
liquida (D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, oligosacaridos, 5-hidroximetilfurfural)
0 por métodos colorimétricos enzimaticos (D-glucosa y acido acético). En relacion a los
procesos de fermentacién, los pardmetros adicionales calculados fueron: biomasa, etanol y

xilitol.

En primer lugar, se comparé el efecto hidrolitico de tres medios (agua, acido sulfurico y
acido nitrico, ambos a una concentracion de 0,025 M) trabajando en el rango de temperaturas
200-220°C. El tiempo de permanencia a la maxima temperatura fue de 0 minutos, y la relacion
Soélido/Liquido en el reactor se fijo en 1/6. Aunque los tres agentes de hidr6lisis permitieron
solubilizar la fraccion de hemicelulosas de la materia prima, el acido sulfurico fue el mejor
medio para la recuperacion selectiva de D-xilosa, proporcionando un 18,1% de monosacarico a

210°C. Los analisis posteriores se centraron en el empleo de acido sulfurico.

La optimizacion de los procesos de hidrélisis acidas a presion con &cido sulfurico se llevo a
cabo mediante el empleo de tres disefios factoriales del tipo 2°. Para una concentracion fija de
acido sulfarico existen unas condiciones de temperatura y tiempo de reaccién que maximizan el
rendimiento de D-xilosa en fase liquida (prehidrolizado). Asi, para H,SO, (0,010 M) los valores
fueron 201°C y 5,2 min (20,1% D-xilosa), mientras que para H,SO, (0,025 M) los valores
fueron 195°C y 5 min (20,9% D-xilosa). Se comprob6 como un incremento de la concentracion

de &cido hizo que el méximo de D-xilosa se alcanzara con tratamientos a menor temperatura.

En general, el incremento de la carga de sélido afadida al reactor de hidrolisis a presion

(aumento de la relacion Solido/Liquido por encima de la 1/6) produjo descensos en el
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rendimiento de D-xilosa. Sin embargo, la reduccion se minimiza cuando la reaccion es llevada a
cabo manteniendo un porcentaje de &cido, respecto a peso seco de hueso, del 0,59%. De esta
manera, se pudieron conseguir prehidrolizados con concentraciones de D-xilosa proximas a 100
g/L.

El estudio de la hidrolisis enzimética se centrd en el uso, como sustrato, de los residuos
solidos ricos en lignina y celulosa procedentes de las hidrdlisis &cidas. En esta fase de la
investigacion se comprob6 como la esterilizacién, en autoclave, de los sélidos resultdé muy
negativa para la produccién enzimética de D-glucosa. El incremento de la carga de enzimas
celuloliticas (‘Celluclast 1.5”), desde 0 hasta 60 UPF/g s6lido, provocd un aumento considerable
del rendimiento de D-glucosa; sin embargo, para cargas iguales o superiores a 40 UPF/g sélido
el incremento en la digestibilidad enzimatica se suavizo, por lo que ese valor parece ser el mas

idoneo a la hora de realizar los procesos de hidrdlisis enzimatica.

Las condiciones de hidrélisis 4cida (temperatura maxima alcanzada) y el tamafio de particula
fueron otros dos factores que afectaron notablemente a la digestibilidad enzimatica de la
celulosa pretratada, por lo que estos dos factores fueron estudiados; el primero ensayando 6
temperaturas de hidrolisis acida (en el rango 190-215°C); el segundo con s6lidos de 4 tamafios:
<0,125 mm, 0,125-0,300 mm, 0,425-0,600 mm, >1,6 mm.

La presencia de prehidrolizado, junto a los sélidos pretratados, fue otro factor que afectd al
desarrollo de las hidrélisis enzimaticas. Se ha observado como los bioprocesos cuyo Unico
sustrato es el solido pretratado, limpio y seco, son mas favorables que aquellos que trabajan con

el conjunto “solido pretratado-prehidrolizado”.

La fermentacion, con P. tannophilus, de los dos prehidrolizados &cidos que maximizan la
produccion de D-xilosa, trabajando con concentraciones de &cido sulfarico 0,010 M y 0,025 M,
se llevo a cabo de forma satisfactoria, aunque se necesitd reducir las concentraciones de
inhibidores microbianos (acido acético, 5-hidroximetilfurfural y furfural) mediante una etapa
previa de detoxificacion en rotavapor. Los bioprocesos estuvieron fuertemente condicionados
por la concentracion de indculo en el rango 0,5-4,0 g/L. El xilitol fue el producto principal de
estas fermentaciones, y su concentracion maxima alcanzo 8,2 g/L, equivalente a un rendimiento

de 0,44 g xilitol por gramo de D-xilosa consumida.

La fermentacion de los liquidos generados por hidrélisis enzimética de los sélidos

pretratados con acido sulfurico en las condiciones de pretratamiento para las que se maximizan
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las producciones de D-xilosa, fue rapida (se completd, como méximo, en 24 h) para los cuatro
inoculos de P. tannophilus ensayados (0,5, 1,0, 2,0 y 4,0 g/L). Los rendimientos en etanol
fueron muy elevados, muy préximos al rendimiento teérico de Gay-Lussac (0,51 g etanol/g D-

glucosa).

Al aplicar balances macroscopicos de materia sobre el conjunto de operaciones necesarias
para la transformacion del hueso de aceituna (hidrélisis &cida a presion, hidrélisis enzimética y
proceso de fermentacion), se obtuvo que a partir de 100 kg de materia prima (en base seca) fue
posible, trabajando en las condiciones mas favorables, producir 10,3 kg de etanol y 9,2 kg de

xilitol.




1. Resumen y objetivos

1.2 Objetivos

El objeto principal de esta Tesis Doctoral es analizar la utilizacion de una biomasa abundante
en la provincia de Jaén, el endocarpio del fruto del olivo, como fuente de carbohidratos, etanol o
xilitol. Una ventaja del hueso de aceituna, respecto a otros materiales lignoceluldsicos agricolas,
como la poda de olivar, es que éste se concentra en plantas industriales de transformacion, ya
sea de aceitunas (almazaras y empresas de encurtido) o de orujos (extractoras), o que implica
un abaratamiento de los costes de recogida y transporte de la biomasa. Para el aprovechamiento
bioquimico de los materiales lignoceluldsicos habitualmente se emplea un esquema de proceso
con cuatro etapas bésicas: pretratamiento del material, hidr6lisis acida o enzimética de los
solidos pretratados, acondicionamiento de hidrolizados y proceso de fermentacién. El grupo de
investigacion “Bioprocesos” (TEP-138, Junta de Andalucia) ya ha realizado estudios de
aprovechamiento bioquimico del hueso de aceituna, analizando el empleo de agua a alta
temperatura como medio hidrolitico (Cuevas, 2007). Ahora se pretenden ampliar los
conocimientos previos incorporando, en la etapa de pretratamiento, dos nuevos agentes de
hidrolisis, como son el &cido sulfirico y el acido nitrico, ensayando nuevas enzimas comerciales
para la despolimerizacion de la celulosa y fermentando (con Pachysolen tannophilus ATCC
32691) tanto hidrolizados de pretratamientos &cidos como hidrolizados enziméaticos. Todo ello

permitird adquirir un conocimiento amplio del hueso de aceituna como fuente de bioproductos.

En la primera etapa del trabajo experimental se compararan los efectos hidroliticos del agua
y los &cidos sulfarico y nitrico (0,025 M) al actuar sobre los polisacaridos de la materia prima
en el intervalo de temperaturas 200-220°C utilizando un reactor discontinuo a presion. A
continuacion, los hidrolizados liquidos (prehidrolizados) y los s6lidos pretratados se analizaran

mediante la determinacion de los siguientes parametros:

En los prehidrolizados,
e Concentracion de azUcares reductores totales.
e Concentracion de D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa y D-galactosa.
e Concentracion de 5-hidroximetilfurfural.

e Concentracion de acido acético.

En los solidos pretratados,
e Humedad y materia volatil.
e Contenido en fibras (celulosa, hemicelulosas y lignina).

e Contenido en cenizas.
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Se debera seleccionar agquel medio que proporcione la conversion mas alta de hemicelulosas
a D-xilosa; es decir, que consiga los prehidrolizados més ricos en ese monosacérido. La
hidrolisis debera ser lo méas selectiva posible, de manera que se consiga la eliminacion total de

hemicelulosas preservando, al mismo tiempo, la celulosa.

Posteriormente, una vez seleccionado el mejor medio para producir D-xilosa en la fase
liquida, se optimizara la hidrolisis a alta temperatura del hueso en dicho medio. La optimizacion
consistird en encontrar las condiciones de operacién que maximizan la recuperacion de D-xilosa
en el prehidrolizado. Para ello, los ensayos experimentales se organizaran de acuerdo a disefios
factoriales, método de trabajo que permite modificar simultdneamente varias variables (factores)
y determinar el efecto que produce en un parametro determinado (respuesta). Se propone el
empleo del software ‘MODDE 6’ para el analisis estadistico de datos. Las variables a estudiar

seran:

e Maxima temperatura de hidrolisis.
e Tiempo de residencia a la maxima temperatura.
e Concentracion de &cido.

e Relacion Sélido/Liquido.

Una vez optimizada la recuperacion de D-xilosa en el prehidrolizado, se estudiard la
fermentacion del mismo empleando la levadura no tradicional P. tannophilus. En esta etapa se

prestara atencién a dos cuestiones,

a Necesidad de detoxificacion del hidrolizado. Para ello se ensayara su tratamiento en
rotavapor a vacio a distintos tiempos, y el efecto que ésta practica produce en la
concentracion de inhibidores microbianos como acido acético y 5-hidroximetilfurfural.

b Influencia de la concentracion inicial de biomasa (inodculo) en la fermentacion. Para ello

se ensayaran indculos de levadura en el rango de concentracién 0,5-4,0 g/L.

Los procesos de fermentacidn seran seguidos mediante la determinacion experimental de las

siguientes variables,

e concentracion de biomasa,
e concentracion de D-xilosa en el medio de cultivo,
e concentracion de D-glucosa en el medio de cultivo,

e concentracion de acido acético en el medio de cultivo,
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e concentracion de etanol producido,

e concentracién de xilitol obtenido,

lo que permitira calcular pardmetros de fermentacién tales como rendimientos y productividades

volumétricas instantaneas de bioproductos.

Los residuos solidos que resultan de los pretratamientos que maximizan la recuperacién de
D-xilosa en los prehidrolizados serdn medios con altos porcentajes de lignina y celulosa. Para
seguir aprovechando la fraccion celul6sica que contienen, se estudiara su hidrélisis enzimética
empleando celulasas y [-glucosidasas suministradas por la empresa ‘Novo Nordisk
Bioindustrial’ (Madrid, Espafia). En esta fase de la Tesis, se analizard el efecto de distintas

variables en la produccion de D-glucosa:

e temperatura de pretratamiento,

e tamafio de particula,

e carga de enzimas,

e esterilizacion previa del residuo en autoclave y

e mezcla de sustratos s6lidos con prehidrolizados liquidos.

Se deberan fijar las mejores condiciones de operacion, en hidrdlisis enzimatica, para obtener

hidrolizados ricos en D-glucosa.

Finalmente, se fermentaran los hidrolizados enzimaticos con P. tannophilus para determinar
el rendimiento maximo de produccién de etanol. Al igual que para las fermentaciones de

hidrolizados acidos, se ensayaran inéculos de levadura en el rango de concentracion 0,5-4,0 g/L.

Los resultados obtenidos en esta investigacion permitirdn establecer las condiciones mas
favorables para la hidrdlisis selectiva de la fraccion de hemicelulosas del hueso de aceituna, asi
como para la conversion de D-xilosa a xilitol o etanol, mediante la levadura Pachysolen
tannophilus ATCC 32691. Por otra parte, para el proceso completo (pretratamiento-hidrolisis
enzimatica—fermentacion) los rendimientos globales en bioproductos (etanol y xilitol) de las

alternativas mas viables quedaran expresados en forma de balances macroscopicos de materia.
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2. Introduccion

2.1 Situacion energética actual

El consumo de energia por habitante constituye uno de los indicadores més fiables del
desarrollo econdmico de una sociedad. En este sentido, la demanda energética de un pais se
asocia, de forma generalizada, con su Producto Nacional Bruto (PNB), su capacidad industrial y
el nivel de vida alcanzado por sus habitantes. En la actualidad, existen paises desarrollados que
consumen, per céapita, 40 veces mas energia que otros no desarrollados. Mientras Europa,
incluyendo la antigua URSS, con una poblacion de 870 millones de habitantes, necesita
anualmente 3.000 millones de toneladas equivalentes de petréleo (Mtep), Africa, con parecida
poblacién (831 millones), sélo requiere 400 Mtep (BP, 2013).

El consumo mundial de energia primaria se ha incrementado de forma considerable en las
Gltimas décadas hasta superar los 12.000 Mtep/afio en 2012. Esta cifra supone doblar los
consumos globales calculados para la década de 1960. En el corto plazo, el consumo mundial de
energia primaria aumenté un 1,8% en 2012 con respecto a 2011, dato que muestra como se
estan produciendo escaladas del pardmetro incluso en momentos en los que importantes
regiones del planeta se encuentran estancadas econOmicamente. Los crecimientos de la
poblacion mundial, y del nimero de personas que se instalaran en las denominadas “clases

medias”, son factores que impulsaran, en el futuro, los consumos globales de energia (EIA,
2007).

En la actualidad, la Humanidad usa intensivamente ciertos recursos fosiles almacenados en
la litosfera (petréleo, carbdn, gas natural...) para la generacion energética. El inconveniente de
estos depoésitos de carbono organico es que tienen caracter limitado, por lo que su
sobreexplotacion conducira a su agotamiento y al consiguiente incremento del precio de la
energia. Hoy en dia, el petrleo ocupa la primera posicion en el escafén de produccion
energética con 4.130 Mtep consumidas en 2012 (BP, 2013), seguido de cerca por el carbén. El
gas natural ocupa la tercera posicién con 2.990 Mtep consumidas en 2012. En el mercado de la
energia también existen fuentes de tipo renovable (por tanto, de caracter ilimitado) como
hidraulica, eolica, biomasa, solar-termica, solar-fotovoltaica, maremotriz, geotérmica... que, sin
embargo, suponen un bajo porcentaje, inferior al 10%, del total producido. Algunos problemas
de estas tecnologias son el no garantizar una generacion estable de energia (ya que ésta solo es
posible bajo ciertas condiciones climatolégicas), los bajos rendimientos y su caracter local. Esta
Gltima caracteristica hace que cada pais, cada region, deba investigar sobre sus capacidades de
produccion de energia limpia, inclinandose por aquellas alternativas que sean mas viables

econémicamente.
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Por otra parte, el incremento de los consumos energéticos ha traido consigo impactos a nivel
ambiental. La contaminacion atmosférica es una realidad, cada vez mas evidente, ligada al
crecimiento econdmico mundial. Las principales vias de contaminacion atmosférica proceden
de la combustion de recursos fosiles en el sector industrial y del transporte, asi como en los
hogares, lo que genera dioxido y mondxido de carbono, 6xidos de nitrégeno y azufre, particulas,
etc. La concentracion de dioxido de carbono en la atmésfera ha aumentado de forma alarmante
en los Gltimos 150 afios, y se prevé que su incremento sea alin mayor en los préximos afios, lo
que intensificara el efecto invernadero y, con él, el aumento de la temperatura media del planeta
(Greenpeace, 2009).

En definitiva, la enorme demanda mundial de energia, su posible incremento en el corto y
medio plazo, la preocupante dependencia de la Humanidad a recursos energéticos de caracter
limitado y los efectos negativos en el medioambiente de los gases producto de la generacion
energética convencional son hechos que crean gran incertidumbre en el horizonte econémico y
ecologico mundial. Por ello, es imprescindible investigar sobre fuentes energéticas renovables,

haciendo hincapié en agquellas que tengan mayor potencial en cada zona geografica.
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2.2 La biomasa como fuente de energia y de productos quimicos

El término “biomasa” hace referencia a cualquier tipo de materia organica, terrestre o
acuatica, animal o vegetal, generada por transformaciones bioldgicas ocurridas en un pasado
inmediato. A partir de la definicién, los combustibles fosiles no deben ser considerados
“biomasa” debido a que, aunque son compuestos organicos originados mediante procesos con

raiz bioldgica, su génesis se prolongé a lo largo de millones de afios.

La biomasa vegetal es aquella producida mediante las reacciones propias de la fotosintesis,
es decir, el conjunto de reacciones capaz de almacenar energia solar en forma de energia
guimica; energia contenida en los enlaces quimicos de polisacaridos, ligninas y otras estructuras
organicas presentes en las plantas. Se ha estimado que nuestro planeta almacena alrededor de
4.10" kJ en forma de biomasa vegetal (Fischer y Schrattenholzer, 2001). Ademés, los ritmos de
crecimiento de este recurso son lo suficientemente grandes, 1,46-10" t/afio (Demirbas, 2002),

como para considerarlo una poderosa fuente de carbono organico.

El uso de la biomasa vegetal no es reciente. Desde tiempos remotos las maderas se han
empleado como materiales de construccion y, sufriendo reaccion quimica, también para
proporcionar calor. La combustién de la lefia es, posiblemente, la primera conversion quimica
llevada a cabo conscientemente por el hombre. Posteriormente, la celulosa se aproveché para
fabricar papel, y del aguarras de la madera se obtuvieron adhesivos, saborizantes y fragancias.
En la primera mitad del siglo XX se aplicé hidrolisis acida sobre maderas para obtener azlcares
simples y, con ellos, via fermentativa, etanol que fue usado para accionar motores de
combustién interna durante la Segunda Guerra Mundial. La crisis energética iniciada en 1973
renovo el interés por la conversién de la celulosa hasta etanol. La posibilidad de sintetizar este
alcohol mas rapidamente partiendo de recursos alimenticios tales como maiz, bagazo de la cafia
de azlcar o distintos tipos de cereales ha incrementado, en ciertos momentos y en ciertos
lugares, los precios de los alimentos, lo cual ha suscitado un gran debate social centrado en la
necesidad de desligar la produccion de biocarburantes (bioetanol y biodiesel) de aquellos
materiales que tengan valor alimentario, para basarla en sustratos sin interés nutricional o, aln

mejor, de naturaleza residual.

En los Gltimos afios se ha ampliado el abanico de productos generados a partir de biomasa
vegetal: oligosacaridos, antioxidantes naturales, xilitol, arabitol, etc. El xilitol es un compuesto
con gran interés comercial (Martinez et al., 2012). Es un edulcorante que no provoca problemas
sobre la salud dental del consumidor y, ademas, puede ser usado como fuente viable de azlcares

para diabéticos. Su calor de disolucion hace que en la boca genere una sensacién de frescor muy
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valorada por los fabricantes de chicles, helados y bebidas refrescantes (Sanchez et al., 2008). En
la actualidad, la mayor parte del xilitol se sintetiza por via quimica, lo que implica trabajar a
altas presiones (por encima de 50 atm), a temperaturas de 80-140°C y con catalizadores caros
(aleaciones Ni-Raney). La produccion biotecnolégica de xilitol es una alternativa cada vez mas

atractiva frente a la ruta quimica.

Por tanto, y a diferencia de otras fuentes de energia renovable, la biomasa presenta la gran
ventaja de poder proveer varios tipos de productos, no sélo energéticos como electricidad y
biocarburantes, también compuestos con interés alimentario, farmacéutico o quimico. Esta
capacidad podria hacer que, en el futuro, las industrias basadas en la biomasa verde se

conviertan en verdaderas biorefinerias.

2.2.1 Biomasa agricola en Espafia

Espafia dispone de una importante cantidad de residuos biomasicos debido a su gran
extension agricola y forestal, por lo que habria que incentivar activamente la investigacion sobre
sus posibilidades de uso. Segun Ericsson y Nilsson (2006), el pais ocupaba el cuarto puesto,
dentro de la Europa “de los quince”, en superficie forestal (alrededor de 10 Mha) y el segundo
en superficie agricola (30 Mha). Sin embargo, también es verdad que se vislumbran
incertidumbres respecto a este aprovechamiento ya que si, por un lado, la tasa de radiacion solar
que se recibe (1.200-1.800 kWh/(m? afio), Garcia, 2006) es muy favorable para el crecimiento
de las plantas, por otro, los pobres regimenes pluviométricos de amplias zonas de la peninsula

Ibérica, sobre todo del Sureste, representan una rémora a tener en cuenta.

En Espafia se generan unos 27 millones de toneladas anuales de residuos de cultivos
agricolas (Cuadros, 2008). Los residuos originados en la poda de arboles frutales representan
algo mas del 58% del total, con 15,7 millones de toneladas anuales. Dentro de este apartado,
Castilla-La Mancha y Andalucia suman 8,8 Mt/afio, lo que supone mas del 50% nacional. En
estas zonas geograficas, la vid y el olivo suponen el 83% del capitulo, es decir, 7,3 Mt/afio.
Solamente Ciudad Real y Toledo producen el 35% de los residuos espafioles de la vid, y Jaén y
Cdrdoba concentran el 35% de las biomasas procedentes del olivar. Rosua y Pasadas (2012)
cuantificaron, por comunidades auténomas, la biomasa generada en Espafia en los cultivos de
alamo, arboles frutales, olivos y vid, concluyendo que alrededor del 50% de esa biomasa se
generaba en Andalucia y Castilla-La Mancha. El potencial total de biomasa de Andalucia,
cuantificado por la Agencia Andaluza de la Energia, fue de 3.958 ktep/afio en 2010 (AAE,
2011). En la Figura 2.1 se muestra la generacion biomasica por tipo de procedencia. Se puede

destacar como la Comunidad Auténoma Andaluza cuenta con una importante generacion de
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biomasas industriales (26% del total) derivadas, fundamentalmente, del sector agroalimentario,
principalmente industrias del olivar. Sevilla y Jaén son las provincias andaluzas con mayor
potencial biomasico, destacando nuevamente el procedente del olivar, un 38% del potencial
total segin se muestra en la Figura 2.2. En definitiva, el olivar es la fuente de materiales
lignocelulésicos més importante del sur de Espafia, Andalucia y Jaén.

m residuos urbanos

m cultivos energéticos
m residuos forestales
H residuos industriales
m residuos ganaderos
m residuos agricolas

Figura 2.1 Distribucion (%) de los tipos de biomasa en Andalucia. Fuente: AAE (2011)

Sevilla

B DN ] 791841

Malaga
Jaén || | 665,410
Huelva B Residuosagricolas
Granada [ ] 313577 B Residuosforestales
Cérdoba I ] 625,129 | ] Residuosindustriales
Cadiz 272260 B Cultivosenergéticos
[ Biodegradables
Almeria

Figura 2.2 Desglose provincial del potencial total de biomasa en Andalucia en 2003
(ktep/afio). Fuente: SODEAN, S.A. (2003)

El olivo (Olea europea L.) es el arbol caracteristico de la cuenca mediterranea. Desde las
costas libanesas hasta las espafiolas, desde Croacia hasta TUnez, un manto verde de olivos
extiende su presencia a lo largo y ancho de los bordes bafiados por el Mare Nostrum. El fruto
del olivo, la aceituna, es una drupa con alto contenido en aceite. El aceite de oliva es un
alimento procesado y consumido desde hace miles de afios y, hoy por hoy, sus caracteristicas

nutricionales, organolépticas y de salud hacen que sea una de las grasas vegetales mas
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apreciadas. En el caso espafiol y andaluz, el olivo adquiere una relevancia que sobrepasa, con
creces, los aspectos meramente econémicos para alcanzar influencias en el campo ambiental y
paisajistico, o en el social y cultural. El olivar andaluz, con sus casi 1,5-10° ha de extension,
ocupa el 16% de la Comunidad Auténoma, mientras que en la provincia de Jaén se ha
convertido en un auténtico monocultivo que cubre el 85% de su superficie agricola. Aunque el
principal producto derivado del olivar es la aceituna y su zumo oleoso, es evidente que la
gestion agricola del cultivo lleva a la produccion de importantes cantidades de podas y, con
ellas, tanto de maderas de diverso didmetro como de hojas. Por otra parte, el procesamiento de
la aceituna en las almazaras genera dos grandes subproductos como son los endocarpios
fragmentados (procedentes del separador de pulpa y hueso) y los orujos himedos de dos fases.
Cada uno de los cuatro materiales antes nombrados (maderas, hojas, endocarpios y orujos)
presentaran distintas composiciones y propiedades fisico-quimicas (Tabla 2.1), por lo que

generalmente son destinados a usos diferentes.

Tabla 2.1 Caracteristicas fisico-quimicas de los subproductos del olivar

Poda Orujo Hueso
1) ) 1) 1)
Anélisis elemental (% peso)
Carbono 49,5 49,0 47,0 50,8
Hidrdégeno 59 6,1 5,6 6,0
Nitrogeno 0,4 0,5 1,0 0,5
Azufre <0,1 0,1 0,1 0,0
Oxigeno 44,2 44,3 46,3 42,7
Poder calorifico (kcal kg™)
Superior 4.600 4.334 4.500 4.800
Inferior 4.300 - 4.250 4.500

(1) SODEAN, 1999
(2) Rojasetal., 1992

2.2.2 Hueso de aceituna

Tal y como se muestra en la Figura 2.3, el fruto del olivo se puede dividir, estructuralmente,
en cuatro regiones (Nefzaoui, 1983; Bianchi, 2003):
1. Piel, también llamada epicarpio, y que representa entre el 1,0 y el 3,0% del peso de la
drupa. La piel contiene compuestos como clorofilas, carotenoides, antocianinas, etc.
2. La pulpa, denominada mesocarpio, supone entre un 70 y un 80% del peso total del
fruto. Es, por tanto, la parte mayoritaria de la aceituna y se utiliza como fuente de

reserva de todos los componentes.
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3. El endocarpio (18-22% del peso de la aceituna) es la cépsula lignoceluldsica que
protege a la region mas interna del fruto, la semilla (4). Esta Gltima region viene a
representar entre el 2,2 y el 5,5% del peso total del fruto. Hay que destacar el elevado
peso del endocarpio en relacion al del resto de estructuras.

Figura 2.3 Estructura interna de la aceituna

Segun los datos de la Agencia Andaluza de la Energia, Andalucia dispone de 1,4-10° ha de
olivar que produjeron, segin los datos de la campafia 2008-2009, 4-10° t de aceitunas. De esta
cantidad, 3,7-10° t fueron destinadas a almazara para la extraccion de 0,8-10° t de aceite de oliva
y la recuperacion (en las separadoras de pulpa y hueso) de 0,37-10° t de huesos triturados. Por
otro lado, 0,3-10° t de fruto fueron llevadas a industrias de aderezo de aceitunas de mesa que, a
su vez, generaron unos 2,2:10° t de hueso entero (AAE, 2008). Se podria decir que las

cantidades tedricas maximas de hueso, para Andalucia, se situarian alrededor de 0,8-10° t/afio.

Los endocarpios de aceituna pueden obtenerse tanto en almazaras como en industrias de
encurtido y extractoras de aceite de orujo. En la Figura 2.4 se observan los posibles tratamientos
que pueden sufrir los orujos grasos humedos procedentes de almazara. Las tres vias de
aprovechamiento mas interesantes son: secado y extraccion del aceite residual en extractoras de
hexano (con separacion previa del hueso o sin ella), combustion del orujo para cogeneracion de
electricidad y vapor y, finalmente, compostaje. Sélo el primer camino permitiria disponer de
huesos para su comercializacion, que derivarian del deshuesado, en himedo, del orujo o de una

separacion neumatica a partir de orujillos.
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Orujos grasos procedentes
de decanter de dos salidas

Compostaje Secado 1 Deshuesado Secado
Secado 2 Repaso Combustion
(2* extraccion
decanter)
Hexano
. . . Aceite Hueso de Energia
£ 108 Acelte de orw yil . L=
Abonos Aceite de orujo Orjillo lampante aceituna eléctrica

Figura 2.4 Sistemas de valorizacion de orujos procedente de decanter de dos salidas
(Cuevas, 2007)

2.2.2.1 Caracterizacién fisico-quimica del hueso de aceituna

El hueso de aceituna ha sido analizado, con frecuencia, desde el punto de vista del andlisis
elemental. En la Tabla 2.2 aparecen algunos datos extraidos de la bibliografia, detectandose un
elevado contenido de carbono y oxigeno, y un porcentaje muy bajo de azufre. Los componentes

mayoritarios de las cenizas generadas por calcinacién de huesos son SiO2 y CaCO3.

Tabla 2.2 Andlisis elemental del hueso de aceituna

Composicidn, % (base seca) Referencia
C O H N S
528 383 67 05 01 Jenkin et al., 1998
515 431 61 01 01 Blanco et al., 2002
46,5 nd. 64 04 0,0 Gonzalez et al., 2004
51,1 399 66 21 0,2 Taralas y Kontominas, 2005
516 388 85 11 00 Skodras et al., 2006
523 405 71 0,0 <01 Blazquez et al., 2009
49,6 - 71 15 01 El Bakouri et al., 2009
508 42,7 71 05 00 Ben Driss, 2010

Respecto a la composicion molecular de los endocarpios de aceituna se observa, por un lado,

las escasas fuentes que tratan el tema y, por otro, la diversidad de valores encontrados en la
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literatura cientifica. Esto Gltimo podria deberse a cuestiones tales como el uso de distintas
variedades de fruto, cambios en las condiciones climaticas de las campafias y de los cultivos,
forma de separacion de los endocarpios del resto de componentes del fruto, técnicas analiticas
empleadas, etc. En la Tabla 2.3 se muestran algunos datos extraidos de la revision bibliogréfica.

Tabla 2.3 Composicion del hueso de aceituna
Material Composicidn, % (base seca) Referencia

CEL HEM LIG CEN

Huesos enteros
31,9 21,9 26,5 - Fernandez-Bolanos et al., 2001
28,0 37,3 25,3 3,0 Montané et al., 2002

Endocarpios

36,4 26,8 26,0 - Fernandez-Bolafos et al., 2001
11,82 24,16 50,45 0,9 Blanco et al., 2002

38,3 28,1 4.4 Taralas y Kontominas, 2005
27,1 32,2 40,4 - Calero et al., 2009*
24,8 34,2 41,0 - Ben Driss, 2010*

* Composiciones en base libre de extractos.

Uno de los pocos trabajos que aborda el analisis de la estructura del hueso de aceituna,
centrandose exclusivamente en el endocarpio y en sus polisacaridos, es el realizado por Coimbra
et al., (1995). Estos investigadores concluyeron que el endocarpio es un sistema con un
contenido total en carbohidratos (celulosa y hemicelulosas) del 62%. El porcentaje calculado de
a-celulosa fue del 31%. Respecto a los polisacaridos no celuldsicos, se informd que éstos
poseen estructuras muy complejas, pudiéndose distinguir dos grandes tipos: los construidos con
cadenas de xilanos ligeramente ramificadas, y con grados de polimerizacién en el rango 90-100,
y los que aparecen como xilanos fuertemente ramificados con 30-60 monémeros por cadena.
Por hidrdlisis, las hemicelulosas darian lugar a una distribucién de monosacaridos caracterizada
por poseer grandes porcentajes de D-xilosa (>80% molar) y bajos de D-glucosa (<1% molar). El
segundo mondmero en importancia, dentro de esta fraccion, seria la L-arabinosa existiendo,
ademas, cantidades casi trazas de D-galactosa y D-manosa. Por otro lado, las hemicelulosas
poseerian relaciones molares de D-xilosa a acidos urénicos muy altas, proximas a 9:1, lo que

implicaria una alta produccidn de acido acético por hidrolisis del polimero.

Montané et al. (2002) determinaron, para huesos de aceituna, un contenido maximo de

pentosanos del 18,5% en base seca. Finalmente, Nabarlatz et al. (2004) indicaron que los
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porcentajes de D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa y grupos acetilo para el mismo tipo de materia
prima fueron del 24,0%, 23,3%, 1,4% y 3,1%, respectivamente.

2.2.2.2 Vias de aprovechamiento para el hueso de aceituna

El hueso de aceituna puede ser aprovechado de dos maneras fundamentales:
1) para obtener energia y
2) para obtener productos quimicos no energéticos.

Caso 1

Hoy en dia existen numerosas investigaciones en curso que tratan de desarrollar métodos
para la valorizacion energética de la biomasa y, en particular, de los materiales lignocelulésicos.
El objetivo es producir biocombustibles solidos, liquidos o gaseosos. En el caso del hueso de
aceituna, éste se usa fundamentalmente como combustible sélido, aunque se sabe que también
podria ser transformado hasta combustibles liquidos (etanol por conversién bioguimica,
alquitranes por pirolisis) 0 gaseosos (metano via digestion anaerobia, gas de sintesis por

gasificacion).

Tradicionalmente, el hueso de aceituna se ha utilizado en calderas de industrias del olivar,
tanto almazaras como extractoras, asi como en otros sectores como el ceramico, granjas, etc. En
la actualidad cada vez estdn cobrando méas importancia los usos en el sector doméstico y
residencial para suministro de agua caliente sanitaria y calefaccion. La tecnologia ha
experimentado un gran avance, importandose en la actualidad equipos con muy alto rendimiento
y bajos niveles de emisiones. Para facilitar el acopio de combustible se estd comenzando a
comercializarse el hueso en sacos de 15 kg, de facil distribucion y manejo, 6ptimo para su uso
en el sector doméstico, y con un precio considerablemente menor al de otros combustibles de

similares prestaciones, como el pellets de madera.

En la Figura 2.5 se muestran las distintas posibilidades que existen para el
aprovechamiento energético de los materiales biomasicos. Para usos energéticos, la
biomasa se somete a transformaciones que persiguen alcanzar tres objetivos fundamentales:
conseguir el estado de agregacion adecuado para el equipo donde se alimentara el combustible,
producir un sistema de maxima densidad energética y, finalmente, que éste no provoque fallos
de funcionamiento en los dispositivos de generacion de calor ni problemas de naturaleza
ambiental. Respecto a otros combustibles, la biomasa generalmente es favorable atendiendo al
tercer objetivo, al presentar bajas cantidades de azufre y cenizas en su composicién, pero
desfavorable si se atiende al segundo, por sus bajos poderes calorificos, o al primero, porque

normalmente aparece en estado sélido.
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Figura 2.5 Vias para la transformacion de la biomasa residual en energia

Caso 2

La consecucion de productos quimicos no energeéticos a partir de huesos de aceituna ha sido,
hasta el momento, poco estudiada. Calero et al. (2009) y Ben Driss (2010) indagado sobre el uso
directo del endocarpio como adsorbente de metales pesados. Gonzélez et al. (1994) y EI-Sheikh
et al. (2004) analizaron su transformacion hacia carbon activo, mientras Montané et al. (2002)
informaron sobre su uso para la produccion de furfural. Fernandez-Bolafios et al. (1999)
estudiaron los compuestos que surgen al degradar la lignina del hueso de aceituna mediante
explosion con vapor (“steam explosion”), lo que ha desembocado en su aprovechamiento como
fuente de antioxidantes naturales. Finalmente, Abdi et al. (2000), Fernandez-Bolafios et al.
(2001) y Cuevas et al. (2009, 2013) utilizaron huesos como generadores de carbohidratos. Para

este fin se sirvieron de enzimas que aplicaron sobre el sistema pretratado.
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2.3 Procesos de hidrolisis

La ruta bioquimica para producir etanol o xilitol, partiendo de biomasa vegetal, consta de
cuatro etapas fundamentales: pretratamiento, hidrélisis de polisacéridos, fermentacion de
azUcares y recuperacién de bioproductos. El paso critico, el mas importante, es el segundo, ya
gue una vez obtenido un medio azucarado rico en monosacaridos, y sin inhibidores
microbianos, las etapas de fermentacidn y separacion de productos serian tecnoldgicamente
sencillas. En la Figura 2.6 se muestra un esquema del proceso bioquimico para la obtencién de

etanol.

BIOMASA RESIDUAL
) Energia
Aditrvos I PRETRATAMIENTO
e it BN ettt fmm————— e
| Produccién ! | Hidrlisis enzimaticay | | Hidrélisis | | | Hidrolisis |
: de celulasas | 1 fermentacion (S5F) 1 : enzimitica : : acida :
Levadura Levadura
ittt B sttt |
| Fermentacién | | Fermentacién :
ETAPA BIOLOGICA ! aerobia ! ! anaerobia :
Bioetanol/SCP SCP Bioetanol
I RECUPERACION DE BIOPRODUCTOS I | SERVICIOS
Lignina....
PROCESADO DE LOS RESIDUOS |
BIOETANOL EFLUENTES DEL PROCESO
(Tratamiento)

Figura 2.6 Vias para la transformacion bioquimica de materiales lignocelulésicos

2.3.1 Pretratamiento

El término “pretratamiento” se refiere a un conjunto de transformaciones que tienen como
objetivo modificar ciertas caracteristicas del material para que las etapas hidroliticas posteriores
sucedan de la mejor manera posible. En la Figura 2.7 se muestran distintos tipos de pre-
tratamientos, distinguiéndose entre operaciones de naturaleza fisica, quimica, fisico-quimica y

bioldgica.
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Reduccion del tamafio de particula (Cadoche y Lopez, 1989)
P. fisicos Pirélisis (Yu y Zhang, 2003)
Microondas (Zhu et al., 2006)

Ozonelisis (Sun y Cheng, 2002)
Acidos diluidos (Todd y Wyman, 2005)

P. quimicos <, Deslignificacion oxidativa (Azzam, 1989; Martin et al., 2006)
Proceso "Organosolv’ (Sidiras y Koukios, 2004)

Pretratamientos Tratamiento con Ca(OH), (Kim y Holtzapple, 2006)

Explosién con vapor (Ibrahim y Glasser, 1999)
Explosién con amoniaco (Dale et al., 1996)
P. fisico-quimicos  Explosién con CO, (Sun y Cheng, 2002)
CO, supereritico (Kim y Hong, 2001)
Tratamiento con agua caliente a presion (tratamiento hidrotérmico)

P. biolégicos (Tengerdy y Szakacs, 2003)

Figura 2.7 Tipos de pre-tratamiento aplicables sobre la biomasa

2.3.1.1 Pretratamientos fisicos

Entre los pretratamientos de tipo fisico, se puede destacar la reduccion del tamafio de
particula. Generalmente, esta operacion mejora el rendimiento de los procesos de hidrélisis de
polisacéridos, asi como la velocidad global de los mismos, al transcurrir las reacciones en fase
heterogénea (sélido-liquido). La trituracion del sélido consume energia, por lo que habra que
llegar a una situacion de compromiso en la que el aumento de superficie especifica del material

no se traduzca en gastos energéticos elevados.

2.3.1.2 Pretratamientos quimicos

En ellos se producen modificaciones de la composicion de los materiales biomasicos.
La hidrélisis acida de los materiales lignocelul6sicos es un proceso conocido desde 1819
(Larsson, 2000), y alcanzé su mayor desarrollo durante las dos Guerras Mundiales, periodos en
los que la escasez de petrdleo hizo que la madera se empleara masivamente para producir
etanol. Entonces se desarrollaron numerosos procesos de hidrélisis acida (Scholler, Madison,
Bergius) que posteriormente fueron cayendo en desuso por razones econémicas. Aungue para la
hidrolisis de polisacaridos es posible utilizar diferentes clases de acidos inorganicos, como el
sulfuroso, clorhidrico, sulfarico, fosférico, nitrico y formico (Galbe y Zacchi, 2002), sélo los

acidos clorhidrico y sulfarico han sido empleados a escala industrial.

Los procesos de hidrolisis acida pueden agruparse, en funcion de la concentracién de acido,

en dos categorias:
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Hidrolisis con &cido concentrado

Su empleo no se contempla a nivel de pretratamiento. Los procesos que trabajan con &cidos
concentrados operan a bajas temperaturas, pudiendo obtenerse altos rendimientos de hidrdlisis
(superiores al 90%) en la transformacion de celulosa a D-glucosa. A pesar de esto, los procesos
no son rentables debido al alto coste del acido y de la posterior etapa de neutralizacion de los
hidrolizados (Keller, 1996), asi como a los intensos efectos corrosivos de los medios que
obligan a construir reactores con materiales especiales y caros. Hay que indicar que, en los
Gltimos afios, los procesos que utilizan &cidos concentrados han adquirido un renovado interés
debido a nuevos métodos que mejoran la economia de recuperacion de los acidos y que han sido
desarrollados por varias compafiias como Masada Resource Group (Birmingham, Ala), Arkenol
(Mission Viejo, California) y APACE (Australia) (Katzen, 1997).

Hidrolisis con &cidos diluidos

Permite la solubilizacion de la fraccion de hemicelulosas de la biomasa vegetal, generando
un residuo sélido que contiene celulosa y lignina. Este pretratamiento posibilitaria, por tanto, la
eliminacion de una barrera fisica (hemicelulosas) que interfiere en la hidrolisis de la celulosa.
Las condiciones de operacion (concentracion de &cido, temperatura y tiempo de reaccion)
deberan ser optimizadas para cada material biomasico y cada tipo de &cido ensayado. La
hidrolisis acida diluida de la hemicelulosa debe dar lugar a hidrolizados ricos en monosacaridos,
en los que existan las menores cantidades posibles de productos de degradacion. En bibliografia
se ha informado de rendimientos de recuperacién de monosacaridos hemicelulésicos entre el 80
y el 90% utilizando &cido sulfarico sobre distintos tipos de biomasas (Tabla 2.4). En la tabla se
observa como, en general, a medida que disminuye la temperatura para la que se maximiza la
recuperacion de D-xilosa se necesitan mayores tiempos de reaccion y mayores concentraciones

de 4cido sulfurico.

Tabla 2.4 Condiciones de operacién y resultados de hidro6lisis acidas (H,SO,) de hemicelulosas

Material T (°C) t(min)  Conc. (M) Rto. D-xilosa (%) Referencia

PA 198 10 0,051 80,8 Karimi et al., 2006

PB 190 5 0,025 80 Séanchez et al., 2004

RE 157 20 0,066 79,6 Canettieri et al., 2007
CA 141,6 36,4 0,130 94 Shatalov y Pereira, 2012
RAP 119 60 0,204 91,3 Rahman et al., 2007

PA: paja de arroz; PB: paja brava; RE: residuos de eucalipto; CA: carrizo; RAP: residuos del procesado
del aceite de palma.
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Otro 4cido que podria ser utilizado para la hidrolisis de hemicelulosas es el acido nitrico.
Este compuesto, aunque es mas caro que el H,SOy, presenta varias ventajas:

e En algunos casos, conduce a mayores rendimientos de sacarificacion (Rodriguez-Chong
et al., 2004).

e Suempleo acorta los tiempos de reaccion (Zhang et al., 2011).

e Tras la etapa de neutralizacién, los compuestos nitrogenados que se forman pueden
servir como fuente de nitrégeno en una posterior fermentacién (Kim et al., 2014).

e El &cido nitrico puede ser producido, en grandes cantidades, via captura de NOx de los

gases de combustidon de instalaciones industriales (Kim y Han, 2013).

En bibliografia existen pocas referencias al uso de acido nitrico para la hidrdlisis de
hemicelulosas; no obstante, en la Tabla 2.5 se incorporan datos de dos investigaciones en las
gue se hidrolizé paja de arroz y tallos de maiz, mostrandose como el &cido nitrico permite

despolimerizar con eficacia las hemicelulosas hasta sus mondmeros constitutivos.

Tabla 2.5 Condiciones de operacién y resultados de hidroélisis acidas (HNO3) de hemicelulosas

Material T (°C) t(min)  Conc. (M) Rto. D-xilosa (%) Referencia

PA 158,8 5,86 0,103 86,5 Kimetal., 2014
™ 150 1 0,095 95,9 Zhang et al., 2011

PA: paja de arroz; TM: tallos de maiz.

2.3.1.3 Pretratamientos fisico-quimicos

Entre los pretratamientos de tipo fisico-quimico, el uso de agua liquida a alta temperatura
(160-220°C, Haghighi Mood et al. 2013) ha mostrado ser una alternativa interesante para
producir la solubilizacion completa de las hemicelulosas con una baja alteracién de las
fracciones de celulosa y lignina. Este pretratamiento también se denomina “hidrotérmico”. La
hidrdlisis de la hemicelulosa se produce como consecuencia de la liberacion al medio acuoso de
ciertos compuestos quimicos de caracter acido (&cido urénico y acido acético) procedentes de
radicales acidos (grupos uronatos y acetilo) existentes en las cadenas de hemicelulosa. Existe,
pues, una generacion enddégena de acidos que ayuda a la hidrolisis del polisacarido,
caracteristica tipica de las reacciones auto-cataliticas. Por ello, en ocasiones a este
pretratamiento también se le denomina “autohidrolisis”. Hay que tener en cuenta, ademas, que a
alta temperatura el agua da lugar a gran cantidad de iones hidronio, lo que favorece su carécter

acido. Asi, por ejemplo, a 220°C el pH del agua pura es de 5,5.
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El pretratamiento con agua a alta temperatura es una interesante alternativa para la
transformacion de la biomasa vegetal por las siguientes razones:

« No se necesitan productos quimicos distintos al agua.

* Es un pretratamiento medioambientalmente poco agresivo en el que no existen graves
problemas de corrosion ni de neutralizacion de hidrolizados.

+ Las hemicelulosas pueden ser solubilizadas con facilidad en condiciones en las que
existen bajas degradaciones de monosacaridos y reducida presencia de inhibidores
fermentativos (Laser et al. 2002).

» Las pequefias alteraciones fisico-quimicas experimentadas por la estructura de la
celulosa y la lignina generan un residuo solido rico en lignina y celulosa que,
posteriormente, puede volver a fraccionarse. La eliminacion de la fraccion de

hemicelulosas mejoraria la hidrdlisis enzimatica de la celulosa pretratada.

Sin embargo, el tratamiento hidrotérmico presenta inconvenientes, siendo uno de los
principales el hecho de que las hemicelulosas se hidrolicen formando, principalmente,
oligosacaridos. Estos productos no pueden ser metabolizados directamente por
microorganismos, por lo que habria que proceder a su posterior hidrdlisis (acida o enzimatica)
para obtener sustratos de fermentacion. Hay que resaltar que, en numerosas citas bibliogréaficas,
se ha informado sobre el interés practico y las vias de produccion de los oligosacéridos (Aragon
et al., 2013; Chapla et al., 2012; Sato et al., 2010).

Overend y Chornet (1987) propusieron un factor (‘R0’) que tuviera en cuenta, de forma
combinada, los efectos de las variables ‘tiempo’ y ‘temperatura’ durante el tratamiento
hidrotérmico de la biomasa. Este parametro ha sido aplicado, desde entonces, en gran nidmero
de investigaciones (Garrote et al., 2002; Mateo et al., 2013; Roos et al., 2009). Por su parte, el
grupo de investigacion “Bioprocesos” (Universidad de Jaén) ha informado sobre la completa
solubilizaciéon de las hemicelulosas del hueso de aceituna tras la aplicacion de tratamientos

hidrotérmicos con valores de ‘log R0’ iguales o superiores a 4,0 (Cuevas et al., 2009).

Los pretratamientos de explosion con vapor, o “steam explosion”, son pretratamientos de tipo
fisico-quimico ampliamente estudiados (Oliveira et al., 2013; Martin-Sampedro et al., 2012). En
ellos se combina la accion hidrolitica del agua a alta temperatura con los efectos mecénicos de
una rapida descompresion. Las diferencias derivadas del uso de la autohidrolisis, frente al
tratamiento de “steam explosion”, no estan totalmente dilucidadas, aunque parece que el primero
logra una mejor solubilizacion de la hemicelulosa preservando a los pentosanos en forma de

oligdmeros (Allen et al., 2001). Esto ultimo obligaria, si se quiere obtener etanol, a implementar
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una nueva etapa de hidrdlisis, posterior al pre-tratamiento, para transformar los oligosacaridos
en monomeros. Laser et al. (2002) indican que los hidrolizados generados mediante explosion
con vapor poseen, frente a los del ataque con agua caliente, mayor cantidad de inhibidores
fermentativos. Otro inconveniente del “steam explosion” es su dificultad para trabajar en

continuo.

Con relacion al hueso de aceituna, el pretratamiento de explosion con vapor ha sido
investigado por Ferndndez-Bolafios et al., 2001. Este grupo de investigacion concluy6 que el
pretratamiento lograba una mejora significativa en la digestibilidad enzimética de la biomasa
frente al caso de no pretratar los huesos de aceituna.

2.3.2 Hidrolisis enzimatica

Para transformar los polisacaridos de la biomasa vegetal en monosacéridos, y de esta
forma obtener un medio acuoso rico en azucares, es preciso romper (hidrolizar) la
estructura de la celulosa y la hemicelulosa. Para ello, se han ensayado distintas formulas
de ataque que emplean compuestos quimicos, organicos e inorganicos, de caracter acido

(hidrolisis acida) o bien sistemas enzimaticos (hidrolisis enzimatica).

Aunque la hidrélisis enzimatica de la celulosa parte de los trabajos realizados por
Seilliére (1906) y Reese et al. (1950), su aplicacidn sobre materiales lignoceluldsicos da
comienzo en la década de los setenta del siglo pasado al disponerse de las primeras
preparaciones comerciales de biocatalizadores. Pronto se observé como esta técnica
presentaba importantes ventajas frente a la hidrdlisis &cida, derivadas de las suaves
condiciones de operacion (temperaturas entre 50 y 55°C, pH entre 4,5 y 5,0, ausencia de
acidos concentrados...) que conducian a menores gastos energéticos, a reducidas
corrosiones en equipos y a evitar las etapas de neutralizacion de hidrolizados. Sin
embargo, el empleo de enzimas, frente a acidos, tenia tres grandes inconvenientes:
menores velocidades de reaccién, mayores costes del biocatalizador y elevada

complejidad en los mecanismos de ataque sobre los sustratos.

La complejidad estructural de la celulosa impide que ésta pueda ser hidrolizada por
un solo tipo de enzima. La hidrélisis enzimatica de la celulosa resulta de la accion

sinérgica de tres tipos de biocatalizador (Lynd et al., 2002; Deswal et al., 2011):

30



2. Introduccién

1. Endoglucanasas (EC 3.2.1.4), capaces de atacar regiones internas de baja
cristalinidad, con lo que surgirian nuevos extremos de cadenas.

2. Exoglucanasas (Celobiohidrolasas, EC 3.2.1.91), especializadas en degradar las
cadenas de celulosa atacando sus extremos libres.

3. B-glucosidasas (EC 3.2.1.21), que hidrolizan la celobiosa hacia D-glucosa. Su
actuacion no solo es importante por aumentar los rendimientos en el
monosacarido sino, también, por disminuir el efecto de inhibicion que la

celobiosa ejerce durante la hidrolisis.

Aunque las celulasas pueden obtenerse mediante diversas fuentes (bacterias, hongos, tejido
vegetal...), son las metabolizadas a partir de organismos fungicos las que méas han llamado la
atencion a la comunidad cientifica, sobre todo las procedentes de Trichoderma reesei y
Trichoderma viride (Galbe y Zacchi, 2002). T. reesei es el microorganismo que produce mas
eficientemente endo- y exoglucanasas (Miettinen-Oinnonen y Suominen, 2002), aunque no es
capaz de excretar suficientes cantidades de B-glucosidasas (Bollok y Reczey, 2005). Por este
motivo, se debe complementar su actividad hidrolitica mediante B-glucosidasas procedentes de

otros organismos, como los hongos del género Aspergillus (Juhasz et al., 2003).

En las ultimas décadas, y mediante ingenieria genética, se han logrado importantes avances
en la produccion de enzimas, lo que ha permitido aumentar las productividades de celulasas. No
obstante, hoy todavia las enzimas son caras. Segun Ahamed y Vermette (2008), el coste de la
enzima puede suponer alrededor del 40% de los costes totales del proceso de obtencion de
etanol a partir de biomasa lignocelulésica. Segin Humbird et al. (2011), el coste de enzima para
la obtencidon de bioetanol se situaria alrededor de 5 céntimos americanos por galon de etanol
producido partiendo de grano de maiz, y en 34 céntimos americanos por galén de etanol

partiendo de materiales lignoceluldsicos.

Durante la hidrélisis enzimatica de la celulosa, el rendimiento en D-glucosa depende de
maltiples factores, tales como temperatura, pH, grado de agitacion en el reactor, tipo de
preparacion enzimatica y caracteristicas estructurales del sustrato a hidrolizar. Optimizar el
sistema enzimatico implica conocer dos cuestiones: la composicion de la mezcla de enzimas y la
carga enzimatica a usar, es decir, la relacion enzima/sustrato (E/S). Con relacion al primer
punto, en la mayoria de las investigaciones actuales se estan usando preparaciones comerciales
de celulasas (mezcla de endo- y exoglucanasas) complementadas con -glucosidasas, con lo que

se reduce la posibilidad de inhibicion por celobiosa. En este sentido, los cocteles enziméticos de
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la empresa Novo Nordisk Bioindustrial, tales como Celluclast 1.5 y Novozym 188 han sido
ampliamente utilizados (Lozano et al., 2014; Pierre et al., 2011; Choi et al., 2013).

La relacion entre las cantidades de catalizador y sustrato también juega un papel vital
durante las hidrolisis enzimaticas. Si se quieren elevadas conversiones de celulosa a D-glucosa
son necesarias altas cargas de enzimas (Gregg y Saddler, 1996), aunque al superar un valor
maximo se alcanzarian conversiones constantes; es decir, los maximos rendimientos en la
hexosa se logran para concentraciones totales de enzima por debajo de un punto que evita la
saturacion de sitios activos en el sustrato. Gregg y Saddler informaron que, aunque las cargas de
proteinas que se suelen usar son del orden de 10 UPF/g celulosa, lo ideal seria trabajar con
cargas inferiores, para disminuir los costes finales del producto. Para Sun y Cheng (2002), las
concentraciones oscilan, dependiendo del tipo de sustrato, entre 7 y 33 UPF/g sustrato.
Tengborg et al. (2001a), sin embargo, llegan a utilizar cargas enziméticas de 220 UPF/g celulosa
para hidrolizar maderas de abeto impregnadas con SO, que fueron sometidas a un proceso de
explosion con vapor (‘steam explosion’) para alcanzar un 78% de conversion de celulosa a D-
glucosa. En la Tabla 2.6 se muestran algunos datos de hidrdlisis enzimaticas llevadas a cabo con

distintas cargas de biocatalizador.

Tabla 2.6 Condiciones de hidrdlisis enzimaticas llevadas a cabo con distintas cargas de
biocatalizador (exclusivamente ‘Celluclast 1.5°)

Sustrato Pretrat.  Carga enzimatica % conversion celulosa Referencia

™ AD 10,7 UPF/g celulosa 80 Hodge et al., 2009
™ AD 22 UPF/g celulosa 73 Hodge et al., 2008
™ EV 20 UPF/g sélido 75 Luetal., 2010
™ EV 30 UPF/g celulosa 60 Yang et al., 2011
BM AD 20 UPF/g sélido 65 Maet al., 2011
BSD TH 30 UPF/g celulosa 60 Wang et al., 2012
CA - 48 UPF/g celulosa 80

Pierre et al., 2011
96 UPF/g celulosa 88

Sustrato: TM, tallo de maiz; BM, bagazo de mandioca; BSD, bagazo de sorgo dulce; CA, celulosa
‘Avicel’.
Pretratamiento: AD, acido diluido; EV, explosion con vapor; TH, tratamiento hidrotérmico.

La forma en la que se encuentre el sustrato, durante la hidrélisis enzimatica de la celulosa, es
la variable de mayor importancia a la hora de interpretar altas o bajas conversiones a
monosacérido. En este sentido, el mejor medio es aquel en el que se conjugan tres factores: el

sustrato solido no tiene ninguna barrera fisica que disminuya su superficie de reaccion, el

32



2. Introduccién

sustrato es completamente amorfo (sin regiones cristalinas) no existiendo, ademas, inhibidores

enzimaticos en la fase liquida o en el sélido.

La reduccion de tamafio es un tratamiento sencillo pero que puede incrementar la superficie
reactiva de la celulosa. El efecto del tamafio de particula, en la hidrolisis de residuos vegetales,
se ha investigado generando resultados dispares. Ballesteros et al. (2002) obtienen mejores
rendimientos de sacarificacion trabajando con la fraccion de mayor tamafio (8-12 mm) al
aplicar, sobre Brassica carinata, una explosién con vapor seguida de hidrdlisis con celulasas.
Monavari et al. (2009) informaron que la reduccién del tamafio de astilla en maderas blandas
pretratadas mediante impregnacion con SO, seguida de una explosion con vapor no producia
incrementos importantes en la digestibilidad enzimatica de la celulosa. Sin embargo, Mooney et
al. (1999), observaron el efecto contrario usando pastas de abeto. También Zhu et al. (2009) y
Schitt et al. (2012) informaron sobre mejoras significativas del rendimiento de hidrolisis
enzimatica por reduccion del tamafio de particula. Segun Gan et al. (2003), el tamafio del
sustrato solo tiene influencia para tiempos de reaccién inferiores a 10 h. Generalmente, la
aplicacion exclusiva de una etapa de reduccion de tamafio no garantiza un desarrollo adecuado
de las hidrélisis enzimaticas (Tabla 2.7), por lo que sera necesario completar el pretratamiento
con algunos de los procesos planteados en la Figura 2.7.

Tabla 2.7 Condiciones de hidrdlisis enzimaticas llevadas a cabo con distintas cargas de
biocatalizador (exclusivamente ‘Celluclast 1.5”)

Sustrato  Pretratamiento  Tamafio de sélidos, mm % Rto. glucosa Referencia

PL AD 0,5-4,0 16* Zhu et al., 2010
TH 0,75-3,0 16-9*
MB SO,+EV 1-2 55** Monavari et al., 2009
5-6 50**

Sustrato: PL, pino ‘lodgepole’; MB, maderas blandas.
Pretratamiento: AD, acido diluido; TH, tratamiento hidrotérmico; EV, explosion con vapor.
* referido a peso de material pretratado; ** referido a D-glucosa contenida en la materia prima.

Cada tipo de pretratamiento provoca cambios especificos en el material original, lo que
condiciona el disefio de la posterior etapa de hidrdlisis enzimatica. Asi, tras la explosion con
amoniaco, al no eliminarse completamente ninguna de las fracciones mayoritarias de la biomasa
vegetal, serd necesaria una mezcla enzimatica en la que existan celulasas y hemicelulasas
(Teymouri et al., 2005). En los pretratamientos de explosion con vapor se han observado
aumentos significativos y continuados de la digestibilidad enzimética de los sélidos resultantes
a medida que se incrementa la severidad de tratamiento, todo como consecuencia de la

solubilizaciéon de las hemicelulosas y la abertura de canales por los que los biocatalizadores
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pueden acceder a la celulosa. En estos pretratamientos deben buscarse equilibrios en los que se
hagan compatibles altas digestibilidades enziméticas y bajas degradaciones de azlcares
hemiceluldsicos en la etapa de pretratamiento (Boussaid et al., 2000). Por otro lado, el uso de
acidos diluidos, o de agua caliente a presion, bajos condiciones suficientemente severas, llevaria
a la solubilizacion de la fraccion hemicelulésica, por lo que las hemicelulasas no serian precisas
en el posterior ataque enzimatico del sélido. Evidentemente, un mismo pretratamiento puede
generar resultados dispares, en la etapa enzimética, ante distintos residuos. Asi, Montero (1997)
al aplicar autohidrélisis e hidrdlisis enzimética sobre cascaras de almendra y desechos de
conifera, comprueba altos rendimientos en D-glucosa para el primer medio (97,5%), pero muy
bajos para el segundo.

Durante la hidrolisis enzimatica de la celulosa, pueden tener lugar distintos fenémenos de
inhibicion del biocatalizador. La actuaciéon de las enzimas puede quedar inhibida debido a su

interaccidén con compuestos existentes tanto en el sélido pretratado como en la fase liquida.

a. Solido pretratado.

En el sélido pretratado, la adsorcion del biocatalizador se dara sobre los polisacaridos o
sobre la lignina. Respecto a los mecanismos de adsorcion-desorcion de la proteina sobre
los carbohidratos, las teorias publicadas son extensas, habiéndose descrito tanto
esquemas de operacion completamente reversibles como irreversibles. Boussaid y
Saddler (1999) creen que s6lo la hidrdlisis total de la cadena de celulosa posibilitara la
recuperacion del enzima. Para Ramos et al. (1993) esto nunca serd posible, estando
condicionado el avance del catalizador al contenido de lignina del residuo. En la Tabla
2.8 se incorporan algunos datos de bibliografia que muestran como el incremento del
contenido de lignina del material a hidrolizar conduce a reducciones en la digestibilidad

enzimatica de la celulosa.

La lignina ha sido estudiada por su alta capacidad para formar enlaces con proteinas (Lu
et al., 2002; Berlin et al., 2005), lo que se traducen en disminuciones de la velocidad de
hidrolisis de la celulosa (Ju et al., 2013). Sewalt et al. (1997) observaron incrementos
significativos de inhibicion enzimética al adicionar la resina polifendlica sobre un
sistema de celulasas. En este sentido, no todos las ligninas tienen la misma capacidad
inhibidora; Saddler et al. (1993) afirmaron que las maderas blandas son més dificiles de
hidrolizar que las duras, al presentar mayor proporcion de grupos guayacilo. Por su
parte, Berlin et al. (2006) informaron que las ligninas inhiben més a las celulasas que a
las xilanasas, mientras que las B-glucosidasas son las proteinas menos alteradas en su

forma de actuacion. Para reducir estas adsorciones se ha planteado adicionar al sistema
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de reaccion compuestos nitrogenados con grupos similares a enlaces peptidicos (PVP,
poliamidas, albuminas...) o tensioactivos no ioénicos (Ooshima et al., 1986; Park et al.,
2002; Kristensen et al., 2006).

Tabla 2.8 Influencia de la lignina en la hidrdlisis enziméatica de residuos
lignoceluldsicos

% Lignina Carga enzimatica % Rto. Glucosa Referencia
4.4 60 UPF/g celulosa 90 Mooney et al., 1998
8,2 60 UPF/g celulosa 100
27,3 60 UPF/g celulosa 20
30,9 60 UPF/g celulosa 50
9,4 10 UPF/g s6lido 92 Siqueiraetal., 2013
14,7 10 UPF/g s6lido 70
22,2 10 UPF/g solido 25
10,9 5 UPF/g celulosa >90 Kumar et al., 2012
29,7 5 UPF/g celulosa 55
42 8 5 UPF/g celulosa <20
b. Fase liquida.

Los compuestos presentes en la fase liquida también pueden actuar como inhibidores
enzimaticos, por lo que la tendencia, hasta ahora, ha sido evitar el trabajo con los
extractos liquidos generados en los pretratamientos. Tengborg et al. (2001b), concluyen
que la hidrdlisis enzimatica de maderas de abeto queda muy inhibida al trabajar con la
suspension que resulta de la etapa de explosion con vapor, ya que las conversiones de
celulosa (<20%) son menores a aquellas obtenidas si se trabaja con los sélidos lavados
(>30%). Se demuestra que ni el furfural ni el 5-hidroximetilfurfural ejercen gran
influencia sobre el biocatalizador. Este mismo grupo de investigacion obtuvo,
trabajando de la misma forma y con cargas de enzima muy altas (120 UPF/g celulosa),

conversiones de celulosa inferiores al 46% (Tengborg et al., 2001a).

Durante las hidrolisis enzimaticas también pueden ocurrir inhibiciones por producto.
Asi, Castellanos et al. (1995) informaron que D-glucosa inhibi6 a la celobiasa y la
celobiosa a las endoglucanasas y celobiohidrolasas; sin embargo, las exoglucosidasas
no son inhibidas por producto. Estos investigadores establecieron, por tanto, que la
presencia de D-glucosa, durante el desarrollo de la hidrolisis, disminuye la extension y

la velocidad del bioproceso.
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2.4 Acondicionamiento de hidrolizados

Los hidrolizados obtenidos en etapas de hidrolisis &cida generalmente contienen cantidades
significativas de ciertos compuestos quimicos que bloguean, o retardan, la accién de los
microorganismos. Son los denominados “inhibidores fermentativos”. En ese caso, es necesario
proceder al acondicionamiento del medio liquido como paso previo a la fermentacion (Huang et
al., 2008; Musatto y Roberto, 2004). En la Figura 2.8 se muestran, indicando su procedencia,
algunos compuestos con capacidad toxicoldgica microbiana. La formacion de furfural y 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF) se verifica partiendo, respectivamente, de pentosas y hexosas. El
5-HMF podria transformarse en &cido levulinico y formico, y el furfural en &cido férmico, si las
temperaturas son suficientemente altas. También se puede liberar al medio acido acético como
consecuencia de la hidrélisis hemicelulésica y compuestos aromaticos a partir de la fraccion

hidrosoluble de la lignina (Palmqvist y Hahn-Héagerdal, 2000a).

HEMICELULOSA CELULOSA LIGNINA RECIPIENTES
Acidos Aldehidos
Caproico Hidroxibenzaldehido
Pentosas Hexosas Hexosas -
Galico Vainillina
Hidroxibenzoico
Vainillinico Metales pesados
Furfural 5-HMF Coumarilico Hierro
Vanadio
— Alcoholes Niquel
o e Acido © . ..
Cromo
Acido acético f6rmico Acido levulinico Catecol .
Coniferilico Zinc
Manganeso

Figura 2.8 Inhibidores microbianos (recuadros rojos) derivados de la biomasa lignoceluldsica y

de equipos de proceso

En numerosos articulos se recalca el poder inhibidor del acido acético. Larsson et al. (1999)
indican que a bajas concentraciones de &cido acético (< 6 kg/m®), acido formico y &cido
levulinico la produccion de etanol se ve favorecida; sin embargo, por encima de un valor critico
(sobre todo del primer compuesto) las inhibiciones pueden ser considerables, por lo que la
densidad de grupos acetilo en las hemicelulosas condiciona la fermentabilidad de sus
hidrolizados. El acido acético atraviesa la membrana celular bajo su forma no disociada. Una
vez en el citoplasma, al disociarse, modifica el pH intracelular. Las células consumen energia

para sacar el exceso de protones, y esto afecta a su metabolismo. El caracter téxico del acido
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serd mas pronunciado cuanto mas bajo sea el pH del fermentador, al desplazarse el equilibrio

hacia la forma molecular no disociada (Helle et al., 2003).

Parece que el furfural y el 5-HMF no son inhibidores microbianos criticos, al presentarse en
concentraciones relativamente bajas, o al poderse contrarrestar sus efectos elevando la cantidad
de in6culo (Boyer et al., 1992). Con respecto a los derivados fendlicos de la lignina, los méas
toxicos son los &cidos menos sustituidos ya que su caracter lipofilico favorece su transporte

hacia el interior celular provocéandose, posteriormente, la liberacion de protones.

Las técnicas para el acondicionamiento de los hidrolizados son diversas, pudiéndose destacar

las siguientes:

a. Quimicas
Basadas en la adicion de productos quimicos al hidrolizado que transforman los téxicos
en especies no problematicas o en compuestos facilmente eliminables de la fase liquida.

a.1l Neutralizacion

Las hidrdlisis acidas generan hidrolizados con pH muy reducidos, inviables para
una fermentacion con levaduras si se atiende al hecho de que estos
microorganismos suelen ser cultivados a pH comprendidos entre 4 y 6
(Winkelhausen y Kuzmanova, 1998). Por tanto, la neutralizacion de los licores
acidos mediante el empleo de bases (NaOH, KOH...) tendra caracter obligatorio.
Esta técnica logra, en ocasiones, buenos resultados con costes reducidos (Mussatto
y Roberto, 2004).

a.2 Desintoxicacion alcalina
Consiste en la adicion de bases (NaOH, KOH, CaO, Ca(OH),...) al medio

azucarado hasta alcanzar pH suficientemente altos, alrededor de 10, para lograr la

precipitacion, o descomposicion, de los inhibidores fermentativos. Una vez
separados éstos (por filtracion o centrifugacion), se volveria a ajustar el pH del
hidrolizado, esta vez empleando &cidos (Larsson et al., 1999). Parece que
combinando la accién de distintas bases, como NaOH y Ca(OH),, se lograrian
mejores resultados que los observados actuando individualmente.

La desintoxicacion alcalina con Ca(OH), se denomina ‘overliming’. Mohagheghi
et al. (2006) estudiaron coémo afectaba el pH final del ‘overliming’ a la
fermentabilidad de hidrolizados hemiceluldsicos de tallos de maiz. Se informé que
el incremento de pH siempre fue positivo, excepto al operar por encima de 10,

momento en el que se producia gran degradacion de azUcares.
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b. Fisicas

Los inhibidores se retiran del hidrolizado por procedimientos fisicos, sin la

participacion de agentes quimicos externos.

b.1 Adsorcién

El uso de sélidos de elevada superficie especifica, como el carbén activo, permite
que algunos inhibidores queden retenidos en ellos por adsorcién. El principal
inconveniente de esta técnica reside en su baja selectividad, que conduce a pérdidas

sensibles de azUcares.

h.2 Extraccidn con disolventes

Los disolventes organicos, tales como el cloroformo, acetato de etilo, tricloetileno,
éter dietilico o hexano, tienen la capacidad de extraer algunos compuestos del
hidrolizado tales como fenoles de bajo peso molecular (Parajé et al., 1997),

furfural, 5-hidroximetilfurfural, etc.

b.3 Evaporacion

b.4

Ayuda a la eliminacion de compuestos volatiles toxicos, sobre todo acido acético y
furfural, aunque, al mismo tiempo, se estaria elevando la concentracion de los no
volatiles (Palmqvist et al., 1996). En muchas ocasiones, la evaporacion se realiza a
presion reducida, en rotavapor, con lo que se disminuye la temperatura de trabajo y
la degradacion de azlcares. Quarta y Anese (2012), al investigar la separacién de
furfural y 5-HMF de particulas hidratadas de café tostado, concluyeron que
calentando el medio a 60°C durante 10 minutos y a 2,7 kPa se eliminaba el 100%

del primer compuesto y el 20% del segundo.

Intercambio idnico

Se basa en la retencion de los inhibidores sobre una resina de intercambio idnico
(amberlitas). Segun Villarreal et al. (2006), las resinas de intercambio i6nico
disminuyen especialmente la concentracion de &cido acético y compuestos

fendlicos.

b.5 Separacion con membranas

En los ultimos afios se han llevado a cabo algunas investigaciones relativas al
empleo de la ultrafiltracion para la separacion de furfural en hidrolizados
azucarados (Han et al., 2006; Weng et al., 2009).
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c. Bioldgicas
Mediante desintoxicacion enzimatica o microbiana pueden eliminarse, selectivamente,
algunos inhibidores del hidrolizado. Asi, la enzima lacasa cataliza la oxidacion de
fenoles de bajo peso molecular y acidos fendlicos mientras la furfural reductasa
transforma el furfural a alcohol furfurilico (Gutierrez et al., 2006).

En bibliografia pueden encontrarse referencias donde se utilizan varias técnicas de
detoxificacion para el acondicionamiento de un mismo medio. Asi, Nigam (2001) en el
acondicionamiento de un hidrolizado acido de paja de trigo, utilizé la siguiente secuencia de
tratamientos: extraccion con éter dietilico, calentamiento a 100°C durante 15 minutos, adicion
de Ca(OH), hasta pH = 10, filtracion, acidificacion hasta pH 6,5, nueva filtracion y, para
finalizar, concentracién en rotavapor. Por otro lado, Converti et al. (1999) sélo logrd la
fermentacién, mediante levaduras no tradicionales, de hidrolizados acidos de maderas duras
cuando los liquidos fueron sometidos a complejas secuencias de detoxificacion: ‘overliming’,
adsorcion con carbén activo y evaporacién. El acondicionamiento de hidrolizados supone un
evidente incremento de los costes productivos. Por ese motivo, deberia ser evitado o, en todo

caso, debe minimizarse el nimero de etapas involucradas.
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2.5 Fermentacion

El aprovechamiento integral de los residuos lignocelul6sicos, mediante rutas bioquimicas,
necesita microorganismos que consuman tanto hexosas como pentosas. Las levaduras
tradicionales, como Saccharomyces cerevisiae, metabolizan con rapidez D-glucosa produciendo
etanol. A partir de la década de 1980 comienzan a describirse levaduras que también consumen
pentosas para generar el mismo producto. Se habla de “levaduras no tradicionales”, como
Pachysolen tannophilus, Candida tropicalis, Candida shehatae, Candida parapsilosis, Pichia
stipitis, Candida guilliermondii, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces fragilis,
Debaryomyces hansenii, etc. Estos microorganismos también pueden dar lugar a bioproductos

de interés alimentario, como xilitol, arabitol, etc.

La produccion de xilitol, por fermentacion, es una alternativa cada vez més atractiva frente a
la ruta quimica, y esta basada en el hecho de que muchas levaduras y hongos expresan actividad
xilosa-reductasa (EC 1.1.1.21), capaz de reducir D-xilosa a xilitol como primera etapa en el
metabolismo de transformacion de D-xilosa a etanol (Chian y Knight, 1960).

Durante el desarrollo de la fermentacion etandlica hay que controlar un gran nimero de
variables que condicionan la forma de trabajo del microorganismo. En primer lugar, habréa que
seleccionar la levadura teniendo en cuenta que aunque las especies no tradicionales asimilan
pentosas, algunas lo hacen para dar fundamentalmente etanol mientras otras sintetizan xilitol o
mezclas de ambos productos. Asi, Toivola et al. (1984) suministraron D-xilosa a 200 levaduras
del banco celular CBS y descubrieron que entre las Unicas seis especies capaces de generar
etanol con rendimientos superiores al 5% se encontraban C. shehatae, P. stipitis y P.
tannophilus. Sin embargo, mientras los dos primeros organismos alcanzaron concentraciones
finales de etanol entre 5,9 y 6,6 kg/m® (partiendo de 20 kg/m® de D-xilosa), la tercera sélo
produjo 2,1 kg/m®, lo que suponia un rendimiento del 10%. El hecho de que P. stipitis y C.
shehatae sean las levaduras mas apropiadas para la transformacion de D-xilosa a etanol también
es puesto de relieve por Roberto et al. (1991). Estos autores analizaron la actuacién de cuatro
microorganismos (P. stipitis, P. tannophilus, C. utilis, C. tropicalis) sobre hidrolizados
lignocelulésicos con 20 kg/m® de D-xilosa (bagazo de cafia de azlicar sometido a pretratamiento
con H,SO, diluido més explosiéon con vapor a 190°C-5 minutos) y mientras P. tannophilus
NRRL 2460 logré concentraciones de etanol inferiores a 3 kg/m?®, P. stipitis CBS 5773 alcanz6
los 9 kg/m®. Para Yablochkova et al. (2003), la cepa P. tannophilus Y-1532 podria tener ciertas
limitaciones partiendo de D-xilosa sintética, ya que puede metabolizar cantidades comparables
de etanol y xilitol frente a otros organismos que pueden favorecer la produccion selectiva de

xilitol (C. parapsilosis, C. tropicalis, P. guilliermondii,...) o etanol (P. stipitis, C. shehatae,...).
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Algunos datos bibliograficos que ponen de manifiesto la baja produccion de etanol por P.

tannophilus, partiendo de D-xilosa, se muestran en la Tabla 2.9.

Tabla 2.9 Rendimientos de xilitol (Yxis) y etanol (Ygs) por consumo de D-xilosa con P.
tannophilus

Cepa de levadura Y s Yess Referencia

kg kg™ kg kg™
P. tannophilus Y-1532 0,24-0,26 0,25-0,28  Yablochkova et al. (2003)
P. tannophilus DSM 70352 0,34 0,11 Kruse y Schigerl (1996)
P. tannophilus NRRL Y2460 -- 0,16 Lee et al. (1986)

Algunas variables con gran peso en el proceso fermentativo son:

a. Concentracidn inicial de células

El incremento de la concentracion inicial de biomasa es siempre positivo para lograr la
transformacion de los sustratos a bioproductos, sobre todo trabajando con medios muy
concentrados en azlcares 0 con una alta tasa de inhibidores microbianos. En el
laboratorio es posible obtener in6culos tan grandes como se desee mediante sucesivas
secuencias de cultivo y separacion de biomasa. Asi, Parajé et al. (1997) obtuvieron 41
kg/m?® de xilitol partiendo de 78 kg/m® de D-xilosa (procedente de Eucaliptus globulus)
empleando concentraciones celulares de D. hansenii NRRL Y-7426 entre 50-80 kg/m°.
Por otro lado, Converti et al. (1999) utilizaron inéculos de 20 kg/m® para
concentraciones de sustrato de 70-80 kg/m®. No obstante, hay que considerar que, en la

practica industrial, el trabajo con esas concentraciones de in6culo es complejo y caro.

b. Temperatura y pH del medio

Las levaduras productoras de xilitol pueden operar, generalmente, entre 20 y 45°C. Sin
embargo, el rango O6ptimo de trabajo se estrecha, para la mayoria de los
microorganismos, entre 28 y 35°C. Respecto a la acidez del medio, el valor 6ptimo de
pH oscila entre 4 y 8. Saha y Bothast (1999b), al utilizar Candida peltata para conseguir
xilitol a partir de D-xilosa en medio sintético, trabajaron a pH = 6,0 y temperaturas de
28°C para lograr rendimientos de 0,56 kg de bioproducto por kg de sustrato. Sampaio et
al. (2006), maximizaron la formacion de xilitol con D. hansenii UFV-170 a 30-35°C y

un pHentre 4y 8.
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C.

Oxigenacion del medio

Esta variable es clave para el control de las rutas metabdlicas en las levaduras no
tradicionales y, especificamente, en P. tannophilus. La produccidon de xilitol, etanol o
tejido celular puede regularse teniendo en cuenta los caudales aportados de O, y los
consumos debidos a la formacién de biomasa. Yablochkova et al. (2004) cultivaron P.
tannophilus con tres suministros de oxigeno (0, 5 y 140 mmol/L/h) y determinaron gque
los mejores rendimientos y productividades en xilitol (0,16 kg/kg y 0,08 kg/m®fh,
respectivamente) se alcanzaron con el nivel de oxigenacion intermedio, mientras el
superior afectd positivamente a la formacion de biomasa (0,53 kg/m*/h) y el inferior
suprimié todo desarrollo microbiano. Para Kruse y Schigerl (1996) las mejores
condiciones de operacion fueron, nuevamente, las microaerdbicas. Finalmente, De
Faveri et al. (2004) optimizaron la produccion de xilitol a partir de 71 kg/m®de D-xilosa
usando D. hansenii NRRL Y-7426 y un caudal de oxigeno de 4,1 mg/s. En esas
condiciones, la productividad de xilitol fue de 0,53 kg/m*h y el rendimiento de 0,71
kg/KQxitosa-

En algunos trabajos realizados en condiciones microaerdbicas se parte de altas
concentraciones de biomasa. De esta manera no es necesario promover, durante el

experimento, etapas aerdbicas para la estimulacion del crecimiento celular.

Composicién del medio

El medio de fermentacion debe ser rico en D-xilosa, aun sabiendo que el incremento en
la concentracion del azlcar origina un descenso en la velocidad especifica de
crecimiento de biomasa para un grado de oxigenacion constante. Sampaio et al. (2006)
optimizan la produccion de xilitol, en medio sintético de D-xilosa y con D. hansenii
UFV-170, para una concentracion del monosacérido igual a 165 kg/m®; mientras que
con hidrolizados lignocelulésicos se ha llegado a trabajar por encima de 50 kg/m®
(Converti et al., 1999; Kim et al., 1999) o incluso de 100 kg/m* (Chen y Gong, 1985).

En estos casos, hay que prestar especial atencion a la concentracion de inhibidores
generados en las etapas de hidrélisis (Mussatto et al., 2005). En este sentido, como

muestra, cabe destacar dos trabajos:

e La fermentacion, con C. guilliermondii, de hidrolizados obtenidos con bagazo
de cafia de azlcar produce 18,4 kg/m® de xilitol a partir de 29,5 kg/m® de D-
xilosa y con productividades de 0,38 kg/m*/h, inferiores a las observadas para
medios sintéticos (0,66 kg/m®/h) al existir compuestos toxicos para la levadura
(Pfeifer et al., 1996).
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e Sahay Bothast (1999a), al utilizar C. peltata para producir xilitol a partir de D-
xilosa (50 kg/m®), llegan a rendimientos de 0,56 kg por kg de sustrato y
comprueban la existencia de inhibicion microbiana debida a D-glucosa (10
kg/m®), etanol (7,5 kg/m®) y 4cido acético (5 kg/m®). La L-arabinosa no afectd a
la obtencién del bioproducto incluso a altas concentraciones (10 kg/m®).

Por tanto, la levadura Pachysolen tannophilus debe ser empleada sobre D-xilosa pensando
gue no sera una buena productora de etanol pero si de xilitol, teniendo ademas una buena

tolerancia a algunos inhibidores fermentativos tales como el acido acético o algunos fenoles.
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3. Parte experimental

3.1 Materiales

En relacién con los materiales, se ha diferenciado entre materia prima, enzimas,
microorganismo utilizado y reactivos quimicos.

3.1.1 Materia prima

La materia prima de la investigacion ha sido hueso de aceituna en fragmentos, obtenida de la
deshuesadora existente en la almazara “San Juan”. Dicha instalacién agroalimentaria se
encuentra ubicada en el Poligono Industrial “Los Olivares”, dentro del término municipal de
Jaén. El hueso de aceituna es un sub-producto del proceso de obtencion del aceite de oliva. Los
endocarpios del fruto del olivo son separados del orujo graso que procede del decanter de dos
salidas utilizando un separador de pulpa y hueso, modelo SEP/R-50, de la firma JAR (Mancha
Real, Jaén).

3.1.2 Enzimas

Las enzimas que se utilizan en el trabajo son las siguientes:

4+ Celulasa de Trichoderma reesei.
Nombre comercial: ‘Celluclast 1.5°.

Fabricante: Novo Nordisk Bioindustrial (Madrid, Espafia).

+ [-glucosidasa de Aspergillus niger.
Nombre comercial: ‘Novozym 188’.

Fabricante: Novo Nordisk Bioindustrial (Madrid, Espafia)

3.1.3 Levadura

Los experimentos de fermentacion han sido realizados con la levadura Pachysolen
tannophilus (32691), suministrada por la “American Type Culture Collection” (ATCC).

3.1.4 Reactivos quimicos y ‘kits’ de analisis

Los reactivos utilizados, y sus caracteristicas, se indican a continuacion:

1. Acetato de sodio 3-hidrato, NaCH3;COO-3H,0, PRS., Panreac.

2. Acetona, CH3;COCH;, QP., Panreac.

3. Acido 3,5-dinitrosalicilico, C;HN,O5, puro, Sigma.

4. Acido etilendiaminotetracético sal disédica 2-hidrato, CgH;4,N,OgNa, 2H,0, 99%, PA,
Panreac.

Acido nitrico, PA, (HNO3), Panreac.

6. Acido sulfdrico, H,SO,, 96%, PA, Panreac.

o
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7. Agar, PRS-Codex, Panreac.

8. Agua ultrapura, resistividad 18,2 MQ-cm.

9. D (+)-glucosa anhidra, CsH;1,0s, PRS, Panreac.

10. D (+)-xilosa anhidra, CsH140s, PRS, Panreac.

11. Decahidronaftaleno (cis-trans), CioH1s, puro, Fluka.

12. Disolucién tampén pH = 4,01, Crison, cat. n°® 23-110-02.

13. Disolucién tampén pH = 7,00, Crison, cat. n® 23-111-02.

14. Electrolito (KCI 3 M + AgCl), Crison, cat. n® 95-01.

15. Etilenglicol, C,HsO,, PA, Panreac.

16. Extracto de levadura, BD, Ref. 212750.

17. Extracto de malta, Merck, Ref. 1.05391.0500.

18. Fenol, (CgHsOH), PA, Carlo Erba.

19. Fosfato diacido de potasio, KH,PO,, PA, Panreac.

20. Fosfato sddico monoécido 12-hidrato, Na,HPO,-12H,0, PA, Merck.
21. Lana de vidrio lavada, pura, Panreac.

22. Lauril sulfato sodico, C1,Hzs SO4Na, 95%, Sigma.

23. N-Cetil-N, N, N-trimetil amonio bromuro, C1sH4NBr, PA, Panreac.
24. Peptona de caseina, riqueza del 80%, Merck, Ref. 7216.

25. Silicona pasta A, QP, Panreac.

26. Silicona pasta B, QP, Panreac.

27. Sodio fosfato monoacido dodecahidratado, (Na,HPO,4.12H,0), PA, Merck.
28. Sodio hidréxido, NaOH, PA, Panreac.

29. Sulfato amdnico, (NH,4),SO,4, QP, Probus.

30. Sulfato de magnesio 7-hidrato, MgSQ,-7H,0, 99,5%, PA, Carlo Erba.
31. Sulfito sédico 7-hidrato, Na,SO5-7H,0, PA, Panreac.

32. Sulfito sédico 7-hidrato, Na,SO5-7H,0, RPE, Carlo Erba.

33. Sulfito sédico anhidro, Na,SOs, Panreac.

34. Tartrato sodico-potasico, COOK (CHOH),COONa-H,0, PA, Carlo Erba.
35. Tetraborato sodico 10-hidrato, Na,B,0,-10 H,O, PRS, Panreac.

También fueron empleados los siguientes ‘kits’ de analisis:

1. Reactivo enzimético para la determinacion de acido acético.
Boehringer Mannheim, n° catalogo 148261.

2. Reactivo enzimatico para la determinacion de D-glucosa.
Spinreact, Cod. 1001190.

3 Reactivo enzimatico para la determinacion de D-sorbitol/xilitol.
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Boehringer Mannheim, n° catalogo 670057.
4 Reactivo enzimatico para determinacion de etanol.

Boehringer Mannheim, n° catalogo 176290.
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3.2 Métodos analiticos
3.2.1 Caracterizacion de los residuos sélidos

La fraccion de hueso inicial, asi como los residuos sélidos que quedan después de las
hidrolisis, se han caracterizado en los siguientes parametros: humedad y materia volatil,
celulosa, hemicelulosa, lignina, cenizas y extractos. Los extractos se determinan por diferencia

entre 100 y los porcentajes correspondientes a celulosa, hemicelulosa, lignina y cenizas.

3.2.1.1 Humedad y materia volatil

Se determina a partir de la pérdida de peso que experimenta una muestra de residuo cuando
se somete a una temperatura de 105+1°C durante el tiempo suficiente para que se alcance
pesada constante, norma TAPPI T 11 m-59. El procedimiento operatorio se especifica a

continuacion.

En una capsula Petri, previamente tarada, se pesa aproximadamente 1 g de residuo, y éste se
introduce en una estufa a 105°C para su secado. Antes de realizar cada pesada, el pesa-
sustancias se lleva a un desecador para alcanzar la temperatura ambiente y evitar
simultdneamente la incorporaciéon de humedad. El proceso de secado-pesado se repite hasta

obtener pesada constante.

El contenido en humedad y materia volatil (%HMYV) se determina por diferencia entre el peso
de la muestra inicial y del material secado en estufa, y queda referido, en %, a la muestra
original.

- Ec.[3.1
% HMV = Pm ~Pms 109 [3.1]
pmh

Siendo,

Pmh = Peso de la muestra himeda, g.

Pms = peso de la muestra seca, g.

3.2.1.2 Fibra Neutro Detergente (FND)

La FND es el resto insoluble, correspondiente a lignina, celulosa y hemicelulosa, que se
obtiene tras someter una muestra de biomasa a ebullicion lenta con disolucion neutro detergente.
La disolucion neutro detergente se prepara como sigue: se disuelven 37,2 g de Na,(EDTA) y

13,6 g de Na,B,0- en agua ultra-pura calentando suavemente. Se afiaden 60 g de lauril sulfato
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s6dico y 20 cm?® de etilenglicol. Aparte se disuelven 9,12 g de fosfato monoécido de sodio que

se unen a la primera disolucion, enrasandose a 2 litros con agua ultra-pura.

El procedimiento operatorio es el establecido por Van Soest y Wine (1967):

Se pesa 1 g de muestra de biomasa, se le afiaden 100 cm® de disolucion neutro detergente, 5
gotas de decalina (que actlian como anti-espumante) y, aproximadamente, 0,5 g de sulfito sodio.
La mezcla se somete a ebullicion durante una hora. A continuacion, la suspension se filtra a
vacio a través de una placa porosa, previamente tarada. El solido retenido se lava varias veces
con agua caliente y después con acetona, secando en estufa a 105+1°C hasta pesada constante.

% FND =P1.100 fe.132)
Wl

Siendo,

%FND = contenido en FND de la muestra, %.
p:1 = peso de la fraccion insoluble, g.

w; = peso de la muestra seca, g.

3.2.1.3 Fibra Acido Detergente (FAD)

Esta fracciéon corresponde al residuo formado por lignina y celulosa que se obtiene tras
someter una muestra a ebullicion con disolucion &cido detergente. La disolucion &cido
detergente se prepara como sigue: se disuelven 20 g de bromuro de N-cetil-N,N,N,-trimetil
amonio en &cido sulfarico (1 N) enrasado a 1 litro.

El procedimiento operatorio viene descrito por Van Soest y Wine (1967): se pesa 1 g de
muestra de biomasa, se le afiaden 100 cm?® de disolucion acido detergente y 5 gotas de decalina,
que actla como antiespumante, y se somete a ebullicion durante dos horas. A continuacién, el
sistema se filtra a vacio a través de una placa porosa, previamente tarada, y el residuo sélido
recuperado se lava varias veces con agua caliente, y después con acetona, secando finalmente en
estufa a 105+1°C hasta pesada constante.

% FAD = 22100 Fe. [33]
W?_

Siendo,
%FAD = contenido en FAD de la muestra, %.

p> = peso de la fraccion insoluble, g.

W, = peso de la muestra seca, g.
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La determinacion de FAD es importante, pues permite calcular la hemicelulosa presente en
el material por diferencia con la FND, y la fraccion celulésica, por diferencia con la lignina.

% Hemicelulosa = % FND - % FAD Ec. [3.4]
% Celulosa = % FAD - % Lignina Ec. [3.5]

3.2.1.4 Lignina

La lignina representa el llamado “material de incrustacion”, que forma parte de la pared
celular. Segun el método aplicado, la lignina se define como el constituyente de la madera
insoluble en &cido sulfurico del 72%. Para su determinacion se ha aplicado la norma TAPPI T
222 0s-74.

El procedimiento operatorio es el siguiente: se pesa una muestra de aproximadamente 1 g de
hueso, se lleva a un vaso de precipitado de 50 cm® de capacidad y se adicionan 15 cm® de
H,SO, al 72%. Durante la dispersion del material se mantiene el vaso cubierto por un vidrio de
reloj a 20°C, durante 2 horas, removiendo frecuentemente. Transcurrido este tiempo el
contenido del vaso se vierte en un matraz donde se lleva a 575 cm® con agua destilada. A
continuacion, se hierve la disolucion durante 4 horas manteniendo constante el volumen
mediante un condensador de reflujo. Se deja que el material insoluble deposite y se filtra a vacio
mediante una placa porosa provista de una mata de lana de vidrio, puesto que la lignina suele
formar dispersiones coloidales que obstruyen los poros de la placa, lavandola posteriormente
con agua caliente. Por ultimo, se seca la lignina, junto con la placa, en estufa a una temperatura
de 105+1°C hasta pesada constante.

% Lignina ~Ps 100 Ec. [36]

3
Siendo,

%Lignina = contenido en lignina de la muestra, %.
ps = peso de la fraccion insoluble, g.

w3 = peso de muestra seca, g.

3.2.1.5 Cenizas

Es el residuo que queda tras someter una muestra de residuo a una alta temperatura el tiempo
necesario para incinerarla, TAPPI T 15 0s-58. El procedimiento operatorio es el siguiente: en
crisoles de porcelana, previamente tarados, se pesa entre 0,5 gy 1,0 g de hueso que se lleva a

un horno de mufla (Thermolyne, tipo 1300) para su calcinacién a una temperatura de 575+1°C
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durante 5 horas. Posteriormente, el residuo se deja enfriar. El tanto por ciento de cenizas se
determina respecto al peso de muestra seca inicial.

Ec. [3.7
%Cenizas:pC -100 [3.7]

ms

Siendo,

% Cenizas = contenido en materia mineral de la muestra, %.
p. = peso de las cenizas, g.

Pms = PESO Sseco de la muestra original, g.

3.2.2 Caracterizacion de los hidrolizados liquidos
3.2.2.1 Medida de pH

Para la medida de pH se ha utilizado un medidor de la marca comercial Crison (mod. 2001),
con un electrodo combinado, sensible a los hidrogeniones, formado por un indicador de vidrio
(varilla de plata recubierta de cloruro de plata) y otro de referencia, ambos montados en un solo

cuerpo.

3.2.2.2 Método de Miller para la determinacion de azlcares reductores totales

El método de Miller esta basado en la reaccién entre el grupo reductor aldehido de los
azucares y el reactivo dinitrosalicilico (DNS) que origina un compuesto coloreado (acido 3-
amino-5-nitrosalicilico) en una relacién 1:1 cuya concentracién y, por tanto, la de los reductores
presentes, puede determinarse aplicando un método fotocolorimétrico, Miller (1959).

La composicion del reactivo DNS, para un volumen final de 1 dm®, es la siguiente: &cido
3,5-dinitrosalicilico (10 g), fenol (2 g), tartrato sédico-potésico (200 g), sulfito sédico (0,5 g) y
disolucion de NaOH, al 2% (500 cm®). El volumen se completa utilizando agua ultra-pura como
disolvente.

El procedimiento para la determinacion de azlcares reductores totales consta de las

siguientes etapas:

1. Se introducen 2 cm® de muestra (2 cm® de agua ultra-pura en el caso del blanco) en un

tubo de ensayo.

2. Se adicionan 3 cm® de reactivo DNS y el sistema resultante se calienta en un bafio de agua
a 80-85°C durante 10 minutos.

3. Se deja enfriar la muestra en un bafio de agua fria durante 10 minutos.
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4. Se mide la absorbancia, frente al blanco, a una longitud de onda de 640 nm.

La concentracion de azlcares reductores totales se calcula a partir de una recta “patrén
realizada con disoluciones de concentracién conocida, la cual se prepara en paralelo con las
muestras cada vez que se realizan las medidas. Los patrones utilizados han sido de 50, 80, 100,
200, 300, 400 y 500 mg/dm?® de disolucion de D-xilosa y D-glucosa puros en igual proporcion.

Este método es valido para concentraciones de azUcares reductores totales comprendidas
entre 0,05 y 0,50 g/dm®, por lo que para valores superiores es necesario realizar las diluciones

correspondientes.

3.2.2.3 Método enzimatico para la determinacion de D-glucosa

El método usado ha sido el de Trinder (1969). El procedimiento analitico se basa en las

siguientes reacciones:

GOD
D-glucosa + O, + H,O — H,0,+ Gluconato Ec. [3.8]
2 H,0, + Fenol + 4-AF —> 4 H,0 + Quinona Ec. [3.9]

La D-glucosa es oxidada hasta gluconato por el enzima glucosa-oxidasa (GOD), con la

formacion simultanea de perdxido de hidrogeno.

El peroxido de hidrogeno reacciona con fenol y 4-aminofenazona (4-AF) en presencia del
enzima peroxidasa (POD) formando quinona y agua. La concentracion de quinona y, por tanto,

de D-glucosa, se determina a través de la absorbancia a una longitud de onda de 505 nm.

El protocolo experimental consta de las siguientes etapas:

1. Se prepara la disoluciéon de reactivo (“Spinreact”) disolviendo los contenidos de dos
disoluciones de partida para la determinacion de D-glucosa. Una contiene fenol y tamp6n TRIS
(pH =7,5) y otra los enzimas GOD y POD, y 4-AF.

2. Se introducen 10 pL de muestra en una cubeta de 1 cm de paso de luz, mientras que en
otra cubeta se disponen 10 pL de una disolucion estandar de D-glucosa de concentracion 1
gl/dm?®.

3. Se affade 1 cm?® de la disolucién de reactivo.

4. Se deja completar la reaccién durante 30 minutos, tras los cuales se mide la absorbancia a

505 nm frente a un blanco que contiene sélo 1 cm?® de reactivo.
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El método es lineal hasta concentraciones de 5 g/dm® de D-glucosa. Para valores superiores
se realiza la dilucion correspondiente con agua ultrapura. La concentracion de D- glucosa se
calcula mediante la ecuacion,

A Ec. [3.10]

donde:

Ce = concentracion de D-glucosa, g/dm®
C; = concentracion del estandar, 1 g/dm?®
An, = absorbancia de la muestra a 505 nm
A, = absorbancia del estandar a 505 nm

3.2.2.4 Deteccidn amperométrica de carbohidratos e hidroximetilfurfural (HMF)

La identificacion y determinacion cuantitativa de azlcares e hidroximetilfurfural se realiza
mediante la técnica de cromatografia idnica acoplada a un detector de pulsos amperométricos
(HPLIC). El equipo utilizado (Dionex ICS 3000, Sunnyvale, CA, USA) permite trabajar en un
amplio rango de pH, utilizando como eluyente NaOH, 2mM. Los carbohidratos, al ser &cidos
débiles, se ionizan parcial o totalmente, y pueden ser, por tanto, separados e identificados
mediante un detector amperométrico. En los cromatogramas realizados se han detectado picos
relativos a L-arabinosa, D-galactosa, D-xilosa y D-glucosa. La calibracién del equipo se llevé a
cabo con disoluciones puras de estos carbohidratos. También se detectd, y utilizé en los analisis,
un pico cromatogréafico caracteristico del furano 5-hidroximetilfurfural (5-HMF). Las

condiciones de anélisis han sido las siguientes:

Caudal de disolucién de NaOH 1 cm*/min
Volumen inyectado 20 mm®
Temperatura del detector 30°C

La separacion de especies a analizar se efectia en un modulo cromatogréfico equipado con
una columna CARBOPAD PA20 (3 x 150 mm) y una pre-columna CARBOPAD PA20 (3 x 30

mm).

3.2.2.5 Método para la determinacion de acido acético

El procedimiento seguido se basa en el método enzimatico descrito por Bergmeyer y

Mollering (1974), que consta de las siguientes reacciones:

Acetato + ATP + CoA s acetil-CoA +AMP + Pirofosfato Ec. [3.11]
Acetil-CoA + Oxalacetato + H,0 <3 Citrato + CoA Ec. [3.12]
L-MDH
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L-malato + NAD" — Oxaloacetato + NADH + H* Ec. [3.13]

El &cido acético (acetato) es convertido a acetil-CoA en presencia del enzima acetil-CoA
sintetasa (ACS), adenosin 5-trifosfato (ATP) y coenzima A (CoA), Ec. [3.11]. En esta reaccion,
el ATP pasa a adenosin-monofosfato (AMP). El acetil-CoA reacciona con oxalacetato y agua
para dar lugar a citrato y coenzima A (CoA), Ec. [3.12]. En un dltimo paso, se obtiene NADH
de la reaccién entre L-malato y dinucledtido nicotinamida-adenina (NAD) en presencia del
enzima L-malato deshidrogenasa (L-MDH). La determinacién de acido acético esta basada en la

medida de la absorbancia del NADH producido a 340 nm.

El procedimiento operatorio consta de las siguientes etapas:

1. En una cubeta de 1 cm de paso de luz se introducen 0,5 cm® de tampén trietanolamina
(pH = 8,4) y 0,1 cm® de la disolucién que contiene ATP, CoA y NAD.

2. Se afiaden 50 L de muestra.

3. Se afiaden 0,95 cm? de agua ultrapura (1 cm® para el blanco).

4. Se mide la absorbancia a 340 nm (Ay).

5. Se afiaden 5 pL de la suspension que contiene L-MDH y CS (citrato cintasa).

6. Se agita y, tras esperar 3 minutos, se mide la absorbancia a 340 nm (A,).

7. Se afaden 10 pL del liofilizado de ACS.

8. Se deja completar la reaccién durante 15 minutos y se mide la absorbancia a 340 nm (A,).

La concentracion de &cido acético no es directamente proporcional a la del NADH
producido. Para determinarla hay que utilizar la expresion,

A VaPM, Ec. [3.14]
¢ g, dv, 1000

donde:

Ac = concentracion de 4cido acético, g/dm?
V a. = volumen final, cm®

PMa. = peso molecular del &cido acético, g/mol

A=A, ) muesta A —A Poue | EC[315]
AA= (AZ _AO )muestra - EAl _AO ))2 tt j|_|:(A2 _AO )blanco — ((Al AO ;2:
2 0 ) muestra »— A, anco
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eac = coeficiente de extincion del NADH a 340 nm, igual a 6,3 dm*/(mM-cm)
d = paso de luz, cm
Vac = volumen de muestra, cm®

Sustituyendo los valores de cada uno de los parametros en la ecuacion [3.14] resulta:

Ac =0,3079 - AA Ec. [3.16]

3.2.2.6 Contenido de oligosacéaridos
El procedimiento seguido se basa en el desarrollo de los siguientes pasos:

1. La muestra de hidrolizado, a la que se le quiere determinar los oligosacaridos, es

centrifugada durante 20 minutos. Tras esta etapa, se utiliza s6lo el sobrenadante.

2. Se preparan seis tubos de vidrio, limpios y secos, con tapon roscado. En ellos se
introducen 10 cm? de hidrolizado y 4cido sulfdrico de forma que se obtenga una concentracion

final, en H,SQ,, igual al 4 % en peso.

3. Tras agitar los tubos, estos se llevan a autoclave donde son calentados, a 115°C, durante

60 minutos.

4. Tras el tratamiento acido los tubos se enfrian, y su contenido se analiza en azlcares
reductores totales, mediante el método de Miller (apartado 3.2.2.2), 0 en carbohidratos simples,

mediante deteccion amperométrica (apartado 3.2.2.4).

5. El incremento en la concentracion de azlcares reductores totales, causados por la post-
hidrolisis, es una medida de la concentracién de oligémeros del hidrolizado inicial (Garrote et
al., 2002).

3.2.3 Caracterizacion en el transcurso de la fermentacién

3.2.3.1 Biomasa

La concentracion celular se calcula a partir de una recta de calibrado que, obtenida
previamente (Bravo et al., 1995), relaciona el peso seco de biomasa con la absorbancia de la
suspension celular. La ecuacion de calibrado experimental, para la levadura P. tannophilus, es la

siguiente:

X = 0,2095- (Agy) + 2,04-10° r?=0,991 Ec.[3.17]
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donde,

X = concentracion de biomasa, g/dm?

Agyo = absorbancia a 620 nm

Las medidas de absorbancia se han realizado utilizando un espectrofotdmetro UNICAM
(mod. UV2). Cuando la absorbancia esperada se encuentra por encima del rango de linealidad se
realiza la dilucién correspondiente con medio de cultivo (Lindegren et al., 1958).

3.2.3.2 Sustratos

Los sustratos que consume la levadura durante los experimentos de fermentacién son
determinados mediante los métodos descritos en los apartados anteriores (3.2.2.3, 3.2.24 y
3.2.2.5).

3.2.3.3 Etanol

El método enziméatico empleado es el propuesto por Beutler y Michal (1977) y por Beutler
(1984), y esta basado en las siguientes reacciones:

HsC-CH,OH + NAD" Aty HsC-CHO + NADH + H* Ec. [3.18]
Al-DH
Hs;C-CHO + NAD" + H,0 — H3;C-COOH + NADH + H* Ec. [3.19]

El etanol es oxidado a acetaldehido por el NAD" (dinucleétido nicotinamida-adenina)
mediante la enzima alcohol-deshidrogenasa (ADH), Ec. [3.18]. El equilibrio de esta reaccién se
desplaza hacia la derecha al trabajar en condiciones alcalinas, y si se retira del medio de

reaccion el acetaldehido formado.

El acetaldehido se oxida cuantitativamente a &cido acético en presencia de la enzima
aldehido deshidrogenasa (Al-DH), Ec. [3.19]. EI NADH se determina por medida de la

absorbancia a una longitud de onda de 340 nm.

El procedimiento operatorio consta de las siguientes etapas:

1. En una cubeta de 1 cm de paso de luz se introducen 1,5 cm® de la disolucion tampén de
difosfato potésico (pH=9,0) que contiene NAD y Al-DH.

2. Se afiladen 0,05 cm?® de muestra.

3. Se mide la absorbancia a 340 nm, Ag;.
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4. Se afiaden 0,025 cm® de la suspension que contiene la enzima ADH.
5. Se deja completar la reaccion durante 10 minutos y se mide la absorbancia, Ag..

El método es aplicable para concentraciones por debajo de 0,06 g/dm®. Para valores
superiores se realiza la correspondiente dilucién de muestra. La concentracion de etanol se
calcula aplicando la expresién,

V. PM Ec. [3.20
=—=EF —EFE AA.-F [3:20]
e dvg 2000

Siendo:

E = concentracién de etanol, g/dm?

Ve = volumen final, cm®

PME = peso molecular del etanol, g/mol

AAEe = (Ag2 - Ae)muestra - (Ae2 = Ae1)blanco

F = factor de dilucion

¢ = coeficiente de extincion del NADH a 340 nm, 6,3 dm3/(mM-cm)
d = paso de luz, cm

ve = volumen de muestra, cm®

Sustituyendo los valores de cada uno de los parametros en la ecuacion, resulta:

E=0,113-AAc-F Ec. [3.21]

3.2.3.4 Xilitol

El método enzimatico empleado es el propuesto por Beutler y Becker (1977), el cual se basa
en el desarrollo de las reacciones quimicas [3.22] y [3.23],
xilitol + NAD" ¢ D-xilulosa + NADH + H* Ec. [3.22]

diaforasa

NADH + INT + H" < NAD" + INT-formazan Ec. [3.23]

El xilitol es oxidado a D-xilulosa por el NAD" (dinucledtido nicotiamida-adenina) mediante
el enzima sorbitol-deshidrogenasa (SDH), Ec. [3.22], con la formacion de NADH (forma
reducida del dinucle6tido nicotinamida adenina). El equilibrio de esta reaccion esta favorecido
hacia la izquierda en las condiciones de este ensayo, pero se puede desplazar hacia la formacion
de D-xilulosa por la retirada del NADH.
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El NADH reduce cuantitativamente el cloruro de iodotetrazolio (INT, Cy9H13ICINsO,) hasta
INT-formazan (C19H14IN5O,) en presencia del enzima diaforasa, Ec. [3.23]. EI INT- formazan

se determina por medidas de absorbancia a 492 nm.

El procedimiento operatorio consta de las siguientes etapas:

1. En una cubeta de 1 cm de paso de luz se introducen una disolucién-reactivo formada por
0,5 cm® de un tampdn de fosfato potasico/trietanolamina (pH = 8,6), 0,2 cm® de una disolucion
de diaforasa y 0,2 cm® de una disolucién de INT.

2. Se afiaden 0,1 cm® de muestra y 1,90 cm® de agua ultrapura.

3. Se mide la absorbancia, A;.
4. Se afiaden 0,05 cm® de una disolucion de SDH.
5. Se deja completar la reaccion durante 30 minutos y se mide la absorbancia, A.,.

El método es lineal hasta concentraciones de 0,10 g/dm?, por lo que para valores superiores

se realiza la dilucion correspondiente. La concentracion de xilitol se calcula con la expresion,

. . Ec. [3.24
L VePMy [3.24]
€y; dv,, 1000
donde:

Xi = concentracion de xilitol, g/dm®

Vy; = volumen final, cm®

PMy; = peso molecular del xilitol, g/mol

AAx; = (Az - Ar)muestra = (A2 = At)bianco

F = factor de dilucién

&x = coeficiente de extincion del INT-formazan a 492 nm, 19,9 dm*/(mM-cm)

d = paso de luz, cm

vxi = volumen de muestra, cm®

Sustituyendo los valores de cada uno de los parametros en la Ec. [3.24], resulta:
Xi=0,2332 - AAx; - F Ec. [3.25]
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3.3 Instalaciones experimentales

Todo el trabajo experimental se ha llevado a cabo en los laboratorios del Departamento de
Ingenieria Quimica, Ambiental y de los Materiales de la Universidad de Jaén. Los principales

equipos empleados se describen a continuacion.

3.3.1 Trituracion y tamizado de sélidos

Tanto los huesos fragmentados de aceituna, recibidos de la almazara, como los residuos
solidos generados tras la aplicacion de distintos tratamientos a las muestras originales, fueron
secados dentro del laboratorio a temperatura ambiente. El tiempo de secado fue lo
suficientemente prolongado como para garantizar que los sélidos adquirieron la humedad de
equilibrio. Posteriormente, los materiales secos sufrieron una etapa de molturacion. ElI molino
utilizado fue de cuchillas, Retsch (mod. SM1). Una vez concluida la trituracién, el material se
clasificé por tamafio de particula mediante una tamizadora Retsch (mod. Vibro). El objeto de
esta operacion estriba en la necesidad de obtener sélidos con un tamafio adecuado para aplicar
los métodos de caracterizacion descritos en el apartado 3.2.1. De esta forma, el ataque quimico
de los reactivos, necesario para la determinacion de celulosa, hemicelulosa y lignina, se lleva a
cabo de manera uniforme en toda la extension de sélido, lograndose una reaccién completa en
toda la masa de muestra. En concreto, los métodos analiticos antes referenciados deben ser
aplicados sobre particulas de didametro comprendido entre 0,425 y 0,600 mm (40 y 30 mallas

ASTM, respectivamente).

3.3.2 Reactor a presion para hidrdlisis a alta temperatura

Los experimentos de hidrdlisis no enzimatica se han realizado en un reactor a presion de la
casa comercial Parr (modelo 4522). El equipo es un dep6sito de acero inoxidable AISI-316 de
geometria cilindrica y 2.000 cm® de capacidad maxima aunque, por seguridad, el volumen de
carga no ha de superar los 1.043 cm®. El reactor opera en discontinuo y dispone de un agitador
con dos turbinas tipo Rushton. El equipo permite trabajar a una presion méaxima de 1.900 psi,
aunque ésta esta limitada por un disco de ruptura que se abre a 1.400 psi (equivalentes a 300°C

en medio acuoso).

Anexo al reactor, se dispone de un controlador digital que permite programar la temperatura
maxima de trabajo, la potencia calefactora y la velocidad de agitacién. El controlador dispone
de tres ventanas digitales a través de las cuales se visualiza, en tiempo real, la temperatura, la
presion y el grado de agitacion dentro del reactor.

A continuacién se incorpora una fotografia del reactor a presion.
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Figura 3.1 Reactor discontinuo a presion

3.3.3 Equipo para la post-hidrolisis

Los equipos necesarios para caracterizar oligosacaridos mediante post-hidrolisis &cida, de
acuerdo con el apartado 3.2.2.6, son:

» Centrifuga vertical Selecta (mod. Mixtasel), operando a 3.000 rpm.

> Tubos de vidrio Pyrex, con tapén de rosca (50 cm® de volumen).

» Autoclave Raype (mod. AE-110).

» Espectrofotémetro Unican (mod. UV2).

3.3.4 Acondicionamiento del hidrolizado

Previamente a la fermentacion, los hidrolizados deben ser sometidos a un acondicionamiento
para que la levadura actle de manera apropiada. Se pretende, por un lado, eliminar sélidos
existentes en el seno de la fase liquida, asi como inhibidores microbianos que resultan de la
descomposicién térmica de los carbohidratos. Ademas, el acondicionamiento puede aumentar,
por evaporacion de agua, la concentracion de azlcares para situarla en el nivel apropiado al

comienzo de cada bioproceso. Los equipos necesarios para lograr estos propésitos son:

a) Centrifuga vertical Selecta (mod. Mixtasel). Se emplea a su maxima potencia.

b) Rotavapor Biichi (mod. R-114 y B-480). Se controla la temperatura para que no supere
45°C; de esta manera, se minimiza la posible caramelizacion de los azlcares. La
utilizacion del rotavapor se realizara sélo sobre aquellos hidrolizados en los que se
obtenga una baja concentracion de azlcares ya que su empleo, incluso a bajas
temperaturas, puede provocar alteraciones en el hidrolizado mas alla de la simple

concentracion de especies.
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3.4 Procedimiento experimental

3.4.1 Tratamiento a presion
Los experimentos disefiados pretenden poner de manifiesto la influencia que tienen ciertas
variables cuando el pretratamiento se aplica sobre huesos de aceituna. Las variables estudiadas
han sido:
¢ Medio hidrolitico: agua, disolucién de acido sulfarico y disolucion de acido nitrico.
Tras el analisis de resultados, se seleccioné el acido sulfarico como agente de hidrdlisis
maés adecuado, y se continu6 con el estudio de variables.
«» Temperatura maxima de tratamiento: intervalo 180-220°C.
+«» Tiempo de tratamiento a la maxima temperatura: intervalo 0-8 minutos.
¢+ Concentracion de acido: 0,010 y 0,025 M.
% Relacion sélido/liquido: intervalo 1/2-1/6 (p/v).

Una vez cargado el reactor con la cantidad oportuna de huesos fragmentados, y con 300 cm®
de medio hidrolitico, se procede a su cierre y a la puesta en marcha del sistema de agitacion
(250 rpm). Posteriormente, y de forma simultinea, se conectan las resistencias eléctricas,
necesarias para calentar la suspension de endocarpios, y un cronémetro que permitira cuantificar
las velocidades de calentamiento y enfriamiento durante los tratamientos. Una vez alcanzada y
mantenida, durante el tiempo apropiado, la temperatura final de cada ensayo, se procede al
enfriamiento del reactor. Para ello, en primer lugar, se hace circular agua de la red a través de un
serpentin interior hasta que la temperatura desciende por debajo de 100°C. Posteriormente, el
vaso del reactor es introducido en un bafio de hielo hasta que su interior alcanza temperatura
ambiente. Por Gltimo, el reactor se abre procediéndose a separar, mediante filtracién, el residuo
solido y el hidrolizado liquido. En esta fase, el solido es sometido a un lavado con abundante
agua a fin de recuperar los azlcares, y otros compuestos, que hayan quedado retenidos sobre su
superficie. Finalmente, el residuo se extiende sobre una superficie plana y, una vez seco, se pesa
y caracteriza. El hidrolizado liquido se almacena en congelador a -24°C, en espera de su

analisis.

3.4.2 Severidades de tratamiento

El empleo de factores encargados de evaluar la severidad de los tratamientos hidrotérmicos
proporciona un camino simple para comparar experimentos realizados bajo distintas
condiciones de operacion. En este sentido, uno de los parametros mas ampliamente utilizados ha
sido el factor "Ry, propuesto por Overend y Chornet (1987) para tener en cuenta, al fraccionar

la biomasa con vapor de agua, el efecto combinado de las variables “tiempo” y “temperatura” en
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el proceso de degradacion de polisacaridos. Posteriormente, el uso de R, se ha extendido al

estudio de tratamientos con agua caliente a presion, e incluso a tratamientos con acidos

inorganicos diluidos.

Si se supone que un polisacéarido (reactivo P) se hidroliza en un medio acuoso a alta

temperatura de forma irreversible de acuerdo con una ecuacién de orden n, y la constante de

velocidad responde, en cuanto a su comportamiento con la temperatura, a una expresion de tipo

Arrhenius. Se podria expresar de la forma,

dC E, n
— dtP:ko.exp|:_ . :|CP

donde:

C» = concentracion del polisacarido
t = tiempo de reaccion

ko = factor preexponencial

E. = energia de activacion

R = constante de los gases

T = temperatura absoluta

n = orden de reaccion

Si se reordenan términos,

— 1 d&—k exp | — Ea
c, dt ° R-T

y se aplica un desarrollo de Taylor para T = T,

In[— 1n dC"};Inko— S { S -(T—Tr)}
C R

N odt R-T

r

1 d&:ko-exp{— & }'ex'o[(T_Tr)}

c,” dt R-T

r

donde,

Ec. [3.26]

Ec. [3.27]

Ec. [3.28]

Ec. [3.29]
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W= (R - TA)/E,
T, = temperatura de referencia al aplicar la serie de Taylor

separando variables e integrando se obtendria,

Cor dC
-[" ==k, R, Ec. [3.30]

Coo C,"

en la que Ry y k; se evaltan de acuerdo con las expresiones [3.31] y [3.32].

R, j { }dt Ec. [3.31]
y

k. =k,-exp|— E, Ec. [3.32

r— N Xp RTr C'[' ]

Para un gran numero de sistemas lignoceluldsicos, entre ellos el hueso de aceituna
(Fernandez-Bolafios et al., 2001), se ha trabajado con un valor de ‘w’ igual a 14,75.
Estrictamente hablando, en un proceso de autohidrélisis cada residuo y sus fracciones
constitutivas tendran distintos valores de “w’. Suponer un valor de 14,75 implica asumir una

energia de activacion aparente de 78,4 kJ/mol.

T, no tiene un peso importante en la determinacion de R,, siempre que no existan
transformaciones severas del material por debajo de la temperatura elegida (Garrote et al.,
2002). De esta manera, si se adopta un valor igual a 100°C (considerando que por debajo de esta
temperatura no se producen alteraciones significativas en la estructura de los polisacaridos,

Tortosa et al., 1995), R, se calcularia aplicando la Ec. [3.33],

Ry=[e [T(t) 100}d Ec. [3.33]
1475

donde:

T(t) = Funcidn que liga la temperatura del sistema de reaccion con el tiempo de
tratamiento

t = tiempo de tratamiento, min
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Los tratamientos a alta temperatura aplicados sobre el hueso de aceituna, en el presente
trabajo experimental, se han llevado a cabo, en algunos casos, manteniendo la temperatura
méaxima durante un tiempo determinado y, en otros, procediendo a enfriar la carga del reactor
justo al alcanzarse dicha temperatura. En cualquier caso, debido a que es inevitable (por las
limitaciones técnicas del equipo) la existencia de periodos de calentamiento y enfriamiento de

duracion significativa, en el céalculo del factor de severidad se emplea la siguiente expresion,
(Ro)total = (Ro)calentamiento + (Ro)mantenimiento + (Ro)enfriamiento Ec. [334]

Es decir, el factor de severidad global se determina como suma de los factores de severidad
individuales de cada etapa.

Para la region de calentamiento se ajustan los valores de temperatura a una funcién lineal (T

=a+ bt). De esta forma la ecuacion [3.34] se transforma en la [3.35].

14,75 a-100+(b-t,) a-100
o o _1ars | [a-100+(b-t)] Ec. [3.35
( 0)calentam|ento b |: Xp|: 14,75 :| Xp|: 14,75 }} ’ [ ]

Donde a y b son dos constantes empiricas y t; representa el tiempo en el que se alcanza la

méaxima temperatura del tratamiento.

El tratamiento llevado a cabo a temperatura constante (regién de mantenimiento) tiene un
factor de severidad calculado mediante la ecuacion [3.36].
T —100}

Ec. [3.36]
14,75

(RO )mantenimiento =(t2 _tl)'exp |:
donde t; representa el tiempo donde se alcanza la maxima temperatura de operacion (Tpax) Y t2

es el tiempo donde comienza el enfriamiento del reactor.

Para la zona en la que se produce el enfriamiento del reactor la funcion T(t) que se ha usado
para el ajuste de los datos experimentales es una ecuacion polinémica de tercer grado (T = d t* +
¢ t?+ bt +a). Debido a la dificultad para resolver, analiticamente, la integral se opta por aplicar

un método numérico de integracion (método de los trapecios).

R — J:exp {[(d .t3)+ (c.t;21+7(5k)-t)+ a].1oo} it e, [3.57]
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donde t, y t; corresponden a los tiempos de comienzo y finalizacién de la etapa de enfriamiento,
respectivamente. El intervalo (t—t3) se divide en 20 sub-intervalos de igual longitud.

Los datos de temperatura y tiempo, para todos los tratamientos a alta temperatura, se
encuentran tabulados en el Anexo I. En ese apartado también se pueden encontrar los valores
calculados de Ry, asi como las gréficas T vs t para las temperaturas de operacién superiores a
100°C.

3.4.3 Metodologia de superficies de respuesta

Un disefio factorial de experimentos (Montgomery, 2001) ha sido empleado para el estudio
de la hidrélisis acida, a alta temperatura, del hueso de aceituna. El anélisis estadistico de los
tratamientos &cidos, asi como el analisis de regresion de los resultados obtenidos y la
construccion de las correspondientes graficas de superficies de respuesta se realizé usando el
programa Modde 7.0 (Umetri AB, Umed, Suecia). El ajuste de resultados se llevé a cabo
mediante un modelo polinomial de segundo orden,
2 2 2

Y=by+ Db X+ Dby X, X, + Db XE (i< ) Ec. [3.38]
i=1 i=1, j=1 i=1

donde Y es cada una de las respuestas estudiadas, b son coeficientes de regresion, y X; y X; son

las variables (o factores) con sus valores codificados.

La validacion estadistica se basé en el método ANOVA, con un intervalo de confianza del
95%. El disefio factorial fue del tipo 2% es decir, se estudié cémo se modifican simultaneamente
dos variables entre dos niveles. Este disefio tiene la particularidad de incorporar tres réplicas del

12 (siendo N el nimero

punto central y cuatro puntos “estrella” distribuidos a una distancia de N
de variables, en este caso 2) del punto central.
Se llevaron a cabo tres disefios, representados mediante los diagramas indicados en Figura

3.2.
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(a) 228°C, 5 min (0,+1,4) (b) 170,7 g, 0,020 M (0, +1,4)

|
|
i
150g,0,010M | 150g, 0,030 M
|
|

(-1,+1) (+1,+1) (-1,+1) (+1,+1)

|
100 g, 0.020 M (0, 0)

100 g, 0,006 M 100 g, 0,034 M
(-1,4,0) (+1,4,0)

|
|
}
220°C,2min |  220°C, 8 min
|
|
|

200°C, 5 min (0, 0)
-

200°C, 0,76 min
(-1J4}0)

200°C, 9,24 min
(+1,4,0)

50 0,010 M
(-1,-1)

50g, 0,030 M
(+1! -1)

180°C, & min
(+1: -1)

180°C, 2 min
(-1! -1)

172°C, 5 min (0, -1,4) 29,3g,0,020 M (0, -1,4)

Figura 3.2 Superficies de respuesta para el estudio de la hidrolisis &cida de huesos de aceituna

El disefio representado en la Figura 3.2 (a) se aplico para estudiar el efecto de la temperatura
y del tiempo de hidrdlisis cuando los endocarpios de aceituna fueron tratados con acido
sulfarico diluido. Para analizar el posible efecto del cambio de concentracién de acido, el disefio
fue implementado dos veces, correspondientes a dos niveles de concentracién: 0,010 y 0,025 M.
La Figura 3.2 (b) muestra las condiciones experimentales utilizadas para analizar el efecto
que, sobre la hidrélisis de nuestra biomasa, tienen la concentracion de acido sulfarico y la carga

de hueso.

3.4.4 Hidrolisis enzimatica

El residuo sélido seco, generado tras los tratamientos a alta temperatura, fue hidrolizado
enzimaticamente. En todas las hidrolisis enziméaticas se mantuvo constante la velocidad de
agitacion (150 rpm), la temperatura (50°C), el pH del medio (4,8) y la relacién sélido/liquido
(1/10, p/v). Las variables cuya influencia se pretende estudiar con los procesos de hidrolisis

enzimatica son:

% Carga de enzima: 10, 20, 40 y 60 UPF/g sélido.

% Tamafio de sustrato.
El residuo sélido seco, generado tras los tratamientos a alta temperatura, fue utilizado,
en algunos experimentos de hidrolisis enzimatica, con su tamafio original y, en otros,
con tamafos resultantes de someter el sustrato original a procesos de molienda y
tamizado: < 0,125 mm, 0,125-0,300 mm, 0,425-0, 600 mm y > 1,6 mm.

¢ Temperatura maxima del tratamiento a presion: 190, 195, 200, 205, 210 y 215°C.
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Los ensayos se realizaron en matraces Erlenmeyer de 125 cm®. En ellos se introdujeron 3 g,
en base seca, de sélido pretratado y 30 cm?® de una disolucion tampén de citrato, 0,05 M. Los
experimentos se prolongaron durante 72 h en un agitador orbital (Ovan, mod. Clear IC10-CE).

Los bioprocesos se llevaron a cabo con preparaciones comerciales de celulasas, de
Trichoderma reesei, y B-glucosidasas, de Aspergillus niger, proporcionadas por Novo Nordisk
Bioindustrial (Madrid, Espafa). Dichas preparaciones se comercializan como “Celluclast 1.5L”
y “Novozym 188", respectivamente. La actividad enzimatica de “Celluclast 1.5L” fue de 56
UPF/mL, determinada mediante el procedimiento indicado por la comision de biotecnologia de
la IUPAC (Ghose, 1987).

A distintos tiempos (4, 10, 24, 48 y 72 h) se recogieron volimenes de muestra (1 cm?), se
procedi6 a la desnaturalizacion de la enzima por calentamiento (100°C durante 10 minutos) y
posteriormente la concentracion de D-glucosa fue analizada mediante el método de Trinder
(apartado 3.2.2.3) 0 mediante deteccion amperométrica (apartado 3.2.2.4).

El rendimiento de hidrolisis enziméatica (Yne, %) fue calculado mediante la siguiente

ecuacion,

_Ce:09V
WCEL

Ec. [3.39]

Y, 00

donde:
Ce = concentracion de D-glucosa, g/dm?
V = volumen de la fase liquida, dm®

WceL = peso inicial de celulosa en cada reactor, g

Finalizada la hidrdlisis, se separd el residuo y el hidrolizado liquido mediante filtracion a
vacio. El residuo solido recogido por el filtro se lavd para arrastrar el hidrolizado que pudiera
quedar atrapado en é€l; a continuacion, el sélido se extendi6 sobre una superficie plana para su

secado a temperatura ambiente y, una vez seco, se peso.

3.4.5 Fermentacion

La fermentacion de los hidrolizados liquidos se Ilevé a cabo con la levadura no tradicional
Pachysolen tannophilus. Todos los experimentos de fermentacion se realizaron a 30°C y pH 4,5,

por ser estos valores dptimos en el crecimiento de este microorganismo (Bravo et al., 1993).
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3.4.5.1 Precultivo en medio so6lido

Las células de levadura se mantienen en tubos de ensayo de 100 cm® de capacidad sobre un
medio s6lido con la composicion que se muestra en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Composicién del medio sélido de cultivo

Compuesto Concentracion, g/dm’
Extracto de levadura 3
Extracto de malta 3
Peptona 5
D-xilosa 10
Agar 20

El medio solido se prepara por disolucion de todos los componentes, excepto el agar, en
agua ultrapura y se ajusta el pH a 7 para favorecer el poder gelificante del agar. A continuacion,
se disuelve el agar calentando la disolucion hasta comienzo de ebullicion y manteniéndola en
agitacion. Se traspasan unos 25 cm® de la disolucion a cada tubo de ensayo, se tapa con algodon
graso y se esteriliza en autoclave, Raype (mod. AE-110), durante 30 minutos a una sobrepresion
comprendida entre 58,8 y 78,5 kPa. Por ultimo, los tubos se almacenan colocandolos de forma
inclinada para conseguir una mayor superficie de inoculacion.

El microorganismo se inocula sobre este medio en una cabina de flujo laminar, Telstar (mod.
Micro-V), empleando un asa de platino (o de una aleacion Ni-Co) y en condiciones estériles.
Los tubos inoculados se conservan en estufa de cultivo, Memmert (mod. BE 400), a una
temperatura proxima a 20°C. Con una periodicidad de unos 15 dias, la levadura se transfiere a

un medio sélido fresco.

3.4.5.2 Inéculo liquido

Antes del comienzo de la fermentacion (96 h) se procede a la inoculacion de la levadura
sobre los tubos de ensayo con medio solido. Los tubos con el in6culo se mantienen durante 60 h
en estufa a 30°C con el objeto de conseguir células en un mismo estado de crecimiento.
Transcurrido el tiempo sefialado, en los tubos debe de existir una cantidad apreciable de
biomasa. Posteriormente, se afiaden unos 25 cm?® de medio liquido a los tubos vy, tras agitar, se
consigue una suspension concentrada de levadura que es transferida a un matraz Erlenmeyer
estéril, de 250 cm®, que contiene 100 cm® de medio liquido rico en D-xilosa. La composicion del

medio es la que se describe en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2 Composicién del medio liquido de cultivo

Compuesto Concentracion, g/dm’
Extracto de levadura 4,00
Peptona 3,60
(NH,),SO, 3,00
MgSO, 7 H,0 2,05
KH,PO, 2,00
D-xilosa 25,0

Para propagar el indculo, se procede a cultivar la levadura en agitador orbital durante 24 h a
30°C y 150 rpm. Finalizado este tiempo, las células son recolectadas mediante centrifugacion a
7.000 rpm, durante 10 min, mediante una centrifuga Jouan (mod. MR 1822). Las células fueron
lavadas repetidamente con disolucién de cloruro sddico para eliminar los restos de azlcares que

pudieran existir en el medio liquido.

3.4.5.3 Medio de cultivo

Los hidrolizados obtenidos de las hidrélisis enziméticas necesitan un aporte externo de
componentes para garantizar un buen crecimiento de las levaduras. EI medio de cultivo utilizado
en este estudio es el propuesto por Lindegren et al. (1958) pero diluido a la mitad, Tabla 3.3.

Tabla 3.3 Composicion del medio de cultivo
usado en la fermentacién de los hidrolizados

Compuesto Concentracion, g/dm®
Extracto de levadura 2,00
Peptona 1,80
(NH,),SO4 1,50
MgSO, 7 H,0O 1,025
KH,PO, 1,00

3.4.5.4 Preparacion y comienzo del bioproceso

Los matraces Erlenmeyer, portafiltros y restante material se esterilizan en autoclave durante
20 minutos a una temperatura de unos 121°C.

Se prepara el medio de cultivo disolviendo los componentes del mismo (apartado 3.4.5.3) en
los hidrolizados hasta un volumen de 500 cm?® y se ajusta el pH. El hidrolizado se filtra para
separar sélidos que se forman durante esta Gltima operacion. Con la ayuda de una bomba

peristaltica, y a través de filtros esterilizados, se transfiere el medio hacia los matraces
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Erlenmeyer. A ellos, ademas, se adicionara el volumen apropiado de inéculo en funcion de la
densidad de células que se requiera en cada experimento. Finalmente, los matraces son pesados
y llevados al agitador orbital para el comienzo de la fermentacion. La puesta en marcha de la
agitacion (150 rpm) marca el inicio del computo del tiempo de fermentacion.

3.4.5.5 Desarrollo y finalizacion del bioproceso

En el transcurso del trabajo experimental, haciendo uso de micropipeta con punta estéril, se
van tomando muestras de 1 cm® del interior de los matraces. Inmediatamente se centrifuga la
muestra (5.000 rpm, 10 minutos) y se recogen 0,75 cm® de sobrenadante que son congelados (a
-24°C) como paso previo a su analisis. La biomasa separada por centrifugacion se lava con
medio fresco y, tras una segunda centrifugacion, se resuspende para determinar la concentracion
celular. Cada vez que se recoge muestra se procede a pesar los Erlenmeyer para calcular el
volumen de agua evaporada y reponerla mediante micropipeta con punta estéril.

La fermentacion finaliza tras 168 h de cultivo, tiempo suficiente para que los sustratos del

medio sean consumidos.
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4. Resultados y discusion

4.1 Caracterizacion del hueso de aceituna

El hueso de aceituna, una vez secado en laboratorio hasta alcanzar la humedad de equilibrio,
fue tamizado para determinar la distribucion del tamafio de particula. En la Tabla 4.1 se

muestran las fracciones obtenidas, asi como el porcentaje en peso que cada una respecto al total.

Tabla 4.1 Fracciones obtenidas tras el tamizado de
los huesos de aceituna procedentes de almazara

Didmetro, mm Porcentaje en peso, %
20-7,0 80,0
16-20 9,9
12-16 74
<1,2 2,7

Empleando huesos de diametro comprendido entre 0,425 y 0,600 mm, se procedi6 a la
caracterizacion quimica del material. Los pardmetros calculados fueron: humedad y materia
volatil (HMV), hemicelulosa (HEM), celulosa (CEL), lignina &cido insoluble (LAI), cenizas o
materia mineral (CEN) y extractos (EXT), Tabla 4.2.

Tabla 4.2 Caracterizacion del hueso de aceituna

Parametro Composicion, %
Humedad y materia volatil (HMV) 8,9
Hemicelulosa (HEM) 29,0
Celulosa (CEL) 25,9
Lignina &cido insoluble (LAI) 33,3
Cenizas o materia mineral (CEN) 0,71
Extractos (EXT)* 11,1

*Calculados por diferencia hasta 100.

Tal y como se observa, la lignina fue el principal componente encontrado en los endocarpios
del fruto del olivo. Esto puede representar un inconveniente para el aprovechamiento de los
carbohidratos existentes en la materia prima. Los porcentajes de hemicelulosa y celulosa, siendo
considerables, sobre todo en la primera fibra, fueron inferiores al 30%. El porcentaje de xilanos,
determinado mediante una modificacién del método de Puls et al. (1985), fue del 20,6%. Por
altimo, hay que resaltar el bajo porcentaje de materia mineral en el hueso de aceituna (0,71%),
lo que explica la poca generacion de cenizas cuando este solido se emplea en camaras de

combustién para biomasa.

Los datos de composicion del hueso son similares a los determinados por Cuevas et al.
(2009), HEM-33,9%, CEL-25.3%, LAI-33,5%, CEN-0,75%. Los valores de celulosa y
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hemicelulosa de este estudio también son proximos a los determinados por Hodaifa et al.
(2013), 27,2 y 32,2%, respectivamente.
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4.2 Pretratamientos (PT)

En este apartado se desarrollan 5 series experimentales en las que se analiza el
pretratamiento a alta temperatura del hueso de aceituna. La relacion de series, y los aspectos

estudiados en ellas, se resumen a continuacion.

PT1: Estudios previos de hidrolisis a presion con agua y acidos sulfurico y
nitrico.

PT2: Optimizacion de la hidrolisis con acido sulfdrico (0,010 M): influencia de
la temperatura y el tiempo de hidrélisis.

PT3: Optimizacion de la hidrdlisis con acido sulfirico (0,025 M): efecto de la
temperatura y el tiempo de hidrolisis.

PT4: Optimizacion de la hidrolisis con acido sulfurico: influencia de la
concentracion de acido y la carga de hueso.

PT5: Hidrolisis &cidas con altas cargas de sélido (relacion Soélido/Liquido igual
a 1/3): efecto de la temperatura de hidrolisis.

4.2.1 Estudios previos de hidrolisis a presion con agua y acidos sulfurico y nitrico (PT1)

Se han llevado a cabo estudios de hidrolisis a alta temperatura del hueso de aceituna. El
reactor oper6 en discontinuo y se emplearon tres medios hidroliticos:
a. Agua pura
b. Disolucién diluida de acido sulfarico (0,025 M)

c. Disolucion diluida de &cido nitrico (0,025 M)

El principal objetivo de esta serie experimental fue determinar el medio con mayor
capacidad para la hidrélisis de las hemicelulosas presentes en la materia prima. Ademas, las
hidrdlisis deben conseguir hidrolizados con altas concentraciones de D-xilosa, y sélidos
pretratados en los que quede preservada la celulosa.

En esta serie experimental se oper6 con una relacion Soélido/Liquido igual a 1/6 (50 g de hueso

seco por cada 300 mL de liquido) y con una velocidad de agitacion igual a 250 rpm.

Los pretratamientos se desarrollaron calentando la suspension “hueso-medio hidrolitico”
hasta Ilegar a una temperatura de trabajo determinada para, después, enfriar el interior del
reactor mediante un serpentin por el que circulaba agua fria. Se intenté minimizar la duracion de
las etapas de calentamiento y enfriamiento. En cualquier caso, durante los tratamientos, se
anotaron las temperaturas a distintos tiempos; de esa forma, se pudo calcular un factor de

severidad (Ro) para cada tratamiento, factor que cuantifica la intensidad del ataque sufrido por el
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solido dentro del reactor. En la Tabla 4.3 se muestran, para todos los ensayos de la serie PT1,
las velocidades de la fase de calentamiento, asi como el valor de R, tanto para la region de

calentamiento como de enfriamiento.

Tabla 4.3 Pretratamientos PT1. Velocidad de calentamiento (Veaent) Y Valores de

Ro

Experimentos

Medio hidrolitico T,°C  Vgient, °C/min r? (Ro)calent. (Ro)enfriam.

H,O 200 5,36 1,00 2510 330
205 5,63 1,00 3837 507
210 5,30 1,00 5061 610
220 5,23 1,00 11868 776

H,SO, 200 5,21 1,00 2392 509
205 5,16 1,00 3904 312
210 5,08 1,00 5285 555
220 5,26 1,00 9355 1552

HNO; 200 5,03 1,00 3337 54
205 5,27 1,00 3641 427
210 5,19 1,00 5392 382
220 5,42 1,00 8891 1255

4.2.1.1 Caracterizacion del residuo solido para la serie PT1

El residuo solido, generado tras los tratamientos a alta temperatura, se lavo repetidamente
con agua para el arrastre de los azUcares y otros compuestos que pudieran quedar adheridos a él.
Posteriormente, se procedid a su secado a temperatura ambiente, y a su trituracion y tamizado
con el objeto de obtener sélidos con tamafios de particula comprendidos entre 0,425 y 0,600
mm. Esa fraccion fue empleada para aplicar los procedimientos de caracterizacion descritos en
el Apartado 3.2.1. Antes de la molienda del sélido, éste se pes6 para determinar el porcentaje de

s6lido recuperado durante el tratamiento (RS).

Los pretratamientos llevados a cabo con agua caliente solubilizaron la fraccion
hemicelulésica del hueso de aceituna a 220°C, lo que provoco una importante pérdida de
residuo (39,4%) a esa temperatura (Tabla 4.4). Estos datos estdn en consonancia con los
presentados por Cuevas (2007) en un trabajo en el que se constatd la eliminacion total de la
fraccion hemiceluldsica del hueso de la aceituna cuando agua caliente actu6 sobre el material
con factores de severidad (log Ry) iguales o superiores a 4,0. Los porcentajes de lignina en los
residuos solidos se incrementaron con el aumento de temperatura, posiblemente como
consecuencia de la baja solubilizaciéon de la resina durante los pretratamientos. Este
comportamiento condujo, tras el pretratamiento a 220°C, a residuos solidos con porcentaje de

lignina acido insoluble superior al 40%.
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Tabla 4.4 Caracterizacion del residuo solido. Pretratamientos con agua

T,°C logR, RS,% HMV,% HEM,% CEL,% LAL% CEN,% EXT,%
200 3,45 73,0 5,8 7,1 38,0 33,2 0,00 21,7
205 3,64 69,8 5,6 4,1 37,6 36,4 0,31 21,6
210 3,75 65,5 5,0 15 37,0 37,9 0,29 23,3
220 4,10 60,6 4,8 0,0 35,3 41,0 0,29 23,4

A partir de los datos de la Tabla 4.4 pudieron calcularse las conversiones fraccionales de
hemicelulosa, celulosa y lignina tras los pretratamientos con agua (Tabla 4.5). La lignina se
solubilizé en una extension parecida tras los ensayos efectuados desde 200°C hasta 220°C, y sus
conversiones fraccionales oscilaron entre 23,7 y 27,2%. En el caso de la celulosa, la maxima
conversion (17,4%) se logré a 220°C. Esto demuestra la poca capacidad del agua caliente para
hidrolizar la estructura celulésica por debajo de 220°C.

Tabla 4.5 Pretratamientos con agua. Conversion fraccional de hemicelulosa, celulosa y

lignina.
T, °C IOg Ro Xuem, % XCEL: % Xian %
200 3,45 82,1 0,0 27,2
205 3,64 90,1 0,0 23,7
210 3,75 96,6 6,4 25,5
220 4,10 100,0 174 25,4

En el caso de operar con disoluciones diluidas de acido sulflirico o nitrico (ambas de
concentracion igual a 0,025 M), el ataque sobre el sélido se incrementd significativamente
respecto a la alternativa que utiliza agua. Este comportamiento condujo a pérdidas maximas de
solido del 47,2%, usando &cido sulfdrico, y del 59,0% con &cido nitrico, Tabla 4.6. Se pone de
relieve la intensa destruccion que las disoluciones &cidas ejercieron sobre la fraccién
hemicelulésica incluso a bajas temperaturas relativas. De esta forma, el acido sulfdrico a 205°C,

y el nitrico a 200°C, condujeron a la completa eliminacion del heteropolimero (Tabla 4.6).

Tabla 4.6 Caracterizacion del residuo sélido Pretratamientos con acidos sulfirico y nitrico

Medio T, logR, RS, HMV, HEM, CEL, LAI,  CEN, EXT,
°C % % % % % % %

H,SO, 200 3,46 63,5 6,2 2,2 37,1 38,1 0,00 22,6
205 3,62 60,7 4,9 0,0 37,2 40,5 0,00 22,3
210 3,77 56,6 4,5 0,0 32,2 45,1 0,09 22,6
220 4,04 52,8 4,7 0,0 31,5 45,0 0,15 23,4

HNO; 200 3,53 53,1 5,0 0,0 32,7 46,7 0,00 20,6
205 3,61 51,9 4,8 0,0 33,0 471 0,03 19,9
210 3,76 50,1 50 0,0 23,6 51,1 0,29 25,0
220 4,01 41,0 5,3 0,0 19,9 41,9 0,28 37,9
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Con relacion a la celulosa y la lignina, el &cido nitrico produjo en esas fracciones
alteraciones mas intensas que el &cido sulfarico. Como se observa en la Tabla 4.7, el porcentaje
de eliminacion de celulosa fue mucho mayor con &cido nitrico que con sulfurico para cualquiera
de las temperaturas ensayadas. Asi, por ejemplo, a 200°C la conversion fraccional de celulosa
alcanzé el 33,0% con HNO; frente al 9,0% con H,SO,, mientas que a 220°C el parametro oscild
entre el 68,5 y el 35,8% para nitrico y sulfurico, respectivamente. En el caso de la lignina, las
pérdidas maximas de la resina aromatica se lograron a 220°C (X s del 28,6% para écido
sulfurico y del 48,4% para acido nitrico). Es importante resaltar que la conversién fraccional de
lignina no sufrié grandes variaciones cuando se utiliz &cido sulfdrico en todo el intervalo de
temperaturas ensayadas, o cuando el acido nitrico oper6 desde 200°C hasta 210°C. Sin embargo,

este Ultimo &cido si provoc6 una pérdida de lignina significativa a 220°C.

Tabla 4.7 Pretratamientos con &cidos sulfdrico y nitrico. Conversion fraccional de
hemicelulosa, celulosa y lignina

Medio T, °C IOg Ro Xuem, % XCEL: % Xian %

H,SO, 200 3,46 95,2 9,0 27,3
205 3,62 100 12,8 26,2
210 3,77 100 29,6 23,3
220 4,04 100 35,8 28,6

HNO; 200 3,53 100 33,0 25,5
205 3,61 100 33,9 26,6
210 3,76 100 54,3 23,1
220 4,01 100 68,5 48,4

La mayor resistencia de la lignina, frente a la celulosa, para los tres medios ensayados (agua
ultrapura, y acidos sulfarico y nitrico diluidos) queda reflejada en la Figura 4.1, donde se
observa cémo, mientras la eliminacién de celulosa se incrementd constantemente con la
severidad del tratamiento, la capacidad de deslignificacion se mantuvo constante alrededor del
25%. Tan s6lo el acido nitrico actuando a la temperatura mas alta (220°C) produjo un

incremento significativo en la eliminacidn de lignina (48,4%).
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Figura4.1 Eliminacién de celulosa y lignina en los tratamientos con agua (®), Yy con
disoluciones diluidas de &cido sulfarico () y nitrico (A)

4.2.1.2 Caracterizacion del hidrolizado liquido para la serie PT1

Tras los tratamientos a alta temperatura, los hidrolizados liquidos se separaron de los sélidos
por filtracidn en dos etapas. En la primera, el liquido directo que salié del filtro se almacend tras
la medida de pH y volumen; en este liquido gquedaron contenidos la mayor parte de los
carbohidratos generados durante el proceso hidrolitico. En la segunda etapa de filtracion, el
solido se lavé repetidamente con agua ultrapura hasta generar un volumen de 1 L. Las aguas de
lavado arrastran los productos que pudieran quedar adheridos al sélido. Las muestras liquidas se

congelaron y, posteriormente, fueron caracterizadas.

En las Tablas 4.8 a 4.13 quedan recogidos los datos relativos a la caracterizacion de los
hidrolizados liquidos, incorporandose tanto valores de concentracion como de rendimiento en

azUcares reductores totales, en monosacéridos y 5-hidroximetilfurfural (5-HMF).

4.2.1.2.1 Hidrolizado liquido obtenido con agua ultrapura

En el apartado 4.2.1.1 de esta Memoria se estudio el efecto que el agua caliente provoca al
actuar sobre el residuo sélido. Alli se determind como este agente hidrolitico sélo altera,
significativamente, la fraccion de hemicelulosas. Al analizar la composicion del liquido directo,
y de las aguas de lavado (Tablas 4.8 y 4.9) se comprobd cdmo el tratamiento con agua caliente
condujo a bajas concentraciones de azucares simples (D-glucosa, D-xilosa y D-galactosa) y 5-

hidroximetilfurfural. EI pH del liquido directo se mantuvo en valores bajos (entre 3,03 y 3,32)
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como consecuencia de la liberacion al medio de compuestos de caracter acido (por ejemplo,

acido acético).

Tabla 4.8 Caracterizacion del liquido directo obtenido tras pretratamiento con agua ultrapura

Concentracion, g/L

T,°C logR, pH V,mL D-glucosa D-xilosa  D-galactosa 5-HMF
200 3,45 3,20 265 0,30 1,03 0,13 0,23
205 3,64 3,32 265 0,02 0,50 0,05 0,06
210 3,75 3,08 255 0,08 4,53 0,26 0,19
220 4,10 3,03 270 0,17 10,85 0,44 0,34
V: volumen.

Tabla 4.9 Caracterizacion (azucares reductores totales) de los hidrolizados obtenidos tras
pretratamiento con agua ultrapura

Concentracion, g/L

T,°C  Liquido directo (LD)  Aguas de lavado (AL) LD+ AL  Post-hidrdlisis acida
200 16,09 2,56 18,65 26,73
205 8,84 5,92 14,76 9,94
210 31,67 0,60 32,27 33,29
220 55,99 2,70 58,69 49,21

En relacion a los rendimientos en azucares y 5-hidroximetilfurfural, se observé (Tabla 4.10)

que:

a.

Para D-glucosa, los valores fueron muy bajos. Los tratamientos a temperaturas extremas
condujeron a los mayores rendimientos en la hexosa: 0,16% a 200°C, como
consecuencia del desprendimiento del monosacéarido desde la estructura amorfa de la
celulosa, que en esas condiciones sufre poca degradacién térmica, y 0,09% a 220°C
porgque comienza a ser significativa la despolimerizacion de la celulosa (aungque, muy
probablemente, el proceso conduzca mas a estructuras de oligbmeros que a

mondmeros).

Para D-xilosa, D-galactosa y 5-HMF, la tendencia general observada fue el incremento
de rendimiento con el ascenso de temperatura. Esto ya ha sido observado en
investigaciones previas que usaron la misma materia prima (Cuevas et al., 2009). Asi,
para D-xilosa y D-galactosa se alcanzaron, a 220°C, unos rendimientos maximos del 5,8
y 0,23%, respectivamente. La reduccion de rendimiento en aztcares a 205°C (respecto a
200°C) puede deberse a que en el experimento llevado a cabo a 205°C gran parte de los

azlcares no se recuperaron en el liquido directo, sino en las aguas de lavado (Tabla 4.9).
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c. Para los oligosacaridos (OLI) se observé un rendimiento maximo del 5,6% a 200°C. A
temperaturas mayores los rendimientos descendieron al hidrolizarse las cadenas de

carbohidratos, lo que provocd la desaparicion de estos productos a 220°C (Tabla 4.10).

Tabla 4.10 Caracterizacion del liquido directo obtenido tras pretratamiento con
agua ultrapura. Rendimientos

Rendimiento, %
T,°C D-glucosa D-xilosa D-galactosa 5-HMF OLI

200 0,16 0,54 0,07 0,12 5,6
205 0,01 0,28 0,03 0,03 0,6
210 0,04 2,31 0,13 0,10 0,8
220 0,09 5,80 0,23 0,18 0,0

OLI: oligosacéridos.

Es interesante sefialar la alta capacidad que el agua ultrapura tiene, al actual sobre huesos de
aceituna, para generar D-xilosa con muy baja produccién de D-glucosa Esto es debido,
posiblemente, a la particular composicion de las hemicelulosas presentes en la materia prima
(mucho mas rica en D-xilosa que en D-glucosa) y en la dificultad que tiene la celulosa para
hidrolizarse hasta D-glucosa. En la Figura 4.2 se muestra el cromatograma del hidrolizado
obtenido sometiendo a post-hidrolisis acida el liquido directo derivado del tratamiento con agua
a 200°C. En dicho cromatograma se pueden observar, entre otros, los picos relativos a L-
arabinosa, D-galactosa, D-glucosa y D-xilosa.

450

1 nC
40,0

D-xilosa- 21,6 min

350 —
300 —
250 f D-glucosa- 18,2 min
200 — |

D-galactosa - 15,5 min
150 -

100 , L-arabinosa-12, 3m|n

Sl il

50 4 . . . . . ‘
00 50 10,0 150 20,0 250 32,1

Figura 4.2 Cromatograma del hidrolizado obtenido tras someter a post-hidroélisis acida el
liquido directo del tratamiento con agua ultrapura a 200°C
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4.2.1.2.2 Hidrolizado liquido obtenido con disoluciones diluidas de &cidos sulfdrico y nitrico

En este conjunto de experimentos, el pH de los hidrolizados sufrié poca variacién con el
cambio de temperatura (pH 1,62-1,66 con H,SO, y 1,58-1,68 con HNQO3), posiblemente como
consecuencia de que este parametro fue fijado fundamentalmente por la incorporacion al medio
de protones procedentes del propio acido, y en menor medida, por la formacion, durante las
hidrolisis de estructuras biomasicas, de compuestos quimicos de carécter acido, como el &cido
acético. A pesar de las bajas concentraciones, los experimentos con acidos sulfarico y nitrico
diluidos (ambos 0,025 M) produjeron cambios sustanciales en la composicion de los
hidrolizados (Tablas 4.11 y 4.12), si los resultados se comparan con los obtenidos en los
experimentos realizados con agua ultrapura. Asi, las concentraciones y los rendimientos en D-
glucosa se incrementaron considerablemente, debido al mayor ataque sufrido por la fraccion
celuldsica del hueso, algo ya anunciado anteriormente por la Tabla 4.7. De esta manera, con
H,SO, a 220°C se alcanz6 un rendimiento de D-glucosa cercano al 3,6%, equivalente a una
concentracion de 6,5 g/L, mientras que con HNOs los resultados a la misma temperatura fueron
de 8,6 y 16,4 g/L (Tablas 4.11 y 4.13). La intensificacion del proceso hidrolitico sobre la
celulosa también se tradujo en un aumento de la concentracion y el rendimiento del inhibidor
fermentativo 5-HMF (hasta valores de 1,7 g/L y 0,95%, para H,SO,, y de 2,5 g/L y 1,3% para
HNO;). No hay que olvidar que este furano surge como consecuencia de la degradacion térmica
de la D-glucosa (Palmqvist y Hahn-Hé&gerdal, 2000b). El valor de 2,5 g/L de 5-HMF con HNO;
a 220°C puede traer consigo inhibicion microbiana si el hidrolizado se fermenta directamente.
Con relacion a los monémeros hemicelul6sicos (D-xilosa y D-galactosa), ambos tuvieron un
comportamiento similar al modificarse la temperatura, tanto en los experimentos con H,SO,
como con HNOs. Asi, para bajas temperaturas, los incrementos térmicos condujeron a aumentos
en la produccion de estos monosacaridos. Para severidades de pretratamiento intermedias se
maximizaron los rendimientos y, finalmente, para altas temperaturas, la tendencia fue de
descenso en los azlcares al incrementarse la temperatura. Esto Gltimo, seria consecuencia de los
procesos de degradacion térmica de carbohidratos. En la Tabla 4.12 se observa el mismo
comportamiento para azlcares reductores totales. Las cantidades maximas de D-xilosa y D-
galactosa se alcanzaron a 210°C trabajando con 4cido sulfdrico (33,6 g/L 6 18,1%, para el
primer producto, y 0,95 g/L 6 0,51%, para el segundo) y a 205°C operando con &cido nitrico
(18,9 g/L 6 10,3%, para el primer producto, y 0,7 g/L 6 0,38%, para el segundo).
Independientemente del tipo de acido usado, el rendimiento en oligosacaridos fue nulo en todo

el intervalo de temperaturas ensayado (Tabla 4.13).
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Tabla 4.11 Caracterizacion del liquido directo obtenido tras pretratamientos con acidos
sulfurico y nitrico. Concentraciones de monosacaridos y 5-hidroximetilfurfural

Concentracion, g/L

Medio T,°C logR, pH V,mL D-glucosa D-xilosa D-galactosa 5-HMF

H,SO, 200 3,46 1,66 265 0,80 21,66 0,67 0,80
205 3,62 1,63 275 1,94 27,67 0,84 0,96
210 3,77 1,62 270 3,49 33,59 0,95 1,46
220 4,04 1,63 275 6,50 18,60 0,68 1,73

HNO; 200 3,53 1,68 270 4,03 15,82 0,53 1,11
205 3,61 1,63 275 7,00 18,87 0,70 1,74
210 3,76 1,64 270 8,81 13,49 0,58 1,76
220 4,01 1,58 265 16,42 6,54 0,46 2,52

V: volumen.

Tabla 4.12 Caracterizacion (azucares reductores totales) de los hidrolizados obtenidos tras los
pretratamientos con acidos sulfurico y nitrico
Concentracion, g/L
Liquido directo  Aguas de lavado LD+AL  Post-hidrdlisis &cida

Medio T,°C (LD) (AL)

H,SO, 200 44,44 1,23 45,66 36,30
205 46,26 1,01 48,17 38,16
210 48,18 1,07 49,25 41,08
220 37,53 1,83 39,36 33,29

HNO; 200 28,01 8,23 36,24 27,12
205 37,15 8,48 45,63 38,16
210 41,55 9,74 51,29 36,67
220 38,65 9,73 48,38 35,93

Tabla 4.13 Caracterizacion del liquido directo obtenido tras pretratamientos con
acidos sulfarico y nitrico. Rendimientos en monosacéaridos, 5-HMF y oligosacéridos
(OLI)

Rendimiento, %
Medio T,°C D-glucosa D-xilosa D-galactosa 5-HMF OLlI

H,SO, 200 0,42 11,45 0,36 0,42 0,0
205 1,06 15,13 0,46 0,53 0,0
210 1,88 18,12 0,51 0,79 0,0
220 3,55 10,17 0,37 0,95 0,0
HNO; 200 2,18 8,54 0,29 0,60 0,0
205 3,83 10,32 0,38 0,95 0,0
210 4,73 7,24 0,31 0,94 0,0
220 8,60 3,42 0,24 1,32 0,0

En la Figura 4.3 se muestran los rendimientos en distintos productos en los hidrolizados
liquidos. Hay que sefialar que el pretratamiento con agua caliente a presion solo tiene interés si
se utiliza para mejorar una posterior etapa hidrolitica, ya que los rendimientos de monosacaridos
derivados de él son bajos. Sin embargo, los otros dos medios hidroliticos ensayados (H,SO, y

HNOs) son capaces de ofrecer hidrolizados lo bastante enriquecidos en azlcares simples como
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para plantear una etapa de tipo fermentativo, obviando pasos intermedios de hidrolisis y
contemplando, en todo caso, una detoxificacion para eliminar 5-HMF u otros inhibidores

fermentativos como el furfural o el 4cido acético.
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Figura4.3 Evolucion de los rendimientos en productos del hidrolizado con la
temperatura de proceso (A, agua; [, &cido sulfurico; @, acido nitrico)
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4.2.2 Optimizacion de la hidrolisis con acido sulfurico. Influencia de la temperatura y el tiempo
de hidrolisis

Con los experimentos recogidos en estas series experimentales (PT2 y PT3) se pretendid
analizar la capacidad del &cido sulfurico (0,010 y 0,025 M) para hidrolizar la fraccion
hemiceluldsica del hueso de aceituna, de forma que pudieran generarse hidrolizados ricos en D-
xilosa. Se sabe que algunas de las variables mas importantes que intervienen en la hidrolisis
acida de materiales lignoceluldsicos son la temperatura y el tiempo de reaccion, la
concentracion de acido y la relacion entre la carga de solido y el volumen de liquido en el
reactor (relacion solido/liquido). Las tres primeras variables fueron estudiadas en este apartado.
La velocidad de agitacién en el reactor y el volumen de liquido en su interior se mantuvieron
constantes en valores de 250 rpm y 300 mL, respectivamente. Se plantearon dos disefios
experimentales (PT2 y PT3) basados en el desarrollo de un disefio ortogonal del tipo 2% es
decir, en el que dos factores (o variables) se modificaron simultdneamente a dos niveles. Los
dos disefios fueron idénticos (tal y como se observa en la Tabla 4.14 y la Figura 4.4) en cuanto a
las coordenadas “temperatura—tiempo”, pero cada disefio incorpord una concentracion diferente
de &cido sulfurico: 0,010 M en PT2y 0,025 M en PT3.

Tabla 4.14 Disefio experimental en las series PT2 y PT3

Valores codificados Valores reales
X T Xoo t T,°C t, min
0 -1,4 172 5
-1 -1 180 2
1 -1 180 8
-1,4 0 200 0,76
0 0 200 5
14 0 200 9,24
-1 1 220 2
1 1 220 8
0 14 228 5

89



Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con
Pachysolen tannophilus

2280C, 5 min (0, +1,4)

|
|
220°C, 2 min : 220°C, 8 min
(-1,+1) I (+1,+1)
I
200°C, 5 min (0, 0)

200°C, 0,76 min 200°C, 9,24 min
('1141 O) (+1I4l O)

180°C, 8 min
(+1I '1)

180°C, 2 min
('11 '1)

1729C, 5 min (0,-1,4)

Figura 4.4 Disefio factorial, series PT2 y PT3

4.2.2.1 Caracterizacion del residuo solido para la serie PT2

Tras llevar a cabo los ensayos del disefio experimental PT2 (H,SO, 0,010 M), el residuo
solido se caracteriz6 y los valores obtenidos se muestran en la Tabla 4.15. El porcentaje de
recuperacion de sélido, tras los pretratamientos (RS), estuvo fuertemente influenciado por la
temperatura y los tiempos de reaccion. Como es logico, el parametro descendié a medida que
aumentaron las severidades de tratamiento. Para un mismo tiempo de operacion, RS descendid
al elevarse T (86,5, 62,8 y 56,5% en los experimentos 1, 5, 6, 7 y 11). Para una misma
temperatura de hidrdlisis, RS descendi6 al aumentar t (67,6, 62,8 y 60,5% en los experimentos
4,5, 6, 7y 8). De este modo, RS alcanzé el valor méaximo (86,5%) y minimo (56,5%) en los
experimentos 1 (172°C, 5 min) y 11 (228°C, 5 min) respectivamente.

Tabla 4.15 Porcentaje de recuperacion y composicion de los sélidos obtenidos en la serie
PT2
Experimento T, °C t, min RS, % HEM, % CEL, % LAI %

1 172 5 86,5 23,1 32,0 30,0
2 180 2 83,0 16,7 33,4 32,9
3 180 8 73,6 7,1 37,9 354
4 200 0,76 67,6 2,3 32,8 40,9
56,7 200 5 62,8+0,7 0,0+0,0 34,1£1,2 42,3+3,8
8 200 9,24 60,5 0,0 38,6 42,1
9 220 2 58,5 0,0 34,4 43,3
10 220 8 56,8 0,0 33,0 45,0
11 228 5 56,5 0,0 251 48,6

90



4. Resultados y discusion

Con relacién a la fraccion hemiceluldsica, la hidrolisis &cida provocd una fuerte
despolimerizacion, completada a partir del experimento 5 (Tabla 4.15). El contenido de
celulosa, en un primer momento, se increment6 con el aumento de temperatura, hasta alcanzar
un valor méaximo del 38,6% (200°C-9,24 min), para después iniciar un descenso desde el citado
valor hasta un 25,1% (ensayo realizado a 228°C durante 5 minutos).

La lignina 4cido insoluble se incrementd constantemente (desde el 30 al 48,6%) al analizar
los experimentos desde el 1 al 11. Esto fue consecuencia del caracter insoluble de esta fraccién
en medio &cido. Una consecuencia de lo anterior es que los experimentos realizados a mayor

temperatura generaron residuos solidos con porcentajes de lignina muy elevados.

A los datos contenidos en la Tabla 4.15 se les aplicé un analisis estadistico basado en el
método ANOVA. Para ello, fue empleado el programa MODDE 6.0, y asi pudieron obtenerse
ecuaciones polinomiales de ajuste de los porcentajes de recuperacion de sélido (RS), celulosa
(CEL) v lignina &cido insoluble (LAI) en funcién de la temperatura y el tiempo de operacion
(Tabla 4.16). La significacion estadistica de cada término que particip6 en la configuracion de
los modelos matematicos cumplié con la condicion ‘p-value < 0,05’, y se muestra en la Tabla
4.16. En el caso de RS, la temperatura (Xt) tuvo el mayor efecto sobre la recuperacion de sélido,
seguida por el tiempo de reaccion (X,). El coeficiente de determinacion del modelo matematico
para RS (R? = 0,999) vino a indicar que el modelo es capaz de explicar el 99,9% de la variacion
de resultados. El valor de R%juswdo fue del 99,6%. Para el porcentaje de celulosa (CEL), el
modelo de ajuste propuesto se construy con tres términos (X1, X; y X12), ya que los restantes (X;
- Xy X£) no fueron estadisticamente significativos. Los valores de R* y Rjustag0 fueron de 0,908
y 0,862, respectivamente. Hay que indicar que este modelo se obtuvo sin tener en cuenta el dato
de CEL asociado al ensayo nimero 9. Finalmente, el porcentaje de lignina acido insoluble del

residuo sélido (LAI) s6lo fue funcion de la temperatura.
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Tabla 4.16 Efecto estimado (EE), errores estandar (ES) y nivel de significacion (p) para los
modelos de ajuste de los porcentajes de recuperacion de solido (RS), de celulosa (CEL) y de
lignina acido insoluble (LAI) en los huesos pretratados de aceituna serie (PT2)

Respuesta Términos modelo EE ES p-valor (Prob > F)

RS, % Constante 37,22 +0,29 0,0000
X7 10,46 +0,18 0,0000
X 2,63 +0,18 0,0000
X7 Xt —4,42 +0,21 0,0000
Xy X -0,67 +0,21 0,0253
X7 % -1,94 +0,25 0,0006
R? 0,999
Rzaiustado 01996

CEL, % Constante 34,96 + 0,58 0,0000
X7 -2,61 +0,53 0,0026
X 2,31 +0,53 0,0047
X7 Xt -2,83 + 0,56 0,0023
R? 0,908
Rzaiustado 01862

LAI, % Constante 40,46 + 0,69 0,0000
Xr 5,79 +0,81 0,0000
R 0,851

Rzajustado 01835

Xr: temperatura (forma codificada), X: tiempo (forma codificada). El nivel de significacion fue definido
como p <0,05.

En las Figuras 4.5 y 4.6 se incorporan las superficies de respuesta calculadas por MODDE

6.0 de acuerdo a los modelos de ajuste para los porcentajes de RS y CEL.
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Figura 4.5 Superficie de respuesta para el porcentaje de recuperacion de sélido en la serie PT2
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Figura 4.6 Superficie de respuesta para el porcentaje de celulosa en la serie PT2

4.2.2.2 Caracterizacion del hidrolizado liquido para la serie PT2

A partir del analisis de los datos de composicién de los hidrolizados liquidos obtenidos en la
serie PT2 usando H,SO, 0,010 M (Tabla 4.17) se dedujo, por un lado, que D-xilosa fue el
monosacéarido hemiceluldsico mas abundante en la fase liquida y, por otro, que el rendimiento
de este carbohidrato estuvo fuertemente condicionado por las condiciones de operacion. La
mayor produccion de D-xilosa (20,0 g/100 g materia prima) fue alcanzada con tratamientos
efectuados a media temperatura (200°C-5 min), ya que a temperaturas superiores el rendimiento
de la pentosa decrecié como consecuencia de procesos de degradacién térmica. Este mismo
comportamiento fue observado para L-arabinosa y D-galactosa, aunque las producciones de
estos compuestos fueron sensiblemente inferiores y alcanzaron sus maximos a distintas
condiciones de temperatura y tiempo (1,0 g L-arabinosa/100 g hueso a 200°C-0,76 min y 0,54 g
D-galactosa/100 g hueso a 200°C-5 min). La concentracion de acido acético en los hidrolizados
se incremento6 con el aumento de temperatura, de manera que los rendimientos en este producto
ascendieron desde el 1,4 hasta el 5,8% cuando la temperatura se elevo desde 180°C hasta 220°C.
Por otro lado, a partir de 220°C el rendimiento de D-glucosa aumentd continuamente con los
incrementos de severidad de los pretratamientos. Asi, hasta las condiciones 200°C-9,24 min no
se detectd produccion de D-glucosa. Sin embargo, a 220°C-8 min el rendimiento fue de 1,4
0/100 g hueso, y a 228°C-5 min se consiguieron 1,6 g de hexosa por cada 100 g de materia
prima. En estas ultimas condiciones también fue significativa la aparicion del inhibidor
fermentativo 5-HMF (1,1 g/100 g endocarpios de aceituna).
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Tabla 4.17 Rendimiento de productos (g/100 g material prima) en los hidrolizados liquidos de

la serie PT2

Experimento 1 2 3 4 56,7 8 9 10 11
T,°C 172 180 180 200 200 200 220 220 228
t, min 5 2 8 0,76 5 9,24 2 8 5
XIL 11 15 55 104 200+16 139 8§22 4,6 2,8
ARA 0,92 081 0,77 10 090+006 032 043 021 0,12
GAL 0,11 0,14 025 0,34 054+007 042 024 023 0,17
GLU 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0+0,0 00 0,24 1,4 1,6
ACE 2,5 1,4 2,7 3,4 35+0,2 4,1 4,6 5,8 53
HMF 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0+0,0 0,03 010 080 11

XIL: D-xilosa, ARA: L-arabinosa, GAL: D-galactosa, GLU: D-glucosa, ACE: &cido acético,

HMF: 5-hidroximetilfurfural.

A partir de los datos contenidos en la Tabla 4.17, se determinaron sendas ecuaciones

polinomiales para el ajuste de los rendimientos de D-xilosa (Yx, %), L-arabinosa (Y ara, %),

D-galactosa (YgaL, %) Yy acido acético (Y ace, %). Los modelos matematicos fueron validados
mediante el test ANOVA usando el programa informatico MODDE 6.0 (Tabla 4.18).

Tabla 4.18 Efecto estimado (EE), errores estandar (ES) y nivel de significacion (p) para los
modelos de ajuste de los rendimiento de D-xilosa (Y., %), L-arabinosa (Yara, %) Yy acido
acético (Yace, %) en los hidrolizados liquidos de la serie PT2

Respuesta Términos modelo EE ES p-valor (Prob > F)

Yxi, % Constante 20,04 + 1,08 0,0000
Xt 1,03 + 0,66 0,1820
X 0,68 + 0,66 0,3509
X7+ Xy -9,58 +0,79 0,0000
Xi+ X —4,48 +0,79 0,0024
X7+ X -1,92 +0,94 0,0960
R? 0,970
Rzajustado 01939

Y ara, %0 Constante 0,78 +0,07 0,0000
Xt -0,26 + 0,06 0,0024
X -0,15 + 0,06 0,0296
X7 X -0,16 + 0,06 0,0408
R? 0,833
Rzajustado 01762

Y ace, % Constante 3,67 +0,12 0,0000
Xt 1,27 +0,14 0,0000
X 0,42 +0,14 0,0134
R? 0,925
Rzajustado 01906

Xt: temperatura (forma codificada), X;: tiempo (forma codificada). El nivel de significacion fue definido

como p <0,05.

La Figura 4.7 muestra la superficie de respuesta calculada por el modelo matematico para el

rendimiento en D-xilosa. Aplicando la condicién de maximo de una funcion a [Yyx, = 20,0438 +

(1,0277- X;) + (0,6823- X) — (9,5813 X -

X7) — (4,4798 X -

X) — (1,92 X7 - X)] se
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determinarian los valores de temperatura y tiempo que maximizan Yy,_. Los valores generados
a partir del modelo fueron de 201°C y 5,2 minutos, con una produccién de D-xilosa de 20,1+2,8

g por cada 100 g de materia prima.
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Figura 4.7 Superficie de respuesta para el rendimiento de D-xilosa en la serie PT2

Para confirmar la validez del modelo de Yy, se llevd a cabo un nuevo experimento a 201°C-
5,2 min. El rendimiento experimental de pentosa fue del 17,8%, lo cual concuerda con los

valores predichos matematicamente con un nivel de confianza del 95%.

4.2.2.3 Caracterizacion del residuo sélido para la serie PT3

Tras llevar a cabo los pretratamientos con &cido sulfarico 0,025 M (Figura 4.4), el contenido
del reactor se filtr, lavandose el residuo solido con abundante agua para garantizar su limpieza.
Posteriormente, este sélido fue pesado, con objeto de calcular el porcentaje de recuperacion de
solido (RS), y caracterizado en términos de hemicelulosa (HEM), celulosa (CEL) y lignina
acido insoluble (LAI), Tabla 4.19.

Tabla 4.19 Porcentaje de recuperacion y composicion de los sélidos obtenidos en la serie
PT3
Experimento T, °C t, min RS, % HEM, % CEL, % LAI, %

1 172 5 76,9 14,7 33,8 34,7
2 180 2 75,2 111 32,5 38,0
3 180 8 66,1 14 41,6 38,4
4 200 0,76 61,9 0,5 33,4 43,4
56,7 200 5 57,7¢1,1  0,0+0,0 38,2+0,6 43,3+11
8 200 9,24 55,1 0,0 38,5 43,2
9 220 2 48,3 0,0 20,1 55,5
10 220 8 44,7 0,0 17,4 56,8
11 228 5 41,0 0,0 2,2 66,4
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El porcentaje de solido recuperado tras las hidrélisis de la serie PT3 descendid, desde 76,9
hasta 41,0%, a medida que se incrementd la temperatura del pretratamiento, desde 172°C hasta
228°C. Para una misma temperatura, el incremento de los tiempos de reaccion también ocasiond
un descenso del pardmetro estudiado. Asi, por ejemplo, a 200°C el aumento del tiempo de
hidrélisis (0,76, 5 y 9,24 min) provocé un descenso en RS (61,9, 57,7 y 55,1%,
respectivamente). Si se comparan los valores de RS de las Tablas 4.15 y 4.19 se puede deducir
gue el aumento de la concentracion de &cido sulfirico (desde 0,010 a 0,025 M) provocod
descenso en RS, ya que para cualquier pareja de valores temperatura-tiempo el porcentaje de
solido recuperado a 0,010 M (Tabla 4.15) fue superior al obtenido a 0,025 M (Tabla 4.19)

Las pérdidas de peso de solido, durante los pretratamientos, se produjeron mayoritariamente
como consecuencia de la intensa despolimerizacion de la fraccion hemicelul6sica, reaccion que
se incrementd con los aumentos de temperatura y tiempo de reaccion. Asi, los porcentajes de
heteropolimero en el sélido, tras los pretratamientos, oscilaron entre el 14,7% para las
condiciones de operacion mas suaves (172°C-5 min), y el 0% a partir de los experimentos

realizados a 200°C-5 min.

Con relacion a la fraccion celuldsica del hueso de aceituna, el porcentaje de polimero en los
solidos pretratados describié un comportamiento complejo al incrementarse las severidades de
las hidrolisis. Asi, en los experimentos del 1 al 3 la tendencia fue de incremento de CEL con el
incremento de severidad (a 180°C-8 min se alcanz6 el maximo porcentaje de celulosa, 41,6%).
Esto podria ser explicado por la fuerte pérdida de hemicelulosa en esos ensayos, lo que debe
provocar un incremento del porcentaje de toda fraccion no transformada en esas condiciones.
Posteriormente, en los experimentos del 3 al 8 se observd, en general, un mantenimiento del
parametro estudiado (CEL alrededor del 38%). Finalmente, en los ensayos del 8 al 11 (los
realizados a mas altas temperaturas) el porcentaje de celulosa descendi6 drasticamente (CEL =
2,2% para 228°C-5 min).

La alta solubilizacion de hemicelulosa, bajo todas las condiciones de pretratamiento
ensayadas, y la significativa solubilizacion de celulosa en los experimentos llevados a cabo por
encima de 200°C, dieron lugar a so6lidos pretratados con altos porcentajes de lignina, en los
cuales el valor de LAI lleg6 a superar el 55%, e incluso a alcanzar el 66,4% para el ensayo a
228°C-5 min. (Tabla 4.19). Si los valores finales de LAI se refieren al contenido inicial de
lignina en el hueso (para ello se multiplicarian los datos de RS y LAI de la Tabla 4.19) podria
comprobarse que los valores calculados (entre 25,0 y 28,6%) son inferiores al valor de LAl en la

materia prima (33,3%).
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Al comparar los resultados de las columnas “HEM” y “LAI”, de las Tablas 4.15 y 4.19, se
comprobd cémo, en general, el incremento de la concentracion de &cido sulfurico (desde 0,010
hasta 0,025 M) se tradujo, a iguales condiciones temperatura-tiempo, en reducciones de los
porcentaje de hemicelulosa e incrementos en los de lignina. En el caso de la celulosa, el
incremento de acido condujo a un porcentaje maximo algo mas elevado (41,6 frente a 38,6%), y
a procesos de hidrélisis del polimero més intensos a altas temperaturas.

A partir del analisis de los datos contenidos en la Tabla 4.20, pudieron obtenerse varias
ecuaciones polinomiales para el ajuste de los porcentajes de recuperacion de sélido (RS), de
celulosa (CEL) y lignina acido insoluble (LAI) en los materiales pretratados en funcién de las
variables estudiadas: temperatura y tiempo de operacién. El andlisis fue validado mediante el
método estadistico ANOVA aplicando el programa MODDE 6.0 (Tabla 4.20).

Tabla 4.20 Efecto estimado (EE), errores estdndar (ES) y nivel de significacion (p) para los
modelos de ajuste de los porcentajes de recuperacion de sélido (RS), de celulosa (CEL) y de
lignina &cido insoluble (LAI) en los huesos pretratados de aceituna (Serie PT3)

Respuesta Términos modelo EE ES p-valor (Prob > F)

RS, % Constante 58,38 +0,29 0,0000
Xt -12,37 +0,35 0,0000
Xt -2,80 +0,35 0,0000
Xy Xy 1,37 +0,49 0,0266
R’ 0,995
Rzajustado 01993

CEL, % Constante 37,38 +0,67 0,0000
Xt -10,16 +0,56 0,0000
X 1,70 +0,56 0,0237
Xt Xy -9,63 + 0,64 0,0000
Xy Xy 2,96 +0,80 0,0099
R’ 0,990
Rzajustado 01983

LAI % Constante 43,98 + 0,69 0,0000
Xt 10,10 +0,58 0,0000
Xt Xy 3,24 +0,66 0,0012
R 0,976

Rzajustado 01970

Xt: temperatura (forma codificada), X;: tiempo (forma codificada). El nivel de significacion fue definido
como p < 0.05.

Respecto al porcentaje de recuperacion de sélido (RS), la significacion estadistica de cada
término que participo en la configuracion del modelo matematico (p-value < 0.05) se muestra en
la Tabla 4.20. La temperatura (Xy) tuvo el mayor efecto sobre RS, seguido por el tiempo de

reaccion (X;) y por el producto Xt - X;. El coeficiente de determinacion del modelo matematico
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para RS (R? = 0,995) vino a indicar que el modelo es capaz de explicar el 99,5% de la variacion
de resultados. El valor de R%usado fue del 99,3%.

Tal y como se muestra en la Figura 4.8, el valor de la respuesta para el modelo de ajuste de
RS oscilo, aproximadamente, entre el 45 y el 75%. Estos valores son del mismo orden de los
publicados por Ballesteros et al. (2001) en un articulo donde determina valores de RS cercanos
al 45% cuando huesos de aceituna fueron pretratados a 210°C-4 min con la técnica de explosion
de vapor catalizada con acido sulfdrico. En esta Tesis, el modelo matemético predice un
porcentaje de recuperacion de solido del 52,9% usando las mismas condiciones de temperatura

y tiempo.

n ABILANELAN
ANNLE %4 %
N ‘:“'—:\"\\\:t“ I ‘-:}‘

Figura 4.8 Superficie de respuesta para la recuperacion de sélido en la serie PT3

El contenido de celulosa en los solidos pretratados (CEL) pudo ser descrito,
matematicamente, en funcion de las variables tiempo y temperatura (Tabla 4.20); la superficie
de respuesta derivada del modelo matemético se muestra en la Figura 4.9. El coeficiente de
determinacion del modelo matemético para CEL (R* = 0,990) indica que el modelo es capaz de
explicar el 99,0% de la variacion de resultados. El valor de Rzajustado fue del 98,3%. El porcentaje
de celulosa pretratada, segin el modelo matematico, alcanza su maximo valor (43,6%)
trabajando a bajas temperaturas (186°C) durante tiempos prolongados (8 min). Los valores de
EE (efecto estimado) de la Tabla 4.20 prueban que la temperatura tuvo una influencia mayor,
sobre CEL, que el tiempo de operacion. Finalmente, el porcentaje de lignina cido insoluble
pudo ser descrito como una funcion simple de la temperatura [LAI = 43,9751 + (10,1018 -X;) +
(3,2398-X9)].
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Figura 4.9 Superficie de respuesta para el porcentaje de celulosa en la serie PT3

4.2.2.4 Caracterizacion del hidrolizado liquido en la serie PT3

La mayor produccién de D-xilosa en los experimentos realizados con H,SO, 0,025 M (20,5
0/100 g materia prima) fue alcanzada con tratamientos efectuados a media temperatura (200°C-5
min), ya que a temperaturas superiores el rendimiento de la pentosa decrecié como
consecuencia de procesos de degradacion térmica (Tabla 4.21). Este mismo comportamiento, de
los rendimientos frente a la temperatura, fue observado con L-arabinosa y D-galactosa, aunque
para estos compuestos las producciones fueron sensiblemente inferiores y alcanzaron sus
maximos a distintas condiciones de temperatura y tiempo (1,2 g L-arabinosa/100 g hueso a
180°C-2 min y 0,53 g D-galactosa/100 g hueso a 200°C-0,76 min). La concentracion de &cido
acético en los hidrolizados se incrementd continuamente con el aumento de temperatura, de
manera que los rendimientos en este producto ascendieron desde el 0,8 hasta el 5,5% cuando la
temperatura se elevé desde 172°C hasta 228°C. El ultimo porcentaje implico una pérdida total
de los grupos acetilo existentes en la matriz de hemicelulosa sélida del hueso de aceituna. Por
otro lado, el rendimiento de D-glucosa aument6 continuamente con los incrementos de
severidad de los pretratamientos. Asi, hasta las condiciones 180°C-2 min no se detectd
produccion de D-glucosa. Sin embargo, a 200°C-5 min el rendimiento fue de 1,19 g/100 g
hueso, y a 228°C-5 min se consiguieron més de 11 g de hexosa por cada 100 g de materia prima.
En estas ultimas condiciones también fue significativa la aparicion del inhibidor fermentativo 5-

HMF (1,6 g/100 g endocarpios de aceituna).
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Tabla 4.21 Rendimiento de productos (g/100 g material prima) en los hidrolizados liquidos de

la serie PT3

Experimento 1 2 3 4 56,7 8 9 10 11
T,°C 172 180 180 200 200 200 220 220 228
t, min 5 2 8 0,76 5 9,24 2 8 5
XIL 104 118 161 169 205+11 11,7 10,0 3,0 13
ARA 1,0 12 047 087 0,72+003 019 021 018 0,03
GAL 041 052 040 053 052+001 037 027 018 0,12
GLU 0,0 00 013 014 119+011 18 6,8 83 111
ACE 081 086 21 24 322+046 41 4,0 5,0 55
HMF 0,0 0,0 0,0 0,0 00+00 003 067 16 1,6

XIL: D-xilosa, ARA: L-arabinosa, GAL: D-galactosa, GLU: D-glucosa, ACE: acido acético,
HMF: 5-hidroximetilfurfural.

A partir de los datos contenidos en la Tabla 4.22, se determinaron las ecuaciones

polinomiales para el ajuste de los rendimientos de D-xilosa (Yx, %), L-arabinosa (Y ara, %),

D-glucosa (YgLu, %) y acido acético (Y ace, %). En el caso de D-galactosa no se ha considerado

el tratamiento estadistico puesto que los rendimientos alcanzados fueron muy pequefios,

inferiores a 0,55 g D-galactosa/100 g hueso. Los modelos matematicos fueron validados
mediante el test ANOVA usando el programa informatico MODDE 6.0 (Tabla 4.22). Los cuatro

modelos obtenidos fueron estadisticamente significativos.

Tabla 4.22 Efecto estimado (EE), errores estdndar (ES) y nivel de significacion (p) para los
modelos de ajuste de los rendimiento de D-xilosa (Yx, %), L-arabinosa (Y ara, %), D-glucosa
(YgLu, %) y acido acético (Y ace, %) en los hidrolizados liquidos de la serie PT3

Respuesta Términos modelo EE ES p-valor (Prob > F)

Yy, % Constante 20,5066 +0,6183 0,0000
X7 -3,4770 +0,3786 0,0003
Xq —1,2452 + 0,3786 0,0217
X7 Xt —7,2816 + 0,4507 0,0000
Xi - Xy —3,0553 + 0,4507 0,0011
X7 % -2,8175 + 0,5354 0,0033
R 0,987
Rzajustado 01975

Y ara, %0 Constante 0,7227 +0,0252 0,0000
X7 —0,3369 +0,0154 0,0000
X -0,2172 +0,0154 0,0000
X7 Xt —0,0984 +0,0184 0,0030
Xi+ X -0,1006 +0,0184 0,0028
Xr+ X 0,1733 +0,0218 0,0005
R 0,994
Rzaiustado 01987

YeLu, % Constante 1,2147 +0,1789 0,0003
X7 3,8375 + 0,1505 0,0000
X 0,5038 +0,1505 0,0123
X7 Xt 2,3123 +0,1713 0,0000
R 0,992
Rzaiustado 01988
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Tabla 4.22 (continuacion)

Y ace, % Constante 3,1259 +0,0854 0,0000
X 15778  +0,1001  0,0000
X 0,5816 +0,1001 0,0004
R? 0,972

Rzajustado 01966

Xt: temperatura (forma codificada), X;: tiempo (forma codificada). El nivel de significacion fue definido
como p <0,05.

Para el modelo de ajuste de Yy, el valor de R? (bondad de ajuste) fue 0,987. Este

coeficiente de determinacion indic6 que el modelo es capaz de explicar el 98,7% de la variacion
del rendimiento de D-xilosa dentro de la region de temperaturas y tiempos estudiada, mientras
que el 1,3% restante seria explicado por los residuos. El valor del estadistico F (77,67) y del
valor de p (<0,001) demostrd que la regresion fue estadisticamente significativa.
Las ecuaciones para los rendimientos Yy, Y Yara incorporaron los términos lineales para las
dos variables estudiadas (Xr y X, dos términos cuadréaticos (Xt y XZ) y un término de
interaccién temperatura-tiempo (Xt - X;). EI modelo matematico que describi6 Yg y dentro de la
region T-t analizada fue una funcién con dos términos lineales (para T y t) y un término
cuadratico para la temperatura (Xt - X1). Finalmente, Y ace fue funcién lineal de la temperatura y
el tiempo (Tabla 4.19).

La Figura 4.7 muestra la superficie de respuesta predicha por el modelo matemaético para el
rendimiento de D-xilosa. Aplicando la condicion de maximo de una funcién a [Yx, = 20,5066 —
(3,4770- X1) — (1,2452- X)) — (7,2816- X1 - X1) — (3,0553- X; - X)) — (2,8175- X - XJ)] se
determinarian los valores de temperatura y tiempo que maximizan Yy, . Los valores generados a
partir del modelo fueron de 195°C y 5 minutos, con una produccion de D-xilosa de 20,9+1,6 ¢
por cada 100 g de materia prima, lo que equivale a una recuperacién del 89,3% de la pentosa

contenida en los endocarpios de la aceituna.
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5% o

Figura 4.10 Superficie de respuesta para el rendimiento de D-xilosa en la serie PT3

Al analizar el modelo matematico asociado a Yara Se comprobd que el mayor rendimiento
de L-arabinosa (1,3 g/100 g de materia prima) fue alcanzado con severidades de pretratamiento
(180°C-2 min) inferiores a aquellas que maximizaron la produccion de D-xilosa. Esto podria ser
explicado teniendo en cuenta que las cadenas de hemicelulosa no se hidrolizan uniformemente;
es decir, existen puntos dentro del polimero con diferentes reactividades frente al acido
sulfarico, y los mondémeros de arabinosa ocuparian posiciones mas reactivas. Ademas, tal y
como se ha mencionado en la literatura cientifica (Lenihan et al., 2010), L-arabinosa es mas
inestable, térmicamente, que D-xilosa. En relacién al rendimiento de D-glucosa, la temperatura
mostrd el efecto positivo mas fuerte, mientras que el tiempo de operacion tuvo un efecto
igualmente positivo, pero menos importante. Los mayores incrementos en Ygy fueron
obtenidos con temperaturas superiores a 210°C, niveles térmicos que, tal y como se vio en la
Figura 4.6, provocaron una fuerte despolimerizacion de la celulosa. Finalmente, los incrementos
del rendimiento de acido acético fueron obtenidos por aumento tanto de la temperatura como del
tiempo de operacion, de manera que el modelo predice maximos de 5,3 g de producto por cada
100 g de hueso a 220°C-8 min.

Los modelos matematicos polinomiales para la serie PT3 mostraron que las condiciones de
195°C-5 minutos logran combinar altos rendimientos de D-xilosa con bajos de L-arabinosa
(0,80 g/100 g hueso), D-glucosa (0,40 g/100 g hueso) y acido acético (2,7 g/100 g hueso).
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Para confirmar la validez del modelo de Yy, se llevo a cabo un nuevo experimento a 195°C-5
min. El rendimiento experimental de pentosa fue del 19,6%, lo cual concuerda con los valores
predichos mateméaticamente con un nivel de confianza del 95%.

Los resultados aqui obtenidos (89,3% de extraccion de D-xilosa) estdn en consonancia con
datos previamente publicados. Asi, Torget et al. (1990) y Karimi et al. (2006) obtuvieron
hidrolizados ricos en azucares hemicelulésicos (92,0 y 80,8% de extraccion de D-xilosa,
respectivamente) cuando paja de arroz que fue tratada a 201°C durante 10 minutos con &cido
sulfarico de concentracion 0,5%. Por otro lado, Sanchez et al. (2004) estudiaron la hidro6lisis
acida (H,S04-0,025 M) de la hemicelulosa del cultivo herbaceo Paja Brava, y determinaron que
la maxima recuperacion de D-xilosa (alrededor del 80%) se logré trabajando a 190°C durante 5

minutos.

Finalmente, para comparar los datos de rendimiento de D-xilosa en las series PT2 y PT3 se
incorporan las Figuras 4.11 y 4.12; es decir, graficos de contorno que describen la produccién
de pentosa en funcion de la temperatura y el tiempo de hidrolisis. En ambos casos, se observa
como la zona de 6ptimo corresponde a una regién muy concreta de condiciones operativas, de
tal forma que las temperaturas y los tiempos de reaccion por encima y debajo de la zona de
Optimo llevan a répidas caidas de rendimientos. La modificacion de temperatura ejerce un efecto
mas intenso sobre Yy, que el cambio de los tiempos de hidrolisis. En este tipo de gréaficos es
caracteristica la inclinacion que ofrecen las elipses de iso-rendimiento, lo que indica que, ante
un descenso de tiempo, la produccion de D-xilosa sélo se mantendria realizando un aumento de

temperatura.

Tiempo (min)

180 190 200 210 220

Temperatura (°C)

Figura 4.11 Gréfico de contorno. Influencia de T y t en el rendimiento de D-xilosa para la serie
PT2

103



Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con
Pachysolen tannophilus

Tiempo (min)

180 190 200 210 220

Temperatura (°C)

Figura 4.12 Grafico de contorno. Influencia de T y t en el rendimiento de D-xilosa para la serie
PT3

4.2.3 Optimizacion de la hidrolisis con cido sulfarico. Influencia de la concentracion de &cido
y la carga de hueso (PT4)

En el apartado 4.2.2 se han obtenido las condiciones que maximizan la produccion de D-
xilosa trabajando, a altas temperaturas, con endocarpios de aceituna y disoluciones diluidas de
acido sulfarico. La relacion Solido/Liquido (S/L) empleada en dichos experimentos se mantuvo
constante en un valor 1/6 (p/v); en concreto, se utilizaron 50 g de hueso seco y 300 mL de
disolucidn. Es evidente que el aumento de la relacion S/L puede ser interesante, siempre que se
mantengan los rendimientos del producto deseado (en este caso, D-xilosa), ya que entonces se
incrementaria su concentracion en el hidrolizado. En este apartado se estudia como afecta la
carga de hueso al proceso de pretratamiento acido. Para ello, se plante6 un disefio experimental
(PT4) con 11 ensayos de hidrolisis en los que se modificaron, a dos niveles, tanto la carga de
hueso alimentada al reactor (Ps, 0 X;) como la concentracién de acido sulfurico de la disolucion
(Ca, 0 X,). En la Figura 4.13 aparece el disefio factorial. Entre paréntesis se indican los valores
codificados (Xy, X,) de las dos variables a estudiar (por ejemplo, “0,0” para el punto central del
disefio; es decir, la prueba se realiza, por triplicado, con carga de hueso igual a 100 g y con
concentracion de &cido sulfarico 0,020 M). El punto de coordenadas (-1,-1) de esta serie
coincide con las condiciones marcadas por el punto central (0,0) en la serie PT2. Por tanto, la
temperatura méxima de reaccion (T) y el tiempo al que se ésta se mantiene (t) se fijaron en
200°C y 5 minutos, que son condiciones practicamente coincidentes con las que maximizan la
D-xilosa en los tratamientos de la serie PT2 (201°C y 5,2 min, segun el Apartado 4.2.2.2). El

volumen de hidrolizado se mantuvo constante en 300 mL.
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170,7 g, 0,020 M (0, +1,4)

|
|
I
150 g, 0,010 M : 150 g, 0,030 M
(_1'+1) | (+1l+1)
|
|

100 g, 0,020 M (0, 0)

100 g, 0,006 M 100 g, 0,034 M
('1l4r O) (+1I4I 0)

50g, 0,010 M
('11 '1)

50g, 0,030 M
(+1,-1)

29,3g,0,020 M (0,-1,4)

Figura 4.13 Disefio factorial para la serie PT4

4.2.3.1 Caracterizacion del residuo sélido

Los residuos sélidos generados en la serie PT4 fueron secados, pesados y caracterizados con
el fin de determinar los porcentajes de recuperacién de sélido, hemicelulosa, celulosa y lignina
acido insoluble (Tabla 4.23). El analisis estadistico mediante MODDE 6.0 s6lo pudo ser

aplicado sobre el porcentaje de recuperacion de sélido (RS).

Tabla 4.23 Porcentaje de recuperacién y composicion de los sélidos obtenidos en la serie
PT4
Experimento  Ps, g Ca M RS, % HEM, % CEL, % LAI, %

1 29,3 0,02 54,1 0,0 40,8 45,1
2 50 0,01 62,8 0,0 34,1 42,3
3 50 0,03 54,7 0,6 34,9 43,8
4 100 0,006 67,5 0,0 35,3 40,7
56,7 100 0,02 64,4+1,3 0,0+£0,0 35,6+2,4 40,3+0,8
8 100 0,034 60,2 0,0 33,0 45,6
9 150 0,01 69,0 0,0 20,1 55,5
10 150 0,03 66,6 0,0 34,3 40,5
11 170,7 0,02 69,2 0,0 33,1 40,1

El porcentaje de sélido solubilizado durante los tratamientos &cidos dependid, tal y como se
discutio en el Apartado 4.2.2, de la temperatura y el tiempo de reaccién; pero igualmente
importantes fueron otras variables para explicar las reducciones de peso de los sélidos durante
las hidrolisis. Si se modifica la carga de solido en el reactor (Ps) y la concentracion de acido

(Ca), manteniendo fijas la temperatura y el tiempo de reaccion, es légico pensar que los
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porcentajes de sélido transferidos a la fase liquida se incrementaran al disminuir Ps y aumentar
Ca, Ya que al bajar la ratio (peso sélido/peso &cido) quedard disponible mayor cantidad de
catalizador, a mayor concentracion, para hidrolizar sustrato. Esto es lo que observa en la Tabla
4.23 y en la Figura 5.10, donde se comprueba la tendencia a la disminucién del porcentaje de
solido solubilizado con el incremento de la carga de endocarpios (45,9% para 29,3 g-0,020 M;
35,6% para 100 g-0,020 M; 30,8% para 170,7 g-0,020 M) y la del aumento del pardmetro
cuando, manteniendo la carga de sélido constante, se eleva la concentracion de acido (37,2%
para 50 g-0,010 M y 45,3% para 50 g-0,030 M), Figura 4.14.

60

40 -
20

LTI

29,3g 50g¢ 509 100g 100g 100g 150g 150g 170,7g
0,020 M 0,010 M 0,030 M 0,006 M 0,020 M 0,034 M 0,010 M 0,030 M 0,020 M

Condiciones de las hidrdlisis acidas (P, y C,)

Solido solubilizado (%)

Figura 4.14 Porcentaje de solido solubilizado, PT4

El andlisis de varianza (ANOVA) que surgi6 al aplicar los datos de recuperacion de sélido
(RS) contenidos en la Tabla 4.23 al programa MODDE 6.0 permiti6 establecer el efecto de las
variables Ps y Ca (Xps Y Xca en forma codificada) sobre dicho parametro. Asi se obtuvieron los
datos de la Tabla 4.24.

Tabla 4.24 Efecto estimado (EE), errores estdndar (ES) y nivel de significacion (p) para el
modelo de ajuste del porcentaje de recuperaciéon de sélido (RS) en los huesos pretratados de
aceituna (PT4)

Respuesta Teérminos modelo EE ES p-valor (Prob > F)
RS, % Constante 64,1524 +0,5329 0,0000

Xps 4,7442 + 0,4486 0,0000

Xea —2,7938 +0,4486 0,0004

Xps + Xps -1,2586 +0,5104 0,0431

R? 0,957

Rzajustado 01939

Xps: peso de sélido (forma codificada); Xca: concentracién de acido (forma codificada). El nivel de
significacion fue definido como p < 0.05.
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En la Figura 4.15 se muestran los valores reales (observados experimentalmente) y los

estimados mediante el modelo de la Tabla 4.24, apreciandose una estrecha concordancia entre
ambos.

75

(o] D ~
o ol o
1 1 1

RS predicho (%)

(6]
ol
L

50 T T T T
50 55 60 65 70 75
RS observado (%)

Figura 4.15 Porcentajes de recuperacion de sélido (reales y predichos por el modelo

matematico) para los experimentos de la serie PT4

4.2.3.2 Caracterizacion del hidrolizado liquido

Los datos de rendimiento de productos en los hidrolizados liquidos de la serie PT4 (Tabla
4.25) mostraron como la produccion de D-glucosa fue baja para toda la regién de condiciones
operativas ensayadas, salvo cuando se combinaron bajas cargas de sélido y altas
concentraciones de acido (extremo inferior-derecha de la Figura 4.13). Por ejemplo, el
experimento 3, codificado como (+1,-1) genera un rendimiento de D-glucosa igual a 2,5 g por
cada 100 g de materia prima. Este comportamiento podria deberse al hecho de que un

incremento de &cido podria intensificar la hidrolisis de las cadenas de oligosacaridos celulésicos
presentes en medio liquido.
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Tabla 4.25 Rendimiento de productos (g/100 g material prima) en los hidrolizados liquidos del
PT4

Experimento 1 2 3 4 56,7 8 9 10 11
Ps, 0 29,3 50 50 100 100 100 150 150 170,7
Ca M 0,02 0,00 0,03 0,006 0,02 0,034 0,01 0,03 0,02
XIL 18,8 20,0 15,6 9,6 19,1+0,5 18,1 4,0 19,1 10,8
ARA 0,52 0,95 0,67 0,97 1,1+0,02 0,88 0,87 1,1 0,81
GAL 0,63 0,54 0,54 040 055+001 049 0,36 0,54 0,39
GLU 1,1 0,62 2,5 0,0 0,0+0,0 0,94 00 0,14 0,0
ACE 3,2 3,3 2,5 4,7 6,3+1,2 n.d. 4,6 6,4 3,2
HMF 0,01 0,0 0,27 0,0 0,03+0,02 0,01 00 0,12 0,11

Entre los cuatro carbohidratos analizados en los liquidos, D-xilosa fue el que aparecié en
mayor concentracion. Un estudio de superficies de respuesta y graficos de contorno aplicado
sobre la pentosa muestra (Figuras 4.16 y 4.17) como su produccién méaxima se consiguid bajo
las condiciones localizadas sobre la diagonal que determinan los puntos (-1,-1), (0,0) y (+1,+1)
del disefio experimental. La region de condiciones por encima de la diagonal ven limitada la
produccion de D-xilosa por el déficit de catalizador, mientras que el area por debajo de la
diagonal encierra condiciones en las que el exceso de acido provoca degradacion intensa de
monosacéridos. Las areas coloreadas en rojo y en naranja en las Figuras 4.16 y 4.17 delimitan
regiones operativas en las que se obtienen rendimientos de D-xilosa iguales o superiores al 20 y

al 19%, respectivamente.
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Figura 4.16 Superficie de respuesta para el rendimiento de D-xilosa en la serie PT4
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Figura 4.17 Grafico de contorno: influencia de Psy Ca en el rendimiento de D-xilosa para PT4

La ecuacion de ajuste de los datos de Y, en funcion de Xps y Xca (valores codificados de Ps

y Ca, respectivamente) es mostrada en la Tabla 4.26. En ella también se incorporan los términos

del modelo de ajuste para Y ara.

Tabla 4.26 Efecto estimado (EE), errores estandar (ES) y nivel de significacion (p) para los
modelos de ajuste de los rendimiento de D-xilosa (Yx, %) y L-arabinosa (Y ara, %) en los
hidrolizados liquidos del PT4

Respuesta Términos modelo EE ES p-valor (Prob > F)

Yy, % onstante 19,07 +0,29 0,0000
Xps -2,98 +0,18 0,0000
Xea 2,83 +0,18 0,0000
Xps * Xps -2,05 +0,21 0,0002
Xea - Xea -2,53 +0,21 0,0000
Xps - Xca 4,89 +0,25 0,0000
R® 0,995
Rzajustado 01991

Y ara, %0 Constante 1,01 +0,04 0,0000
Xps 0,12 +0,03 0,0086
Xps * Xps -0,17 +0,04 0,0017
R? 0,836

R ajustado 0,789

Xps: peso de sélido (forma codificada); Xca: concentracion de &cido (forma codificada). El nivel de
significacion fue definido como p < 0,05.
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La Figura 4.17 demuestra que es imposible obtener rendimientos de D-xilosa superiores al
20% (area roja) con cargas de hueso por encima de 80 g (relacion S/L de 0,27). Sin embargo, es
viable alcanzar la region de rendimientos del 19,5% (&rea naranja-intenso) con cargas de sélido
de hasta 130 g, o incluso llegar a una relacion S/L igual a la 1/2 admitiendo rendimiento
cercanos al 19%. Hay que pensar que un rendimiento del 19% aplicado sobre 150 g de
endocarpios secos, y referido a un volumen de liquido de 300 mL, genera un hidrolizado con

concentraciones de D-xilosa cercanas a 100 g/L.

En relacion a los inhibidores fermentativos, la Tabla 4.25 muestra como los maximos
rendimientos de 5-hidroximetilfurfural (0,27 g por cada 100 g de materia prima) se consiguieron
en las condiciones para las que empieza a ser significativa la produccién de D-glucosa; es decir,
aquellas con alta carga de 4cido y baja de sélido (50 g y 0,030 M). Estas condiciones, tal y
como se observa en la Figura 4.16, son lejanas a las que maximizan el rendimiento de D-xilosa.
Asi, el valor de Yyur para el experimento (+1,+1) fue relativamente bajo (0,12%), lo que
equivale a una concentracion aproximada de 0,6 g/L en los 300 mL de hidrolizado original. En
cualquier caso, el inhibidor fermentativo que aparece en mayor cantidad en los hidrolizados
(Tabla 4.25), sobre todo en los liquidos mas concentrados en D-xilosa, es el acido acético. Por
ejemplo, el experimento de coordenadas (+1,+1) tiene un valor de Yace del 6,4%, lo que
equivale a una concentracion de producto proxima a 32 g/L en el hidrolizado original. Este valor
obligaria, si se quiere fermentar el hidrolizado, a someterlo a una detoxificacion (por ejemplo

por calentamiento en rotavapor).

4.2.4 Hidrolisis acidas con relacién solido/liquido 1/3 (PT5)

En el Apartado 4.2.3 se estudié la influencia de la carga de biomasa en las hidrélisis acidas,
mostrandose como es posible operar con altas relaciones S/L sin que el rendimiento de D-xilosa
sufra reducciones significativas. Para reforzar esta idea, se llevé a cabo una nueva serie
experimental en la que se trabajé con 100 g de hueso seco de aceituna y 300 mL de disolucién
de H,SO, de concentracion 0,025 M. Las temperaturas maximas de hidrolisis fueron 190, 195,

200, 205, 210 y 215°C. La temperatura maxima se mantuvo durante 5 minutos.

4.2.4.1 Caracterizacion del residuo sélido

El incremento de la temperatura de hidrélisis (desde 190 hasta 215°C) trajo consigo un
descenso en el porcentaje de recuperacion de sélido (desde 68,7 hasta 58,4%), Tabla 4.27. Los
valores aqui obtenidos son del mismo rango, pero algo superiores, a los encontrados cuando

acido sulfarico 0,025 M hidroliz6 endocarpios de aceituna con una relacién S/L de 1/6
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(Apartado 4.2.1.1). Asi, a 200°C el valor de RS para relaciones 1/6 y 1/3 fue del 63,5y 63,7%,
respectivamente, mientras que a 205°C los datos fueron 60,7 y 62,5%.

Tabla 4.27 Caracterizacion (porcentajes y conversiones fraccionales) del residuo sélido en la serie
PT5

EXp. T, °C t, min RS, % HEM, % Xuem, %0 CEL, % Xce, 0 LAL% X, %0
SE2; 190 5 68,7 3,3 92,2 34,4 8,8 37,7 22,2
SE2, 195 5 66,5 19 95,6 35,8 8,1 37,5 25,1
SE2; 200 5 63,7 0,1 99,8 35,4 12,9 39,7 24,1
SE2, 205 5 62,5 0,0 100 37,0 10,7 40,2 24,5
SE2; 210 5 63,2 0,0 100 34,6 15,6 39,1 25,8
SE2¢ 215 5 58,4 0,0 100 34,5 22,2 41,8 26,7

La fraccion hemicelulésica desaparecié del residuo sélido a 205°C (Xpem = 100%), mientras
que a temperaturas en el rango 190-200°C el porcentaje de este material fue muy bajo (inferior
al 5%). En relacion a la celulosa y la lignina, sus comportamientos en esta serie experimental
fueron anélogos a los ya analizados en el Apartado 4.2.1.1 utilizando una relacion S/L de 1/6.
Para la fraccion celuldsica, en la serie PT5, el incremento de temperatura aumenté su porcentaje
en el residuo sélido hasta alcanzar un valor maximo del 37,0% a 205°C. Con la relacién 1/6 el
maximo valor de CEL (37,2%) fue también alcanzado a 205°C. Temperaturas superiores a la
sefialada ocasionaron un ligero descenso en el parametro operando tanto con altas como con
bajas cargas de solido. La maxima conversion fraccional de celulosa fue del 22,2% a 215°C. El
porcentaje de lignina en la serie PT5 mantuvo una tendencia general al incremento con el
aumento de la temperatura de hidroélisis. Asi, se alcanzé un porcentaje maximo del 41,8% a
215°C. Tal y como se observa en la Tabla 4.27, la conversion fraccional de lignina no se
modificd significativamente (22,2-26,7%) en el intervalo de temperaturas estudiado 190-215°C,

a diferencia de lo que le ocurri6 a la fraccion de celulosa (8,8—-22,2%).

4.2.4.2 Caracterizacion del hidrolizado liquido

Tras realizar las hidrdlisis &cidas de la serie PT5 se caracterizaron los hidrolizados liquidos
completandose las Tablas 4.28 (concentraciones) y 4.29 (rendimientos). En la Tabla 4.28 se
incorpora el dato de volumen final de hidrolizado, ya que a los 300 mL de liquido que salieron
del reactor en cada ensayo se le sumo un volumen variable de agua destinada al lavado de los
residuos solidos. La maxima concentracion de D-xilosa fue de 36,0 g/L a 205°C-5 min. Para L-
arabinosa y D-galactosa sus concentraciones disminuyeron con el incremento de temperatura.
Para D-glucosa la tendencia fue opuesta; es decir, a bajas temperaturas no se detecté este
monosacarido y a 215°C se logré la maxima concentracion (0,72 g/L). La Tabla 4.28 muestra

como D-xilosa es el carbohidrato més importante en fase liquida, suponiendo mas del 90% del
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peso total de monosacéaridos. También es destacable la produccion de acido acético, compuesto
que supero0 la concentracion de 9 g/L en el experimento PT5s.

Tabla 4.28 Caracterizacion del liquido directo en la serie PT5. Concentraciones de hexosas,
pentosas y acido acético

Concentracion, g/L

Exp. T,°C V,mL D-xilosa L-arabinosa D-galactosa D-glucosa &cido acético

PT5; 190 500 314 1,6 0,84 0,0 6,5
PTS, 195 500 31,8 1,7 0,95 0,0 6,7
PT5; 200 502 354 14 0,90 0,0 7,8
PT5, 205 500 36,0 14 0,94 0,44 8,9
PTSs 210 517 26,5 0,93 0,75 0,47 9,2
PTS, 215 566 17,1 0,50 0,61 0,72 8,7

# temperatura mantenida durante 5 minutos. V: volumen.

A partir de los valores de la Tabla 4.28 se calcularon los rendimientos de productos en los
hidrolizados. Asi surge la Tabla 4.29. EI maximo rendimiento de D-xilosa (17,6%) se obtuvo en
las condiciones 200°C-5 min y 205°C-5 min. Este dato de produccién de pentosa es ligeramente
inferior al obtenido en la serie experimental PT3 (disefio factorial con H,SO,4 0,025 M y relacién
S/L de 1/6), lo que mostraria como el incremento de la carga de hueso, desde 50 g hasta 100 g,
no repercutio, con intensidad, en la generacion de D-xilosa. Las temperaturas superiores a
205°C condujeron a fuertes descensos en Yy, (13,4% a 210°C y 9,5% a 215°C) por degradacion
térmica del azGcar. Los maximos rendimientos de L-arabinosa (0,84%) y D-galactosa (0,47%)
se alcanzaron a 195°C, mientras que D-glucosa se maximizd (0,40%) a 215°C. En relacion al
acido acético, la tendencia mostrada en la Tabla 4.29 es clara, incremento de rendimiento al

aumentar la temperatura.

Tabla 4.29 Caracterizacion del liquido directo en la serie PT5. Rendimientos en productos

Rendimiento, %

Exp. T,°C V,mL D-xilosa L-arabinosa D-galactosa D-glucosa &cido acético

PT5; 190 500 15,6 0,78 0,42 0,0 3,2
PTS, 195 500 15,8 0,84 0,47 0,0 3,3
PTS; 200 502 17,6 0,72 0,45 0,0 3,9
PT5, 205 500 17,6 0,70 0,46 0,22 4,4
PT5s 210 517 13,4 0,47 0,38 0,24 4,7
PTS, 215 566 9,5 0,27 0,34 0,40 4,8

# temperatura mantenida durante 5 minutos. V: volumen.
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4.3 Hidrolisis enziméticas

Este apartado estd dedicado al estudio de la hidrdlisis enziméatica de la celulosa pretratada
tras aplicar pretratamientos con &cido sulfarico diluido. Se desarrollaron las siguientes 4 series

experimentales.

HEL1: Hidrdlisis del solido pretratado. Influencia de la carga de enzima.

HE2: Hidrolisis del solido pretratado. Efecto de la temperatura de
pretratamiento.

HE3: Hidrdlisis del solido pretratado. Influencia del tamafio de particula.

HE4: Hidrdlisis conjunta del solido pretratado y el hidrolizado liquido.

4.3.1 Hidrolisis del sélido pretratado. Influencia de la carga de enzima (HE1)

En primer lugar, se estudio el efecto de la carga de enzima en la hidrdlisis de solidos
pretratados con &cido sulfarico. Para ello se emplearon dos solidos diferentes, concretamente los
generados al aplicar las condiciones que maximizan la produccién de D-xilosa usando
disoluciones de H,SO, de concentracion 0,010 y 0,025 M (series PT2 y PT3, respectivamente).
Estos solidos se nombraron “OPT-PT2” (201°C-5,2 min-0,010 M) y “OPT-PT3” (195°C-5 min-
0,025 M).

Las hidrolisis enzimaticas se llevaron a cabo a 50°C y pH 4,8 en matraces Erlenmeyer y
agitador orbital (150 rpm). Las cargas de enzima (Celluclast 1.5) ensayadas fueron de 10, 20, 40
y 60 UPF/g de sélido pretratado. También se llevaron a cabo hidrélisis sobre una muestra de
sustrato control (papel de celulosa pura, Whatman n°1) y sobre los s6lidos autoclavados en seco
bajo las condiciones 121°C-20 min. Esta ultima prueba pretendié poner de manifiesto si una
etapa de esterilizacion del sélido (fundamental si se desea llevar a cabo la hidr6lisis enzimética

sin posibilidad de contaminacién microbiana) afecta a la capacidad de digestion de los sélidos.

La evolucion de la concentracién de D-glucosa, a lo largo de 120 horas de hidrdlisis, se
muestra en la Tabla 4.30, pudiéndose observar como la méxima concentracion de producto se
dio con sustrato control (47,2 g/L), mientras que el empleo de huesos pretratados condujo, como
maximo, a 38,3 g/L (OPT-PT2) y 36,8 g/L (OPT-PT3) de D-glucosa.

113



Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con
Pachysolen tannophilus

Tabla 4.30 Hidrolisis enzimatica HEL. Concentracion de D-glucosa, g/L

Tiempo, h

Sélido Carga enzima®, UPF/g 0 4 10 24 48 72 120

OPT-PT2 0 0o - - 20 12 14 03
10 0 0,8 2,8 5,0 74 9,5 16,6
20 0 2,4 51 7,5 9,1 128 155
20° 0 11,3 -- 278 264 368 47,2
20° 0 0,5 1,1 0,9 1,7 15 2,8
40 0 14 53 120 156 205 38,3
60 0 1,7 2,7 122 159 20,2 34,7

OPT-PT3 0 0 -- -- 2,8 2,8 2,6 2,2
10 0 1,1 4,3 7,0 8,8 11,2 19,2
20 0 3,3 7,3 10,8 188 16,9 198
20° 0 113 - 278 264 36,8 47,2
20° 0 0,5 1,3 14 2,3 3,1 3,8
40 0 1,6 6,4 10,3 18,9 219 36,8
60 0 1,6 5,0 158 157 219 316

*Celluclast 1.5. "Control realizado con papel Watman n°l con carga de enzima 20 UPF/g. °Sélido
autoclavado.

El rendimiento de D-glucosa (YgLu) se calculd refiriendo el peso de hexosa producida
durante el bioproceso al peso total de sélido seco usado como sustrato; asi se determinaron los
datos de la Tabla 4.31, expresados en tanto por ciento en peso.

Tabla 4.31 Hidrolisis enzimatica HE1. Rendimiento en D-glucosa (Ygiu, %)

Tiempo, h

Solido Carga enzima®, UPF/g 0 4 10 24 48 72 120

OPT-PT2 0 0 - - 1,9 11 13 0,3
10 0 08 30 52 76 96 164
20 0 23 49 70 84 11,7 138
20 0 11,7 - 28,0 26,1 361 451
20° O o5 10 08 15 13 24
40 0 15 55 124 157 204 36,8
60 0 1,8 29 126 161 204 342

OPT-PT3 0 0 - - 27 27 25 21
10 0 1,1 45 73 90 113 189
20 0 3,2 7,0 10,1 17,3 155 17,6
20° 0 11,7 - 280 261 361 451
20° 0 05 1.2 13 21 28 3,4
40 0 1,7 67 106 193 222 365

60 0 2,0 6,1 190 18,7 258 364

“Celluclast 1.5. °Control realizado con papel Watman n°l con carga de enzima 20 UPF/g. Sélido
autoclavado.
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Al analizar la Tabla 4.31 se pusieron de manifiesto las siguientes consideraciones:

1. La hidrdlisis de celulosa pura (papel Whatman n°l1) con carga de enzima de 20 UPF/g
no logro la hidrolisis completa del sustrato, lo que pudo deberse a la existencia de un
fendmeno de inhibicién por producto. En ese caso, la concentracién de 47,2 g/L de D-
glucosa (Tabla 4.30) inhibiria significativamente la acciéon del biocatalizador en las
condiciones ensayadas.

2. Laproduccion de D-glucosa fue muy similar para los dos solidos ensayados. Es decir, si
se pretrata hueso de aceituna con éacido sulfdrico 0,010 o 0,025 M en condiciones que
maximizan la recuperacion de D-xilosa en el prehidrolizado, los sélidos pretratados
resultantes poseen similares digestibilidades enziméticas (Tabla 4.31). Asi, para una
carga de enzima de 40 UPF/g y 120 h de reaccion, Yg y alcanz6 valores de 36,8 y
36,5% para OPT-PT2 y OPT-PT3, respectivamente. La poca diferencia en los
rendimientos de D-glucosa para los dos sélidos podria ser explicada considerando la
poca diferencia de temperatura de los dos pretratamientos acidos (s6lo cinco grados
Celsius).

3. Los solidos autoclavados a 121°C durante 20 minutos, con objeto de eliminar
microorganismos, mostraron una digestibilidad enzimatica practicamente nula. Asi, al
comparar Ygy de los experimentos llevados a cabo con 20 UPF/g con o sin
esterilizacion, se obtuvieron los datos de 2,4 y 13,8% (para el s6lido OPT-PT2)y 3,4y
17,6% (para el sélido OPT-PT3). El comportamiento observado pudo estar causado por
la reduccion del tamafio de poro del sélido durante su calentamiento a 121°C. Esto
obliga a evitar la esterilizacion térmica en seco de los solidos destinados a hidrélisis
enzimatica.

4. Las cargas enzimaticas de 40 y 60 UPF/g condujeron a rendimientos finales de D-
glucosa muy superiores a los obtenidos con cargas de 10 y 20 UPF/g (Tabla 4.31). Sin
embargo, no existieron incrementos de la produccién de hexosa cuando la carga de
enzima pas6 de 40 a 60 UPF/g; debido a que el biocatalizador es relativamente caro,
para el desarrollo de las siguientes hidrdlisis enzimaticas, se optd por usar una carga de

celulasa igual a 40 UPF/g.

4.3.2 Hidrdlisis del solido pretratado. Efecto de la temperatura de pretratamiento (HE2)

La temperatura a la que se lleve a cabo la hidroélisis &cida de un material lignocelul6sico es
un factor determinante en el grado de despolimerizacion de sus fibras hemicelulésicas y
celulésicas. Por tanto, esa temperatura también debe tener un efecto significativo en la

digestibilidad enzimética de la celulosa pretratada del hueso de aceituna. En este apartado se
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estudia dicho efecto. Para ello se utilizaron los solidos pretratados analizados en el Apartado
4.2.4; es decir, aquellos que resultan de hidrolizar la materia prima con H,SO, de concentracion
0,025 M usando una relaciéon S/L igual a 1/3 y temperaturas entre 190 y 215°C. Los datos de
composicion de los residuos solidos se muestran en la Tabla 4.27. También se llevaron a cabo
hidrolisis sobre muestras de hueso sin pretratar (experimento control). Las hidrolisis
enzimaticas se llevaron a cabo a 50°C y pH 4,8 en matraces Erlenmeyer y agitador orbital (150
rpm). En esta ocasion, la mezcla de enzimas utilizada estuvo compuesta por celulasas
(Celluclast 1.5) y B-glucosidasas (Novozyme188). La actividad enzimatica “celulasa” fue de 40
UPF/g de solido pretratado (Celluclast 1.5). La adicion de Novozymel88 se realizé afiadiendo

la mitad del volumen de preparado enzimatico correspondiente a Celluclast 1.5.

Durante los ensayos de esta serie experimental se observo cémo, en general, la concentracion
de D-glucosa se fue incrementando con el tiempo de hidrolisis. No obstante, en algunos
experimentos (HE2, y HE25) se constatd una suave caida del parametro a 120 h (Tabla 4.32).
Esto podria deberse al consumo de azlcar por parte de microorganismos, ya que, tal y como se
explico anteriormente, los sélidos no pudieron esterilizarse al comienzo del bioproceso. La
concentracion final de D-glucosa se fue incrementando con el aumento de la temperatura de

pretratamiento hasta que alcanzé un méaximo de 20,9 g/L en el ensayo HE2.

Tabla 4.32 Hidrdlisis enzimatica (HE2). Concentracion de D-glucosa, g/L

Exp. T,°C Tiempo, h

0 4 10 24 48 72 120
Control 0 0 6,0 6,4 5,2 5,3 6,3 6,4
HE2, 190 0 7,0 9,4 9,1 12,3 12,5 14,8
HE2, 195 0 8,3 9,4 12,1 13,3 14,8 14,0
HE?2; 200 0 10,2 11,7 14,3 17,6 19,0 17,6
HE2, 205 0 10,7 15,5 13,0 15,4 15,2 19,3
HE?25 210 0 9,5 13,1 13,7 17,2 20,4 19,6
HE?2¢ 215 0 10,5 12,9 17,4 18,9 20,9 20,9

*Control: hueso no pretratado.

El rendimiento de D-glucosa, YgLu, se calculd refiriendo el peso de hexosa al peso total de
solido seco usado como sustrato (Tabla 4.33). Se comprobd, nuevamente, como es necesario
pretratar el hueso por encima de 205°C para alcanzar la maxima produccién de D-glucosa (23,6
g por cada 100 g de hueso pretratado a 210°C-5 min). Teniendo en cuenta que 100 g de solido
pretratado a 210°C-5 min poseen 34,6 g de celulosa (cantidad calculada al multiplicar RS por
CEL), y que a partir de esta celulosa podrian generarse, como maximo, 38,5 g de D-glucosa

(haciendo uso del factor 0,9 de transformacion estequiométrica celulosa a D-glucosa) fue
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posible evaluar un nuevo rendimiento de hidrdlisis (Yye) que relaciona la D-glucosa generada
con la D-glucosa potencial en el solido pretratado. Los valores maximos de Y e fueron, para las
temperaturas de 190, 195, 200, 205, 210 y 215°C, de 35,6, 44,0, 42,2, 39,4, 61,4 y 60,0%,
respectivamente. Los resultados son el mismo orden que aquellos obtenidos por Fernandez-
Bolafios et al. (2001) al hidrolizar enzimaticamente (con una carga de celulasas de 70 UPF/g de
celulosa) huesos de aceituna pretratados a 215°C durante 2 minutos mediante la técnica de

explosion con vapor.

Tabla 4.33 Hidrdlisis enzimatica (HE2). Rendimiento en D-glucosa (YgLu, %)

Exp. T,°C Tiempo, h

0 4 10 24 48 72 120
Control 0 0 0,6 6,2 5,1 5,0 5,9 5,9
HE2, 190 0 8,0 10,6 10,2 13,5 13,6 12,1
HE2, 195 0 9,2 10,4 13,2 14,2 17,5 14,3
HEZ2; 200 0 10,3 11,7 14,2 17,2 16,2 16,6
HE2, 205 0 10,5 15,0 12,4 14,3 15,0 16,2
HE25 210 0 12,3 16,8 17,4 21,4 22,5 23,6
HE2, 215 0 12,5 15,2 20,3 21,7 22,9 23,0

*Control: hueso no pretratado.

4.3.3 Hidrolisis del solido pretratado. Influencia del tamafio de particula (HE3)

Para estudiar el efecto del tamafio de s6lido pretratado en la etapa de hidr6lisis enzimatica, se
llevé a cabo una nueva serie experimental (HE3) en la que se hidrolizaron particulas de hueso
con cuatro tamafios (>1,6 mm, 0,60-0,425 mm, 0,30-0,125 mm y < 0,125 mm) que habian
sufrido pretratamiento entre 190 y 215°C. Los resultados de produccion de D-glucosa en la
etapa de hidroélisis enzimatica, en forma de concentracion o de rendimiento, se recogen en las
Tablas 4.34 y 4.35, respectivamente. El andlisis de los datos determina los siguientes puntos de
interés:

a. En general, para una misma temperatura de pretratamiento, a medida que disminuye el

tamafio de particula se obtienen mayores concentraciones y rendimientos de D-glucosa.
Sin embargo, no se observaron grandes diferencias entre las producciones alcanzadas
con sélidos de tamafio comprendido entre 0,30-0,125 mm y 0,60-0,425 mm.

b. Las maximas concentraciones de D-glucosa no sobrepasaron los 46 g/L (Tabla 4.34).
Esto pudo deberse a la aparicion de fendémenos de inhibicion por producto, ya que ese
nivel de concentracién fue similar al conseguido en la serie experimental HE1 cuando
se hidrolizd enzimaticamente papel de celulosa Whatman n°1; es decir, sustrato sin
barreras fisicas de lignina.

c. Para un mismo tamafio de particula, el médximo rendimiento de D-glucosa se consiguio

a 210°C, mientras que a 215°C el parametro fue practicamente el mismo o descendid
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levemente para tamafios de particulas superiores a 0,125 mm. (Tabla 4.35). Asi, para
solidos de tamafio superior a 1,6 mm pretratados a 210°C y 215°C los rendimientos
fueron de 23,6 y 23%, respectivamente. Para solidos de diametro comprendido entre
0,30-0,125 mm, pretratados a 210°C y 215°C, Yy alcanzé valores de 41,1 y 37,8%,
respectivamente. Sin embargo, para tamafios de particulas menores de 0,125 mm se
detecta que los rendimientos en D-glucosa son ligeramente superiores a 215°C. Los

méaximos rendimientos de D-glucosa (tamafios < 0,125 mm) fueron préximos a 62%.

Tabla 4.34 Hidrolisis enzimatica (HE3). Concentracion de D-glucosa, g/L

T,°C
Tamario, mm  Tiempo,h 190 195 200 205 210 215
>16 0 0 0 0 0 0 0
4 7,0 8,3 10,2 10,7 9,5 10,5
10 9,4 9,4 11,7 155 13,1 12,9
24 9,1 12,1 143 13,0 13,7 17,4
48 12,3 13,3 176 154 17,2 18,9
72 12,5 14,8 190 152 20,4 20,9
120 14,8 14,0 176 193 19,6 20,9
0,60-0,425 0 0 0 0 0 0 0
4 9,1 14,5 18,6 242 33,5 28,1
10 13,7 17,2 249 334 37,5 33,1
24 18,8 22,9 28,5 338 36,1 39,1
48 18,3 22,4 298 331 38,6 33,0
72 19,8 20,9 31,5 38,0 38,7 39,6
120 245 31,9 380 454 45,1 443
0,30-0,125 0 0 0 0 0 0 0
4 47 9,8 147 16,1 23,5 25,3
10 9,8 10,8 147 327 39,0 41,2
24 10,8 19,5 28,1 334 41,3 38,2
48 16,3 22,8 289 393 39,3 40,3
72 18,9 27,6 336 41,0 42,4 38,4
120 20,9 26,8 36,3 4473 428 428
<0,125 0 0 0 0 0 0 0
4 15,5 15,9 21,7 231 28,2 28,6
10 19,5 17,9 284 309 34,9 n.d.
24 21,3 25,5 304 323 38,9 433
48 22,3 25,4 344 412 39,5 441
72 26,9 30,9 333 394 n.d. 442
120 30,3 29,8 327 396 42,1 n.d.

n.d.: no determinado.
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Tabla 4.35 Hidrolisis enzimatica (HE3). Rendimiento en D-glucosa (Y gLy, %)

T,°C
Tamafio, mm  Tiempo, 190 195 200 205 210 215
>1,6 0 0 0 0 0 0 0
4 8,0 9,2 10,3 10,5 12,3 12,5
10 10,6 10,4 11,7 15,0 16,8 15,2
24 10,2 13,2 14,2 12,4 17,4 20,3
48 135 14,2 17,2 14,3 21,4 21,7
72 13,6 17,5 16,2 15,0 22,5 22,9
120 12,1 14,3 16,6 16,2 23,6 23,0
0,60-0,425 0 0 0 0 0 0 0
4 9,2 14,5 18,5 23,6 36,1 28,3
10 13,7 17,0 24,4 32,1 39,9 33,0
24 18,3 22,1 27,4 31,6 37,7 38,1
48 17,3 21,0 27,9 29,8 39,0 31,2
72 18,1 19,0 28,7 32,7 37,9 36,3
120 21,3 27,6 33,3 36,8 42,0 38,7
0,30-0,125 0 0 0 0 0 0 0
4 51 10,1 14,8 16,2 26,5 26,2
10 10,5 10,9 14,6 32,3 43,3 42,1
24 11,3 19,2 27,3 32,1 44,8 38,1
48 16,5 21,7 27,3 36,2 41,2 38,9
72 18,4 25,2 30,7 35,9 42,9 35,8
120 19,2 23,1 31,8 36,0 41,1 37,8
<0,125 0 0 0 0 0 0 0
4 22,7 23,4 31,8 33,9 41,3 42,4
10 28,3 26,0 41,2 44,8 50,7 n.d.
24 30,3 36,3 42,3 45,9 55,5 62,2
48 30,8 35,0 45,4 56,9 54,7 61,6
72 36,0 41,2 42,5 52,6 n.d. 59,9
120 38,4 37,5 39,5 50,1 53,4 n.d.

n.d.: no determinado.

Si se representa graficamente el rendimiento global de azucares fermentables calculado
como suma de los monosacaridos derivados de las etapas de pretratamiento con &cido diluido e
hidrolisis enzimatica, se observa que el maximo rendimiento de estos productos se logra
llevando a cabo las hidrolisis &cidas a temperaturas entre 200°C y 210°C (Figura 4.18). Para
temperaturas superiores, el rendimiento de D-glucosa en la etapa de hidrdlisis enzimética podria
incrementarse (tal y como se ha comentado en los parrafos anteriores), pero este aumento no
logra compensar el descenso de carbohidratos que se produce, via degradacion térmica, durante

la hidrdlisis &cida. El valor més alto de rendimiento global de monosacéridos (54,5 g por cada
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100 g de hueso de aceituna) se consigui6 usando, durante la hidrélisis enzimatica, sélidos de
tamafio inferior a 0,125 mm (Figura 4.18).
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Figura 4.18 Influencia de la temperatura de pretratamiento y del tamafio de particula en el
rendimiento global de azlcares fermentables,® > 1,6 mm, Il 0,60-0,425 mm,
A 0,30-0,125 mm, € < 0,125 mm

Teniendo en cuenta la composicion del hueso utilizado en la presente Tesis Doctoral (Tabla
4.2), el potencial maximo de monosacéaridos de la materia prima fue de 61,7 g/100 g hueso. Por
tanto, en las mejores condiciones ensayadas pudo recuperarse un porcentaje de azlcares
fermentables equivalente al 88,3% del total (Tabla 4.36).

Tabla 4.36 Porcentaje de recuperacion de monosacaridos en el proceso
completo (hidrdlisis acida + hidrolisis enzimatica), %

T,°C Tamario de particula, mm
>1,6 0,6-0,425 0,3-0,125 <0,125

190 42,3 50,9 48,6 69,9
195 46,6 57,4 54,9 72,1
200 48,1 64,8 63,2 77,2
205 471 68,0 67,4 88,3
210 47,6 66,5 69,3 80,3
215 38,8 53,6 56,8 75,9
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4.3.4 Hidrolisis conjunta de solido pretratado e hidrolizado liquido (HE4)

Para concluir las series de hidrolisis enziméticas, se ensayé la viabilidad de practicar estos
procesos utilizando como sustrato no el solido pretratado, limpio y seco (sustrato de las series
HE1, HE2 y HEJ), sino la suspension completa (prehidrolizado liquido y particulas solidas)
obtenida en la etapa de pretratamiento con &cido sulfarico diluido. Se llevaron a cabo dos
ensayos de hidrdlisis enzimatica empleando, durante el pretratamiento, dos condiciones que
maximizan (de acuerdo a la discusion del Apartado 4.2.2) la produccion de D-xilosa: 201°C-5,2
min para una concentracion de H,SO, igual a 0,010 M (OPT-PT2) y 195°C-5 min para H,SO4
0,025 M (OPT-PT3). La relaciéon Sdlido/Liquido utilizada en los pretratamientos fue 1/6. Las
hidrolisis enziméticas se practicaron en matraces Erlenmeyer de 1 L de capacidad total. El
contenido del reactor a presion se trasvasé al matraz y fue esterilizado en autoclave a 121°C
durante 20 minutos. En la etapa de hidrolisis enzimatica las principales condiciones de
operacion fueron: 50°C, pH 4,8, agitacion a 150 rpm, carga de celulasa (Celluclast 1.5) de 40
UPF/g solido y carga de B-glucosidasa (Novozyme188) igual a la contenida en un volumen de
preparado enzimatico la mitad que el usado para Celluclast 1.5. Los datos de produccién de D-
glucosa durante las hidrdlisis enzimaticas se incorporan, en forma de concentraciones y

rendimientos, en las Tablas 4.37 y 4.38, respectivamente.

Tabla 4.37 Hidrolisis enzimética (HE4). Concentracion de D-glucosa, g/L

Experimento Pretratamiento Tiempo, h
4 8 24 48 72 96 120
HE4, OPT-PT2 96 99 153 16,7 20,7 17,8 180
HE4, OPT-PT3 109 111 188 147 193 19,0 18,6

OPT-PT2: 200°C, 5 min, H,SO, 0,010 M.
OPT-PT3: 195°C, 5 min, H,SO, 0,025 M.

Tabla 4.38 Hidrolisis enzimatica (HE4). Rendimiento en D-glucosa (YgLu, %)

Experimento Pretratamiento Tiempo, h
4 8 24 48 72 96 120
HE4, OPT-PT2 96 99 151 163 19,8 166 16,3
HE4, OPT-PT3 100 10,2 172 133 17,3 166 159

OPT-PT2: 200°C, 5 min, H,SO, 0,010 M.
OPT-PT3: 195°C, 5 min, H,SO, 0,025 M.

Los rendimientos maximos de D-glucosa en las dos hidrdlisis enzimaticas fueron 19,8%
(HE4,) y 17,3% (HE4,), ambos alcanzados a las 72 h de bioproceso. Para tiempos superiores, la
cantidad de hexosa disminuy6, posiblemente como consecuencia de la incipiente contaminacion
microbiana del medio. Al comparar los rendimientos méximos de las series HE1 y HE4 se

comprobd como la accion enzimética sufridé una reduccion muy significativa al hidrolizar los
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solidos pretratados sin separarlos del prehidrolizado liquido. Este fenémeno de inhibicion
enzimética por parte de los componentes del prehidolizado ha sido puesto de relieve en diversas
publicaciones. Asi, Tengborg et al. (2001b) ensayaron pretratamientos de explosién con vapor
sobre maderas blandas, y sometieron los sélidos resultantes a hidrélisis enzimética con y sin
separacion del prehidrolizado liquido; en el primer caso la conversion de la celulosa alcanzé un

30,3%, mientras que en el segundo el pardmetro se redujo hasta un 19,5%.
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4.4 Fermentacion de hidrolizados (FE)

Tras el estudio de la hidrolisis enzimética, aplicada sobre el hueso de aceituna, se procedio a
fermentar algunos de los hidrolizados obtenidos en las etapas de pretratamiento acido o
hidrolisis enzimética. Los hidrolizados fueron aquellos que presentaron mayores potenciales
para generar bioproductos usando la levadura Pachysolen tannophilus. Este microorganismo, al
igual que otras levaduras no tradicionales, es capaz de fermentar D-xilosa a xilitol (Sanchez et
al., 2004; Cuevas et al., 2009) y etanol (Bravo et al., 1993; Zhao et al., 2008), productos de gran
interés tanto en el campo alimentario como energético. Para estudiar el comportamiento de P.
tannophilus al actuar sobre hidrolizados derivados del hueso de aceituna, se llevaron a cabo las

siguientes series experimentales:

FE1: Fermentacion del prehidrolizado &cido conseguido en el pretratamiento
OPT-PT2. Se modificé la concentracion de indculo en el rango (0,5-4,0
g/L).

FE2: Fermentacion del prehidrolizado &cido conseguido en el pretratamiento
OPT-PT3. Se modificd la concentracion de indculo en el rango (0,5-4,0
g/L).

FE3: Fermentacion de hidrolizados enzimaticos obtenidos con hueso de
aceituna pretratado en las condiciones OPT-PT2 y OPT-PT3.

Antes de fermentar los prehidrolizados acidos, éstos sufrieron una etapa de concentracion en
rotavapor operando a bajas temperaturas (35°C) y presiones. Con ello se pretendi6 conseguir un
doble objetivo:

a. Iniciar las fermentaciones con concentraciones iniciales de D-xilosa comprendidas entre
15y 20 g/L.

b. Detoxificar los medios; es decir, eliminar compuestos relativamente volatiles que
pueden reducir la actividad de la levadura P. tannophilus. Algunos de estas especies
quimicas son el acido acético, furfural, 5-hidroximetilfurfural y compuestos fenélicos
(Palmqvist y Hahn-Hagerdal, 2000a; Zhao y Xia, 2010). En bibliografia existe
informacién sobre la bondad de la evaporacién a presiones reducidas para la

eliminacion de estos compuestos (Quarta y Anese, 2012).

Al aplicar una evaporacion a vacio sobre los hidrolizados se consiguio reducir algunos de los
toxicos microbianos presentes en la fase liquida. En concreto, se realizaron varias pruebas para
relacionar el tiempo de concentracion en rotavapor con la cantidad de &cido acético y 5-HMF en
el prehidrolizado (Tabla 4.39).
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Tabla 4.39 Evolucion del peso de é&cido acético en un
hidrolizado durante su concentracién en rotavapor (T = 35°C).

t, min Peso, ¢
0 2,9
20 2,6
40 2,7
60 2,4
80 1,2

La etapa de evaporacion a vacio provoco un fuerte descenso en la concentracion de &cido
acético presente en el hidrolizado. La caida de acido fue especialmente importante cuando el
tiempo de detoxificacion superd los 40 minutos. En el caso del furfural y el 5-HMF, éstos
compuestos practicamente desaparecieron del hidrolizado tras 40 minutos de evaporacion. Esto
es lo que se observa, de una forma cualitativa, en la Figura 4.19, en la que se muestran varios
cromatogramas del hidrolizado sefialandose la zona donde aparecen los picos relativos a los dos
furanos antes comentados.
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Figura4.19 Cromatogramas del hidrolizado sometido a detoxificacion mediante
evaporacion en rotavapor (35°C). Tiempo de destilacion: 0 min (A), 20 min
(B) y 40 min (C)
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4.4.1 Fermentacion del prehidrolizado &cido OPT-PT2 (FE1)

Se parti6 de prehidrolizados liquidos obtenidos tras someter huesos de aceituna a hidrdlisis
con acido sulfarico (0,010 M) bajo las condiciones de 201°C mantenidos durante 5,2 minutos.
Estas condiciones son las que maximizaron la cantidad de D-xilosa en la fase liquida de

acuerdo al disefio factorial de la serie PT2.

Antes de la fermentacion, el prehidrolizado fue concentrado y detoxificado en rotavapor para
alcanzar la siguiente composicién: 14,45 g/L D-xilosa, 0,73 g/L de L-arabinosa, 0,28 g/L D-
galactosa y 2,23 g/L de &cido acético. El tratamiento a vacio elimino gran parte del acido acético
y los furanos presentes en el hidrolizado. No se detect6 D-glucosa al comienzo de la

fermentacion.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 100 mL de capacidad, a
30°C, pH de 4,5, velocidad de agitacion de 150 rpm y cuatro concentraciones de inéculo: 0,5,
1,0,2,0y4,0g/L.

La evolucidn de la concentracion de biomasa, D-xilosa, L-arabinosa, &cido acético y xilitol a

lo largo del proceso de fermentacion se muestra en las Figuras 4.20 a 4.23.
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Figura4.20 Concentracion de biomasa (#), D-xilosa (), 4cido acético (A) y xilitol (@)

en la fermentacion FE1 llevada a cabo con concentracién de indculo 0,5 g/L
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Figura 4.21 Concentracion de biomasa (@), D-xilosa (M), acido acético (A) y xilitol (®)

en la fermentacion FE1 llevada a cabo con concentracién de indculo 1,0 g/L

L N Concentracion (g/L) A®
20 12
15 9

10

0 50 100 150 200

Tiempo (h)

Figura4.22 Concentracion de biomasa (), D-xilosa (), 4cido acético (A) y xilitol (®)

en la fermentacion FE1 llevada a cabo con concentracion de inoculo 2,0 g/L
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Figura 4.23 Concentracion de biomasa (4), D-xilosa (M), acido acético (A) y xilitol (®)
en la fermentacion FE1 llevada a cabo con concentracion de inoculo 4,0 g/L

Pachysolen tannophilus consumié, durante la fermentacién del hidrolizado acido, tanto D-
xilosa como écido acético (Figuras 4.20 a 4.23). El monosacarido fue consumido por completo a
las 144 h cuando se utilizé una concentracion inicial de biomasa de 0,5 g/L. El incremento de la
concentracion de in6culo, desde 1,0 hasta 4,0 g/L, redujo el tiempo necesario para el consumo
de D-xilosa a 120 h'y 48 h, respectivamente. En relacion al acido acético, para todos los ensayos
este compuesto fue consumido por la levadura a las 72 h. En cualquier caso, se observd un
desarrollo rapido de las fermentaciones, lo que indicé una baja capacidad de inhibicion del
medio sobre P. tannophilus. Esto también se pone de manifiesto al analizar los datos de
crecimiento de biomasa. So6lo existio fase de adaptacion (fase ‘lag’) en el biorreactor con
concentracion de inéculo de 0,5 g/L, y éste periodo de adaptacion no superd las 10 h. En la
Tabla 4.40 se encuentran los datos de concentracion de biomasa producida durante las
fermentaciones (concentracion neta de biomasa). Estos datos ponen de manifiesto como el

incremento de carga de inéculo derivd en menores producciones de levadura.

Respecto a la produccion de xilitol y etanol, se observd como el primer compuesto fue el
principal producto del metabolismo celular (Tabla 4.40). Sin embargo, las diferencias de
concentracion entre ambos alcoholes se redujeron al incrementarse la concentracion de inéculo.
Asi, por ejemplo, con indculo de 0,5 g/L las concentraciones fueron de 4,8 g/L (xilitol) y 0,25

g/L (etanol), mientras que con indculo de 4,0 g/L las concentraciones fueron de 1,9 g/L (xilitol)
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y 1,8 g/L (etanol). El rendimiento maximo de xilitol fue de 0,42 g por gramo de D-xilosa
consumida, mientras que la méxima productividad volumétrica instantanea (72 h) de xilitol fue
de 0,07 g/(L h).

Tabla 4.40 Pardmetros maximos de produccion de xilitol y etanol a partir del prehidrolizado
OPT-PT2. Efecto de la concentracion de inoculo.

Concentracion inicial de biomasa, g/L

0,5 1,0 2,0 4,0
Concentracion neta de biomasa, g/LL. 4,8 +0,2 46+0,7 32+0,1 19+£0.2

(120 h)* (72 h) (72 h) (72 h)
Concentracion de etanol?, o/L 0,25+ 0,00 0,41+0,04 097+010 18+0,1
Concentracion de xilitol, g/L 48+19 3,1+0,8 24+0,3 1,9+0,2

(72 h) (48 h) (48 h) (48 h)
Rendimiento de xilitol?, o/g 0,42 + 0,08 0,26 +0,08 0,18+0,01 0,14+0,02

(72 h) (48 h) (48 h) (48 h)
Productividad volumétrica de xilitol, 0,07 + 0,03 0,07+0,02 0,056+0,01 0,04+0,00
g/(L h). (72 h) (48 h) (48 h) (48 h)

TEl tiempo de cultivo se muestra entre paréntesis.
2 Calculada a las 10 h.
® Rendimiento basado en D-xilosa consumida.

4.4.2 Fermentacion del prehidrolizado acido OPT-PT3 (FE2)

En esta serie experimental se partié del prehidrolizado liquido obtenido tras someter huesos
de aceituna a hidrdlisis (195°C durante 5 minutos) con acido sulfirico de concentracién 0,025
M. Estas condiciones son las que maximizaron la generacion de D-xilosa en la fase liquida de

acuerdo al disefio factorial de la serie PT3.

Antes de la fermentacién el prehidrolizado fue concentrado y detoxificado en rotavapor para
alcanzar la siguiente composicién: 20 g/L D-xilosa, 0,88 g/L L-arabinosa, 0,55 g/L D-galactosa,
0,83 g/L D-glucosa y 2,86 g/L de &cido acético. El tratamiento a vacio eliminé el 56% vy el
100% del &cido acético y el furfural. La concentracion de 5-hidroximetilfurfural fue inferior a

0,5 g/L al comienzo del bioproceso.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 100 mL de capacidad, a
30°C, pH de 4,5, velocidad de agitacion de 150 rpm y cuatro concentraciones de inéculo: 0,5,
1,0,2,0y4,0g/L.

La evolucidn de la concentracion de biomasa, D-xilosa, L-arabinosa, &cido acético y xilitol a
lo largo de los procesos de fermentacion se recoge en las Figuras 4.24 a 4.27. Los resultados de
produccion de etanol para cada concentracion inicial de inéculo se han considerado en una

grafica separada con objeto de realizar una mejor comparacion, Figura 4.28.
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Figura 4.24 Concentracion de biomasa (4), D-xilosa (M), acido acético (A) y xilitol (®)
en la fermentacion FE2 llevada a cabo con concentracion de indculo 0,5 g/L
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Figura 4.25 Concentracion de biomasa (4), D-xilosa (M), L-arabinosa (@) y xilitol (®)
en la fermentacion FE2 llevada a cabo con concentracion de inoculo 1,0 g/L
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Figura4.26 Concentracion de biomasa (), D-xilosa (), acido acético (A) y xilitol (@)
en la fermentacion FE2 llevada a cabo con concentracion de inoculo 2,0 g/L
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Figura 4.27  Concentracién de biomasa (4), D-xilosa (M), L-arabinosa (@) y xilitol (@)

en la fermentacion FE2 llevada a cabo con concentracion de inoculo 4,0 g/L
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Figura 4.28 Evolucion de la concentracion de etanol en las fermentaciones de la serie
FE2. Influencia de la concentracién de inéculo (A, 0,5 g/L; W, 10 g/L; @,
2,00/L; @,4,049/L)

Con relacion al consumo de sustratos, los resultados de las cuatro fermentaciones llevadas a
cabo por duplicado muestran como P. tannophilus es capaz de utilizar D-glucosa, D-xilosa y
acido acético como fuente de carbono. Sin embargo, la forma de metabolizacion de cada especie
guimica fue diferente, lo que se tradujo en distintas velocidades de consumo para D-glucosa, D-
xilosa y &cido acético. Se observd una fuerte dependencia entre dichas velocidades y la

concentracion inicial de biomasa en cada fermentador.

Para concentraciones de indculo de 0,5, 1,0 y 2,0 g/L se detectaron dos zonas con distintas
velocidades de consumo de D-xilosa (Figuras 4.24 a 4.27). En la primera, la asimilacién de
pentosa fue mas lenta que en la segunda. EI comienzo de la segunda zona de consumo de D-
xilosa (consumo réapido) se situd en las 120 h, 72 h, 24 h y 0 h para los ensayos realizados con
concentraciones iniciales de biomasa de 0,5, 1,0, 2,0 y 4,0 g/L, respectivamente, lo que
demuestra la importancia del tamafio de inéculo durante las fermentaciones. Estas curvas de
consumo de sustrato (monosacaridos) son similares a las descritas de una forma estandarizada
por diferentes autores que trabajaron con levaduras en la fermentacion de medios sintéticos

conteniendo hexosas y pentosas, Aiba et al., (1973), Quintero (1981).

131



Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con
Pachysolen tannophilus

Respecto al &cido acético, en las Figuras 4.24 y 4.26 se incorporan las curvas de consumo de
este compuesto. En la primera (0,5 g/L de in6culo) el &cido se eliminé a las 120 h, mientras que
en la segunda (2,0 g/L de indculo) el sustrato practicamente desaparecié a las 48 h de
fermentacion.

El xilitol fue el principal producto del metabolismo de la levadura, y las cantidades de etanol
generadas fueron sensiblemente mas bajas (Figura 4.28 y Tabla 4.41). Este comportamiento
podria ser explicado asumiendo fuertes limitaciones en el suministro de oxigeno al medio de
fermentacidon, lo que estimula la productividad de xilitol de acuerdo al denominado efecto
Custer (Slininger et al., 1987). La maxima concentracion de Xxilitol se consiguié en los
momentos posteriores al consumo completo de D-xilosa. Las maximas concentraciones de
xilitol detectadas fueron 6,5, 6,4, 8,2 y 4,1 g/L para las fermentaciones llevadas a cabo con
in6culos de P. tannophilus de 0,5, 1,0, 2,0 y 4,0 g/L, respectivamente. Esta informacion, junto
con el méaximo rendimiento y productividad volumétrica de xilitol, se muestran en la Tabla 4.41.
El maximo rendimiento de xilitol (0,44 g por g de D-xilosa consumida) se alcanz6 con un
indculo de levadura de 2,0 g/L tras 72 h de fermentacion. En este ensayo, la productividad
volumétrica instantanea de xilitol a 72 h fue de 0,11 g/(L h).

En la Tabla 4.41 también se presentan los datos de concentracion de biomasa producida
durante los bioprocesos (concentracién neta de biomasa). Cabe destacar que a medida que
aumenta la concentracion de biomasa al comienzo de la fermentacion, se detecta un ligero

descenso en el parametro estudiado.

Tabla 4.41 Parametros maximos de produccion de xilitol y etanol a partir del prehidrolizado
OPT-PT3. Efecto de la concentracion de inéculo.

Concentracion inicial de biomasa, g/L

0,5 1,0 2,0 4,0
Concentracion neta de biomasa, g/LL 6,8 +0,1 6,8+0,4 6,5+0,0 6,3+0,0

(168 h)* (144 h) (144 h) (72 h)
Concentracion de etanol, g/L 0,32 £0,05 0,18+0,01 061+000 11+0,1

(120 h) (72 h) (10 h) (5h)
Concentracion de xilitol, g/L 6,5+14 6,4+0,1 8,2+0,9 41+0,0

(144 h) (120 h) (72 h) (48 h)
Rendimiento de xilitol?, g/g 0,33 +0,07 0,32+0,00 0,44+0,05 0,20+0,00

(144 h) (120 h) (72 h) (48 h)
Productividad volumétrica de xilitol, 0,05+ 0,01 0,06+0,00 0,11+0,01 0,09+0,01
g/(L h) (144 h) (120 h) (72 h) (48 h)

'El tiempo de cultivo se muestra entre paréntesis.
2 Rendimiento basado en D-xilosa consumida.
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Si se comparan los resultados obtenidos en las series FE1 y FE2 se observa, con claridad,
como el primer hidrolizado presenté una menor capacidad de inhibicion sobre P. tannophilus.
Esto pudo deberse a su menor contenido inicial de acido acético (2,23, frente a 2,86 g/L del
hidrolizado empleado en FE2), o como consecuencia de la existencia de menores cantidades de
otros inhibidores no analizados. En este sentido, es interesante recordar que el primer
hidrolizado se obtuvo con &cido sulfurico de concentracion 0,010 M operando a 201°C durante
5,2 minutos, mientras que el segundo derivo de un tratamiento que empled acido sulfdrico de
mayor concentracion (0,025 M) pero que se desarrollé a menor temperatura (195°C durante 5

minutos).

Las fermentaciones de la serie FE1 se desarrollaron, en general, con menores producciones
netas de biomasa y mayores concentraciones maximas de etanol respecto a los ensayos FE2
(Tablas 4.40 y 4.41). Respecto al xilitol, ambos hidrolizados consiguieron rendimientos
méaximos muy parecidos (0,42 y 0,44 g/g D-xilosa) a las 72 h de fermentacion, aunque para FE1
se necesitd una concentracién de in6culo (0,5 g/L) inferior a la requerida en la FE2 (2,0 g/L).
Los rendimientos maximos de xilitol en el presente trabajo fueron similares a los conseguidos
por Garcia et al. (2011) al fermentar hidrolizados acidos de poda de olivo con la levadura
Candida tropicalis. Por otro lado, Virgilio da Silva et al. (2007) obtuvieron un rendimiento de
xilitol de 0,45 g/g durante el cultivo, con Candida guilliermondii, de hidrolizados acidos
generados con bagazo de cafia de azUcar.

4.4.3 Fermentacion de hidrolizados enzimaticos (FE3)

En los apartados 4.4.1 y 4.4.2 se fermentaron los hidrolizados &cidos obtenidos en los
pretratamientos OPT-PT2 y OPT-PT3; es decir, bajo unas condiciones de hidrolisis acida que
maximizan la produccién de D-xilosa en la fase liquida. En estos pretratamientos se obtuvieron
residuos sélidos que podria ser fuente de D-glucosa por hidrolisis enzimatica de la fraccion de

celulosa que gueda en dichos residuos.

En esta serie experimental se fermentan liquidos obtenidos de la hidrélisis enzimética de los
residuos sélidos conseguidos durante los pretratamientos OPT-PT2 y OPT-PT3. Las hidrdlisis

se llevaron a cabo en las siguientes condiciones:
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Parametro Valor
Temperatura, °C 50
pH 4.8
Velocidad de agitacion, rpm 150

Carga de ‘Celluclast 1.5°, UPF/g s6lido 40

Volumen de ‘Novozymel88’ 0,5 veces el volumen de ‘Celluclast 1.5’

Los hidrolizados enziméticos no sufrieron etapa de detoxificacion debido a la nula presencia
de inhibidores generados a alta temperatura, como el furfural y el 5-HMF.
Las fermentaciones se desarrollaron con la levadura Pachysolen tannophilus a 30°C, pH 4,5y
150 rpm. Se ensayaron, para cada uno de los medios de cultivo, cuatro concentraciones iniciales
de biomasa: 0,5,1,0,2,0y 4,0 g/L.

Los dos medios de fermentacion utilizados en esta serie presentaron una concentracion
inicial de D-glucosa de 20,6 g/L (Figura 4.29) y 23,2 g/L (Figura 4.30). La no presencia de
inhibidores fermentativos hizo que el consumo de hexosa fuera muy rapido para los dos
hidrolizados, completandose la asimilacién de D-glucosa, en todos los casos, en menos de 24 h.
No obstante, se observé como el incremento del tamafio de inoculo aceleré este consumo. Asi,
por ejemplo, para el hidrolizado enzimatico derivado de OPT-PT2, a las 7,5 h de bioproceso la
concentracion de D-glucosa en los matraces Erlenmeyer con in6culos de P. tannophilus de 0,5,
1,0y 4,0 g/L fue de 12,6, 6,4 y 2,6 g/L, respectivamente. Para el hidrolizado enzimatico
derivado de OPT-PT3 se observé el mismo comportamiento; por ejemplo, a las 5 h la
concentracion de D-glucosa en los matraces Erlenmeyer con indculos de 1,0, 2,0 y 4,0 g/L fue

de 14,8, 9,7 y 4,4 g/L, respectivamente.

La méaxima concentracion de etanol en las fermentaciones del hidrolizado OPT-PT2 se
alcanzo a las 24 h, para los ensayos llevados a cabo con 0,5y 1,0 g/L de in6culo, y a las 10 h
para el resto de condiciones. Las concentraciones de etanol méas altas detectadas pueden
observase en la Figura 4.29, siendo de 9,6, 10,1, 10,8 y 9,7 g/L para las graficas A, B, Cy D,
respectivamente. El rendimiento de etanol pudo ser calculado refiriendo en peso de alcohol
producido al peso de D-glucosa consumida. De esta forma, se determinaron valores de 46,4,
49,1, 52,3 y 47,2%. Para el hidrolizado enzimatico OPT-PT3 también se consiguieron las
maximas concentraciones de etanol entre las 10 y 24 h; concretamente, y de acuerdo con la

Figura 4.30, los valores maximos fueron de 12,3 g/L (grafica A), 12,2 g/L (grafica B), 12,3 g/L
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(grafica C) y 12,4 g/L (gréfica D). En este caso, los rendimientos de etanol fueron del 52,9,

52,5, 52,9 y 53,4% para los ensayos llevados a cabo con in6culos de 0,5, 1,0, 2,0 y 4,0 g/L,
respectivamente.
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Figura 4.29 Concentraciéon de biomasa (4), D-glucosa (™) y etanol (®) en las
fermentaciones de la serie FE3;. Concentracion de inéculo: 0,5 g/L (A), 1,0
g/L (B), 2,0 g/L (C) y 4,0 g/L (D)
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Figura 4.30 Concentraciéon de biomasa (4), D-glucosa (™) y etanol (®) en las
fermentaciones de la serie FE3,. Concentracion de inéculo: 0,5 g/L (A), 1,0
g/L (B),209/L (C)y4.049/L (D)
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4.5 Proceso completo de transformacion. Balances de materia

Considerando los objetivos planteados al comienzo de la Tesis Doctoral, y analizando el

proceso completo de tratamiento de la biomasa (pretratamiento &cido a presion, hidrélisis

enzimatica y fermentacion) mediante balances de materia, se deduce que en las condiciones mas

favorables el empleo de &cido sulfurico 0,010 y 0,025 M lleva a producciones similares de

etanol y xilitol (Figuras 4.31 y 4.32). En todo caso, el uso de acido con concentracién mas alta

conduce a rendimientos globales de bioproductos ligeramente superiores, Ygs = 10,3 g etanol
/100 g hueso y Yx5= 9,2 g xilitol /100 g hueso.

100 g
materia
prima

0,588 ¢
H,SO0,
600 g

H,0

40 UPF/g celulasas (V cepyjasas)
(Vcelutasas/2) B-glucosidasas

0,89 g P. tannophilus

i Oli idrolisi imati - fermentacion etanol
pretratamiento solido hidrolisis enzimatica | | D-glucosa N )
201°C-5,2 min g 62,89 > 50°C-pH 4,8 18,4 ¢ 30°C-pH 4,5 944

liquido
D-xilosa fermentacion N xilitol
20,19 30°C-pH 4,5 844

Figura 4.31 Balances macroscopicos de materia cuando se parte de un pretratamiento con
H,SO, 0,010 M

100 g
materia
prima

147 g

H,S0,
600 g
H,0

40 UPF/g celulasas (V yiasas)
(Vcelulasaslz) B-glucosidasas

0,87 g P. tannophilus

i Oli idrolisi imati - fermentacion etanol
pretratamiento s6lido hidrolisis enzimatica | | D-glucosa N L)
195°C-5 min ) 63,89 > 50°C-pH 4,8 20,19 30°C-pH 4,5 10,3 ¢
liquido
D-xilosa fermentacion N xilitol
209¢g 30°C-pH 4,5 929

Figura 4.32 Balances macroscopicos de materia cuando se parte de un pretratamiento con
H,S0O, 0,025 M

137







5. CONCLUSIONES

Tesis de doctorado
Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna.
Fermentacion de hidrolizados con Pachysolen tannophilus






5. Conclusiones

A partir de la discusion de los resultados experimentales reflejados en esta Memoria, se han

podido deducir las siguientes conclusiones:

1. El pretratamiento de huesos de aceituna a alta temperatura, usando agua, o acidos

2.

sulfarico (0,025 M) y nitrico (0,025 M), logr6 la eliminacion completa de su
fraccion de hemicelulosas. Para este fin, y con tiempos de residencia a la méxima
temperatura de 0 minutos, se necesitaron temperaturas iguales o superiores a 220°C,
205°C y 200°C al operar con agua, acido sulfurico y acido nitrico, respectivamente.
Con cualquiera de los tres medios hidroliticos anteriores, la fraccion celuldsica del
endocarpio de aceituna sufrié la mayor alteracion a las temperaturas mas altas
ensayadas. En el caso del agua ultrapura, la conversién fraccional de celulosa fue
reducida, 17,4% a 220°C. Sin embargo, el empleo de &cidos inorganicos diluidos
acelerd la despolimerizacion del polisacarido a la misma temperatura, hasta el
35,8% con acido sulfurico y 68,5% con acido nitrico. En relacion a la lignina, tanto
el agua como los dos acidos estudiados condujeron a una conversion fraccional
cercana al 25% para temperaturas en el intervalo 200-220°C, excepto cuando se
empled &cido nitrico a 220°C; en ese caso, se logr6 una conversion de lignina
préxima al 50%.

Al comparar las composiciones de los prehidrolizados obtenidos pretratando huesos
de aceituna a temperaturas entre 200 y 220°C con agua Yy acidos sulfdrico y nitrico
(ambos 0,025 M), se comprobd como el primer medio condujo a bajos rendimientos
en monosacaridos, mientras el acido sulfdrico maximizo la recuperacion de D-
xilosa (18,1% a 210°C) y el &cido nitrico llevo a los mayores rendimientos en D-
glucosa (8,6% a 220°C). Temperaturas superiores a 210°C, en experimentos
realizados con éacidos sulfurico y nitrico, produjeron destrucciones térmicas severas
de monosacéaridos hemicelulésicos y, paralelamente, incrementos de inhibidores
fermentativos como el 5-hidroximetilfurfural. Atendiendo al rendimiento conjunto
de D-glucosa y D-xilosa, cabria destacar tres condiciones operativas que lo
maximizan: dos que emplean &cido sulfdrico (205°C, con rendimiento del 16,2%;
210°C, con rendimiento del 20,0%) y una con &cido nitrico (205°C, con rendimiento
del 14,2%). En los tres casos anteriores, los rendimientos en 5-hidroximetilfurfural
fueron menores del 1% (0,53, 0,79 y 0,95%, respectivamente), un buen dato si se
quiere desarrollar un posterior proceso de fermentacion. Por tanto, el medio con
acido sulfarico es el que presenta mayor potencial para generar prehidrolizados

ricos en D-xilosa y con bajas concentraciones de inhibidores fermentativos.
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3. La aplicacién de disefios factoriales ha mostrado ser una interesante herramienta
para el estudio de las condiciones operativas durante la hidrolisis del hueso de
aceituna con acido sulfurico diluido. Para una concentracion fija de &cido, existen
unas condiciones especificas de temperatura y tiempo de reaccion que maximizan la
produccién de azlcares fermentables y la conversion de fibras. En este sentido, la
temperatura es el factor mas determinante en la despolimerizacion de hemicelulosa

y celulosa, y en la generacion de D-xilosa y otros azucares simples.

3.1 Empleando H,SO, de concentracién 0,010 M en una suspension de huesos de
aceituna con relacion Sélido/Liquido de 1/6 (p/v), se logr6 hidrolizar la fraccion
de hemicelulosas trabajando a 200°C durante 5 minutos. Tratamientos de mayor
severidad condujeron a valores nulos de hemicelulosa en el residuo, a fuertes
descensos en los porcentajes de celulosa pretratada (CEL) y a aumentos del
contenido en lignina &cido insoluble (LAI). Los valores de CEL y LAI en los

solidos pretratados se ha ajustado a las ecuaciones polinomiales,

CEL (%) = -225,93 + 2,70 T + 0,77 t — 0,007 T2
LAI (%) = -17,42+0,29 T

donde Ty t representan la temperatura maxima de hidrolisis (°C) y el tiempo de
residencia, en minutos, a dicha temperatura. Se observé como el contenido de
lignina &cido insoluble del residuo dependié linealmente de la temperatura.

En el caso del prehidrolizado liquido, el rendimiento de D-xilosa (Yx) pudo ser

descrito, en funcién de T y t (valores reales), mediante la expresion,
Y (%) =-993,94 +9,79 T + 11,60 t — 0,024 T~ 0,50 t* — 0,032 T t

a partir de la cual pudieron determinarse las condiciones que maximizan la
produccién de esta pentosa (201°C mantenidos durante 5,2 minutos). Hay que
destacar la considerable presencia de acido acético en los prehidrolizados
obtenidos a altas temperaturas (5,8% a 220°C y 8 min). El rendimiento de este

compuesto se ajustd adecuadamente mediante la ecuacion,

Yace (%) =-9,78+ 0,064 T + 0,14 t

3.2 Usando H,SO, de concentracion 0,025 M en una suspension de huesos de
aceituna con relacién Sélido/Liquido de 1/6 (p/v), se lograron resultados

similares al caso anterior (H,SO, 0,010 M) aunque se puso de manifiesto como
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la mayor concentracion de protones en el medio acelerd la hidrolisis de la
hemicelulosa y la celulosa y, por tanto, permitio recuperar mayores cantidades
de monosacéridos a menores temperaturas y tiempos de reaccion. Con H,SO,
0,025 M la hemicelulosa practicamente se elimin6 del sélido en pretratamientos
efectuados a 200°C durante 0,76 minutos. Los valores de CEL y LAI en los
solidos pretratados se ajustaron a las ecuaciones polinomiales,

CEL (%) =-875,87 +9,37 T+ 10,44t — 0,024 T~ 0,049 T t
LAI (%) = 266,93 —2,73 T + 0,008 T

Al igual que en los ensayos con concentracion de acido igual a 0,010 M, aqui se
observd como el contenido de lignina &cido insoluble solo dependié de la
temperatura.

En el caso del prehidrolizado liquido, el rendimiento de D-xilosa (Yx,.) pudo ser
descrito, en funcion de T y t (valores reales), mediante la expresion,

YL (%) =-726,25+ 7,34 T +12,37t- 0,018 T 0,34 t* —0,47-Tt

a partir de la cual pudieron determinarse las condiciones que maximizan la
produccién de esta pentosa (195°C durante 5 minutos). El rendimiento de &cido

acético en el prehidrolizado pudo ser ajustado mediante la ecuacion,
Yace (%) =-13,62 + 0,079 T + 0,19 t

gue describe un comportamiento muy parecido al observado empleando H,SO,

de concentracién 0,010 M.

3.3 Es posible obtener altas recuperaciones de D-xilosa, y de otros azlcares
hemicelul6sicos, por hidrélisis acida del hueso de aceituna al operar con acido
sulfurico de concentraciones 0,010 y 0,025 M, y relaciones Solido/Liquido de
1/6 (p/v). Con el acido mas diluido, el porcentaje de extraccién de D-xilosa fue
85,9%, mientras que con el mas concentrado, la extraccion alcanzo el 89,3%.
En ambos casos, el rendimiento méximo de monosacaridos super6 el 21%. Sin
embargo, el incremento de concentracién (desde 0,010 hasta 0,025 M) trajo
consigo una reduccién de 6°C en la temperatura dptima de operacion (de 201°C
a 195°C), lo que puede ser ventajoso desde el punto de vista energético. Por otra
parte, en la fraccion sélida resultante de los anteriores pretratamientos quedaria
preservada la mayor parte de la celulosa del hueso (82,7% si se emplea H,SO,
de concentracion 0,010 M), por lo que dicho material podria ser sometido a

posteriores ensayos de hidrolisis enzimatica con el fin de generar D-glucosa.
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3.4 Al ser el hueso fragmentado de aceituna un material relativamente pequefio y
duro, es posible incrementar la relacion Sélido/Liquido (p/v) hasta valores de
1/2 en los pretratamientos con acido sulfarico diluido sin que se produzcan
problemas significativos de agitacion, ni limitaciones en el ataque del sélido por
parte del liquido. Sin embargo, para mantener la capacidad hidrolitica ante un
incremento de la carga de solido, se deber& producir un aumento paralelo en el
peso de acido sulfarico afiadido al reactor, de forma que su porcentaje (referido
a peso seco de hueso) se mantenga en el 0,59%. En estas condiciones, se han
generado hidrolizados con concentraciones de D-xilosa proximas a 100 g/L
(95,5 ¢/L al pretratar 150 g de hueso con 300 mL de disolucion de acido
sulfurico 0,030 M). EI problema de estos hidrolizados es la alta concentracion
de &cido acético, proxima a 30 g/L, y que obligaria a disefiar un protocolo de

detoxificacion si se quiere proceder a la fermentacion de los medios azucarados.

4. Si se desea usar una etapa de hidrélisis enzimatica sobre los sélidos resultantes del
pretratamiento con &cido sulfdrico diluido con el fin de producir D-glucosa, debe
evitarse la esterilizacion en autoclave de los sustratos, ya que este tratamiento
térmico (121°C-20 min) reduce drasticamente el rendimiento del bioproceso. Asi, al
hidrolizar enzimaticamente (celulasa ‘Celluclast 1.5’ con carga de 20 UPF/g solido)
los residuos resultantes de los pretratamientos que optimizan la produccién de D-
xilosa con H,SO, 0,010 y 0,025 M, se comprobd que la esterilizacion el sustrato
reduce el rendimiento en D-glucosa desde el 13,8% hasta el 2,4%, y desde el 17,6%

al 3,4%, respectivamente.

5. La hidrolisis enzimatica de los solidos pretratados con acido sulfurico diluido esta
fuertemente condicionada por la carga de celulasa ‘Celluclast 1.5° empleada. Asi, al
hidrolizar enzimaticamente los solidos resultantes de los pretratamientos que
optimizan la produccién de D-xilosa, con H,SO, 0,010 y 0,025 M, se comprob6 que
un incremento de la dosis de enzima, desde O hasta 60 UPF/g solido, provoca un
aumento del rendimiento de D-glucosa desde el 2% hasta el 37%, y desde el 3% al
37%, respectivamente. Por otro lado, no se observaron grandes diferencias en el
rendimiento en D-glucosa cuando las hidrdlisis enzimaticas se llevaron a cabo con
cargas de celulasas de 40 y 60 UPF/g sdlido. Por esta razén, y con el fin de
disminuir los costes del bioproceso, se propone utilizar una carga de 40 UPF/g

solido.
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Otro factor que afecta al desarrollo de la hidrélisis enzimética es la presencia de
prehidrolizado junto a los sélidos pretratados. Se ha observado como los procesos
que usan como Unico sustrato el solido pretratado, limpio y seco, son mas
favorables que aquellos que operan con el conjunto “solido pretratado-

prehidrolizado”.

6. La temperatura maxima a la que se lleva a cabo el pretratamiento del hueso de
aceituna, con 4cido sulfurico diluido, y el tamafio de particula, afectan
significativamente al rendimiento de D-glucosa durante la hidrélisis enzimatica de

los solidos pretratados.

6.1 En relacion al efecto de la temperatura méaxima de pretratamiento (en el rango

190-215°C) sobre la etapa de hidrélisis enzimatica, los maximos rendimientos
de D-glucosa se consiguieron tras hidrolisis acidas a presién llevadas a cabo a
temperaturas iguales o superiores a 210°C. Asi, para huesos de tamafio por
encima de 1,6 mm, el rendimiento enzimatico fue de 13,6, 17,2, 23,6 y 23,0%
utilizando pretratamientos a 190, 200, 210 y 215°C, respectivamente. Si el
hueso no se pretrata, el rendimiento maximo de D-glucosa por accion
enzimatica desciende hasta el 6,2%.
Considerando el rendimiento global de azlcares fermentables obtenibles en las
etapas de hidrdlisis acida (pretratamiento) e hidrdlisis enzimatica, este
parametro se maximiza para pretratamientos efectuados a 205°C, ya que
temperaturas superiores, aunque mejoran la hidrolisis enzimatica, degradan gran
parte de los monosacaridos del prehidrolizado. Para endocarpios con diametro
superior a 1,6 mm el rendimiento global maximo de monosacéaridos fue del
29,7%.

6.2 En general, la disminucion del tamafio de particula favorecio la hidrolisis
enzimatica de los sélidos pretratados. Se observé un fuerte incremento del
rendimiento en D-glucosa cuando los sélidos de didmetro superior a 1,6 mm
fueron molturados hasta tamarios en el intervalo 0,60-0,425 mm. Sin embargo,
no se observaron grandes diferencias de resultados para tamafios comprendidos
entre 0,30-0,125 y 0,60-0,425 mm. La concentracion maxima de D-glucosa fue
practicamente idéntica cuando se hidrolizaron enziméaticamente sélidos de

diametro por debajo de 0,6 mm (44,3, 42,8 y 44,2 g/L para s6lidos pretratados a
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215°C y con tamafio 0,60-0,425 mm, 0,30-0,125 mm y <0,125 mm,

respectivamente).

7. La fermentacidon, con P. tannophilus, de los prehidrolizados &cidos que maximizan
la produccion de D-xilosa operando con concentraciones de acido sulfarico 0,010 y
0,025 M, se ha llevado a cabo de forma satisfactoria. Esto se puede justificar por la
alta concentracion inicial de D-xilosa y las bajas concentraciones de inhibidores
fermentativos, todo ello como consecuencia de una etapa previa de detoxificacion
mediante concentracion del prehidrolizado &cido en rotavapor a vacio. Este
tratamiento, extendido durante 80 minutos a 35°C, permite reducir a la mitad la
cantidad de acido acético en la fase liquida, asi como eliminar el furfural y el 5-

hidroximetilfurfural.

7.1 La duracion del proceso de fermentacion estuvo fuertemente condicionada por
la concentracion de in6culo de P. tannophilus. Asi, D-xilosa practicamente se
consumié tras 144 h (in6culo de 0,5 g/L), 120 h (1,0 g/L) y 48 h (2,0 y 4,0 g/L)
si el prehidrolizado derivd de una hidrdlisis con H,SO,4 0,010 M, o tras 144 h
(in6culo de 0,5 ¢/L), 120 h (1,0 g/L), 72 h (2,0 g/L) y 48 h (4,0 g/L) si el cultivo
derivo de una hidrolisis con H,SO, 0,025 M. También se ha comprobado el
consumo de &cido acético por la levadura. Esta metabolizacién se ha llevado a
cabo de forma simultanea con de D-xilosa. El uso de &cido sulfurico mas
concentrado, durante el pretratamiento, llevé a bioprocesos algo mas lentos,

debido a la mayor presencia de compuestos inhibidores.

7.2 La produccion maxima de biomasa durante las fermentaciones descendio a
medida que aumentaba la concentracion inicial de P. tannophilus. Los valores
oscilaron entre 1,9 y 4,8 g/L (para cultivos derivados del pretratamiento con
H,SO, 0,010 M) y entre 6,3 y 6,8 g/L (cultivos obtenidos del pretratamiento con
H,SO, 0,025 M).

7.3 En todas las fermentaciones se han observado producciones maximas de etanol
inferiores a las de xilitol, como consecuencia de la muy baja relacién D-
glucosa/D-xilosa existente al inicio de los cultivos. Ademas, el tamafio de
indculo afectd a la concentracion maxima de etanol sintetizado, de manera que
aumentos del primer pardmetro (desde 0,5 g/L hasta 4,0 g/L) originaron

incrementos en el segundo (desde 0,25 hasta 1,8 g/L, para pretratamientos con
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H,SO, 0,010 M, y desde 0,32 a 1,1 g/L, para pretratamientos con H,SO, 0,025
M).

El xilitol es el producto principal de las fermentaciones. Su concentracion
maxima oscil6 entre 4,8 y 1,9 g/L, tras pretratamientos con H,SO, 0,010 M, y
entre 8,2 y 4,1 g/L, tras pretratamientos con H,SO, 0,025 M. Lo anterior se
traduce en un rendimiento instantdneo maximo de 0,42 g xilitol por gramo de
D-xilosa (para el primer cultivo con indculo de 0,5 ¢g/L) y de 0,44 g xilitol por

gramo de D-xilosa (para el segundo cultivo con in6culo de 2,0 g/L).

8. La fermentacion, con P. tannophilus, de los liquidos generados por hidrdlisis
enzimatica de los solidos pretratados con &cido sulfarico (0,010 M o 0,025 M) en
las condiciones de pretratamiento para las que se maximizan las producciones de D-
xilosa, ha sido muy favorable. Esto se debe a la presencia de D-glucosa como
sustrato de fermentacion, lo que hace que el bioproceso se complete en menos de 24
h, para indculos de levadura de 0,5 g/L, y para tiempos iguales o inferiores a 10 h
con inéculos entre 1,0 y 4,0 g/L. Las concentraciones maximas de etanol, para
fermentaciones efectuadas con distintas concentraciones de indculo, oscilaron entre
9,7y 10,8 g/L, cuando la concentracion inicial de D-glucosa fue de 20,6 g/L, y entre
12,2y 12,4 g/L, para concentraciones iniciales de hexosa de 23,2 g/L. Lo anterior
lleva a rendimientos instantaneos en etanol muy elevado, proximos al rendimiento

tedrico de Gay-Lussac (0,51 g etanol/g D-glucosa).

9. Considerando los objetivos planteados al inicio de la Tesis Doctoral, y analizando el
proceso completo de tratamiento de la biomasa (pretratamiento acido a presion,
hidrélisis enzimatica y fermentacion), se deduce que, en las condiciones de
operacion mas favorables, a partir de los balances macroscopicos de materia, el
empleo de acido sulfarico 0,010 y 0,025 M lleva a producciones similares de etanol
y xilitol. En todo caso, el uso de &cido con concentracion més alta conduce a
rendimientos globales de bioproductos ligeramente superiores, Ygs = 10,3 g etanol
/100 g hueso y Yxis = 9,2 g xilitol/100 g hueso.
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AAE Agencia Andaluza de la Energia

Ac Concentracion de acido acético, kg m™

ACE Acido acético

ACS Acetil-CoA sintetasa

ADH Alcohol deshidrogenasa

4-AF Enzima 4-aminofenazona

Al-DH Enzima aldehido deshidrogenasa

AMP Adenosin monofosfato

ARA L-arabinosa

ART Azucares reductores totales

ATCC Coleccion de cultivos “"American Type Culture Collection”
ATP Adenosin 5-trifosfato

BP British Petroleum

C Concentracién, kg m™ o mg dm™

CBS Banco de células ~ Centraalbureau voor Schimmelcultures” (Holanda)
CEL Celulosa, %

CoA Coenzima A

CS Citrato cintasa

DE Disefio experimental

DNS Reactivo dinitrosalicilico

DSM Banco de células * German Collection of Microorganisms and Cell Cultures” (Alemania)
E Concentracion de etanol, kg m™

EC Numero de identificacion enzimatica

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EE Efecto estimado

ES Errores estandar

E/S Relacion "Enzima /Sustrato”

FE Fermentacion

g Concentracion de D-glucosa, kg m™

gf Concentracion de D-glucosa al final de las hidrolisis enzimaticas, kg m™
GOD Enzima glucosa-oxidasa

HE hidrolisis enzimatica

HEM Hemicelulosa, %
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5-HMF
HPLIC
INT
L-MDH
NAD
NADH
NADP
NRRL
OLI
OPT-PT

PA
PIV
PNB
POD
PRS
PT
PVP
QP
Ro
RPE
RS

SCP
S/L
SDH
SE
SOL
SSF

TAPPI
tep

5-Hidroximetilfurfural

Cromatografia ionica acoplada a detector de pulsos amperométricos
Cloruro de iodotetrazolio

L-malato deshidrogenasa

Nicotinamida adenina dinucledtido (forma oxidada)

Nicotinamida adenina dinucleétido (forma reducida)

Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato

Banco de células ~ Agricultural Research Service Culture Collection” (EE.UU.)
Oligosacéridos

Optimo del pretratamiento

Nivel de significacion

Pureza para analisis quimico

Relacion entre el peso de hueso seco (g) y el volumen del liquido (cm?) en el tratamiento
Producto Nacional Bruto

Enzima peroxidasa

Pureza para andlisis quimico

Pretratamientos

Polivinilpirrolidona

Quimicamente puro

Factor de severidad del tratamiento hidrotérmico

Reactivos de grado analitico

Recuperacion de sélido

Concentracion de azlcares reductores totales, kg m™

Proteina de origen unicelular

Relacion entre el peso de hueso seco (g) y el volumen del acido (cm®)
Enzima sorbitol deshidrogenasa

Serie experimental

% Porcentaje de sélido disgregado en el tratamiento hidrotérmico
Sacarificacion y fermentacion simultaneas

Temperatura, °C

Tiempo, minutos o hora

“Technical Association of the Pulp and Paper Industry”

Tonelada equivalente de petrdleo
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TRIS Tri-hidroximetil-aminometano

UPF Unidad de Papel de Filtro

X Concentracion de biomasa, kg m*

XceL Conversion fraccional de celulosa, %
XHeMm Conversion fraccional de hemicelulosa, %
Xi Concentracion de xilitol, kg m*

XAl Conversion fraccional de lignina acido insoluble, %
YeLu Rendimiento en D-glucosa, %

YxiL Rendimiento en D-xilosa, %

Yers Rendimiento de etanol /100 g hueso

Y e Rendimiento de hidrolisis enzimatica, %
Yyxius Rendimiento de xilitol /100 g hueso
%Cenizas Materia mineral, %

%FAD Fibra Acido Detergente, %

%FND Fibra neutro detergente, %

%HMV Humedad y materia volatil, %

%LIG Lignina, %
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8. Anexo

A.1 Hidrolisis a presion con agua y acidos sulfarico y nitrico (PT1)

A.1.1 Pretratamiento con agua a 200°C mantenidos durante 0 minutos

Tabla A.1.1
Evolucidon de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados con
agua
Tméxima: 2000C1 tmantenimiento: 0 min
t, min T,°C
0,00 100
1,30 107
6,30 134
11,30 162
16,30 188
17,30 193
18,30 198
18,70 200
19,30 182
19,80 151
20,30 130
20,80 115
21,30 102
21,40 100

250

200 A

150 A

T(°C)

100

50 A

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.1.1 Evolucién de temperaturas en el

pretratamiento de huesos de aceituna con agua (T maxima:
2000(:: tmantenimiento: 0 min)

Pretratamiento con agua
(Tméxima: 20000; tmantenimiento: 0 mm)

Regioén de calentamiento (T=a+bt)

a=100,25°C r> = 1,000

b = 5,363°C/min R, = 2510
Regi6n de mantenimiento (T = a)

a =200°C Ry=0
Region de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a = -40936°C r> = 1,000

b = 6333,2°C/min Ry, =330

¢ = -322,85°C/min?

d = 5,4444°C/min?

(Ro)eoa = 2840 log R, = 3,45
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A.1.2 Pretratamiento con agua a 205°C mantenidos durante 0 minutos

t, min
0,00
3,72
7,82
8,72
9,72
10,72
11,72
12,72
13,72
14,72
15,72
16,72
17,72
18,21
18,72
19,22
19,72
20,22
20,72
21,22
21,72
22,22
22,72
23,22
23,72
24,22
24,62

Tabla A.1.2

agua

Evolucion de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados con

Tméxima: 2050C1 tmantenimiento: 0 min

T,°C
100
121
150
152
158
163
169
174
179
185
191
196
201
205
205
187
164
147
135
126
120
114
111
107
104
102
100

250

200 A

150 A

T (°C)

100

50 A

0 T r

0 5 10 15 20 25 30
t (min)

Figura A.1.2 Evolucién de temperaturas en el
tratamiento de huesos de aceituna con agua (T maxima:
2050(:1 tmantenimiemo: 0 min)

Pretratamiento con agua
(Tméxima: 20500, tmantenimiento: 0 mln)

Regidn de calentamiento (T=a+bt)

a=102,11°C r’=0,997

b =5,631°C/min Ro = 3837
Regidn de mantenimiento (T = a)

a=205°C Ro=0
Region de enfriamiento (T=d t* +ct® + b t + a)

a=8525,4°C r’=0,998

b =-1054,7°C/min Ro =507

¢ = 44,233°C/min®
d =-0,6212°C/min®

(Ro)otal = 4343 log R, = 3,64
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A.1.3 Pretratamiento con agua a 210°C mantenidos durante 0 minutos

Tabla A.1.3 250
Evolucion de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados con 200 -
agua
Tméxima: 2100(:, tmantenimiento: 0 min

t, min T,°C o 150 A
0,00 100 <
0,87 105 = 100
10,87 157
15,87 184
16,87 190 50 A
17,87 195
18,87 200 0 : : : : :
19,37 203 0 5 10 15 20 25 30
19,87 206 t (min)
20,37 208 ) .,
20,87 210 Flgw(a A.1.3 Evolucion de f[emperaturas en el
2137 193 pretratamiento de huesos de aceituna con agua (T maima:
21’87 156 21000, tmantenimiento: 0 mm)
22,37 133
22,87 116
23,37 104
23,61 100

Pretratamiento con agua
(Tméxima: 2100C1 tmantenimiento: 0 mm)

Regidn de calentamiento (T=a+bt)

a=100,08°C r’=1,000

b =5,301°C/min Ro = 5061
Regién de mantenimiento (T = a)

a=210°C Ro=0
Region de enfriamiento (T=dt* +ct® + b t + a)

a=-53118°C r’ = 0,994

b = 7472,3°C/min R, =610

¢ = -346,68°C/min?
d = 5,3225°C/min®

(Ro)total =5671 IOg Ro = 3,75
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A.1.4 Pretratamiento con agua a 220°C mantenidos durante 0 minutos
Tabla A.1.4 250
Evolucion de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados con agua 200 -
Tméxima: 2200C1 tmantenimiento: 0 min
t, min T,°C
0,00 100 8150 T
1,38 107 e
6,38 134 F 100
11,38 163
16,38 188
17,38 192 50 1
18,38 197
19,38 202 0 : : : : :
20,38 207 0 5 10 15 20 25 30
21,38 213 t (min)
22,38 218 . L
22 88 201 Flgura_l A.1.4 Evolucién de tgmperaturas enel
23,38 220 tratamiento de huesos de aceituna con agua
1 . (0] .
23,88 186 (Tméxima- 220 C, tmantenimiento- 0 mm))
24,38 155
24,88 133
25,38 118
25,88 107
26,27 100

Pretratamiento con agua
(Tméxima: ZZOOC; tmantenimiento: O mln)

Region de calentamiento (T=a+ bt)

a=100,81°C r*=0,999

b =5,230°C/min Ro = 11868
Regién de mantenimiento (T = a)

a=220°C Ro=0
Region de enfriamiento (T=d t* +ct? + b t + a)

a=25224°C r’=1,000

b =-2661,1°C/min R, =776

¢ = 93,846°C/min?
d =-1,1021°C/min®

(Ro)rotar = 12644 log Ry = 4,10
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A.1.5 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfdrico (0,025 M) a 200°C mantenidos
durante O minutos

0,00
0,90
5,90
10,90
15,90
16,90
17,40
17,90
18,40
18,90
19,07
19,90
20,90
21,40
21,90
22,09

Tabla A.1.5

Evolucidon de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucién diluida de acido

sulfurico (0,025 M)
Tméxima: 2000C1 1:mantenimiento: 0 min
t, min

T,°C
100
105
130
157
183
188
191
193
196
198
200
178
130
114
103
100

250

200 A

150 -

T(C)

0 T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.1.5 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulfdrico
(Tméxima: ZOOOC, tmantenimiento: 0 mm)

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 2000C1 tmantenimiento: 0 mln)

Regioén de calentamiento (T=a+bt)

a=99,94°C r> = 1,000

b =5,21°C/min Ry =2392
Regi6n de mantenimiento (T = a)

a=200°C Ry=0
Region de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a=-51025°C r> = 0,999

b = 7590,4°C/min R, =509

¢ = -372,92°C/min?

d = 6,0698°C/min®

(Ro)tom =2901 IOg Ro = 3,46
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A.1.6 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfdrico (0,025 M) a 205°C mantenidos
durante O minutos

Tabla A.1.6 250
Evolucion de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucion diluida de acido 200 -
sulfurico
(0,025 M) 5 150 -
Tméxima: 2050C1 1:mantenimiento: 0 min S
t, min T,°C - 100
0,00 100
0,53 103
5,53 129 50 1
10,53 155
15,53 182 0 T r r T T
16,53 187 0 5 10 15 20 25 30
17,53 192 t (min)
18,53 196 Figura A.1.6 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
19,53 201 huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulfurico
20,03 203 (Tmaxima: 205°C, tmantenimiento: 0 MiN))
20,53 205
21,03 175
21,53 146
22,03 126
22,53 112
23,03 101
23,10 100

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 20500; tmantenimiento: 0 mm)

Regidn de calentamiento (T=a+bt)

a=100,48°C r* = 1,000

b =5,164°C/min Ro = 3904
Regién de mantenimiento (T = a)

a=205°C Ro=0
Region de enfriamiento (T=d t* +ct®*+ bt + a)

a=6687,5°C r* = 1,000

b =-579,69°C/min Ro =312

¢ = 13,712°C/min®
d = -0,0416°C/min®

(RO)tota| =4216 Iog Ry =3, 62
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8. Anexo

A.L1.7 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfarico (0,025 M) a 210°C mantenidos

durante 0 minutos

Tabla A.1.7
Evolucidon de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucion diluida de acido
sulfarico
(0,025 M)

Tméxima: 2100C1 1:mantenimiento: 0 min
t, min T, °C
0,00 100
4,80 124
9,80 149
14,80 176
15,80 181
16,80 186
17,80 191
18,80 196
19,80 201
20,80 205
21,30 207
21,80 210
22,80 165
23,30 139
23,80 121
24,30 108
24,70 100

250

200 A

150 A

T (°C)

100

50 A

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.1.7 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulfdrico
(Tmaxima: 210°C, tyantenimiento: O MiN)

Pretratamiento con acido sulfurico
Tméxima: 2100C1 tmantenimiento: O mln)

Regidn de calentamiento (T=a+ bt)

a=100,03°C r> = 1,000

b = 5,077°C/min R, = 5285
Regidn de mantenimiento (T = a)

a=210°C Ry=0
Regién de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a=-32796°C r’ = 0,999

b = 4475,8°C/min R, = 555

¢ = -200,32°C/min?

d = 2,9568°C/min®

(Ro)iota = 5840 log Ry = 3, 77
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A.1.8 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfarico (0,025 M) a 220°C mantenidos

durante O minutos

Tabla A.1.8
Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucién diluida de acido
sulfarico
(0,025 M)

Tméxima: 2200C1 tmantenimiento: 0 min
t, min T,°C
0,00 100
1,31 107
6,31 132
11,31 159
16,31 186
17,31 191
18,31 196
19,31 201
20,31 207
21,31 212
22,31 217
22,81 219
23,31 212
23,81 178
24,31 150
24,81 131
25,31 117
25,81 107
26,25 100

250

200 A

150 H

T (°C)

100

50 A

0 T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.1.8 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucidn diluida de acido sulfdrico
(Tmaxima: 220°C, trantenimiento: O MiN)

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 2200C1 tmantenimiento: 0 mln)

Regioén de calentamiento (T=a+bt)

a=99,78°C r’ = 1,000

b = 5,255°C/min R, = 9355
Regidn de mantenimiento (T = a)

a=220°C Ro=0
Region de enfriamiento (T=dt* +ct®+bt+a)

a =-50339°C r’=0,990

b = 6414,5°C/min R, = 1552

¢ = -269,42°C/min?

d = 3,7433°C/min®

(Ro)ror = 10907 log Ry = 4,04
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A.1.9 Pretratamiento con disolucién diluida de acido nitrico (0,025 M) a 200°C mantenidos durante

0 minutos

Tabla A.1.9

nitrico
(0,025 M)

t, min
0,00
0,52
5,52
10,52
15,52
16,52
17,52
18,52
19,52
20,52
21,52
22,02
22,37

Evolucidon de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucién diluida de acido

Tméxima: ZOOOCa 1:mantenimiento: 0 min

T,°C
100
103
128
154
180
185
190
194
199
200
120
107
100

250

200 A

150 H

T(C)

100

50 -

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.1.9 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucion diluida de acido nitrico
(Tméxima: ZOOOC, tmantenimiento: O mm)

Pretratamiento con acido nitrico
(Tméxima: 2000C1 tmantenimiento: 0 mm)

Regidn de calentamiento (T=a+bt)

a=100,59°C r> = 0,999

b = 5,030°C/min R, = 3337
Region de mantenimiento (T = a)

a=200°C Ry=0
Region de enfriamiento (T=d t* +ct? + b t + a)

a=169857°C r> = 1,000

b = -22983°C/min R, = 54

¢ = 1038,1°C/min®

d = -15,644°C/min®

(Ro)iota = 3392 log Ro = 3,53
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A.1.10 Pretratamiento con disolucion diluida de &cido nitrico (0,025 M) a 205°C mantenidos

durante 0 minutos

Tabla A.1.10
Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucion diluida de acido
nitrico
(0,025 M)

Tméxima: 2050C1 tmantenimiento: 0 min
t, min T,°C
0,00 100
1,11 106
6,11 131
11,11 158
16,11 185
17,11 191
18,11 196
19,11 202
20,11 203
21,11 163
21,61 142
22,11 125
22,61 112
23,11 100

250

200 A

150 A

T (°C)

100

50 H

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.1.10 Evolucidn de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucion diluida de acido nitrico
(Tméxima: 2050C, tmantenimiento: 0 mm)

Pretratamiento con acido nitrico
(Tméxima: 2050C; tmantenimiento: 0 mln)

Regidn de calentamiento (T=a+ bt)

a=99,82°C r’ = 0,999

b = 5,268°C/min R, = 3641
Regién de mantenimiento (T = a)

a=205°C Ry=0
Regién de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a=-9788,7°C r’ = 1,000

b = 1538,3°C/min Ro =427

¢ = -76,85°C/min?

d = 1,2464°C/min®

(Ro)totar = 4068 log R = 3,61
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A.1.11 Pretratamiento con disolucion diluida de &cido nitrico (0,025 M) a 210°C mantenidos

durante 0 minutos

Tabla A.1.11
Evolucion de tempe
Huesos de aceituna pr:

nitrico
(0,025 M)

t, min
0,00
0,92
5,92
10,92
15,92
16,92
17,92
18,92
19,92
20,42
20,92
21,42
21,92
22,42
22,92
23,42
23,92
24,21

raturas
etratados

con disolucion diluida de acido

Tméxima: 2100C1 1:mantenimiento: 0 min

T,°C
100
105
130
157
184
189
194
199
204
206
209
208
174
147
128
114
104
100

250

200 A

150 -

T (°C)

100

50 A

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.1.11 Evolucidn de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucion diluida de acido nitrico
(Tméxima: 21000, tmantenimiento: O mm)

Pretratamiento con acido nitrico
(Tméxima: 2100C; tmantenimiento: 0 mln)

Regidn de calentamiento (T=a+ bt)

a=100,20°C r> = 0,999

b = 5,188°C/min Ro =5392
Regién de mantenimiento (T = a)

a=210°C Ro=0
Region de enfriamiento (T=dt* +ct®+bt+a)

a = 27050°C r? = 1,000

b =-3204,3°C/min Ro =382

¢ = 127,31°C/min?

d = -1,6907°C/min®

(Ro)otal = 5774 log R, = 3,76
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.1.12 Pretratamiento con disolucion diluida de acido nitrico (0,025 M) a 220°C mantenidos

durante O minutos

Tabla A.1.12
Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucién diluida de acido
nitrico
(0,025 M)

Tméxima: 2200C1 tmantenimiento: 0 min
t, min T,°C
0,00 100
1,15 106
6,15 132
11,15 159
16,15 187
17,15 192
18,15 197
19,15 203
20,15 208
21,15 214
22,15 221
22,65 204
23,15 170
23,65 147
24,15 131
24,65 119
25,15 109
25,65 102
25,85 100

250

200 A

150 H

T (°C)

100

50

O T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)

Figura A.1.12 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucion diluida de &cido nitrico
(Tméxima: 2200C1 1:mantenimiento: O min)

Pretratamiento con acido nitrico
(Tméxima: 2200C1 tmantenimiento: 0 mm)

Regidn de calentamiento (T=a+bt)

a=99,35°C r* = 1,000

b = 55,417°C/min Ro = 8891
Region de mantenimiento (T = a)

a=220°C Ro=0

Region de enfriamiento (T=d t* +ct®*+ bt +a)

a=-2987,8°C % = 0,995
b = 640,24°C/min R, = 1255
¢ = -35,608°C/min?
d = 0,5982°C/min®

(Ro)otar = 10147 log R, = 4,01
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8. Anexo

A.2 Optimizacion de la hidrdlisis con &cido sulfarico (0,01 My 0,025 M): influencia de la
temperaturay el tiempo de hidrdlisis

A.2.1 Disefio experimental DE1

A.2.1.1 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfdrico (0,010 M) a 172°C mantenidos

durante 5 minutos

sulfurico

t, min
0,00
2,29
7,29
12,29
13,29
13,62
14,29
14,59
15,29
15,59
16,29
16,59
17,29
17,59
18,29
18,59
18,62
19,29
19,59
20,29
20,59
21,01

Tabla A.2.1.1
Evolucion de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucién diluida de &cido

(0,01 M) Tpaxima: 172°C,

tmantenimiento: 5 min

T,°C
100
111
137
164
169
172
173
171
170
172
174
172
173
172
171
172
173
163
137
120
106
100

200

150 A

T (°C)
o
S

50 A

0 T T
0 5 10 15 20 25
t (min)
Figura A.2.1.1 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulfdrico
(Tméxima: 17200, tmantenimiento: 5 mm)

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 1720C, tmantenimiento: 5 mln)

Regidn de calentamiento (T=a+ bt)

a=99,317°C r> = 0,9996

b = 5,2706°C/min R, = 347
Regidn de mantenimiento (T = a)

a=172°C Ry = 659
Regién de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a=-61216°C r’=0,9743

b = 9396,8°C/min R, =73

¢ = -477,56°C/min?
d = 8,0537°C/min®

(Ro)tom = 1079 IOg Ro = 3,03
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.2.1.2 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfarico (0,01 M) a 180 °C mantenidos

durante 2 minutos

Pretratamiento con acido sulfdrico
(Tméxima: 1800C1 tmantenimiento: 2 mm)

Regidn de calentamiento (T=a+bt)

a=87,477°C r’=0,7289

b = 2,1551°C/min Ry =458
Regién de mantenimiento (T = a)

a=180°C Ro =453
Region de enfriamiento (T=d t* +ct®*+ bt +a)

a=-363189°C r’=0,9872

b = 28903°C/min Ro = 365

C = -765,24°C/min?
d = 6,7435°C/min®

(Ro)rotar = 1277 log Ry = 3,11

TablaA.2.1.2 200
Evolucidn de temperaturas (N
Huesos de aceituna pretratados
con disolucion diluida de acido 150 -
sulfdrico
(0,01 M) Tméxima: 1800C, 8
tmantenimiento: 2 min < 100
t, min T, °C ~
0,00 100
20,38 106 50 A
25,38 132
30,38 158
34,58 180 ol
gggg igg 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
35,68 182 . _ t(min) .
36,38 184 Figura A.2.1.g Evolumc')n_ de te_mper_atu_ras en eI_tratamlen_to de
36,58 183 huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulfarico
’ . 0 . P
36,68 183 (Tméxima- 180 Ca 1:mantenimiento- 2 mm)
37,38 167
37,68 142
38,38 123
38,68 109
39,25 100
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8. Anexo

A.2.1.3 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfdrico (0,010 M) a 180 °C mantenidos

durante 8 minutos

Tabla A.2.1.3

sulfurico

Evolucidon de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucién diluida de acido

(0,01 M) Trsxirma: 180°C,

1:mantenimiento: 8 min

t, min T,°C
0,00 100
1,41 109
6,41 137

11,41 164

13,71 177

13,97 180

14,41 180

14,71 182

15,41 181

15,71 180

16,41 180

16,71 181

17,41 180

17,71 177

18,41 178

18,71 180

19,41 182

19,71 180

20,41 179

20,71 180

21,41 181

21,71 179

21,97 179

22,41 180

22,71 161

23,41 137

23,71 120

24,41 107

24,62 100

200

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.2.1.3 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucién diluida de acido sulfirico
(Tméxima: 18000, tmantenimiento: 8 mm)

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 1800C1 tmantenimiento: 8 mln)

Regioén de calentamiento (T=a+bt)

a=100,67°C r’ =0,9994

b = 5,5822°C/min Ro = 646
Regidn de mantenimiento (T = a)

a=180°C Ro = 1814
Region de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a=-37201°C r’=0,8811

b = -4465,3°C/min Ro =58

¢ = 180,04°C/min®
d = -2,4322°C/min®

(Ro)totas = 2518 log R = 3,40
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.2.1.4 Pretratamiento con disolucién diluida de &cido sulfdrico (0,010 M) a 200 °C mantenidos
durante 0,45 minutos

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 20000; tmantenimiento: 0145 mln)

Regioén de calentamiento (T=a+bt)

a=101,97°C r* = 0,9983

b = 5,4246°C/min R, = 2555
Regidn de mantenimiento (T = a)

a=200°C R, = 748
Regién de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a=-58473°C r’ = 0,9796

b = -8750,5°C/min Ry = 522

¢ = -432,81°C/min?
d = 7,0948°C/min®

(Ro)ota = 3825 log R = 3,85

Tabla A.2.1.4 250
Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados 200 A
con disolucion diluida de acido
sulfdrico

(0,01 M) Taxima: 200°C, _ 150 1

tmantenimiento: 0,45 mig g/
t, min T,°C —

0,00 100 100

4,84 130

9,84 157 50

14,84 182

18,25 200

18,84 201 ° 0 5 1IO 1I5 2IO 25
oo om | o _
19,84 189 Figura A.2.1.éfr Evolumc')n_ de te_mper_atu_ras en eI_tratamlen_to de
20’14 153 huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulfarico

) A .

20,84 132 (Tméxima: 200 Ca 1:mantenimiento: 0145 min

21,14 117

21,84 106

22,00 100
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8. Anexo

A.2.1.5 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfdrico (0,010 M) a 200 °C mantenidos

durante 5 minutos

sulfarico

t, min
0,00
0,96
5,96
10,96
15,96
19,47
19,96
20,26
20,96
21,26
21,96
22,26
22,96
23,26
23,96
24,26
24,47
24,96
25,26
25,96
26,26
26,96
27,26
27,70

Tabla A.2.1.5
Evolucidon de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucién diluida de acido

(0,010 M) Taima: 200°C,

1:mantenimiento: 5 min

T,°C
100
105
130
155
182
200
201
202
202
202
202
201
200
201
202
200
200
200
176
148
129
115
105
100

250

200 -

150 H

T(C)

100

50 -

O T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)

Figura A.2.1.5 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucién diluida de acido sulfarico
(Tméxima: ZOOOC, tmantenimiento: 5 mm)

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: ZOOOC, tmantenimiento: 5 mm)

Regidn de calentamiento (T=a+ bt)

a=99,734°C r =0,9998

b =5,1322°C/min Ry =2471
Regi6n de mantenimiento (T = a)

a=200°C Ry = 4399
Regién de enfriamiento (T=dt* +ct®+ bt +a)

a=-90121°C r*=0,8811

b =10572°C/min Ro =58

¢ = -410,91°C/min?
d = 5,3003°C/min®

(Ro)tom =7119 IOg Ry = 3,85
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.2.1.6 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfdrico (0,010 M) a 200 °C mantenidos

durante 5 minutos

sulfurico

t, min
0,00
1,60
6,60
11,60
16,60
17,60
18,16
18,60
18,90
19,60
19,90
20,60
20,90
21,60
21,90
22,60
22,90
23,16
23,60
23,90
24,60
24,90
25,60
25,83

Tabla A.2.1.6
Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucion diluida de &cido

(0,010 M) Tméxima: ZOOOC,

tmantenimiento: 9 min

T,°C
100
108
135
163
189
194
200
200
201
200
200
200
199
201
202
201
201
200
164
149
131
117
107
100

250

200 A

150 -

T(C)

100

50 A

O T T T T T

0 5 10 15 20 25 30
t (min)

Figura A.2.1.6 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulflrico
(Tméxima: ZOOOCa tmantenimiento: 5 min

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 2000Ca tmantenimiento: 5 mm)

Regioén de calentamiento (T=a+bt)

a = 99,554°C r’=0,9995

b = 5,4341°C/min Ro=2119
Regién de mantenimiento (T = a)

a =200°C Ro = 4399
Region de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a=115174°C r* = 0,9941

b =-13762°C/min Ro=79

¢ = 549,39°C/min®
d =-7,3207°C/min®

(Ro)rota = 6597 log R = 3,82
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8. Anexo

A.2.1.7 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfdrico (0,010 M) a 200 °C mantenidos

durante 5 minutos

sulfurico

t, min
0,00
1,35
6,35
11,35
16,35
18,73
19,35
19,65
20,35
20,65
21,35
21,65
22,35
22,65
23,35
23,65
23,73
24,35
24,65
25,35
25,65
26,35
26,65
27,12

Tabla A.2.1.7
Evolucidon de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucién diluida de acido

(0,010 M) Taima: 200°C,

1:mantenimiento: 5 min

T,°C
100
107
133
160
187
200
201
202
203
203
200
200
202
202
200
201
201
201
169
145
128
115
106
100

250

200 A

150 -

T (°C)

100

50 A

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.2.1.7 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucién diluida de acido sulfirico
(Tméxima: ZOOOC, tmantenimiento: 5 min

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 200001 tmantenimiento: 5 mm)

Regidn de calentamiento (T=a+bt)

a=99,652°C r’=0,9999

b = 5,3406°C/min Ry = 2378
Regidn de mantenimiento (T = a)

a=200°C Ro = 4399
Region de enfriamiento (T=d t* +ct® + b t + a)

a=-132324°C r’=0,9732

b = 15927°C/min Ry =276

¢ = -636,27°C/min?
d = 8,4458°C/min®

(Ro)totar = 7053 log R, = 3,85
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.2.1.8 Pretratamiento con disolucién diluida de &cido sulfarico (0,010 M) a 200 °C mantenidos

durante 9,14 minutos

Tabla A.2.1.8
Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucién diluida de acido
sulfarico
(0,01 M) Tnsxima: 200°C,
tmantenimiento: 9114 min
t, min T, °C
0,00 100
3,65 119
8,65 145
13,65 172
18,65 197
18,93 200
19,65 202
19,95 201
20,65 202
20,95 202
21,65 201
21,95 200
22,65 201
22,95 200
23,65 199
23,93 200
24,65 200
24,95 199
25,65 200
25,95 197
26,65 197
26,95 198
27,65 199
27,95 200
28,07 201
28,65 197
28,95 169
29,65 144
29,95 127
30,65 114
30,95 105
31,39 100

250

200 A

150 A

T (°C)

100

50 A

O T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
t (min)
Figura A.2.1.8 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de

huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulflrico
(Tméxima: ZOOOCa tmantenimiento: 9114 min

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 2000Ca tmantenimiento: 9114 mm)

Regioén de calentamiento (T=a+bt)

a = 99,885°C r’=0,9998

b = 5,2525°C/min Ro = 2358
Regi6n de mantenimiento (T = a)

a=200°C R, = 8041
Region de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a =-106924°C r’=0,9817

b =11018°C/min Ro =216

¢ = -376,4°C/min?
d = 4,2692°C/min®

(Ro)ota = 10616 log Ro = 4,03
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8. Anexo

A.2.1.9 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfdrico (0,01 M) a 220 °C mantenidos
durante 2 minutos

Tabla A.2.1.9 250
Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados 200 -
con disolucién diluida de acido
sulfurico
(0,010 M) Trngpirma: 220°C, _ 150 -
1:mantenimiento: 2 min OC g/
t, min T, —
0,00 100 100
3,75 118
8,75 143 50 A
13,75 169
18,75 195 0
23,33 220 i j ' y y y
23.75 220 0 5 10 ¢ &%in) 20 25 30 35
24,75 222 Figura A.2.1.9 Evolucién de temperaturas en el tratamiento
25,05 220 de huesos de aceituna con disolucién diluida de 4cido
25,33 218 Sulfarico (Tmadma: 220°C, tmantenimiento: 2 MIN
25,75 209
26,05 208
26,75 201 Pretratamiento con &cido sulfarico
27’05 199 (Tméxima: 2200C1 tmantenimiento: 2 mln)
27,75 191
28,05 162 Regi6n de calentamiento (T=a+bt)
28,75 145 a=98,91°C r? = 0,9996
29,05 128 b = 5,1447°C/min Ro= 9106
29,75 116
30,05 107 Regién de mantenimiento (T = a)
30,66 100 a = 220°C R, = 6828
Region de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)
a =-34991°C r’ =0,9824
b = 3777,5°C/min Ry = 3673

¢ = -134,12°C/min?
d = 1,5735°C/min®

(Ro) ot = 19607 log Ry = 4,29
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.2.1.10 Pretratamiento con disolucion diluida de acido sulfarico (0,010 M) a 220 °C mantenidos

durante 8 minutos

sulfurico

t, min
0,00
2,04
7,04
12,04
17,04
22,04
23,21
23,34
24,04
24,34
25,04
25,34
26,04
26,34
27,04
27,34
28,04
28,34
29,04
29,34
30,04
30,34
31,04
31,21
32,04
32,34
33,04
33,34
34,04
34,34
34,69

Tabla A.2.1.10
Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucion diluida de &cido

(0,010 M) Tméxima: 2200(:,

tmantenimiento: 8 min

T,°C
100
111
137
164
189
213
220
221
222
219
219
221
223
222
221
222
221
219
220
222
222
221
221
222
201
164
142
125
113
104
100

250

200 A

150 -

T(C)

100

50 A

0 T T T
0O 5 10 15 20 25 30 35 40
t (min)
Figura A.2.1.10 Evolucion de temperaturas en el tratamiento
de huesos de aceituna con disolucion diluida de &cido
sulfurico (Tmaxima: 220°C, tmantenimiento: 8 MiN)

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 2200C1 tmantenimiento: 8 mln)

Regioén de calentamiento (T=a+bt)

a=100,67°C r* =0,9997

b =5,1467°C/min Ro = 9867
Regidn de mantenimiento (T = a)

a=220°C Ry =27311
Region de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a=-108872°C r’=0.9977

b =10217°C/min Ro =563

¢ = -317,54 °C/min®
d = 3,274°C/min’

(Ro)ota = 39235 log Ro = 4,59
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8. Anexo

A.2.1.11 Pretratamiento con disolucion diluida de &cido sulfurico (0,010 M) a 228 °C mantenidos
durante 5 minutos

Tabla A.2.1.11 250
Evolucidon de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados 200 -
con disolucion diluida de acido
sulfarico
(0,01 M) Tnaxima: 228°C, o 150 -
1:mantenimiento: 5 min el;/
t, min T, °C 100
0,00 100
0,62 103
5,62 128 50 A
10,62 154
15,62 180 0
oo o 0 5 10 15 20 25 30 35 40
25 62 229 . _ tmin) .
25 97 230 Figura A.2.1.11 I_Evoluuon o_Ie tem_perat_ura_ts en elltr_atamlento
26,62 230 de hye_:sos de aceituna con disolucion dl|l,_llda de acido
26:92 231 sulfrico (Tmaxima: 228°C, tmantenimiento: D MiN)
27,62 228
27,92 227 - o —
28 62 229 Pretratamiento con acido sulfurl_co
28:92 230 (Tméxima: 2280C1 tmantenimiento: 5 mm)
29,62 229 ., .
29.92 228 Region de calentamiento (T=a+bt)
30100 998 a=99,67°C r = 1,000
30,92 198 ., .
31.62 167 Regién de mantenimiento (T = a)
31,92 146 a=228°C Ro = 29360
gggg ﬁg Region de enfriamiento (T=d t* +ct? + b t + a)
3362 111 a=-90159°C r’=0,8811
33,92 105 b= 8682,40C/m|n Ro =7395
34.62 100 Cc= ‘276,520C/min2
: d = 2,9185°C/min°
(RO)totaI = 53760 IOg Ro = 4,73
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.2.1.12 Pretratamiento con disolucion diluida de acido sulfarico (0,010 M) a 200 °C mantenidos
durante 5 minutos (OPT-PT2)

sulfurico

t, min
0,00
3,52
8,52
13,52
18,00
18,52
19,02
19,52
20,02
20,52
21,02
21,52
22,02
22,52
23,00
23,02
23,52
24,02
24,52
25,02
25,52
26,02
26,52
27,02
27,52
28,02

Tabla A.2.1.12
Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucion diluida de &cido

(0,010 M) Tméxima: ZOOOC,

tmantenimiento: 9 min

T,°C
100
119
146
173
200
200
199
199
199
200
200
201
199
198
198
199
195
163
140
127
120
115
111
107
103
100

250

200 A

150 A

T (°C)

100

50 A

0 r r T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.2.1.12 Evolucion de temperaturas en el tratamiento
de huesos de aceituna con disolucion diluida de acido
sulfarico (Tmaxima: 200°C, tmantenimiento: D MiN

Pretratamiento con acido sulfdrico
(Tméxima: 200001 tmantenimiento: 5 mm)

Regidn de calentamiento (T=a+bt)

a=99,488°C r’=0,9995

b = 5,5225°C/min R, =2180
Regién de mantenimiento (T = a)

a =200°C Ro = 4399
Region de enfriamiento (T=dt* +ct® + b t + a)

a=8452,3°C r’=0,9792

b =-819,26°C/min Ro = 396

¢ = 26,549°C/min®
d = -0,2836°C/min®

(Ro)tora = 6974 log R, = 3,84
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8. Anexo

A.2.2 Disefio experimental DE2

A.2.2.1 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfdrico (0,025 M) a 172°C mantenidos

durante 5 minutos

Tabla A.2.1.1
Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucién diluida de &cido
sulfarico
(0,025 M) Tméxima: 1720(:,

trantenimiento: D MIN

t, min T,°C
0,00 100
0,50 102
5,50 132

10,50 161

12,52 172

12,80 174

13,50 171

13,80 167

14,50 167

14,80 169

15,50 171

15,80 173

16,50 175

16,80 174

17,50 170

17,52 170

17,80 162

18,50 139

18,80 120

19,50 106

19,66 100

200

150 A

T(C)
S
o

50 A

0 T T

0 5 10 15 20 25 30 35
t (min)

Figura A.2.1.1 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucién diluida de acido sulfdrico

(Tméxima: 1720C1 tmantenimiento: 5 min)

Pretratamiento con acido sulfdrico
(Tméxima: 1720C1 tmantenimiento: 5 mm)

Regidn de calentamiento (T=a+bt)

a=99,688°C r’
0,9998
b = 5,8083°C/min Ro = 344

Regidn de mantenimiento (T = a)
a=172°C Ro = 659

Region de enfriamiento (T=d t* +ct?+ bt + a)
2

a =-54941°C r
0,9921
b = 9029,2°C/min Ro =53
¢ = -491,07/min?
d = 8,8611°C/min®
(Ro)ora = 1056 log R = 3,02
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen
tannophilus

A.2.2.2 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfarico (0,025 M) a 180 °C mantenidos
durante 2 minutos

Tabla A.2.2.2 200
Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucion diluida de acido 150 A
sulfdrico
(0,025 M) T sxima: 180°C, )
tmantenimiento: 2 min g 100
t, min T,°C ~
0,00 100
1,35 107 50 -
6,35 134
11,35 161
15,45 180 0 : . . . . .
iggg gg 0 5 10 15 20 25 30 35
17.45 180 . . t(min) .
17’65 176 Figura A.2.2.g Evolumc')n_ de te_mper_atu_ras en eI_tratamlen_to de
18’35 148 huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulfurico
, A .
18,65 126 (Tméxima: 180 Ca 1:mantenimiento: 2 mm)
19,35 111
19,60 100

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 1800C1 tmantenimiento: 2 mln)

Regidn de calentamiento (T=a + bt)

a=100.3°C r’ = 0.9993

b =5.2319°C/min Ro = 690
Regidn de mantenimiento (T = a)

a=180°C Ro = 453
Region de enfriamiento (T=d t* +ct? + b t + a)

a=-47390°C r’ = 0.9883

b = 7865.4°C/min Ro = 115

¢ = -431.22°C/min?
d = 7.8346/min®

(Ro)ota = 1258 log R = 3,10
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8. Anexo

A.2.2.3 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfdrico (0,025 M) a 180 °C mantenidos

durante 8 minutos

sulfurico

t, min
0,00
0,37
5,37
10,37
14,77
15,37
15,67
16,37
16,67
17,37
17,67
18,37
18,67
19,37
19,67
20,37
20,67
21,37
21,67
22,37
22,67
22,77
23,37
23,67
24,37
24,67
25,31

Tabla A.2.2.3
Evolucidon de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucién diluida de acido

(0,025 M) Taxima: 180°C,

1:mantenimiento: 8 min

T,°C
100
102
128
155
180
181
179
178
179
181
180
179
180
181
179
179
180
179
176
176
177
178
175
148
127
111
100

200

150 H

T (°C)
H
o
S

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.2.2.3 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucién diluida de acido sulfarico
(Tméxima: 18000, tmantenimiento: 8 mm)

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 18000, tmantenimiento: 8 mm)

Regidn de calentamiento (T=a+ bt)

a=99,699°C r? =0,9997

b = 5,392°C/min R, = 593
Regién de mantenimiento (T = a)

a=180°C R, = 1814
Regién de enfriamiento (T=dt* +ct®+ bt +a)

a = -140659°C r’=0,9760

b = 17674°C/min R, =94

¢ = -737,55°C/min?
d = 10,232°C/min®

(Ro)tom = 2501 IOg Ro = 3,40
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen
tannophilus

A.2.2.4 Pretratamiento con disolucién diluida de &cido sulfarico (0,025 M) a 200 °C mantenidos
durante 0,45 minutos

Tabla A.2.2.4
Evolucidén de temperaturas 250
Huesos de aceituna pretratados
con disolucion diluida de acido 200 A
sulfdrico
(0,025 M) T sima: 200°C, 150 |
tmantenimiento: 0,45 min 8
t, min T, °C <
0,00 100 " 100
1,35 107
6,35 132
11,35 157 50 1
16,35 183
19,57 200 0 T T T T
20,42 203 0 5 10 15 20 25
20,65 197 t (min)
21,35 143
21,65 129 Figura A.2.2.3 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
22,33 100 huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulfdrico

(Tméxima: 18000, tmantenimiento: 8 mm)

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 2000C1 tmantenimiento: 0145 mln)

Region de calentamiento (T=a+ b t)

a=99,848°C r’ =0,9999

b = 5,0921°C/min R, = 2464
Regién de mantenimiento (T = a)

a=180°C R, = 748
Region de enfriamiento (T=d t* +ct? + b t + a)

a=-187011°C r’ = 0,9959

b = 26586°C/min Ry = 260

¢ = -1255,3°C/min?
d = 19,702°C/min®

(Ro)total = 3472 log R = 3,54
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8. Anexo

A.2.2.5 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfdrico (0,025 M) a 200 °C mantenidos
durante 5 minutos

Tabla A.2.2.5 250
Evolucidon de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados 200 -
con disolucion diluida de acido
sulfarico
(0,025 M) T axima: 200°C, —~ 150 -
; O
1:rpantenimiento: 5 min OC E‘:
t, min T,
0,00 100 100
0,19 101
5,19 126 50 A
10,19 153
15,19 180 0 . . . . . .
19,22 200 0 5 10 15 20 25 30 35

20,19 204 £ (min)
20,49 205 . ., .
2119 188 Figura A.2.2.5 Evquaoq de te_njper_atu_ras en ,el_tratamn,an_to de
21’49 161 huesos de aceituna con disolucion diluida de cido sulfdrico
22:19 162 (Tméxima: ZOOOC’ tmantenimiento: 5 min
22,49 152
23,19 154 . — —
23 49 158 Pretratamiento con acido sulfurl_co
24:]_9 162 (Tméxima: ZOOOC, tmantenimiento- 5 mln)
24,22 » )
24.49 166 Region de calentamiento (T=a+ b t)
2519 171 a=99,737°C r2 = 0.9998
25 49 171 b = 5,2336°C/min Ro = 2535
26,19 158 ., .
26,49 143 Region de mantenimiento (T = a)
27,19 130 a=200°C Ro = 4399
%‘118 Eg Region de enfriamiento (T=dt* +ct’ + bt +a)
28,49 103 a = -48661°C r2 = 0.9925
28.91 100 b = 5497,6°C/min R, =231
’ ¢ = -205,4°C/min’
d = 2,5452°C/min®
(Ro)iotal = 7165 log R = 3,86
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen
tannophilus

A.2.2.6 Pretratamiento con disolucién diluida de &cido sulfarico (0,025 M) a 200 °C mantenidos
durante 5 minutos

Tabla A.2.2.6 250
Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados 200 4
con disolucion diluida de acido
sulfarico
(0,025 M) Tpaxima: 200°C, o 150 1
tmantenimiento: 5 min <
t, min T, OC = 100
0,00 100
5,00 125
10,00 151 50 A
15,00 178
19,28 200 0 : : : : :
o o 0 5 10 15 20 25 30
21.00 200 . 3 t (min) .
2130 201 Figura A.2.2.E_3 Evquaoq de temper_atu_ras en gzl_tratamlgn_to de
22’00 202 huesos de aceituna con dlsolum_on diluida de acido sulfurico
1 . 0 .
22’30 200 (Tméxima- 200 C, tmantenimiento- 5 mm)
23,00 198
23,30 199 . — —
24,00 200 Pretratamiento con acido sulfurico
24’28 201 (Tméxima: ZOOOCa tmantenimiento: 5 mln)
24,30 201 ., .
25 00 178 Region de calentamiento (T=a+ b t)
25:30 152 a=99,453°C r* = 0,9998
26,00 131 b =5,2097°C/min Ry = 2473
26,30 115 . .
27.00 103 Regién de mantenimiento (T = a)
27,10 100 a=200°C Ro = 4399
Region de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)
a=-70952°C r* = 0,9925
b = 8528,2°C/min Ro =319

¢ = -339,04°C/min®
d = 4,4683°C/min®

(Ro)total =7192 IOg Ro = 3,86
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8. Anexo

A.2.2.7 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfarico (0,025 M) a 200 °C mantenidos

durante 5 minutos

sulfurico

t, min
0,00
0,77
5,77
10,77
15,77
19,23
20,77
21,07
21,77
22,07
22,77
23,07
23,77
24,07
24,23
24,77
25,07
25,77
26,07
26,77
27,07
27,38

Tabla A.2.2.7
Evolucidon de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucién diluida de acido

(0,025 M) Taxima: 200°C,

1:mantenimiento: 5 min

T,°C
100
104
130
155
181
200
202
203
193
190
191
193
195
197
198
198
182
150
132
116
104
100

250

200 A

150 A

T(C)

100

50 -

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.2.2.7 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucién diluida de acido sulfirico
(Tméxima: ZOOOC, tmantenimiento: 5 mm)

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: ZOOOC, tmantenimiento: 5 mm)

Regidn de calentamiento (T=a+ b t)

a=99,917°C r? =0,9999

b =5,171°C/min R, = 2402
Regi6n de mantenimiento (T = a)

a=200°C R, = 4399
Regién de enfriamiento (T=dt* +ct®+ bt +a)

a=-118381°C r’ =0,9911

b = 13893°C/min Ry =731

¢ = -540,88°C/min?
d = 6,9948°C/min®

(Ro)tom =7532 IOg Ro = 3,88
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.2.2.8 Pretratamiento con disolucién diluida de &cido sulfarico (0,025 M) a 200 °C mantenidos

durante 9,14 minutos

sulfurico

t, min
0,00
0,19
5,19
10,19
15,19
19,44
20,19
20,49
21,19
21,49
22,19
22,49
23,19
23,49
24,19
24,49
25,19
25,49
26,19
26,49
27,19
27,49
28,19
28,49
28,58
29,19
29,49
30,19
30,49
31,19
31,49
31,77

Tabla A.2.2.8
Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucion diluida de &cido

(01025 M) Tméxima: 2000C1
tmantenimiento: 9,14 MIN

T,°C
100
101
126
152
178
200
202
203
202
202
200
200
202
201
201
201
200
200
201
201
199
198
200
199
198
179
172
146
126
112
104
100

250

200 A

150 A

T (°C)

100

50 -

0 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
t (min)
Figura A.2.2.7 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulfurico
(Tméxima: ZOOOCa tmantenimiento: 9,14 min)

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 2000Ca tmantenimiento: 9114 mm)

Regioén de calentamiento (T=a+bt)

a=99,786°C r’=0,9999

b =5,1451°C/min Ro = 2489
Regién de mantenimiento (T = a)

a =200°C Ro = 8041
Region de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a =-89960°C r’=0,9911

b = 9106,8°C/min Ro=731

¢ = -305,43°C/min?
d = 3,3999°C/min®

(Ro)ota = 11029 log R = 4,04
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8. Anexo

A.2.2.9 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfdrico (0,025 M) a 220 °C mantenidos

durante 2 minutos

Tabla A.2.2.9 250
Evolucidon de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados 200 A
con disolucion diluida de acido
sulfarico
(0,025 M) Tpiima: 220°C, S 150 A
tmantenimienm: 2 min <
t, min T,°C = 100
0,00 100
1,48 108
6,48 134 50 1
11,48 161
16,48 189 0 : i i i i
g%’gg gig 0 5 10 15 20 25 30
2278 220 . _ U(min) .
23’ 48 299 Figura A.2.2.9 Evquaoq de temperaturas en ,el_tratamle,nt_o de
23,78 295 huesos de aceituna con dlsoluu_on diluida de acido ,sulfurico
) 0,
24,48 224 (Tméima: 220 C, tmantenimiento: 2 mm)
24,68 224
24,78 221
25,48 200
25,78 171
26,48 145
26,78 128
27,48 114
27,78 104
28,09 100

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 2200C1 tmantenimiento: 2 mm)

Regidn de calentamiento (T=a+bt)

a=100,05°C r> = 0,9998

b = 5,3153°C/min R, = 9867
Regidn de mantenimiento (T = a)

a=220°C R, = 6828
Region de enfriamiento (T=d t* +ct?+ bt + a)

a=-55013°C r* = 0,9922

b = 6496,5°C/min R, =1870

¢ = -253°C/min®
d = 3,2601°C/min®

(RO)tota| = 18565 Iog Ro = 4,27
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.2.2.10 Pretratamiento con disolucion diluida de acido sulfarico (0,025 M) a 220 °C mantenidos

durante 8 minutos

sulfarico

t, min
0,00
1,73
6,73
11,73
16,73
21,73
23,19
23,73
24,03
24,73
25,03
25,73
26,03
26,73
27,03
27,73
28,03
28,73
29,03
29,73
30,03
30,73
31,03
31,19
31,73
32,03
32,73
33,03
33,73
34,03
34,73
34,99

Tabla A.2.2.10
Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucion diluida de &cido

(0,025 M) Tméxima: 2200(:,

trmantenimiento: 8 MIN

T,°C
100
109
135
162
188
212
220
221
223
219
218
220
221
223
223
223
224
220
216
216
218
219
220
221
222
202
166
144
128
116
107
100

250

200 A

150 -

T(C)

100

50 -

0 5 10 15 20 25 30 35 40
t (min)
Figura A.2.2.10 Evolucion de temperaturas en el tratamiento
de huesos de aceituna con disolucion diluida de acido
Sulfarico (Tmaima: 220°C, tmantenimiento: 8 MiN)

Pretratamiento con acido sulfdrico
(Tméxima: 220001 tmantenimiento: 8 mln)

Regidn de calentamiento (T=a+bt)

a=100,33°C r’=0,9998

b =5,1774°C/min Ro = 9989
Regién de mantenimiento (T = a)

a=220°C Ro=27311
Region de enfriamiento (T=dt* +ct® + b t + a)

a=-200439°C r*=0,9853

b = 18472°C/min R, =4407

¢ = -339,04°C/min?
d = 5,7524°C/min®

(Ro)ota = 41707 log Ry = 4, 62
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8. Anexo

A.2.2.11 Pretratamiento con disolucion diluida de &cido sulfurico (0,025 M) a 228 °C mantenidos
durante 5 minutos

Tabla A.2.2.11 250
Evolucidon de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados 200 -
con disolucién diluida de acido
sulfurico
(0,025 M) Trniima: 228°C, o 150 -
tmantenimienm: 5min E

t, min T,°C 100
0,00 100
1,54 108
6,54 133 50 -

11,54 160

16,54 187

21,54 212 0 T

24,57 228 0 5 10 15 20 25 30 35
25,84 228 t (min)

26,54 228 Figura A.2.2.11 Evolucion de temperaturas en el tratamiento
gg’gj ggg de huesos de aceituna con disolucion diluida de acido

, - 0 X

2784 298 xSulfarico (Tmaima: 228°C, tmantenimiento: 5 MiN)

28,54 228

28,84 227

29,54 227 Pretratamiento con &cido sulfurico

29,57 227 (Tmaxima: 228°C, tmantenimiento: 5 MiN)

29,84 215

30,54 177 Region de calentamiento (T =a+ b t)

30,84 152 a=99,751°C r’=0,9999
31,54 134 b = 5,2236°C/min Ro = 16688
31,84 120

gg’gj 182 Regidn de mantenimiento (T = a)

Region de enfriamiento (T=d t* +ct? + bt + a)
a=10250°C r* = 0,9948
b =-633,31°C/min R, =1571
¢ = 10,699°C/min?
d = -0,0251°C/min®

(RO)totaI = 47620 IOg Ro = 4,68
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.2.2.12 Pretratamiento con disolucion diluida de acido sulfarico (0,025 M) a 195 °C mantenidos
durante 5 minutos (OPT-PT3)

sulfarico

t, min
0,00
0,96
5,96
10,96
15,96
16,96
17,96
18,15
18,46
18,96
19,46
19,96
20,46
20,96
21,46
21,96
22,46
22,96
23,15
23,46
23,96
24,46
24,96
25,46
25,96
26,46
26,65

Tabla A.2.1.12
Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucion diluida de &cido

(0,025 M) Tméxima: 1950(:,

tmantenimiento: 9 min

T,°C
100
105
131
157
183
188
193
195
195
197
197
195
195
192
193
194
196
197
197
196
182
161
142
126
114
103
100

250

200 A

150 A

T(C)

100

50 -

0 T T T T .
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.2.2.12 Evolucion de temperaturas en el tratamiento
de huesos de aceituna con disolucion diluida de acido
sulfarico (Tmaxima: 195°C, tmantenimiento: D MiN)

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 2000Ca tmantenimiento: 5 mln)

Regioén de calentamiento (T=a+bt)

a = 99,995°C r’=0,9999

b =5,2012°C/min Ry =1706
Regién de mantenimiento (T = a)

a=195°C Ro=3134
Region de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a=-47223°C r’=0,9977

b = 5814°C/min Ry =563

¢ = -236,27°C/min?
d = 3,1799°C/min®

(Ro)rota = 5403 log R = 3,73
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8. Anexo

A.3 Optimizacion de la hidrdlisis con &cido sulfarico: influencia de la concentracion de acido y

la carga de hueso

A.3.1 Pretratamiento con H,SO,4 a 200°C mantenidos durante 5 minutos (29,03 g, 0,020M (0,-1,4)

Tabla A.3.1
Evolucidon de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con H,SO,

Tméxima: 2000C1 1:mantenimiento: 5 min
t, min T,°C
0.00 100
3.49 115
8.49 140
13.49 167
18.49 193
19.49 198
19.70 200
19.99 200
20.49 200
20.99 200
21.49 200
21.99 200
22.49 201
22.99 200
23.49 199
23.99 200
24.49 200
24.70 199
25.49 196
25.99 164
26.49 121
26.99 107
27.01 100

250

200 A

150 H

T(C)

100

50 A

0 . . . . .
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.3.1 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con HySO4 (Tmaxima: 200°C, tmantenimiento:
5min)

Pretratamiento con H,SO,
(Tméxima: ZOOoCa tmantenimiento: 5 mln)

Regidn de calentamiento (T=a+ b t)

a=98.277°C r> = 0.9992

b =5.0959 °C/min Ro = 2164
Regién de mantenimiento (T = a)

a=200°C Ro = 4399
Region de enfriamiento (T=d t* +ct? + bt + a)

a = -328964°C r> = 0.989

b =38011°C/min Ry =6778

¢ = -1460.5°C/min?
d = 18.671°C/min®

(Ro)total = 13340 |Og RQ = 4,13
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.3.2 Pretratamiento con H,SO, a 200°C mantenidos durante 5 minutos (50 g, 0,030 M (+1,-1))

Tabla A.3.2
Evolucion de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con H,SO,
Tméxima: ZOOOC, tmantenimiento: 5 min
t, min T,°C
0.00 100
0.90 103
5.90 129
10.90 156
15.90 182
16.90 187
17.90 191
18.90 196
19.32 200
19.90 201
20.40 199
20.90 199
21.40 200
21.90 200
22.40 199
22.90 200
23.40 201
23.90 200
24.40 199
24.32 199
24.90 192
25.40 162
25.90 140
26.40 123
26.90 110
27.40 101
27.90 100

250

200 A

150 A

T (°C)

100

50 -

0 T T T T T
0 5 100 15 20 25 30
t (min)
Figura A.3.2 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con H;SO4 (Tmaxima: 200°C, tmantenimiento:
5min)

Pretratamiento con H,SO,4
(Tméxima: 200001 tmantenimiento: 5 mm)

Regioén de calentamiento (T=a+bt)

a = 99.096°C r’ = 0.9996

b =5.1785°C/min Ro = 2365
Regidn de mantenimiento (T = a)

a=200°C Ry = 4399
Region de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a=-66369°C r’ =0.9917

b = 7859.1°C/min R, =561

¢ = -307.78°C/min?
d = 3.996°C/min®

(Ro)otal = 7324 log R = 3,86
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8. Anexo

A.3.3 Pretratamiento con H,SO,4 a 200°C mantenidos durante 5 minuto (100 g, 0,006 M (-1,4,0))

Tabla A.3.3 250
Evolucion de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados 200 -
con agua
Tméxima: 2050(:, tmantenimiento: 0 min
t, min T,°C 150
0.00 100 S
1.57 106 — 100
6.57 131
11.57 157
16.57 184 50 1
17.57 190
18.57 195 0 : : : : :
gég 388 0 5 10 15 20 25 30
20.07 200 _ . t(min) .
2057 200 Figura A.3.3 I_Evolucmn de temperaturas en el tratamiento de
21.07 199 huesos de aceituna con agua (Tmaxima: 205°C, tmantenimiento: 0
2157 200 min)
22.07 200
22.57 199 -
23.07 200 Pretratamlengo con agua _
23.57 201 (Tméxima: 205 C1 tmantenimiento: 0 mm)
gi% igg Regién de calentamiento (T=a+bt)
2457 108 a=98.093°C r* = 0.9989
25'07 172 b = 5.2257°C/min Ry = 2154
ggg; ig? Regién de mantenimiento (T = a)
26.57 118 a=205°C Ry = 4399
g% 18(7) Regioén de enfriamiento (T =d t+ct®P+bt+ a)
' a=-84451°C r’ = 0.9905
b = 10020°C/min Ro = 248
¢ = -393.85°C/min?
d = 5.1374°C/min®
(Ro)ota = 6801 log R = 3,83
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.3.4 Pretratamiento con H,SO,4 a 200°C mantenidos durante 5 minutos (100 g, 0,020 M (0,0)1

Tabla A.3.4
Evolucion de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con agua
Tméxima: 2050C1 tmantenimiento: 0 min
t, min T,°C
0.00 100
1.92 109
6.92 135
7.92 141
8.92 145
9.92 150
11.92 160
16.92 185
17.92 190
18.92 196
19.39 200
19.92 200
20.33 200
20.92 200
21.42 201
21.92 200
22.42 200
22.92 201
23.42 200
23.92 197
24.42 198
24.39 198
24.92 199
25.42 171
25.92 149
26.42 133
26.92 120
27.42 109
27.92 101
27.99 100

250

200 A

150 -

T (°C)

100

50 A

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

t (min)
Figura A.3.4 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de

huesos de aceituna con agua (Tmaxima: 205°C, tmantenimiento: 0
min)

Pretratamiento con agua
(Tméxima: 2050C1 tmantenimiento: 0 mln)

Regidn de calentamiento (T=a+ bt)

a=99.818°C r’ = 0.9995

b = 5.0728°C/min Ro = 2713
Regidn de mantenimiento (T = a)

a = 205°C Ro = 4399
Regién de enfriamiento (T=dt* +ct®+ bt +a)

a=34013°C r> = 0.9999

b = -3584.8°C/min Ro = 265

¢ = 126.87°C/min?
d = -1.5034°C/min®

(Ro)iotal = 7377 log R = 3,87
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8. Anexo

A.3.5 Pretratamiento con H,SO,4 a 200°C mantenidos durante 5 minutos (100 g, 0,020 M (0,0)2

Tabla A.3.5 250
Evolucion de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados 200 4
con H,SO,
Tméxima: 2000C1 tmantenimiento: 5 min
t, min T,°C 150 -
0.00 100 g
6.85 132
11.85 160
16.85 187 50 1
17.85 192
18.85 197 0 : : : : :
gég 382 0 5 10 15 20 25 30
20.35 199 . y ¢ (min) .
20.85 199 Figura A.3.5 [Evolumon de temperaturas enoel tratamiento de
2135 201 hue_sos de aceituna con H,SO4 (Tmaxima: 200°C, tmantenimiento:
21.85 199 Smin)
22.35 199
gggg 288 Pretratamiento con H,SO,
23.85 201 (Tméxima: Zoooc, tmantenimiento: 5 mm)
24.35 199 . .
2419 199 Regién de calentamiento (T=a+bt)
24.85 186 a=99.129°C r’=0.999
25 35 162 b =5.1985°C/min Ry = 2315
25.85 143 L, .
26.35 125 Region de mantenimiento (T = a)
gig igé Region de enfriamiento (T=d t* +ct? + b t + a)
0.00 100 a= '652440C r2 =0.9975
b = 7724.7°C/min Ro = 487
¢ = -302.51°C/min’
d = 3.9279°C/min®
(RO)totaI =7201 IOg Ry, =3.86
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.3.6 Pretratamiento con H,SO, a 200°C mantenidos durante 5 minutos

100 g, 0,020 M (0,0)3

Tabla A.3.6
Evolucion de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con H,SO,
Tméxima: 2000C1 tmantenimiento: 5 min
t, min T,°C
0.00 100
5.00 127
10.00 155
15.00 182
16.00 187
17.00 193
18.00 198
18.23 200
18.50 200
19.00 199
19.50 199
20.00 200
20.50 198
21.00 200
21.50 201
22.00 200
22.50 199
23.00 200
23.23 199
23.50 197
24.00 173
24.50 151
25.00 134
25.50 120
26.00 109
26.50 100

0 T r T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.3.6 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con H;SO4 (Tmaxima: 200°C, tmantenimiento:
5min)

Pretratamiento con H,SO,
(Tméxima: ZOOOC, tmantenimiento: 5 mln)

Regidn de calentamiento (T=a+ b t)

a=99.941°C r’ = 0.9999

b = 5.4668°C/min Ro = 2310
Regidn de mantenimiento (T = a)

a=200°C Ro = 4399
Region de enfriamiento (T=d t* +ct? + bt + a)

a=-52947°C r’ = 0.9959

b = 6643.8°C/min Ro = 508

¢ = -275.28°C/min?
d = 3.7785°C/min®

(Ro)tota = 7218 log R, = 3.86
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8. Anexo

A.3.7 Pretratamiento con H,SO,4 a 200°C mantenidos durante 5 minutos (100 g, 0,034 M (+1,4,0)

Tabla A.3.7
Evolucion de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con H,SO,
Tméxima: ZOOOC, tmantenimiento: 5 min
t, min T,°C
0.00 100
1.75 107
6.75 134
11.75 161
16.75 187
17.75 193
18.75 198
18.95 200
19.25 200
19.75 201
20.25 202
20.75 200
21.25 199
21.75 199
22.25 201
22.75 201
23.25 200
23.75 199
24.25 199
24.75 180
24.98 183
25.25 163
25.75 146
26.25 131
26.75 119
27.25 108
27.32 100

250

200 A

150 -

T(C)

100

50 A

0 . . . . .
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.3.7 Evolucién de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con H;SOy (Tmaxima: 200°C, tmantenimiento:
5min)

Pretratamiento con H,SO,
(Tméxima: 200001 tmantenimiento: 5 mm)

Regioén de calentamiento (T=a+bt)

a=98.762°C r’ = 0.9997

b = 5.2922°C/min Ro = 2560
Regi6n de mantenimiento (T = a)

a=200°C Ro = 4399
Region de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a =-379917°C r’ =0.9891

b = 4584.2°C/min Ro =385

¢ = -182.12°C/min?
d = 2.3927°C/min®

(Ro)wotal = 7344 log Ry = 3.87
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.3.8 Pretratamiento con H,SO, a 200°C mantenidos durante 5 minutos (150 g, 0,010 M (-1,+1)

Tabla A.3.8
Evolucion de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con agua
Tméxima: 2050(:, tmantenimiento: 0 min
t, min T, °C
0.00 100
0.97 104
5.97 131
10.97 157
15.97 182
16.97 187
17.97 192
18.97 196
19.38 200
19.97 201
20.47 199
20.97 197
21.47 198
21.97 200
22.47 201
22.97 199
23.47 198
23.97 200
24.47 201
24.38 200
24.97 200
25.47 194
25.97 172
26.47 154
26.97 144
27.47 135
27.97 126
28.47 119
28.97 113
29.27 106
29.97 100

250

200 A

150 A

T(C)

100

50 A

0 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
t (min)
Figura A.3.8 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con agua (Tmaxima: 205°C, tmantenimiento: 0
min)

Pretratamiento con agua
(Tméxima: 205001 tmantenimiento: 0 mm)

Regién de calentamiento (T=a+bt)

a=99.871°C r’ = 0.9997

b = 5.1335°C/min Ro = 2420
Regién de mantenimiento (T = a)

a=205°C Ro = 4399
Region de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a=-12695°C r’ = 0.984

b = 1502.7°C/min Ro = 867

¢ = -57.56°C/min?
d = 0.7229°C/min®

(Ro)rotat = 7686 log Ry = 3,89
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8. Anexo

A.3.9 Pretratamiento con H,SO,4 a 200°C mantenidos durante 5 minutos (150 g, 0,030 M (+1,+1)

Tabla A.3.9 250
Evolucion de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados 200 -
con agua
Tméxima: 2050(:, tmantenimiento: 0 min
t, min T,°C S 150 -
0.00 100 e
1.54 107 = 100
6.54 134
11.54 159
16.54 183 50 A
17.54 189
18.54 194 0 . . . : :
ggg ;gg 0 5 10 15 20 25 30
20.04 200 _ 5 t (min) _
20.54 200 Figura A.3.9 I_Evolucmn de temperaturas en el tratamiento de
21.04 201 huesos de aceituna con agua (Tmaxima: 205°C, tmantenimiento: 0
21.54 201 min)
22.04 200
2250 200 Pretratamiento con agua
23.04 200 .
23.54 200 (Tméxima: 200001 tmantenimiento: 5 mln)
24.04 200 » )
24.54 199 Regién de calentamiento (T=a+bt)
24.65 200 a=99.943°C r’ = 0.9998
25:04 193 b = 5.075°C/min Ro = 2500
25.54 168 g o
26.04 150 Region de mantenimiento (T = a)
26.54 135 a=205C Ro = 4399
27.04 122 B o
2754 111 Region de enfriamiento (T=d t® +ct’ + bt + a)
27.84 105 a=-11080°C r? =0.9963
28.04 100 b = 1436.3°C/min R, = 396
¢ = -59.315°C/min?
d = 0.7957°C/min®
(Ro)otal = 7294 log R = 3,86
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.3.10 Pretratamiento con H,SO,4 a 200°C mantenidos durante 5 minutos (170,7 g, 0,020 M (0,+1,4)

250

200 -

150 -

Tabla A.3.10
Evolucion de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
Tméxima: 2000C1 tmantenimiento: 5 min
t, min T,°C
0.00 100
1.42 106
6.42 134
11.42 159
16.42 184
17.42 189
18.42 193
19.42 198
19.63 200
19.92 200
20.42 199
20.92 198
21.42 200
21.92 199
22.42 199
22.92 200
23.42 201
23.92 200
24.42 199
24.65 200
24.92 200
25.42 170
25.92 157
26.42 145
26.92 135
27.42 126
27.92 116
28.42 107
28.92 100

T (°C)

100

50

0 T T r T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
t (min)
Figura A.3.10 Evolucidn de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con H;SO4 (Tmaxima: 200°C, tmantenimiento:
5min)

Pretratamiento con H,SO,
(Tméxima: Zoooc, tmantenimiento: 5 mm)

Regién de calentamiento (T=a+bt)

a=100.16°C r’ = 0.9995

b = 5.0688/min Ry = 2764
Regidn de mantenimiento (T = a)

a=200°C Ro = 4399
Region de enfriamiento (T=dt*+ct® + b t + a)

a=55125C r’ = 0.9966

b =-6030.9°C/min Ro =224

¢ = 221.02°C/min®
d =-2.7071°C/min®

(Ro)totas = 7387 log R = 3.87
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8. Anexo

A.4 Pretratamientos previos a las hidrolisis enzimaticas de la serie HE2

A.4.1 Pretratamiento con disolucion diluida de acido sulfarico (0,025 M) a 190 °C mantenidos

durante 5 minutos (1/3)

Tabla A.4.1

sulfarico

t, min
0,00
2,78
7,78
12,78
13,78
14,78
15,08
15,78
16,08
16,10
16,78
17,08
17,78
18,08
18,78
19,08
19,78
20,08
20,78
21,08
21,10
21,78
22,08
22,78
23,08
23,78
24,08
24,68

Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucién diluida de &cido

(0,025 M) Tméxima: 1950(:,

trantenimiento: D MIN

T,°C
100
115
144
172
177
182
184
187
189
190
191
191
190
189
190
191
191
189
189
190
190
181
160
143
128
116
106
100

250

200 A

150 A

T(°C)

100

50 -

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.4.1 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de

huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulflrico
(Tméxima: _']_90°C, tmantenimiento: 5 mm)

Pretratamiento con acido sulfdrico
(Tméxima: 1900C1 tmantenimiento: 5 mln)

Regidn de calentamiento (T=a+ b t)

a=100,08 °C r = 0,9997

b =5,5616 °C/min Ry =1154
Regién de mantenimiento (T = a)

a=190°C Ry = 2233
Region de enfriamiento (T=d t* +ct? + b t + a)

a = -25908°C r* = 0,9874

b = 3536,9°C/min Ro = 259

¢ = -158,47°C/min?
d = 2,3443°C/min®

(Ro)tota = 3647 log R = 3,56
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.4.2 Pretratamiento con disolucion diluida de acido sulfarico (0,025 M) a 195 °C mantenidos

durante 5 minutos (1/3)

Tabla A.4.2

sulfarico

t, min
0,00
1,48
6,48
11,48
16,48
16,78
17,48
17,78
18,01
18,48
18,78
19,48
19,78
20,48
20,78
21,48
21,78
22,48
22,78
23,01
23,48
23,78
24,48
24,78
25,48
25,78
26,04

Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucion diluida de &cido

(0,025 M) Tméxima: 1950(:,

tmantenimiento: 9 min

T,°C
100
108
133
159
185
188
190
193
195
195
195
195
195
196
196
193
192
193
195
196
196
170
146
128
114
103
100

250

200 A

150 A

T(C)

100

50 A

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.4.2 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulfurico
(Tméxima: 1950C1 tmantenimiento: 5 min)

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 1950C1 tmantenimiento: 5 mm)

Regidn de calentamiento (T=a+ b t)

a=99,781°C r’ = 10,9996

b =5,2182 °C/min R, =1629
Regidn de mantenimiento (T = a)

a=195°C R, = 3134
Region de enfriamiento (T=d t* +ct? + bt + a)

a=-73561°C r’ =0,9836

b =9179,2 °C/min R, = 497

¢ = -379,14°C/min?
d = 5,1949 °C/min®

(Ro)total = 5260 |Og RQ = 3,72
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8. Anexo

A.4.3 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfdrico (0,025 M) a 200 °C mantenidos

durante 5 minutos (1/3)

Tabla A.4.3

sulfarico

t, min
0,00
0,74
5,74
10,74
15,74
16,74
17,74
18,04
18,74
18,96
19,04
19,74
20,04
20,74
21,04
21,74
22,04
22,74
23,04
23,74
23,96
24,04
24,74
25,04
25,74
26,04
26,74
26,97

Evolucidon de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucién diluida de acido

(0,025 M) Taxima: 200°C,

1:mantenimiento: 5 min

T,°C
100
104
130
156
182
187
193
195
198
200
200
201
199
199
201
199
200
201
201
200
200
200
173
150
128
118
107
100

250

200 A

150 -

T(C)

100

50

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.4.3 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulfarico
(Tméxima: ZOOOC, tmantenimiento: 5 mm)

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 200001 tmantenimiento: 5 mm)

Regidn de calentamiento (T=a+bt)

a=99,988°C r? = 0,9999

b = 5,2304°C/min R, =2167
Regidn de mantenimiento (T = a)

a=200°C Ry = 4399
Region de enfriamiento (T=d t* +ct® + b t + a)

a=-95992°C r? = 0,9925

b = 11608°C/min R, = 597

¢ = -465,26°C/min?
d = 6,1913°C/min®

(Ro)ota = 7163 log R, = 3,86
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.4.4 Pretratamiento con disolucion diluida de acido sulfarico (0,025 M) a 205 °C mantenidos

durante 5 minutos (1/3)

Tabla A.4.4

sulfarico

t, min
0,00
5,00
10,00
15,00
20,00
20,26
21,00
21,30
22,00
22,30
23,00
23,30
24,00
24,30
25,00
25,26
25,30
26,00
26,30
27,00
27,30
28,00
28,30
29,00

Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucion diluida de &cido

(0,025 M) Tméxima: 2050C,

tmantenimiento: 9 min

T,°C
100
125
152
178
203
205
206
205
205
205
205
204
204
206
206
205
204
188
166
147
132
119
109
100

250

200 A

150 “

T (°C)

100

50 -

0 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
t (min)
Figura A.4.4 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulfurico
(Tméxima: 2050C1 tmantenimiento: 5 min)

Pretratamiento con acido sulfdrico
(Tméxima: 205001 tmantenimiento: 5 mm)

Regidn de calentamiento (T=a+bt)

a=99,767°C r’=0,9999

b =5,1864°C/min Ro =3475
Regién de mantenimiento (T = a)

a =200°C Ro=6174
Region de enfriamiento (T=d t* +ct® + b t + a)

a=-28594°C r’=0,9929

b = 3336,4°C/min Ro =590

¢ = -127,59°C/min?
d = 1,609°C/min®

(Ro)rota = 10238 log R = 4,01
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8. Anexo

A.4.5 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfdrico (0,025 M) a 210 °C mantenidos

durante 5 minutos (1/3)

Tabla A.4.5

sulfarico

t, min
0,00
0,40
5,40
10,40
15,40
16,40
17,40
18,40
19,40
20,40
21,40
21,50
21,70
22,40
22,70
23,40
23,70
24,40
24,70
25,40
25,70
26,40
26,50
26,70
27,40
27,70
28,40
28,70
29,40
29,59

Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucién diluida de acido

(0,025 M) Traxima: 210°C,

1:mantenimiento: 5 min

T,°C
100
102
127
152
178
184
189
194
199
204
209
210
210
208
209
210
212
212
210
209
210
211
210
200
168
147
128
118
105
100

250

200 A

150 -

T(°C)

100

50 -

0 T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
t (min)
Figura A.4.5 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulfarico
(Tméxima: 21000, tmantenimiento: 5 mm)

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 2100C1 tmantenimiento: 5 mln)

Regioén de calentamiento (T=a+bt)

a = 99,659°C r* = 0,9999

b =5,1177°C/min R, =4891
Regidn de mantenimiento (T = a)

a=210°C Ro = 8665
Region de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a=7268°C r* = 0,9968

b = -486,52°C/min Ro = 547

c = -8,7668°C/min?
d =-0,0172°C/min®

(Ro)ota = 14103 log Ry = 4,15
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Tratamientos a presion e hidrolisis del hueso de aceituna. Fermentacion de hidrolizados con  Pachysolen

tannophilus

A.4.6 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfarico (0,025 M) a 215 °C mantenidos

durante 5 minutos (1/3)

Tabla A.4.6

sulfarico

t, min
0,00
1,35
6,35
11,35
16,35
21,35
21,65
21,79
22,35
22,65
23,35
23,65
24,35
24,65
25,35
25,65
26,35
26,65
26,79
27,35
27,65
28,35
28,65
29,35
29,65
30,35
30,61

Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucion diluida de &cido

(0,025 M) Tméxima: 2150(:,

tmantenimiento: 9 min

T,°C
100
107
134
160
186
211
213
215
215
214
213
215
216
216
216
216
216
214
214
209
178
155
138
125
114
106
100

250

200 A

150 -

T(C)

100

50 -

0 T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
t (min)
Figura A.4.6 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de
huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulfurico
(Tméxima: 2150C1 tmantenimiento: 5 min)

Pretratamiento con acido sulfurico
(Tméxima: 2100C1 tmantenimiento: 5 mln)

Regioén de calentamiento (T=a+bt)

a=100,28°C r’=0,9999

b =5,2276°C/min Ro = 6496
Regién de mantenimiento (T = a)

a=215°C Ro=12162
Region de enfriamiento (T=dt* +ct?+ bt +a)

a=-34784°C r’=0,9811

b = 3867,5°C/min Ro = 1041

¢ = -141,04°C/min?
d = 1,6963°C/min®

(Ro):ota = 19699 log Ro = 4,29
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8. Anexo

A.5 Pretratamientos previos a las hidrolisis enzimaéticas de la serie HE4

A.5.1 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfarico (0,01 M) a 200 °C mantenidos
durante 5 minutos (OPT-PT2)

TablaA5.1 250
Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados 200 -
con disolucién diluida de acido
sulfarico
(0,01 M) Taxima: 200°C, S 150 -
tmantenimiento: 5 min <
t, min T,°C = 100
0,00 100
2,86 116
7,86 146 50 -
12,86 176
17,36 202 0 i i i i .
13’22 ggi 0 5 10 15 20 25 30
19,36 201 . 5 t(min) .
19.86 201 Figura A5.1 I_Evolumon d_e temp,erat_ura}s en elltr_atamlen,to_ de
20,36 201 huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulfarico
' . 0 L s i
20,86 200 (TméX|ma- 200 Cl tmantenlmlento- 5 mln)
21,36 200
21,86 201 - = —
22,06 201 Pretratamiento con acido sulfdrico
22,36 198 (Tméxima: 2000C1 tmantenimiento: 5 mm)
22,86 167 ., .
23.36 152 Regidn de calentamiento (T=a+bt)
93 86 132 a=99,631°C r’=0,9999
5 4:36 123 b =5,9073°C/min Ro =2547
24,86 115 ., .
25 36 110 Regién de mantenimiento (T = a)
25,86 106 a=200°C Ry = 4399
3228 }83 Region de enfriamiento (T=dt* +ct® + b t + a)
: a = 24675°C r’=0,9978
b =-2821,9°C/min Ry =199
¢ = 108,3°C/min?
d = -1,389°C/min®
(Ro)toral = 7144 log Ry = 3,85
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A.5.2 Pretratamiento con disolucién diluida de acido sulfarico (0,025 M) a 195 °C mantenidos
durante 5 minutos (OPT-PT3)

Tabla A.5.2

sulfarico

t, min
0,00
0,40
5,40
10,40
15,40
16,40
16,60
17,40
17,90
18,40
18,90
19,40
19,90
20,40
20,90
21,40
21,60
21,90
22,40
22,90
23,40
24,40
24,90
25,40
25,90
26,40
26,90
27,40
27,65

Evolucidn de temperaturas
Huesos de aceituna pretratados
con disolucion diluida de &cido

(0,025 M) Tméxima: 1950(:,

tmantenimiento: 9 min

T,°C
100
102
131
160
188
193
195
197
196
196
196
196
194
194
194
195
196
194
175
167
152
132
123
115
110
106
102
101
100

250

200 A

150 A

T (°C)

100

50 -

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t (min)
Figura A.5.2 Evolucion de temperaturas en el tratamiento de

huesos de aceituna con disolucion diluida de acido sulfurico
(Tméxima: 1950C1 tmantenimiento: 5 mm)

Pretratamiento con acido sulfdrico
(Tméxima: 195001 tmantenimiento: 5 mm)

Regidn de calentamiento (T=a+bt)

a=100,02°C r’=0,9999

b = 5,7099°C/min R, =1598
Regién de mantenimiento (T = a)

a=195°C Ry =3134
Region de enfriamiento (T=dt* +ct® + b t + a)

a=-638,22°C r’=0,9979

b = 186,53°C/min Ro =473

¢ = -10,637°C/min?
d =0,1757°C/min®

(Ro)rota = 5205 log R = 3,72
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9. Contribuciones cientificas

Los resultados que se incluyen en esta Tesis Doctoral han sido usados en la elaboracién de
varias contribuciones a congresos, asi como en la preparacion de capitulos de libro y de un
articulo cientifico.

9.1 Articulo

Titulo: Valorization of olive stones for chemicals from dilute acid hydrolysis: A response
surface analysis

Autores: Marwa Saleh, Manuel Cuevas, Juan F. Garcia, Sebastian Sanchez

Revista: Biochemical Engineering Journal (enviado y en revision)
Editorial: Elsevier

ISSN: 1369-703X

9.2 Capitulos de libros
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2012.
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Biomass Conference). Eds. A. Eldrup, D. Baxter, A. Grassi, P. Helm. ETA-Florence
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