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RESUMEN

En este estudio, se evaluaron métodos para eliminar inhibidores bioldgicos del licor
gastado generado a partir de la carbonizacién hidrotérmica (HTC) del bagazo de cebada,
un residuo de la industria cervecera. Se determind que la temperatura de HTC afecta la
concentracion de azucares reductores, pero no la concentracion de fenoles en el licor,
mientras que los tratamientos de remocion con carbon activado, acetato de etilo y acetona
reducen la cantidad de estos compuestos. La eliminacion de inhibidores biologicos mejora
la eficiencia de la fermentacion alcohdlica, siendo la mejor condicion para la produccion
de bioetanol una temperatura de HTC de 180°C con tratamiento de acetato de etilo. Estos
resultados demuestran el potencial del licor gastado de HTC de bagazo de cebada para su
valorizacion en bioprocesos, contribuyendo al manejo sostenible de residuos y al
desarrollo de nuevas tecnologias de produccion de biocombustibles.

Palabras clave: biomasa, bioetanol, carbonizacion hidrotérmica, bagazo de cebada,
inhibidores bioldgicos, fermentacion.



ABSTRACT

This study evaluated methods to remove biological inhibitors from the wastewater
generated from hydrothermal carbonization (HTC) of brewer’s spent grain, a waste
product from the brewing industry. It was found that HTC temperature affects the
concentration of reducing sugars, but not the concentration of phenols in the liquor, while
removal treatments with activated carbon, ethyl acetate, and acetone reduce the amount
of these compounds. The removal of biological inhibitors improves the efficiency of
alcoholic fermentation, with the best condition for bioethanol production being an HTC
temperature of 180°C with ethyl acetate treatment. These results demonstrate the potential
of HTC waste liquor from barley bagasse for valorization in bioprocesses, contributing
to sustainable waste management and the development of new biofuel production
technologies.

Keywords: biomass, bioethanol, hydrothermal carbonization, brewer’s spent grain,
biological inhibitors, fermentation.



l.

2.

4.

5.

TABLA DE CONTENIDO

INTRODUCCION ...ttt ettt 11
METODOLOGIA ....c.ttiiiiiiiiiiiiiieite et 14
2.1.  Carbonizacion hidrotérmica ..........coeeuieieiiiiriiiieiiiiiie e eeeeeenaes 14
2.2.  Tratamiento con carbOn activado «.....c.eueuveieiiiiiiieniiii e 15
2.3.  Extraccion liquido - HQuido.....c.veiniiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 15
2.4. Determinacion de azicares redUCtOTES .......vuueuininenenininieiiiiieniieeenennes 15
2.5. Determinacion de fenoles ..........ccoeoeieiiiiiiiiiiiiiiiiiieea 16
2.6.  Fermentacion alcohOlica..........ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 16
2.7.  Cuantificacion de bioetanol.........coeoeiniiiiiiiiiiiiiii e 16
2.8, Analisis eStadiStiCO «.eueueuinieiiii e 17
RESULTADOS Y DISCUSIONES ... 18
3.1.  Caracterizacion de azlicares reduCtOres .......coeueueureieieieneneneninineneninannens 18
3.2.  Caracterizacion de fenoles ..........c.oeieiiiiiiiiiiiiii e 20
3.3.  Cuantificacion de bioetanol...........cccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 23
CONCLUSION ......ceiiiiiitemtteieentt et sttt ettt sttt saee s 27
REFERENCIAS . ..ottt et et e e e e e e ans 28
ANEXO et eaas 31
6.1 ANEXO A: Andlisis estadistico-resultados .........cocoeeieieiiiiiiiiiiiininnn. 31



6.1.2 ANEXO A2 FenOles. . uveeineitiitiieeit ettt ettt eeenaeeeanaeeeann 33

6.1.3 ANEXO A3: BIOETANOL «euuuetiiniiiitiiiittireteie et eenneeeaneeeeaneeeanns 35



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Prueba de Tukey de concentracion de azucares a las diferentes temperaturas de

Fo72Y 0101 111722213 (6 « WU 28

Tabla 2. Prueba Tukey de la concentracion de azlicares de los tratamientos para cada

11001015 110 : RSP TP PP PP PPPRRPI 28

Tabla 3. Prueba de Tukey de concentracion de polifenoles a las diferentes temperaturas

A€ CATDOMIZACION ..ottt e e e e ettt e e s e e e e et et e e e eeeeeeees e neeeeeeeennnnareeees 29

Tabla 4. Prueba Tukey de la concentracion de polifenoles de los tratamientos para cada

LS00 0] 110 T 29

Tabla 5. Prueba de Tukey de concentracion de etanol a las diferentes temperaturas de

CATDONIZACTON «..c ettt e e e e e e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e ee e ee e e e e eeeeenaaneeeees 31



10

INDICE DE FIGURA

Figura 1. Esquematizacion parte experimental...........cccocceiieiiiiiiniiicniienec e 14

Figura 2. Concentracion de azacares en [g/L] vs. Temperatura de carbonizacion. ....... 18

Figura 3. Concentracion de azlicares en [g/L] vs. Tratamiento para las temperaturas de:

(A) 180°C, (B) 200°C, (C) 220°C y (D) 240°C.. ..ecovvveeeereeereeereesseeeereseseeeeeseseseseeeeneee 19

Figura 4. Concentracion de polifenoles [mM] vs. Temperatura de carbonizacion. ...... 20

Figura 5. Concentracion de polifenoles [mM] vs. Tratamientos para las temperaturas

de: (A) 180°C, (B) 200°C, (C) 220°C y (D) 240°C covvveoeeveeeeeerereseseeeeseseressseressseseeseees 21

Figura 6. Concentracion de etanol [g/L] vs. Temperatura de los tratamientos: (A) Sin

Tratamiento y (B) Acetato de etilo. ......ccoooveiiiiiiiiiiii e 23

Figura 7. Concentracion de etanol [g/L] al inicio y final de la fermentacion, y el
incremento de la concentracion de etanol en porcentaje para las temperaturas de: (A)

180°C, (B) 200°C, (C) 220°C Y (D) 240°C. .....vveoeeveereseeeeeeeeeeeeseeseeseesessseseessseesessseons 24

Figura 8. Eficiencia [%] de produccion de etanol de las fermentaciones a diferentes

LS80 oS3 110 TP 25

Figura 9. Lote de fermentaciones alcohOlicas ........ccccovvviiiiiiiiiiiiiiie e 32

Figura 10. Concentracion de etanol [g/L] de la temperatura de 180°C con carbon

activado. Medicion por triplicado ........c.ccvviiiiiiiiiii 33



11

1. INTRODUCCION

Una de las bebidas mas consumidas en el mundo es la cerveza, llegando al tercer
puesto de consumo a nivel mundial [1], ademas de ser un producto con una demanda
constante. Para la elaboracion de la cerveza se utilizan diferentes ingredientes, en la cual
uno de los principales ingredientes es la malta que se compone por granos de cebada que
han pasado por un proceso de maceracion, germinacion y secado [2], [3]. A partir del
proceso de produccion de la cerveza, se genera un residuo conocido como bagazo, que se
constituye de granos de cebada gastados, donde por cada 100 litros de cerveza se generan
aproximadamente entre 5 a 6 kg de bagazo [4]. En Ecuador, la industria cervecera produce
aproximadamente 120 mil toneladas de residuos, donde el bagazo constituye el 85% de
estos residuos y al final se utiliza principalmente como alimento crudo para ganado [5].
Por ello, miltiples estudios aplicaron diferentes métodos de conversion termoquimicos
para esta biomasa como pirolisis, gasificacion, carbonizacion hidrotérmica, entre otros
[6], [7], [8]- Enla cual una de las principales alternativas de los Gltimos afios es el uso de

la carbonizacion hidrotérmica para el tratamiento de estos residuos.

La carbonizacioén hidrotérmica (HTC) es un proceso de conversion termoquimico
en el que se trata la biomasa en presencia de agua en condiciones subcriticas de
temperatura y presion [9]. Como resultado de la carbonizacion hidrotérmica se obtiene
el producto principal conocido como hidrocarbon (fase solida), que se utiliza para
diferentes aplicaciones como fertilizantes, adsorbentes o biocombustibles en forma de
pellets [8], [10], [11]. Por otro lado, como subproducto del proceso de HTC se obtiene
una fase liquida, conocida como licor gastado considerado como un residuo del proceso
[12]. La composicion del licor gastado depende de las condiciones del proceso, pero se

estima que el licor retiene entre un 15% a 20% los componentes de la biomasa [13].
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Para el aprovechamiento del licor gastado se han realizado estudios sobre su

composicion quimica, examinando licores de multiples biomasas [13] y determinando la

presencia de compuestos inhibidores y toxicos como fenoles o furanos, junto a nutrientes
y azucares [14]. Ademas, investigaciones determinan que el desecho del liquido al medio
ambiente provoca una eutrofizacion del agua afectando negativamente al ecosistema [15].
Con el fin de reducir la presencia de estos compuestos algunos estudios realizaron
tratamientos al licor, como filtraciones o destilaciones [16]. Partiendo del tratamiento, en
diversas fuentes el licor tratado se utiliz6 como medio para la produccion de bio-metano
a partir de digestion anaerébica, demostrando condiciones favorables para el uso del licor

gastado para la produccion de biogas [17].

Por ello, el bagazo de malta de cebada derivado de la produccion de cerveza
constituye una oportunidad de utilizacion de esta biomasa para la generacion de otros
compuestos, de igual forma, el proceso de HTC provee una alternativa para el
aprovechamiento de este tipo biomasa en el Ecuador diferente al su uso en abonos o
alimentos para ganado [18]. Por ende, el licor gastado de la HTC de cebada representa
un recurso valioso, al retener un porcentaje de los compuestos quimicos provenientes de

la biomasa, que atn no se aprovecha completamente en bioprocesos [19].

Donde, uno de los principales obstaculos para el uso del licor gastado es la
caracterizacion del liquido debido a su variabilidad dependiendo de la biomasa [13]. Esto
se debe a la presencia de inhibidores biologicos, ya que los métodos estudiados para el
aprovechamiento del licor gastado utilizan microorganismos para la produccion de biogés
[20]. Es por ello, que la alta remocion de los inhibidores bioldgicos presentes en el licor
gastado es esencial para su utilizacion efectiva en bioprocesos [14]. Por lo tanto, el
aprovechamiento de los compuestos quimicos presentes en el licor gastado podria

conducir a la creacion de productos de valor afiadido, como la obtencion de bio-etanol
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[11]. Investigaciones confirman que el licor gastado es una fuente de contaminacion
debido a sus compuestos toxicos como furfurales, &cidos grasos o compuestos
aromaticos, por lo que es crucial evitar su desecho para la sostenibilidad ambiental [16].
La bio-refinacion completa del proceso de HTC, utilizando tanto el hidrocarbon como el

licor gastado, puede potenciar el valor del HTC como tecnologia sustentable [21].

Por tal razon, este estudio tiene el fin de evaluar diferentes métodos de eliminacion
de inhibidores biologicos presente en el licor gastado de HTC de cebada para su potencial
valorizacion en bioprocesos. Para esto se caracterizo los licores de HTC de cebada a las
temperaturas de 180°C, 200°C, 220°C y 240°C. Se investigd los métodos que emplean
carbon activado para la adsorcion de compuestos especificos presentes en la mezcla, tales
como fenoles y otros compuestos organicos, que actian como inhibidores en la
fermentacion alcoholica [22]. Ademas, se estudio el uso de acetato de etilo y acetona para
la separacion liquido-liquido, centrandose en la extraccion de inhibidores hidrofobicos y
no polares [23]. Con el proposito de determinar cual método de remocion presenta una
mayor eficacia en la eliminacion de los inhibidores. La evaluacion del impacto de cada
método se realizd a través de la fermentacion alcohodlica para la obtencion de bioetanol,
debido a que la cuantificacion de etanol presente en el licor gastado permitird comparar

la efectividad de los diferentes tratamientos de remocion y los efectos de los inhibidores

bioldgicos en los bioprocesos.
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2. METODOLOGIA

En primera instancia se presentard en la figura 1 la esquematizacion de la parte
experimental desde la carbonizacion hidrotérmica, los tratamientos aplicados y la

fermentacion del licor gastado.

HTC Tratamiento Fermentacion

Bagazo Hidrocarbon

T e /> e OH
; Bioetanol

l Levadura —
I

|

W)

_ - lIJ + Carbon A + -

| Licor gastado

Reactor Licor fermentado

Agua

Figura 1. Esquematizacion parte experimental (realizado en BioRender.com)

2.1. Carbonizacion hidrotérmica

El estudio experimental se realizé utilizando como materia prima el bagazo de malta
de cebada proveniente del proceso de fabricacion de cerveza artesanal en Ecuador, el cual
se ingresd en un reactor de alta presion (TGYF-B-500ML) en una relacion 1:15 con agua
destilada, ingresando 20 g de Cebada y 300 mL de Agua destilada. Una vez puesta la
materia prima en el reactor, se establecid las condiciones de operacion para la muestra.
La temperatura se establece en cuatro niveles (180, 200, 220 y 240°C), el tiempo del
tratamiento se definid para 1 h con 1000 rpm (agitacion magnética) para cada muestra
[9]. Al finalizar el proceso el solido se separ6 del licor gastado por medio de filtracion y

la muestra se mantuvo en refrigeracion hasta su uso para los estudios posteriores.
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2.2. Tratamiento con carbon activado

Para el tratamiento con carbén activado, en un tubo Falcén se colocd 20 mL de licor
gastado, después se puso en el tubo falcon 10% peso/peso de carbodn activado previamente
molido. El tubo con la muestra y el carbon activa se ingresé a una incubadora a 25°C por
30 min a 200 rpm. Una vez cumplido el tiempo de incubacion, la muestra se centrifugé
por 15 min a 4600 rpm, y finalmente se extrajo en un nuevo tubo Falcon el liquido

separado del carbon activado soélido.

2.3. Extraccion liquido - liquido

Con respecto a la extraccion liquido — liquido, se utilizd como reactivos acetato de
etilo y acetona para cada tratamiento. En ambos tratamientos se utiliz6 una relacion 2:1
v/v, donde por cada mL de licor gastado se utiliza 2 mL del reactivo. El tratamiento se
realiz6 en una incubadora a 25°C por 3 h a 150 rpm sin presencia de luz, luego de 3 horas
se dejo reposar a 20°C por 1 h sin luz. Para el tratamiento con acetato de etilo y acetona,
con una pipeta de Pasteur, se separ6d la fase superior conocida como fase orgénica, y la

fase inferior o acuosa, donde la fase acuosa se almacena para su posterior analisis.

2.4. Determinacion de azucares reductores

Para la determinacion de azlicares reductores presentes en el licor gastado y sus
tratamientos, se utilizd el método de Acido 3,5-Dinitrosalicilico (DNS)[24]. Primero, en
un tubo de ensayo se agregd 5 mL de agua destilada, 1 mL de la muestra diluida y 1 mL
del reactivo DNS. Cabe recalcar que el reactivo DNS es fotosensible, por lo cual el
experimento se realizd con la ausencia de luz. En el caso del blanco se utilizo 6 mL de
agua destilada y 1 mL del reactivo DNS. Después, se llevo el tubo de ensayo a bano maria

a 100°C por 5 min y se dejo enfriando la muestra a temperatura ambiente [24]. Para la
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medicion, se utiliz6 el equipo de Genesys 50 UV/VIS con celdas de cuarzo a una longitud

de onda de 540 nm.

2.5. Determinacion de fenoles

Para la determinacion de fenoles y polifenoles, se utilizd el método Folin Ciocalteu
(FC) [25], el cual implica el uso de reactivos fotosensibles. Para la determinacion, se
realiz6 una curva de calibracion con un estandar de acido gélico. Y para la medicion, en
un vial se agreg6 100 puL. de la muestra con 500 pL del reactivo FC al 0,02 N, y se dejo
incubar a temperatura ambiente por 5 min. A continuacion, se adiciond 400 pL de
carbonato de calcio y se almacend en oscuridad a temperatura ambiente por 2 h [25]. Para

la medicion, se midi6 la absorbancia en el equipo de Genesys 50 UV-VIS a una longitud

de onda de 760 nm.

2.6. Fermentacion alcoholica

En un tubo Falcén de 50 mL se colocaron 3 mL de la muestra de licor gastado,
regulando su pH en rango entre 4,5 a 5,2. Se agregd 1,5 g de levadura Saccharomyces
cerevisae por cada 50 mL de licor, la cual se activd previamente con agua utilizando una
relacion de 10 veces el peso de la levadura a 30°C y por 30 min. Después de agregar la
levadura activa al licor se tom6 una alicuota en un vial y se congeld para su andlisis
posterior. Con un tapon de caucho, una manguera y Parafilm, se selld el tubo con la
muestra, y con ayuda de hidroxido de sodio al 2% se realiz6 una trampa de CO2 producido
durante la fermentacion. La fermentacion se llevd a cabo en una incubadora a 30°C a 50
rpm por 72 h [24]. Después de la fermentacion, se realizo una centrifugacion de la muestra
para la separacion de la levadura y el liquido. En un tubo Falcon, se agrego6 el licor

fermentado y se congeld para su estudio previo.

2.7. Cuantificacion de bioetanol
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Para la cuantificacion de bioetanol, se colocd en un vial 100 puL de una solucion de
50 ppm de tetrahidrofurano (THF)y 1 mL de muestra diluida previamente descongelada.
Para la cuantificacion se empled el equipo Trace 3000 GC en conjunto con un ISQ 7000
MS con una columna TG-WAXMS A de 30 m. Los parametros utilizados fueron un Split
ratio de 25, con temperatura de inyeccion de 200°C y un gradiente de temperatura de
45°C hasta 200°C en un tiempo de corrida de 18,50 min. Por medio de la relacién de areas
de los picos de THF y etanol se determin6d la concentracion en g/L [24]. A partir de los
gramos de etanol se determind el rendimiento de la fermentacion a partir de la siguiente

ecuacion.

.. . mol Etanol
Eficiencia % = ——— X100 (1)
mol maximo tedrico Etanol

2.8. Analisis estadistico

Para el anélisis estadistico se realizé 3 réplicas del experimento y todos los analisis se
realizaron por triplicado (n=3). Los resultados obtenidos se muestran como el promedio
+ desviacion estandar. Por medio del software Minitab 17 se realizé el anélisis de varianza
(ANOVA)vy la prueba de Tukey para comparacion por pares con un nivel de confianza

del 95% (0=0.05).
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3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Caracterizacion de azucares reductores

La caracterizacion de los azucares reductores es fundamental para determinar el
si una muestra, en este caso el licor gastado, tiene el potencial de ser utilizado en procesos
que requieran microorganismo. Desde las carbonizaciones hidrotérmicas a las 4
temperaturas distintas, y sus tratamientos para la remocion de los inhibidores bioldgicos,
se realiz6 la cuantificacion de los azicares reductores en gramos por litro de licor [g/L],
obteniendo un méaximo de 21,92 [g/L] de azucares reductores para la temperatura de

180°C sin tratamiento.

En la figura 2, se aprecia las concentraciones de azlicares de los distintos licores
y se percibe una tendencia en la disminucion de azlicares con el aumento de la temperatura
de HTC. Esta reduccion ocurre en otras carbonizaciones hidrotérmicas como los procesos
de HTC con celulosa y hemicelulosa, donde disminuye la cantidad de azicar presente en
el liquido al tener una mayor temperatura y tiempo de carbonizacion [26]. La disminucion
de los azucares reductores a altas temperaturas ocurre por una mayor degradacion de los
azlcares y formando otros compuestos quimicos como el 5-HMF para las hexosas o el 2-
furfuralaldehido para las pentosas, donde en los dos escenarios los azicares reductores
pierden 3 moléculas de agua [27]. En la que, utilizando la prueba de Tukey se determiné
que las temperaturas de carbonizacion de 180 y 200°C son estadisticamente iguales, de

igual forma que las temperaturas de 220 y 240°C.
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Figura 2. Concentracion de azacares en [g/L] vs. Temperatura de carbonizacion.

Ademas, se observa en la figura 3 el efecto de los tratamientos en la reduccion de la
concentracion de azucar y por medio de la prueba de Tukey se determiné que en la
temperatura de 180°C el tratamiento con carbdn activado tiene una menor reduccion de
azucares en comparacion con los tratamientos con acetato de etilo y acetona, en la cual el
tratamiento con acetona presento la menor concentracion de aztcares. Por el contrario,
esta diferencia entre tratamientos no se replica en las carbonizaciones de mayor
temperatura, ya que, en las temperaturas de 200, 220y 240°C la concentracion de azucar

de los tratamientos son similares estadisticamente.
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Figura 3. Concentracion de azucares en [g/L] vs. Tratamiento para las temperaturas de:

(A) 180°C, (B) 200°C, (C) 220°C y (D) 240°C.
3.2. Caracterizacion de fenoles

En cuanto a la caracterizacion de fenoles en el licor gastado, por medio del método
Folin-FC se adquiri6 las concentraciones de fenoles en [mM] de los licores gastados de
HTC de cebada a diferentes temperaturas y tratamientos, donde la mayor concentracion
obtenida fue a 220°C sin tratamiento de remocion con 11,09 [mM] de concentracion de
fenoles. Con base en la literatura se espera que el grupo fendlico predominante en el licor

gasta proveniente del bagazo de cebada sea el acido ferulico, ya que corresponde a mas

del 70% de los acidos fenolicos [28].
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A través de los resultados obtenidos en la figura 4 y la prueba de comparacion por
pares de Tukey, se establece con un nivel de confianza del 95% que la temperatura no
afecta en la concentracion de polifenoles del licor gastado, ya que las 4 temperaturas

comparten una misma letra y tienen medias estadisticamente iguales.

14

2 | [ [

10 A

——

Concentracién [mM]

180 200 220 240

Temperatura de Carbonazaciéon Hidrotérmica [°C]

Figura 4. Concentracion de polifenoles [mM] vs. Temperatura de carbonizacion.

Por medio de la figura 5, se distingue que los tratamientos para la remocioén de
inhibidores biologicos son efectivos, provocando una remocion de aproximadamente el
80% de los fenoles en el licor de mayor temperatura de carbonizacion. Asimismo, a la
temperatura de 180 y 200°C el tratamiento con acetato de etilo tienen una concentracion
de polifenoles estadisticamente igual a los tratamientos con acetona y carbon activado,

pero las concentraciones de carbon activado y acetona no son iguales.
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Por otro lado, la concentracion de fenoles obtenida difiere de la literatura, la cual

plantea la presencia de alrededor de 9,2% de fenoles y derivados en el licor gastado de

multiples biomasas [29], donde el porcentaje varia dependiendo de la biomasa utiliza,

pero funciona como un indicativo. Por este motivo, la cebada al contener 1,45 mg/g de

compuestos fendlicos [30], tedricamente el licor gastado proveniente del HTC de cebada

deberia contener 133,4 ppm de fenoles lo que difiere con las concentraciones obtenidas

en la figura 3, pero esta diferencia tiene sentido ya que se utilizd como materia prima la

cebada residual del proceso de elaboracion de cerveza, debido a que la biomasa paso por

un procesos previo, el cual es la maceracion de la malta en el proceso cervecero, a la

carbonizacion hidrotérmica la cantidad de fenoles presentes en la biomasa se reduce
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sustancialmente, y este fendmeno se repite para los otros compuestos quimicos presentes
en la cebada.

3.3. Cuantificacion de bioetanol

En relacion con la cuantificacion de bioetanol, se realizd las mediciones respectivas
de las fermentaciones y sus alicuotas antes de realizar la fermentacion. Conviene subrayar
que las fermentaciones se realizaron para 2 muestras, la primera fueron las muestras del
licor gastado a diferentes temperaturas sin tratamiento de remocion y la segunda fueron
las muestras a diferentes temperaturas tratadas con acetato de etilo. La razon por lo que
no se realizé las fermentaciones para el carbon activado, se debe a que en fermentaciones
preliminares la produccion de etanol proveniente de los licores tratados con carbon
activado fue practicamente nula, posiblemente por la presencia de particulas de carbon
activado en licor que no fueron removidas mediante la filtracion del liquido, provocando
que el carbon adsorbiera el etanol del licor o algun nutriente esencial para el crecimiento
de la levadura. Este problema de baja productividad para procesos de fermentacion con
carbon activado se reportd en investigaciones previas, en la cual postulan que una alta
concentracion del reactivo en el medio de bioconversion provoco la baja productividad
[31]. En otro punto, los tratamientos con acetona fueron descartados para la fermentacion
debido ala baja concentracion de azicares reductores en los licores tratados y su similitud
con el acetato de etilo, por consiguiente, con el fin de consumir la menor cantidad de

recursos se decidio descartar la fermentacion de los licores tratados con acetona.

Como se aprecia en la figura 6, el licor gastado tratado con acetato de etilo produjo la
mayor cantidad de etanol en comparacion con los licores a las mismas temperaturas sin
tratamiento previo, donde la temperatura de carbonizacion a 200 °C presento una mejor
conversion de etanol para el licor sin tratamiento, esto se puede explicar debido a que a

200 °C se produce una mayor degradacion de la biomasa a comparacion de temperaturas
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de carbonizacion menores, y esta degradacion posiblemente aumente la presencia de
glucosa a comparacion de otros azucares reductores favoreciendo la conversion a etanol
[32]. Por lo que, incluso si la cantidad de azucares reductores sea menor en comparacion
a la temperatura de 180°C, al haber una mayor presencia de glucosa la productividad de
etanol serd mayor. En cuanto a los licores tratados por acetato de etilo, también se

demostrd que las temperaturas de 200°C y 180°C presentaron una mayor concentracion
de etanol.

a
b b
3 - b
2 3
2
1
1
0 - 0 T T - -
180 200 220 240 180 200 220 240

Temperatura [°C] Temperatura [°C]

Concentracion Etanol [g/L]

Concentracion Etanol [g/L]
N

Figura 6. Concentracion de etanol [g/L] vs. Temperatura de los tratamientos: (A) Sin

Tratamiento y (B) Acetato de etilo.

Por otro lado, en la figura 7 se presenta una pequefia concentracion etanol en las
alicuotas tomadas antes de la fermentacion, donde las muestras sin tratamiento tienen una
concentracion casi nula de etanol mientras que las muestras con acetato de etilo tienen
concentraciones mas significativas. Esto se debe a la posibilidad de una rapida produccion
de etanol por parte de la levadura, debido a que las alicuotas no se refrigeraron de manera
inmediata y se mantuvieron a temperatura ambiente en un lapso de maximo 5 minutos

provocando una generacion de etanol en la alicuota.
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A partir de los resultados obtenidos, se demuestra que la presencia de inhibidores
biologicos en los licores afecta en la fermentacion alcoholica ya que el tratamiento con
acetato de etilo para la remocién de estos inhibidores presentd una mejora en la
produccién de bioetanol, dado que los licores gastados tratados con acetato de etilo tienen
un mayor porcentaje de incremento en la concentracion de etanol. En la cual,
investigaciones previas sobre digestion anaerobia muestran que efectivamente la

aplicacion de un tratamiento para la remocion de inhibidores mejora de manera

considerable el rendimiento del proceso [14].
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Por medio de los resultados obtenidos se utilizo la ecuacion (1) planteada
anteriormente para determinar la eficiencia de la fermentacion se obtuvo la figura 8. Se
muestra que el licor tratado con acetato de etilo presenta una mayor eficiencia con
relacion a la produccion de etanol real y la obtencion teorica a partir de la concentracion
de aztcar, donde a 240 °C al tener una baja concentracion de azucares se logra alcanzar

un alto porcentaje de eficiencia tanto para las muestras sin tratamiento y con acetato de

etilo.
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Figura 8. Eficiencia [%] de produccion de etanol de las fermentaciones a diferentes

temperaturas.
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4. CONCLUSION

La investigacion comenzd con la caracterizacion azuicares reductores y compuestos
fendlicos presentes en el licor gastado proveniente del bagazo de cebada. Se determiné
que la temperatura tiene un efecto significativo en la concentracion de azicares y que a
temperaturas de carbonizacion mayores a 200°C la concentracion disminuye
sustancialmente. De igual manera, se definid que los métodos de remocion de azucares
reductores reducen la cantidad de azucares en el licor, y temperaturas mayores a 180°C
no presentan diferencia estadistica en la concentracion de azlcares por parte de los

tratamientos.

Por otro lado, se establecid que la temperatura no afecta en la concentracion de fenoles
del licor gastado y que los tratamientos de remocion son efectivos para la eliminacion de
estos compuestos, siendo los tratamientos con acetato de etilo y acetona los mas efectivos.
Por tltimo, se concluyd que la remocion de inhibidores biologicos aumenta la eficiencia
de la fermentacion alcoholica. Ademas, la temperatura tiene un efecto en la cantidad de
bioetanol producido, resultando en que una temperatura de carbonizacién a 180°C con el
tratamiento de acetato de etilo es la condicion Optima para tener una mayor produccion

de bioetanol a un costo energético menor. Mostrando resultados favorables para el uso de

del licor gastado proveniente del proceso de HTC de biomasa residual en bioprocesos.
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6. ANEXO
6.1 ANEXO A: Analisis estadistico-resultados

6.1.1 ANEXO A1: Azucares reductores.

Tabla 1. Prueba de Tukey de concentracion de azucares a las diferentes temperaturas de

carbonizacion

Prueba de comparacion de pares Tukey: Temperatura de carbonizacion

Agrupacion de informacion utilizando el método Tukey y 95% de confianza

Temperatura N Media Grupo
180°C 3 21,9200 A

200°C 3 18,4467 A

220°C 3 9,5433 B
240°C 3 5,8933 B

Tabla 2. Prueba Tukey de la concentracion de azucares de los tratamientos para cada

temperatura

Prueba de comparacion de pares Tukey: Tratamiento

Temperatura: 180°C
Agrupacion de informacion utilizando el método Tukey y 95% de confianza

Tratamiento N Media Grupo

Sin tratamiento 3 21,9184 A

Carbon activado 3 17,0933 B

Acetato de etilo 3 10,9500 C

Acetona 36,7000 D

Temperatura: 200°C
Agrupacion de informacion utilizando el método Tukey y 95% de confianza
Tratamiento N Media Grupo

Sin tratamiento 3 18,4467 A

Carbon activado 3 5,4233 B
Acetato de etilo 3 3,1667 B
Acetona 32,8467 B

Temperatura: 220°C

Agrupacion de informacion utilizando el método Tukey y 95% de confianza
Tratamiento N Media Grupo

Sin tratamiento 3 9,54333 A
Carbén activado 3 3,72000 B
Acetato de etilo 3 2,44333 B




Acetona 3 2,17000 B

Temperatura: 240°C

Agrupacion de informacion utilizando el método Tukey y 95% de confianza

Tratamiento N Media Grupo

Sin tratamiento 3 5,89333 A

Carbén activado 3 2,28333 B
Acetato de etilo 3 2,06333 B
Acetona 3 10,9633 B




6.1.2 ANEXO A2: Fenoles.

33

Tabla 3. Prueba de Tukey de concentracion de polifenoles a las diferentes temperaturas

de carbonizacion

Prueba de comparacion de pares Tukey: Temperatura de carbonizacion

Agrupacion de informacion utilizando el método Tukey y 95% de confianza

Temperatura N Media Grupo
220°C 3 11,0867 A
240°C 3 10,2633 A
200°C 3 9,7267 A
180°C 3 8,2400 A

Tabla 4. Prueba Tukey de la concentracion de polifenoles de los tratamientos para cada

temperatura

Prueba de comparacion de pares Tukey: Tratamiento

Temperatura: 180°C

Agrupacion de informacion utilizando el método Tukey y 95% de confianza

Tratamiento N Media Grupo

Sin tratamiento 3 8,24000 A

Carbén activado 3 4,12000 B

Acetato de etilo 3 3,65333 B C
Acetona 3 1,76667 C

Temperatura: 200°C

Agrupacion de informacion utilizando el método Tukey y 95% de confianza

Tratamiento N Media Grupo

Sin tratamiento 3 9,72667 A

Carbon activado 3 4,64333 B

Acetato de etilo 3 3,01333 B C
Acetona 3 1,31333 C

Temperatura: 220°C

Agrupacion de informacion utilizando el método Tukey y 95% de confianza

Tratamiento N Media Grupo

Sin tratamiento 3 11,0867 A

Carbdén activado 3 6,7033 B
Acetato de etilo 3 3,1367 C
Acetona 31,8233 C

Temperatura: 240°C

Agrupacion de informacion utilizando el método Tukey y 95% de confianza

Tratamiento N Media Grupo

Sin tratamiento 3 10,2633 A




Carbén activado 3 3,0800

Acetato de etilo 3 2,8500

Acetona 32,3533

34



35

6.1.3 ANEXO A3: Bioetanol.

Figura 9. Lote de fermentaciones alcoholicas
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Figura 10. Concentracion de etanol [g/L] de la temperatura de 180°C con carbon
activado. Medicion por triplicado

Tabla S. Prueba de Tukey de concentracion de etanol a las diferentes temperaturas de

carbonizacion

Prueba de comparacion de pares Tukey: Temperatura de carbonizacion

Sin Tratamiento

Agrupacion de informacion utilizando el método Tukey y 95% de confianza

Temperatura N Media Grupo

200°C 3 4,73150 A

180°C 3 3,08590 B




240°C 3 2,86700

220°C 3 2,31067

Acetato de etilo

Agrupacion de informacion utilizando el método Tukey y 95% de confianza

Temperatura N Media Grupo
200°C 3 7,78813 A
180°C 3 6,72406 A
240°C 3 5,99732

220°C 3 4,48225




