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Resumen

En la investigacion se determin6 la influencia del
tiempo, temperatura y dosis de H,SO, en las caracte-
risticas de la celulosa y concentracion de glucosa en
el pretratamiento acido de los residuos de apio, de tal
manera que, al ser pretratados tenga las mejores con-
diciones para la hidrolisis y posterior fermentacion,
obteniéndose como producto final etanol. La parte
experimental consistio en colectar y preparar los re-
siduos de apio, preparar el reactivo DNS y elaborar la
curva de calibracion de la glucosa, la cual sirve para
determinar la concentracion de azlcares reductores,
realizar el pretratamiento acido a 25 g de residuos en
cada experimento y determinar la morfologia de la
celulosa con el microscopio de barrido electronico
(SEM) Mira 3 Tescan. Las variables que se evaluaron
son la concentracion del H2SO4 (0.1 %, 2.5 % y
4.0 %), temperatura (60, 70 y 80 °C) y tiempo (2, 3
y 4 horas), siguiéndose los parametros las experimen-
taciones del disefio experimental. De las pruebas ini-
ciales, los niveles bajos de las variables son las mejores
condiciones del pretratamiento acido por la morfo-
logia que presentan que concuerdan con lo indicado
en la literatura, con ello la produccion de glucosa en
la hidrolisis sera mayor y etanol en la fermentacion.

Palabras clave: residuos de apio, pretratamiento acido,
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Abstract

The research determined the influence of time,
temperature and dose of H,SO, on the characteristics
of cellulose and glucose concentration in the acid pre-
treatment of celery waste, so that, when pretreated, it
has the best conditions for hydrolysis and subsequent
fermentation, obtaining it as a final product ethanol.
The experimental part consisted of collecting and
preparing celery residues, preparing the DNS rea-
gent and drawing up the glucose calibration curve,
which is used to determine the concentration of re-
ducing sugars, performing acid pretreatment to 25 g
of residues in each experiment and determining the
morphology of cellulose with the scanning electron
microscope (SEM) Mira 3 Tescan. The variables that
were evaluated were the H,SO, concentration (0.1 %,
2.5 % and 4.0 %), temperature (60, 70 and 80 °C)
and time (2, 3 and 4 hours), the parameters being
followed by the experimental design experiments.
From the initial tests, the low levels of the variables
are the best conditions of acid pretreatment due to
the morphology they present that are consistent with
what is indicated in the literature, with which the pro-
duction of glucose during hydrolysis will be higher

and ethanol in fermentation.

Keywords: celery residues, acid pretreatment, cellulo-
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Introduccion

Los desechos de alimentos que se descargan de res-
taurantes, plantas de produccion de alimentos y coci-
nas domésticas constituyen una proporcion considera-
ble de los desechos solidos municipales (RSU) en todo
el mundo. Los desechos provenientes del Comedor
Universitario de la UNCP son principalmente de ori-
gen organico, debido a la minima presencia de mate-
riales como papeles, plasticos y vidrios; el porcentaje
de residuos de vegetales, como frutas, papa y otros son
69 %, 13 %y 18 %, respectivamente; de los vegetales,
el apio es uno los mayores, representando el 12.29 %.

Estos desechos o residuos son solidos organicos
que consisten principalmente de hidratos de carbo-
no, ya sea en forma soluble o polimerico (almidon,
celulosa, hemicelulosa) y otros compuestos organicos
(proteinas, lipidos, acidos, etc.); todo ello, representa
una alternativa y fuente valiosa susceptibles a la fer-
mentacion de aztcares y, luego, en productos valio-
sos, como los biocombustibles gaseosos y liquidos (Li
etal., 2007; Ruggeri y Tommasi, 2012)

La produccion de etanol de segunda generacion
requiere el pretratamiento, hidrolisis enzimatica y
fermentacion para maximizar la conversion y apro-
vechamiento de polimeros con alto contenido de car-
bohidratos como almidon (mas del 40 %), proteinas
(4 -5 %), celulosa (2 - 3 %) y azlicares totales (mas del
50 %) presentes en los desechos en aziicares simples o
monosacaridos, y; finalmente, en etanol. La limitante
de su implementacion a escala real es el aspecto eco-
noémico por los costos elevados asociados al procesa-
miento de la biomasa lignocelulosa en el pretratamien-
to e hidrolisis enzimatica y requerimiento energetico.

Entre los diferentes biocombustibles, el bioetanol
se ha utilizado ampliamente como combustible al-
ternativo para reducir emisiones de CO,, también se
puede utilizar en el sector del automévil como poten-
ciador del octano en la gasolina sin plomo en lugar del
metil-tertio-butilo ¢ter (MTBE), compuesto oxigena-
do para la combustion limpia de gasolina y transporta-
dor de energia renovable para sustituir parcialmente el
petroleo y aumentar la seguridad del suministro.

El pretratamiento de los desechos de alimentos
con acido sulftrico diluido presenta diversas ventajas,
como incrementar las velocidades de reaccion, bajo
costo y consumo de acido, y no requerir sistemas de
recuperacion de acido en grandes escalas de produc-
cion. Adicionalmente, al emplear este pretratamiento
con alta concentracion de s6lidos es posible remover la
xilosa constitutiva de la hemicelulosa presente en una
mayor cantidad de biomasa lignocelulosica por lote in-
crementando la digestibilidad de la misma, facilitando
asi, la degradacion de celulosa a glucosa por parte de
las enzimas presentes durante la hidrolisis enzimatica.

Marco tedrico
Teoria basica

Residuos Sélidos Municipales a Bioenergia

El tamafio de la poblacion humana es una de las
preocupaciones ambientales mas problematicas. Se
estima la poblacion mundial en 7182 millones y se
espera que alcance entre 8300 y 10 900 millones para
el ano 2050. Entre los siete continentes, Asia es el
mas poblado, con sus 4300 millones de habitantes,
representando el 60 % de la poblacion mundial. Por
el contrario, la urbanizacion de la poblacion aumen-
ta continuamente, de 3400 millones en 2009 a 3.900
millones en 2014 (54 % de la poblacion mundial) y
casi se duplicara en el 2050; es decir, 6400 millones
(66 % de la poblacion mundial); causando las crecien-
tes presiones sobre el medio ambiente, los suminis-
tros mundiales de alimentos y los recursos energeti-
cos (UNDESA, 2014).

Evidentemente, a partir de los problemas mencio-
nados de la poblacion urbana, el mundo ha experi-
mentado un crecimiento urbano sin precedentes en
las Gltimas décadas. En el ano 2008, por primera vez,
la poblacion mundial se dividi6 equitativamente en-
tre las zonas urbanas y rurales. Cerca de 400 ciudades
con estadisticas de poblacion superaron los 10 millo-
nes en 19 ciudades. El porcentaje de urbanizacion en
las naciones desarrolladas fue de aproximadamente
el 74 %; mientras que, el 44 % en los paises menos
desarrollados. Sin embargo, se observo una rapida
urbanizaciéon en muchos paises menos desarrollados
(UNDESA, 2010). En la actualidad, la mayoria de las
regiones urbanizadas del mundo incluyen América del
Norte con un 82 % de habitantes urbanos, el Caribe
y América Latina con un 80 % y Europa con un 73 %.
En el caso de Africa y Asia, los habitantes urbanos re-
presentan el 40 % y el 48 %, respectivamente. Asia, a
pesar de su menor nivel de urbanizacion, representa
el 53 % de la poblacion urbana global total, seguida de
Europa (14 %) y América Latina (13 %). India alber-
ga el 17.5 % de la poblacion mundial y representa el
30% de la poblacion urbana mundial junto con China.
A un ritmo reciente, se estima que el crecimiento de-
mografico y la urbanizacion sumaran 2500 millones
de personas a la poblacion urbana global total para el
anio 2050 (UNDESA, 2014).

Como consecuencia del aumento poblacional, el
crecimiento economico y la mejora de los estandares
de vida desde las ultimas tres decadas, la cantidad y
complejidad total de RSU aumenta continuamente.
En la Gltima década, a nivel mundial, hubo 2.9 millo-
nes de residentes urbanos que generaron alrededor de
0.64 kg de RSU por persona por dia (0,68 millones
de toneladas por afio). Los niveles actuales de gene-
raci6on mundial de RSU son de aproximadamente 1.3
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billones de toneladas por afio (1.2 kg por persona por
dia), y se espera que aumenten a aproximadamente
2.2 billones de toneladas por ano (1.42 kg/capita/
dia) para 2025. Esto representa un aumento signifi-
cativo en tasas de generacion de desechos per capita,
de 1.2 a 1.42 kg por persona por dia en los proximos
15 afos (Shaoli y Biswajit, 2016). Las ciudades de los
paises mas ricos, como las de la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Economicos (34 paises
de la region de Asia y el Pacifico, Europa, America
del Norte, incluidos Canada, México, Estados Uni-
dos y Ameérica del Sur), descartan aproximadamente
la mitad de residuos urbanos del mundo (un prome-
dio de 2.2 kg per capita por c/h'a). Por el contrario,
las regiones de Asia oriental, Africa y Asia meridio-
nal tienen las tasas de generacion per capita mas ba-
jas en promedios de 0.95, 0.65 y 0.45 kg por dia,
respectivamente (Daniel et al., 2013). Sin embargo,
la contribucion de los Estados Unidos para la genera-
cion mundial de RSU es de 251 millones de toneladas
(2012). La Union Europea genera alrededor de 251,6
kton o 500 kg per capita por ano (EUROSTAT, 2011)
y la generacion anual de residuos en Asia Oriental y
la region del Pacifico es de aproximadamente 270 mi-
llones de toneladas por afo. Es probable que el Africa
subsahariana aumente la tasa diaria de produccion de
desechos en hasta 1.0 kg per capita, ya que se estima
que para el afio 2020, mas del 50 % de la poblacion
vivira en las ciudades.

En el caso de India, la generacion de RSU es de
aproximadamente 68.8 millones de toneladas, de las
cuales 366 ciudades, que son el 70 % de la poblacion
urbana, generan 47.2 millones de toneladas; esto es
un aumento del 50 % en la tasa de produccion de
RSU en una década. Por lo tanto, proyectando la ge-
neracion de RSU para el 2041, estas ciudades indias
generaran 161 millones de toneladas de RSU; es de-
cir, un aumento de cinco veces en cuatro décadas. A
este ritmo, el MSW urbano total generado en 2041
seria de 230 millones de TPY (630000 TPD) (Anne-
pu, 2012; Shaikh et al., 2018). En consecuencia, cada
afio se producen millones de toneladas de residuos so-
lidos que deben eliminarse (Chowdhary et al., 2018;
Bharagava & Mishra, 2018).

Segun el estado fisico, los desechos se pueden
clasificar principalmente en desechos sélidos, liqui-
dos y gaseosos. Los desechos solidos se clasifican en
desechos municipales, desechos peligrosos, desechos
medicos y desechos radiactivos. El RSU se define
como cualquier residuo generado por actividades
domeésticas, comerciales o institucionales y, por lo
general, no es peligroso (Mani & Bharagava, 2016;
Kumari et al., 2016; Goutam et al., 2018). La com-
posicion porcentual de los componentes de MSW se
basa particularmente en el crecimiento economico y

el estado de ingresos de un pais en particular. También
esta influenciado por otros factores, como el nivel de
desarrollo econdmico, las normas culturales, la ubica-
cion geografica, las fuentes de energia y el clima. En
paises de bajos y medianos ingresos, el estilo de vida
de las personas caracteriza decisivamente la composi-
cion porcentual en la que los desechos organicos flu-
yen y sobrecargan del 40 % al 85 % del total de RSU
generados. Esto es lo opuesto en los paises de altos
ingresos, donde el estilo de vida favorece la cocina ca-
sera y se basa principalmente en la comida preparada
y empacada. Por lo tanto, la fraccion principal de sus
RSU son los materiales inorganicos como papel, plas-
tico, vidrio y metal (UNDESA, 2014). Diferencias
recientes en la composicion porcentual de RSM entre
paises de altos ingresos (desarrollados y algunos en
desarrollo), paises de ingresos medios (la mayoria en
desarrollo) y paises de bajos ingresos (paises menos
desarrollados), donde los desechos organicos com-
prenden la mayoria de los RSM aparte del papel, me-
tal, otros desechos, plastico y vidrio (Boudh & Singh,
2017; Singh & Seneviratne, 2017a, b). Los desechos
organicos representan una fraccion mayor en el caso
de la region de Asia oriental y el Pacifico en compa-
racion con los paises de la OCDE, que tienen el 27 %
de desechos como minimo. Sin embargo, en el caso
de los paises de la OCDE, la cantidad de papel, vidrio
y metales es la mas alta en los RSU (32 %, 7 % y 6 %,
respectivamente) pero la mas baja en el caso de la re-
gion del sur de Asia (4 %, 1 % y 1 %, respectivamen-
te) (Daniel et al., 2013). En India, se descubrio que la
fraccion organica representaba entre el 40 % y el 60
% de los RSU (Beevi et al., 2015) y el porcentaje de
desechos reciclables era del 15 % al 25 % de los RSU.
Sin embargo, el porcentaje real de materiales recicla-
bles descartados, se desconoce porque la recoleccion
informal de desechos, generalmente, no se considera.

Biorrefineria puede indicar el uso de desechos para
obtener bioenergia, biocombustibles, materiales y
bioproductos (por ejemplo, acidos fenélicos, aminoa-
cidos, aceites y alcaloides). Aunque la bioenergia no se
valoriza demasiado que los bioproductos, la gran can-
tidad producida favorece la implementacion de tecno-
logias para generar energia a partir de residuos.

Desechos de alimentos

El desecho de alimentos, seglin lo definido por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricul-
tura y la Alimentacion (FAO) y ampliamente acepta-
do, se refiere a la perdida de alimentos que tiene lugar
hacia el final de la cadena alimentaria asociada con los
comportamientos de los consumidores y minoristas
(Parfitt et al., 2010). El desperdicio de alimentos re-
presenta una amenaza importante para la economia
mundial, por no existir un plan claro para separarlo
del desperdicio convencional. Ademas, la recoleccion
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inadecuada de desperdicio de alimentos empeora las
cosas, debido a que estos enfoques a menudo condu-
cen a la emision incontrolada de GEI por digestion
anaerobica. El desperdicio de alimentos tiene un im-
pacto catastrofico parala sociedad. La cantidad de des-
perdicio de alimentos esta aumentando rapidamente
debido al alto crecimiento de la poblacion mundial,
particularmente en los paises asiaticos. La cantidad
anual de residuos urbanos de alimentos generados en
los paises asiaticos aumentara de 278 a 416 millones
de toneladas entre los afios 2005 y 2025. El estudio
mas reciente realizado por Economist Intelligence
Unit emple6 un indice de sostenibilidad alimentaria
(FSI) para clasificar a 34 paises seleccionados entre los
de ingresos bajos a altos (Sostenibilidad alimentaria y
nutricional). El FSI se basa en componentes de pér-
dida y desperdicio de alimentos (FLW) que evaltian
la sostenibilidad de los alimentos y la calidad de las
politicas de los paises hacia FLW.

Segun los informes de FSI 2017, Australia es el
mayor productor de desperdicio de alimentos per ca-
pita (361 kg) seguido de los Estados Unidos (287 kg)
y Suecia (200 kg). Grecia y China son los productores
mas bajos de desechos per capita (44 kg) e India y
Rusia ocupan el tercer y cuarto lugar con 51 y 56 kg,
respectivamente.

Segtin el informe FSI 2018, el maximo desper-
dicio de alimentos se genera en America del Norte,
seguido de la region de Asia Oriental y el Pac/l’fico,
mientras que es el minimo en Oriente Medio y Africa
del Norte (MENA). En otro informe del Consejo de
Defensa de Recursos Naturales, Inc., el 40 % de los
alimentos no se comen en los Estados Unidos, mien-
tras que en Asia, India y China pierden 1300 millones
de toneladas de alimentos por desperdicio cada afio
(Business Economics).

Composicion del material lignoceluldsico

Se generan grandes cantidades de materiales lig-
noceluldsicos como subproductos de desecho de las
practicas agricolas y forestales, la produccion de pul-
pa y papel, las operaciones madereras y muchos pro-
cesos agricolas (Pérez et al., 2002). Grandes canti-
dades de residuos de biomasa lignocelulosica pueden
potencialmente convertirse en una gran variedad de
productos de valor agregado, incluidos quimicos, bio-
combustibles, compuestos poliméricos, productos de
pulpa y papel, alimentos para animales, textiles y pro-
ductos agricolas (Igbal, Kyazze & Keshavarz, 2012).

El material lignocelulosico consiste principalmen-
te en tres tipos diferentes de polimeros, a saber, celu-
losa, hemicelulosa y lignina, que estan asociados entre
si (Fengel & Wegener, 1984).

La lignocelulosa es una clase de biomasa que com-
prende tres componentes principales: celulosa, hemi-

celulosa y lignina. Una biomasa lignocelulosica tipica
consta de 50 % de celulosa, 25 % de hemicelulosa,
20 % de lignina y 5 % de otros componentes menores

(Guo etal., 2012).
Celulosa

Existe celulosa de subunidades D-glucosa, unidas
por enlaces glucosidicos B-1,4 (Fengel & Wegener,
1984). La celulosa en una planta consiste en partes
con una estructura cristalina (organizada) y partes
con una estructura amorfa, no bien organizada. Las
cepas de celulosa se agrupan y forman las llamadas
fibrillas de celulosa o haces de celulosa. Estas fibri-
llas de celulosa son en su mayoria independientes y
se unen debilmente a traves de enlaces de hidrogeno
(Laureano-Perez et al., 2005).

La celulosa es un polimero insoluble en agua com-
puesto de glucosa unida por enlaces B-1,4-glicosidi-
cos. La celulosa forma estructuras cristalinas robustas
debido a los enlaces de hidrogeno inter e intramo-
leculares. La naturaleza de los enlaces B-1,4-glicosi-
dicos entre las moleculas de glucosa permite que el
polimero se organice en largas cadenas rectas. Esta
disposicion, junto con la distribucion uniforme de los
hidroxidos a ambos lados de los monomeros, permite
que se formen enlaces de hidrogeno entre las mole-
culas de celulosa, lo que a su vez da como resultado
un compuesto formado por varias cadenas paralelas
unidas entre si (Faulon, Carlson & Hatcher, 1994). La
celulosa es insoluble en agua, pero absorbe entre el
8 % y el 14 % del agua en condiciones atmosféricas
normales (Harmsen et al., 2010; Guo et al., 2012).
Si bien su estructura proporciona estabilidad tan-
to mecanica como quimica, la celulosa esta ademas
protegida de la degradacion por su proximidad a una
vaina de polimeros de matriz que incluyen lignina y
hemicelulosas.

Hemicelulosa

La hemicelulosa es una estructura compleja de
carbohidratos que consta de diferentes polimeros
como pentosas (xilosa y arabinosa), hexosas (manosa,
glucosa y galactosa) y acidos de azucar. El componen-
te dominante de la hemicelulosa de la madera dura y
las plantas agricolas, como los pastos y la paja, es el xi-
lano, mientras que este es el glucomanano para la ma-

dera blanda (Fengel & Wegener, 1984; Saha, 2003).

La hemicelulosa tiene un peso molecular mas bajo
que la celulosa, y ramas con cadenas laterales cortas
que consisten en diferentes azlicares, que son poli-
meros facilmente hidrolizables (Fengel y Wegener,
1984). La hemicelulosa sirve como una conexion en-
tre la lignina y las fibras de celulosa y le da a toda
la red de celulosa-hemicelulosa-perder-lignina mas
rigidez (Laureano-Perez et al., 2005). La solubilidad
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de los diferentes compuestos de hemicelulosa es en
orden descendente: manosa, xilosa, glucosa, arabino-
sa y galactosa. La solubilidad aumenta con el aumento
de la temperatura. No se pudo predecir la solubilidad
de los polimeros de mayor peso molecular debido a
los puntos de fusion desconocidos (Gray etal., 2003).
La solubilizacion de los compuestos de hemicelulosa
en el agua comienza alrededor de 180 °C en condi-
ciones neutras segun Bobleter (1994); sin embargo,
Garrote et al. (1999) mencionan que ya a partir de
150 °C, partes de la hemicelulosa se solubilizan. La
solubilizacion de los componentes de la lignocelulosa
no solo depende de la temperatura, sino tambiéen de
otros aspectos, como el contenido de humedad y el

pH (Fengel & Wegener, 1984).

El xilano de hemicelulosa se puede extraer bas-
tante bien en un ambiente acido o alcalino, mientras
que el glucomanano apenas se puede extraer en un
ambiente acido y necesita un ambiente alcalino mas
fuerte que el xilano para ser extraido (Balaban &
Ucar, 1999; Fengel & Wegener, 1984; Lawther et al.,
1996b). Xylan parece ser la parte que se puede ex-
traer mas facilmente. De la celulosa, la hemicelulosa y
la lignina, las hemicelulosas son las mas sensibles qui-
mica y termicamente (Levan et al., 1990; Winandy,
1995). Durante el pretratamiento térmico-quimico,
en primer lugar, reaccionan los grupos laterales de
hemicelulosa, seguidos del esqueleto de hemicelulosa

(Sweet & Winandy, 1999).

La hemicelulosa es un heteropolisacarido bidi-
mensional compuesto por pentosas y hexosas con
conexiones laterales ramificadas cortas (Guo et al.,
2012; Liu, 2010). La hemicelulosa contiene diferen-
tes monomeros de azlicar, como xilosa, manosa, ga-
lactosa, glucosa, ramnosa y arabinosa. La xilosa es el
monomero de azlicar predominante que se encuentra
en la hemicelulosa. El xilano se ha descrito como el
tipo mas comtn de polimeros pertenecientes a la fa-
milia de polisacaridos de la hemicelulosa (Harmsen et
al., 2010). La hemicelulosa también contiene grupos
acetilo unidos a la cadena del polimero. La composi-
cion y estructura de la hemicelulosa varian segin la
fuente y el metodo utilizado para la extraccion. En re-
lacion con la celulosa, las hemicelulosas tienen pesos
moleculares mas bajos y un grado de polimerizacion
mas bajo, por lo que se descomponen mas facilmente
y son solubles en soluciones alcalinas.

Lignina

La lignina es, después de la celulosa y la hemice-
lulosa, uno de los polimeros mas abundantes en la
naturaleza y esta presente en la pared celular. Es un
heteropolimero amorfo que consta de tres unidades
diferentes de fenilpropano (p-coumaryl, coniferyl
y sinapyl alcohol) que se mantienen unidos por di-
ferentes tipos de enlaces. El objetivo principal de la

lignina es proporcionar a la planta soporte estructu-
ral, impermeabilidad y resistencia contra el ataque
microbiano y el estres oxidativo. El heteropolimero
amorfo tambi¢n es no soluble en agua y opticamen-
te inactivo; todo esto hace que la degradacion de la
lignina sea muy dura (Fengel y Wegener, 1984). La
lignina, al igual que la hemicelulosa, normalmente co-
mienza a disolverse en agua alrededor de 180 °C en
condiciones neutras (Bobleter, 1994). Sin embargo, la
solubilidad de la lignina en ambientes acidos, neutros
o alcalinos depende del precursor (p-cumarilo, coni-
ferilo, alcohol sinapilico o combinaciones de ellos) de

la lignina (Grabber, 2005).

La lignina es un polimero tridimensional amorfo
que tiene unidades de fenilpropano como bloques de
construccion principales. Las unidades de fenilpropa-
no forman una estructura aromatica compleja y reti-
culada (Harmsen et al., 2010; Guo et al., 2012). Las
unidades fenilpropanoides son principalmente alcoho-
les fenilpropileno metoxilados conectados por varios
tipos de enlaces que incluyen enlaces carbonoxicarbo-
nos o éter (B-0-4 y a-0-4) y carbonoscarbonos (CC),
siendo los enlaces interunitarios [3-0-4 el mas abun-
dante en lignina (Guo et al., 2012; Liu, 2010). Los
alcoholes que se encuentran con mayor frecuencia en
la lignina son el alcohol p-cumarilico, el alcohol de co-
niferilo y el alcohol sinapilico (Harmsen et al., 2010).
La lignina es insoluble en agua y tiene un peso mole-
cular elevado. Tiene un contenido energético mas alto
que la celulosa o las hemicelulosas y contiene grupos
altamente reactivos (Varanasi, 2013). La estructura
de anillo aromatico de la lignina proporciona fuentes
funcionales distintivas cuando se despolimeriza (Liu,
2010). La lignina esta unida quimicamente a la celulo-
sa y la hemicelulosa en su estado original, donde fun-
ciona como un material de refuerzo al ayudar a resistir
las fuerzas de compresion (Bjerre & Schmidt, 1997).

Valorizacion de desechos de alimentos

Como consecuencia del procesamiento de mate-
rias primas, la produccion de residuos (especificos del
producto o no del producto) es un resultado inevita-
ble, asi como los productos finales deseados. Cuan-
do se discute la industria alimentaria, la variedad de
desechos tales como desechos de frutas y verduras,
desechos de procesamiento de carne y pescado, de-
sechos acuosos como suero, aguas residuales de la
industria, etc. pueden evaluarse como una ventaja o
desventaja de acuerdo con los objetivos. La gestion de
residuos es un problema inevitable para la mayoria de
las industrias en términos del mundo actual que tiene
que proteger el medio ambiente y la sostenibilidad de
la produccion simultaneamente. Los responsables po-
liticos no pueden ignorar la considerable contribucion
de la industria alimentaria al cambio climatico, que es
un problema muy grave para toda la humanidad.
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Las emisiones de GEI de la cadena de suministro
de alimentos se producen durante todas las etapas de
la produccion y el consumo de alimentos. Ademas,
para los paises desarrollados, la cadena de suministro
de alimentos contribuye entre el 15 % y el 28 % a las
emisiones nacionales generales, mientras que el 31 %
del impacto total de GEI para la UE-25 aumenta a
partir de los alimentos segin un analisis para Europa
(Garnett, 2011). Para la industria alimentaria, todos
los participantes deben tener en cuenta esta respon-
sabilidad inevitable durante la cadena de suministro
de alimentos. En los altimos anos, esta preocupacion
se convirtié en una importante fuerza impulsora para
reducir el volumen de desperdicio de alimentos, asi
como evaluarlo como materia prima renovable para la
produccion de energia y productos quimicos. Excep-
to los subproductos derivados de animales, el desper-
dicio de alimentos implica una cantidad considerable
de material lignocelulosico que hace posible su uso
para los biocombustibles. Ademas, varias técnicas de
procesamiento, especialmente la extraccion, encuen-
tran una gran escala de utilizacion para la produccion
de compuestos bioactivos, nutraceuticos y fitoquimi-
cos como fuente renovable, no solo para la industria
alimentaria, sino también para la industria farmaceéu-
tica y cosmética. Pero, las implementaciones necesa-
rias deben ponerse en practica después de una evalua-
cion exhaustiva debido al caracter especifico de los
desechos de alimentos. Como resultado de una gran
cantidad de material organico, el manejo de los dese-
chos alimentarios debe enfocarse en ciertas dificul-
tades, como el alto contenido de agua, la estabilidad
biologica fragil, la oxidacion, la actividad enzimatica y
similares (Russ & Meyer-Pittroff, 2004).

A lo largo de la literatura sobre gestion de resi-
duos, actual o las practicas tradicionales de valo-
rizacion de residuos se conocen como vertederos,
piensos, suministro de fertilizantes, compostaje, inci-
neracion y digestion anaerobica (Lin et al., 2013). Si
bien los vertederos y la incineracion son las opciones
menos deseables para los legisladores y las legislacio-
nes actuales sobre gestion de residuos, la digestion
anaerobica es uno de los métodos de tratamiento de
residuos que pueden utilizarse para la produccion de
calor, energia y tambien biofertilizantes de plantas y
animales, desechos alimenticios derivados; ademas, el
compostaje es una tecnica ampliamente utilizada para
el tratamiento de desechos municipales de restauran-
tes, comedores, cocinas, etc.

Aunque las estrategias basicas de valorizacion son
generalmente aceptadas en todo el mundo y encuen-
tran una amplia gama de aplicaciones en general, su
capacidad de recuperacion y su efectividad para crear
valor a partir de los desechos siguen siendo bastante
limitadas. El desperdicio de alimentos que se gene-

ra en grandes cantidades todos los dias, la creciente
necesidad de productos quimicos, materiales y com-
bustibles para ofrecer un futuro sostenible, y las preo-
cupaciones ambientales que se fortalecen dia a dia en
nuestra sociedad son los principales factores indicati-
VoS a tener en cuenta.

Practicas para estrategias mas avanzadas en los ul-
timos afios. Menos emisiones de gases de los vertede-
ros, menos competencia por los combustibles, menos
conflictos éticos en el caso del uso de cultivos no ali-
mentarios, mas suministro de alimentos, mas conser-
vacion de los recursos naturales, mas rutas de ahorro
de costos para el excedente y mas inversiones especi-
ficas para nuevas tecnologias son algunos de los bene-
ficios que pueden surgir de una estrategia efectiva de
gestion de residuos. Para ese proposito, las estrategias
de conversion quimica, bioquimica y termoquimica,
las tecnologias de extraccion, fermentacion y enzimas
son las principales rutas seguidas por los investigado-
res y productores de alimentos. Ademas, el concepto
de biorrefineria, como un enfoque de subdesarrollo
en la gestion de residuos, ofrece oportunidades no-
tables para valorizar la biomasa al convertirla en una
amplia gama de productos quimicos y combustibles.

La siguiente seccion describe las estrategias de
valorizacion basicas y avanzadas para un enfoque de
gestion de residuos sostenible y eficiente para la in-
dustria alimentaria.

Biomasa

La biomasa es el detrito o restos de material bio-
logico vivo y recientemente muerto que puede usarse
como combustible o para la produccién industrial.
La biomasa también se refiere a (i) cultivos energe-
ticos que se cultivan especificamente para ser utiliza-
dos como combustible, como arboles de crecimiento
rapido o hierba de cambio; (ii) residuos agricolas y
subproductos, como paja, fibra de cana de azlcar y
cascos de arroz, y; (iii) residuos de la silvicultura, la
construccion y otras industrias de procesamiento de
madera. La biomasa es una fuente de energfa renova-
ble a diferencia de otros recursos como el petroleo
crudo, el gas natural, la arena de alquitran, el carbon
y el esquisto bituminoso que pueden agotarse con el
tiempo y pueden tener hasta 50 afios de uso a las tasas
actuales de agotamiento de estos recursos (Speight &
Islam, 2016). Los productos agricolas especificamen-
te cultivados para la producciéon de biocombustibles
incluyen cultivos como el maiz, la soja, la colza, el tri-
go, la remolacha azucarera, la cana de azicar, el aceite
de palma y el aceite de jatropha, asi como la madera.

El biocombustible se deriva de la biomasa y tiene el
potencial de producir combustibles que son hidrocar-
buros por naturaleza o son mas benignos para el medio
ambiente que los combustibles a base de petroleo cru-
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do; ademas, el etanol, un alcohol combustible basado
en cultivos, agrega oxigeno a la gasolina, ayudando
asi a mejorar el rendimiento del vehiculo y reducir la
contaminacion del aire. El biodiesel, una alternativa o
aditivo al petroleo crudo diesel, es un recurso renova-
ble no toxico creado a partir de la soya u otros cultivos
oleaginosos (Metzger, 2006; Speight, 2011c).

A diferencia de otras formas de energia renovable,
los biocombustibles no reducen la cantidad de gases
de efecto invernadero en la atmosfera. La combus-
tion de biocombustibles produce diéxido de carbo-
no y otros gases de efecto invernadero. A menudo
se considera que el carbono en los biocombustibles
se extrajo recientemente del diéxido de carbono at-
mosférico durante las reacciones de fotosintesis que
ocurren dentro de las plantas a medida que crecen. El
potencial para que los biocombustibles se consideren
neutros en carbono depende del carbono que se emite
y se reutiliza por un mayor crecimiento de la planta.
Claramente, sin embargo, la tala de arboles en bos-
ques que han crecido durante cientos o miles de afios
para su uso como biocombustible sin el reemplazo de
esta biomasa no tendria un efecto neutral en carbono.
La produccion de biocombustibles para reemplazar el
petroleo y el gas natural como fuentes de derivados de
hidrocarburos y combustibles de hidrocarburos esta
en desarrollo activo, centrandose en el uso de materia
organica barata (generalmente celulosa, residuos agri-
colas y de aguas residuales) en la produccion eficiente
de liquidos y gases biocombustibles que producen alta
energia neta. Una ventaja del biocombustible sobre la
mayoria de los otros tipos de combustible es que es
biodegradable y, por lo tanto, relativamente inofensi-
vo para el medio ambiente si se derrama.

El suministro de petroleo crudo, la materia prima
basica para las refinerias y para la industria petroqui-
mica, es limitado y su posicion dominante se volvera
insostenible a medida que los problemas de oferta/
demanda erosionen su ventaja economica sobre otras
materias primas alternativas. Esta situacion se miti-
gara en cierta medida mediante la explotacion de re-
cursos fosiles mas desafiantes tecnicamente y la intro-
duccion de nuevas tecnologias para la produccion de
combustibles y productos quimicos a partir del gas
natural y el carbon.

Sin embargo, el uso de recursos fosiles a las tasas ac-
tuales tendra consecuencias graves e irreversibles para
el clima global. En consecuencia, existe un renovado
interes en la utilizacion de materia vegetal, como mate-
ria prima para la industria quimica. Las plantas acumu-
lan carbono de la atmosfera a través de la fotosintesis
y la utilizacion generalizada de estos materiales como
insumos basicos para la generacion de energia, com-
bustibles y productos quimicos es una ruta viable para
reducir las emisiones de gases de efecto invernadero.

Por lo tanto, las industrias de petroleo crudo y pe-
troquimica se ven sometidas a una presiéon creciente
no solo para competir eficazmente con los competi-
dores mundiales utilizando materias primas de hidro-
carburos mas ventajosas, sino también, para garanti-
zar que sus procesos y productos cumplan con una
legislacion medioambiental cada vez mas estricta. La
produccion de productos quimicos a partir de piensos
renovables, basados en plantas que utilizan tecnolo-
glas de conversion de Gltima generacion, presenta una
oportunidad para mantener una ventaja competiti-
va y contribuir al logro de los objetivos ambientales
nacionales (Metzger, 2006). Las rutas de bioproce-
samiento tienen una serie de ventajas convincentes
sobre la produccion petroquimica convencional; sin
embargo, solo en la Gltima década el rapido progreso
en biotecnologia ha facilitado la comercializacion de
una serie de procesos quimicos basados en plantas. Es
ampliamente reconocido que la produccion significa-
tiva de productos quimicos a base de plantas solo sera
econémicamente viable en complejos de produccion
altamente integrados y eficientes que producen una
amplia gama de productos quimicos. Este concepto
de biorrefineria es analogo a las refinerias de petroleo
convencionales y los complejos petroquimicos que
han evolucionado durante muchos anos para maximi-
zar las sinergias de procesos, la integracion energetica
y la utilizacion de materias primas para reducir los
costos de produccion.

La reduccién de la dependencia nacional de cual-
quier pais del petroleo crudo importado es de im-
portancia critica para la seguridad a largo plazo y el
crecimiento econémico continuo. Complementar el
consumo de petroleo crudo con recursos de biomasa
renovables es un primer paso hacia este objetivo. La
realineacion de la industria quimica de una de refi-
naciéon petroquimica a un concepto de biorrefineria
es, con el tiempo, factible y se ha convertido en un
objetivo nacional de muchos paises importadores de
petroleo. Sin embargo, son necesarios objetivos clara-
mente definidos para aumentar el uso de piensos deri-
vados de biomasa en la produccion quimica industrial
y €s importante mantener el objetivo en perspectiva.
En este contexto, el uso creciente de biocombustibles
debe considerarse como una de una gama de posibles
medidas para lograr la autosuficiencia energetica, en

lugar de una panacea (Crocker y Crofcheck, 2006).

No obstante, para muchos cultivos de alimentos

basicos, un recurso econémico potencialmente gran-
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vuelve a arar en el suelo, aunque solo se necesita una

pequena proporcién para mantener el nivel de mate-

ria organica. Por lo tanto, un enorme recurso renova-

ble no esta siendo explotado de manera 1til, ya que la
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paja de trigo contiene una gama de productos quimi-
cos potencialmente ttiles. Estos incluyen: (i) celulosa
y compuestos relacionados que se pueden usar para la
produccion de papel y/o bioetanol; (i) compuestos
de silice que se pueden usar como materiales de filtro
como los necesarios para la purificacion del agua, y;
(iii) lipidos en cadena que pueden usarse en cosmeti-
cos o para otros productos quimicos especiales.

La biomasa es un material derivado de las plantas
(Wright et al., 2006) y hay muchos tipos de recursos
de biomasa actualmente utilizados y potencialmente
disponibles. Biomasa es un término utilizado para des-
cribir cualquier material de origen biologico reciente,
incluidos materiales vegetales como arboles, pastos,
cultivos agricolas e incluso estiercol animal. Otros
componentes de la biomasa, que generalmente estan
presentes en cantidades menores, incluyen trigliceri-
dos, esteroles, alcaloides, resinas, terpenos, terpenoi-
des y ceras. Esto incluye todo, desde fuentes primarias
de cultivos y residuos cosechados/recolectados direc-
tamente de la tierra hasta fuentes secundarias, como
residuos de aserraderos, hasta fuentes terciarias de
residuos posteriores al consumo que a menudo termi-
nan en vertederos. Una cuarta fuente, aunque no suele
clasificarse como tal, incluye los gases que resultan de
la digestion anaerobica de animales o materiales orga-
nicos en los vertederos (Wright et al., 2006).

La biomasa lignocelulosica comprende principal-
mente celulosa, hemicelulosa y lignina. Las altas can-
tidades de azlicares presentes en las fracciones de ce-
lulosa y hemicelulosa se pueden hidrolizar y convertir
en biocombustibles mediante un proceso de fermen-
tacion. Por el contrario, la estructura recalcitrante de
la lignina es dificil de romper, y un paso de pretra-
tamiento es esencial para mejorar su digestibilidad y
aumentar la liberacion de azlicares fermentables.

Procesos de conversion de biomasa.

El desarrollo de métodos para el uso de materiales
de biomasa para producir energia se esta expandiendo
rapidamente. La mayoria de los paises desarrollados
tienen dificultades para ponerse al dia debido a las si-
guientes razones:

* Latecnologia esta mas alla de su mano de obra
y también de sus capacidades tecnologicas y de
fabricacion.

* Los materiales y piezas locales no estan dispo-
nibles para la produccion de estas unidades de
conversion.

Hay muchos factores que afectan la seleccion del
proceso de conversion.

Es la forma en que se necesita la energia lo que de-
termina la ruta del proceso, seguido de los tipos de bio-
masa disponibles y también las cantidades de biomasa.

Se pueden producir tres productos principales a partir
de biomasa. Estos son combustibles de generacion/ ca-
lor y transporte y como sustrato para productos qufmi—
cos. La conversion de biomasa en energia se realiza me-
diante el uso de las siguientes tecnologias. Cada tipo es
adecuado para tipos especificos de biomasa y da como
resultado productos energeticos especificos:

1. Conversion térmica: el calor se utiliza con o
sin oxigeno para convertir la biomasa en ener-
gia. Estas tecnologias incluyen combustion di-
recta, pirolisis y torrefaccion.

2. Conversion termoquimica: el calor y los pro-
cesos quimicos se utilizan en la produccion de
energia a partir de biomasa. La gasificacion es
un proceso importante.

3. Conversion bioquimica: las enzimas, las bacte-
rias u otros microbios se utilizan para convertir
la biomasa en combustibles liquidos. Incluye
digestion anaerobia y fermentacion.

Los factores que afectan la eleccién del proceso de
conversion son:

* Tipo de biomasa.
* (Cantidad de biomasa.

* Forma deseada de la energia, es decir, requisi-
tos de uso final.

*  Normas ambientales.
*  Condiciones econoémicas.

* Factores especificos del proyecto.

La biomasa de cualquier tipo puede usarse como
sustrato para la conversion termoquimica. Estos in-
cluyen residuos forestales y agricolas, subproductos no
fermentables de biorefinerias, subproductos generados
por la industria alimentaria y cualquier instalacion de
bioprocesamiento, y ciertos tipos de desechos organi-
cos municipales. Se pueden producir diferentes tipos
de combustibles y productos quimicos a partir de gases
del producto que se pueden usar para reemplazar los
productos quimicos a base de petroleo. Estos productos
son mas adecuados para las operaciones de refinacion
de petroleo. Los principales inconvenientes son el ma-
yor costo asociado con la limpieza del gas producto del
alquitran y los contaminantes no deseados, como los
compuestos alcalinos; ineficiencia debido a la necesidad
de temperaturas elevadas; y el uso no probado de pro-
ductos como combustibles de transporte (mdpi.com).

Las tecnologias de conversion termoquimica son
diferentes de la incineracion y combustion en mu-
chos aspectos (Brown, 2007). El volumen de gases
de salida de un reactor de pirolisis es mucho menor/
tonelada de sustrato procesado en comparacion con
un proceso de incineracion equivalente. Mientras que
estos gases pueden finalmente quemarse, los procesos
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alternativos proporcionan un paso intermedio donde
puede llevarse a cabo la limpieza de gases. La incine-
racion de quemaduras en masa esta limitada por el
uso de un dispositivo de control de la contaminacion
del aire en el escape totalmente quemado (Pande &
Bhaskarwar, 2012).

Los gases de salida de los reactores de pirolisis
generalmente se encuentran en un entorno reductor
y pueden tratarse con diferentes metodos en compa-
racion con un escape completamente quemado. Los
medios reactivos para la gasificacion y la pirolisis tam-
bién pueden ser hidrogeno o vapor en comparacion
con el aire o el oxigeno para la incineracion y la com-

bustiéon (Pande & Bhaskarwar, 2012).

Los procesos de pirolisis y gasificacion generan
gases de sintesis intermedios. Contienen especies de
menor peso molecular, como el gas natural, que son
mas limpias para la combustion en comparaciéon con
los residuos solidos municipales sin procesar. No se
utiliza muy poco aire/oxigeno en los procesos de pi-
rolisis y gasificacion (Pande y Bhaskarwar, 2012).

Procesamiento bioquimico

La conversion bioquimica de biomasa implica el
uso de bacterias, microbios y enzimas para descom-
poner la biomasa en combustibles gaseosos o liquidos,
como el biogas o el bioetanol (Cesaro & Belgiorno,
2015; Capareda, 2011). Los procesos de conversion
bioquimica mas populares son la digestion anaerobia
(que también se conoce como biometanizacion) y la
fermentacion. En la digestion anaerobica, el material
organico se descompone a traves de las vias metaboli-
cas de los microbios naturales en una atmosfera defi-
ciente en oxigeno. Los desechos de biomasa también
se pueden usar para producir combustibles liquidos,
como el etanol celuldsico, que se puede usar para re-
emplazar los combustibles a base de petroleo.

Estos métodos comprenden el tratamiento enzi-
matico de la materia organica a traves de la accion
microbiana, que resulta en la produccion de gas meta-
no o alcohol. Las conversiones bioquimicas son prefe-
ridas para los desechos que tienen un alto porcentaje
de materia organica biodegradable junto con un alto
contenido de humedad/agua, lo que respalda la acti-
vidad microbiana. La principal opcion tecnologica en
esta categoria es la digestion anaerobia (que ocurre
en reactores o digestores controlados y tambi¢n en
un ambiente menos controlado en los vertederos),
también conocida como biometanizacion (Fig. 14.3)
y fermentacion anaerobia (conversion de azlicares
a partir de celulosa) al etanol) (Thiruvengadathan,
2017). Los problemas estan asociados con la conver-
sion térmica de ciertos materiales en combustibles o
energia, especialmente en relacion con la perspecti-
va climatica, aunque los niveles de recuperacion de

energia potencialmente alta estan asociados a estas
tecnologias de conversion avanzadas (Kumar & Singh,
2017; Kumar et al., 2017, 2018a, b; Boudh & Singh,
2019). Aparte de esto, un problema esta relaciona-
do con la conversion térmica de RSU que tiene una
alta fraccion de corriente himeda (como en India) y,
por tanto, ineficiente para la recuperacion de energia.
Tales problemas pueden superarse mediante la utili-
zacion del método de digestion anaerobica. Teniendo
en cuenta la digestion anaerobica, es una tecnologia
de conversion mucho mas madura. Solo en Europa,
miles de digestores comerciales estan operando ac-
tualmente, con Alemania y Dinamarca a la vanguardia
en tecnologia (Thiruvangadathan, 2017).

El metodo de digestion anaerobica emplea bac-
terias especializadas para la conversion de desechos
organicos en diversos productos, a saber, biogas, una
mezcla de dioxido de carbono con metano y un semi-
solido estable (digestato).

Fermentacion

La fermentacion se utiliza a escala comercial para
producir etanol a partir de diferentes tipos de materias
primas (Lin & Tanaka, 2006). Los cultivos de azucar,
los cultivos de almidon y la biomasa lignocelulosica se
utilizan como materias primas. La biomasa se tritura
y el almidon se convierte en azicares, con la ayuda
de enzimas; Los azlcares se convierten en etanol con
levadura. El etanol se purifica mediante el proceso
de destilacion. Este paso es intensivo en energia, con
aproximadamente 450 / de etanol producidos por to-
nelada de maiz seco. El residuo solido del proceso de
fermentacion se puede usar como alimento para ani-
males. En el caso de la cana de azucar, el bagazo puede
usarse como combustible para calderas o para gasifica-
cion posterior (Demirbas, 2009; McKendry, 2002). La
conversion de la biomasa lignocelulosica es mas dificil
debido a la presencia de moléculas de polisacarido. Se
necesita hidrolisis acida o enzimatica antes de que los
azlicares resultantes se puedan convertir en etanol. Ta-
les métodos de hidrolisis estan actualmente en la etapa
piloto. La produccion bioquimica de etanol implica
cuatro etapas: hidrolisis, fermentacion, destilacion y
deshidratacion (Bajpai, 2013; Scott et al., 2013). La
biodegradacion de la biomasa comienza durante la
hidrolisis de compuestos complejos en compuestos
simples, que estan facilmente disponibles para la etapa
de fermentacion. Esta via natural, que depende tanto
de las condiciones de operacion como de la materia
prima, es realizada por microbios que fermentan azi-
cares en etanol, acido lactico u otros productos finales.

El bioetanol obtenido de un proceso de fermenta-
cion necesita un tratamiento adicional. La destilacion
fraccionada se realiza para separar el etanol del agua en
funcion de sus diferentes volatilidades. Como el punto
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de ebullicion del agua (100 °C) es mayor que el del eta-
nol (78.3 °C), la mezcla de etanol-agua se hierve para
que el etanol se convierta en vapor antes que el agua.
Luego, el agua puede separarse mediante un proceso
de condensacion y el destilado de etanol se recaptura a
una concentracion del 95 % (Limayem & Ricke, 2012).

Por consiguiente, el éxito del proceso requiere la
combinacion de las opciones mas adecuadas en cada
paso (Saxena et al., 2009). Como proceso biologi-
co, la fermentacion de bioetanol depende de muchos
factores. Estos incluyen pH, oxigeno y temperatura,
que afectan sustancialmente la tasa especifica de creci-
miento. La tasa de fermentacion especifica, la tasa de
absorcion de azuacar y la viabilidad de las poblaciones
celulares estan directamente relacionadas con la con-
dici6on media deseada (Lin et al., 2012). De manera si-
milar, tanto la configuracion del proceso como la cepa
de levadura afectan en gran medida los rendimientos
de fermentacion (De Souza et al., 2012; Dragone et
al., 2004; Wang et al., 2014a; Alkasrawi et al., 2013)
y también el sustrato. caracteristicas.

Biocombustibles

El biocombustible se puede producir a partir de una
variedad de materias primas, como aceites vegetales,
remolacha azucarera, cereales, desechos organicos y el
procesamiento de biomasa. De ellos, el mas promete-
dor es la biomasa lignocelulosica (por ejemplo, madera,
paja y pastos). La bioconversion de paja en bioetanol re-
presenta una alternativa atractiva en comparacion con la
produccion convencional de etanol combustible a partir
de cereales (Neelakandan & Usharani, 2009). La paja de
trigo €s un sustrato prornetedor porque es la materia pri—
ma de biomasa mas grande de Europa y la segunda mas
grande del mundo despues de la paja de arroz. La paja de
trigo tiene un gran potencial como materia prima en el
futuro (Ortiz et al., 2008). Sin embargo, la lignocelulosa
generalmente lleva la estructura de la biomasa vegetal
y es un sustrato dificil de degradar. Por ello, los pretra-
tamientos termoquimicos y enzimaticos son necesarios
para la degradacion de la lignocelulosa para que los mo-
noémeros estén disponibles para su procesamiento poste-
rior. La etapa de hidrolisis es necesaria para la conversion
de biomasa en azlicares monémeros para su posterior
fermentacion en bioetanol (Van Dyk & Pletschke, 2012).
La hidrolisis puede ser acida o enzimatica.

Sin embargo, es muy dificil despolimerizar los ma-
teriales lignocelulosicos debido a la presencia de ligni-
na compleja y hemicelulosa sobre la celulosa. Se em-
plean diferentes meétodos de pretratamiento quimico
para aumentar la accesibilidad de la celulosa (Girio et
al., 2010). De modo que, la produccion de aztcares
fermentables a partir de biomasa lignocelulosica tien-
de a ser compleja e intensiva en capital, con también
preocupaciones medioambientales inherentes.

El bioetanol es el biocombustible mas utilizado
para el transporte en todo el mundo.

El etanol también llamado alcohol etilico es un al-
cohol de cadena lineal. Se utiliza en la gasolina durante
varios afios y miles de millones de millas se han utili-
zado con combustibles mezclados con etanol. Es un
combustible de combustion mas limpia con mayor oc-
tanaje. La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de
los Estados Unidos aprobo recientemente planes para
mezclar etanol en niveles del 15 % en el suministro de
combustible del pais. El etanol ofrece muchos benefi-
cios a los automoviles, al medio ambiente, la econo-
mia y la seguridad nacional. El etanol agrega oxigeno
a la gasolina. Combustiona mas completamente y re-
duce el nivel de emisiones toxicas de escape. Redu-
ce el peligro y la dependencia del pais del petroleo
importado. La industria del etanol genera empleos e
inversiones en todo el pais, especialmente en las zonas
rurales. El etanol aumenta el suministro de combusti-
ble y ayuda a mantener bajos los precios del gas.

La formula molecular del etanol es C,H;OH y su
formula empirica es C,HO. También se escribe como
CH;-CH,-OH, que muestra que el carbono de un
grupo metilo (CH;.) esta unido al carbono de un gru-
po metileno (-CH,.), que esta unido al oxigeno de un

grupo hidroxilo (-OH).

El etanol es un isomero constitucional del dimeti-
leter y a menudo se abrevia como EtOH.

El etanol es un liquido incoloro y es volatil e in-
flamable. Se conoce comln o simplemente como al-
cohol. Es una droga psicoactiva y una de las drogas
recreativas mas antiguas. Se encuentra en bebidas al-
coholicas y termometros.

El bioetanol se puede producir a partir de la fer-
mentacion de diferentes tipos de biomasa (Bajpai,

2013; Walker, 2010; Hamelinck et al., 2003).

Se clasifican en términos generales como materia-
les de primera generacion, incluidos almidon y azacar
(remolacha azucarera, sorgo dulce, caha de azucar,
maiz, trigo, cebada, centeno, sorgo, triticale, yuca,
papa) y materiales de segunda generacion (alimenta-
cion lignocelulosica). Estos incluyen residuos agrico-
las (rastrojos de maiz, pajuelas de cultivo y bagazo),
cultivos herbaceos (alfalfa, hierba de cambio), cultivos
lenosos de rotacion corta, residuos forestales, residuos
de papel y otros desechos (municipales e industriales).
La produccion de bioetanol a partir de estos materia-
les podria ser una opcibn atractiva para la eliminacion
de estos residuos. Es importante destacar que la ma-
teria prima lignocelulosica no interfiere con la seguri-
dad alimentaria (www.bioenergyconsult.com).

Actualmente, los materiales de primera gene-
racion se utilizan principalmente (Fujimoto et al.,
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2011), pero los materiales lignocelulosicos estan
atrayendo interés. Estos son abundantemente dispo-
nibles y de bajo costo (Lynd, 2006; Haghighi Mood
et al., 2013; Bajpai, 2013; Cesaro & Belgiorno,
2015; Sanchez & Cardona (2008). El uso de cultivos
alimentarios para producir bioetanol de primera ge-
neracion. ha sido muy criticado como una tecnologia
inviable porque causa problemas tanto de compe-
tencia con las fuentes de alimentos como de inte-
rrupcion en la relacion alimentos/poblacion (Tan &
Lee, 2014). Estas preocupaciones han impulsado el
desarrollo de bioetanol de segunda generacion, que
es obtenido a partir de materiales lignocelulosicos.
En los altimos anos, el bioetanol de tercera genera-
cion a partir de microalgas y macroalgas también ha
generado un interés sustancial (Doan et al., 2012).
El tipo de sustrato afecta el proceso de produccion
de bioetanol. la melaza y el jugo de cana de azlcar,
procesos como la molienda, el pretratamiento, la hi-
drolisis y la desintoxicacion no son necesarios. Por el
contrario, la mayoria del sustrato a base de almidon
y la lignocelulosa necesitan algln tipo de pretrata-
miento para ser utilizado para la produccion de azi-
cares (Vohra et al., 2014).

Los sustratos lignocelulosicos estan compuestos
de tres materiales (Carrier et al., 2011):
* Celulosa, un polimero a base de azucar.

* Hemicelulosas, polisacaridos amorfos que
contienen diferentes tipos de azicares, mas
pequetios que los de la celulosa.

* La lignina consiste en unidades de fenilpropa-

no y es un polimero aromatico complejo.

Tabla 1

Principales recursos para la produccién de bioetanol

Material

Materiales azucarados

Caia de azucar Remolacha

Sorgo dulce Suero de queso

Frutas (excedentes)

Desechos industriales de confiteria
Materiales con almidéon

Granos (maiz, trigo, triticale)

Cultivos de raiz (papa, yuca, achicoria, alcachofa) Inulina
(polifructano)

Materiales celuldsicos

Madera

Residuos agricolas (popotes, estufa)
Residuos solidos urbanos

Desechos de papel, pulpa de papel

Procesos de pretratamiento

El pretratamiento €s un paso importante en la con-
version de biomasa lignocelulosica en azicares fer-
mentables y biocombustibles. Los procesos de pretra-
tamiento son necesarios para abrir eficientemente la
estructura solida de celulosa cristalina, solubilizar las
hemicelulosas y degradar la lignina sin generar subpro-
ductos que puedan ser perjudiciales para los procesos
posteriores como la fermentacién (Guo et al., 2012;
Banerjee, 2009). El pretratamiento cambia la estructu-
ra cristalina de la lignocelulosa al eliminar la lignina y
solubilizar la hemicelulosa en pentosas y hexosas (Har-
msen et al., 2010; Guo et al., 2012; Banerjee, 2009).

Los diversos procesos de pretratamiento utili-
zados para superar la recalcitrancia de la biomasa se
pueden clasificar en pretratamientos fisicos (mecani-
cos), quimicos, quimicos y mecanicos combinados y
biologicos. La eleccion del proceso de pretratamiento
optimo depende principalmente del objetivo del pre-
tratamiento de la biomasa, la economia y el impacto
ambiental (Harmsen et al., 2010).

El pretratamiento es la estrategia fundamental
para reducir la naturaleza de recalcitrancia del mate-
rial lignocelulosico para facilitar la accion enzimati-
ca sobre los polisacaridos de las plantas. El objetivo
principal del pretratamiento es solubilizar y separar
uno o mas de los componentes estructurales, a saber,
hemicelulosa, lignina y celulosa de la biomasa. Por
eso, el proceso aumenta la porosidad del sustrato con
la redistribucion de lignina y permite la exposicion
maxima de las enzimas de sacarificacion a las super-
ficies de celulosa y hemicelulosa para lograr una hi-
drolisis mejorada con un consumo minimo de energia
(Zhu & Pan, 2010). En las Gltimas décadas, se han
desarrollado varios enfoques como procesos de pre-
tratamiento econémicos y mas utiles para la biomasa
lignocelulosica. Los procesos de pretratamiento se
clasifican ampliamente en cuatro grupos diferentes,
a saber, (a) pretratamiento fisico; (b) pretratamiento
quimico; (c) pretratamiento fisicoquimico y; (d) pre-
tratamiento biologico.

En el pretratamiento fisico, la conminucién meca-
nica se considera la técnica mas comtn donde, a través
de la combinacion de astillado, molienda y molienda,
los materiales lignocelulosicos pueden triturarse de
10 a 30 mm a 0.2 a 2 mm (Kumar et al. 2009, Balat
2011 ) Los meétodos de fresado, especificamente el
fresado de bolas, el fresado de dos rodillos, el fresado
de martillos, el fresado coloidal y el fresado de energia
vibratoria, pueden desempefar un papel importante
en la reduccion del tamano de particula y el grado de
cristalinidad (Taherzadeh y Karimi 2008) y mejorar la
digestibilidad (Kumar et al.2009) de biomasa ligno-

celulosica. El consumo de energia en la conminucion
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mecanica depende totalmente del tipo de material
utilizado durante el proceso y del tamafio de particula
requerido después del pretratamiento. Balat (2011)
informo claramente que el consumo de energia para
reducir el tamafio de particula de 1.6 mm para el ma-
terial de madera dura fue de 130 kWh/tonelada, y
fue de 14 kWh/tonelada para la misma reduccion del
tamafio de particula de la estufa de maiz. Se informé
que el consumo especifico de energia redujo el tama-
fio de particula del material de paja de trigo a 0.8 y
3.2 mm a través del molino de martillos, que fueron
51.6 y 11.4 kWh/tonelada (Talebnia et al. 2010). La
pirolisis es otro proceso de pretratamiento fisico en-
dotérmico, que es bien conocido por su menor con-
sumo de energia (Sarkar et al. 2012). En este método,
el material celulésico se descompone rapidamente en
productos gaseosos como H2, CO y carbon residual
a traves de la exposicion a temperaturas superiores a
300 °C. El carbén residual se procesa adicionalmente
mediante lixiviacion para obtener suficientes fuen-
tes de carbono, como glucosa, para soportar el cre-
cimiento microbiano (Sarkar et al. 2012). Leustean
(2009) sehalo claramente que el pretratamiento de
pirolisis fue efectivo para lograr una mejor conversion
del material celulosico del material molido a glucosa.
La irradiacion por microondas y por haz de electrones
también son enfoques de pretratamiento fisico facti-
bles que son faciles de operar (Bjerre et al. 2000).
El pretratamiento con microondas utiliza una alta efi-
ciencia de calentamiento de un horno de microondas,
mientras que la irradiacion con haz de electrones esta
alineada con el campo magnetico que cambia conti-
nuamente (Sarkar et al. 2012).

La irradiacion basicamente ayuda en otros pro-
cesos de pretratamiento, ya que no puede separar la
hemicelulosa o la lignina directamente de los mate-
riales lignocelulosicos (Sun et al. 2016). Duarte et al.
(2012) destacaron que el haz de electrones o los rayos
Y combinados con la trituracion mecanica pueden me-
jorar atin mas el proceso de sacarificacion enzimatica
de la biomasa lignocelulosica. Las radiaciones de alta
energia de los rayos Y con un poder de penetracion
mas profundo logran mejorar la digestibilidad de las
enzimas (Jahnavi et al. 2017). El alto requerimiento
de energia y la naturaleza costosa de tales tratamien-
tos dificulta su aplicabilidad en entornos industriales

(Taherzadeh y Karimi 2008).

El pretratamiento alcalino es considerado como
el mas complejo. Monly utiliza un método de pre-
tratamiento quimico para digerir la matriz de lignina
y hacer que la celulosa y la hemicelulosa esten dis-
ponibles para la degradacion enzimatica. Se han im-
plementado una variedad de reactivos alcalinos tales
como hidroxido de sodio (NaOH), Ca(OH),, KOH,

Na,CO3 y amoniaco acuoso para diferentes materia-

les lignocelulosicos y, entre ellos, NaOH, Ca(OH), se
usa generalmente en la mayoria de los casos (Sun et al.
2016). La pared celular de los materiales lignocelulo-
sicos normalmente se rompe al solubilizar hemicelu-
losas, lignina y silice, y la cristalinidad de la celulosa
finalmente se reduce debido a la inflamacion (Sarkar
et al. 2012). Ayuda a que los sustratos se fraccionen
en lignina soluble en alcali, hemicelulosas y residuos.
Las ventajas del pretratamiento alcalino incluyen con-
diciones ambientales de operacion y la utilizacion de
temperaturas y presiones mas bajas que otros proce-
dimientos de tratamiento (Mosier et al. 2005, Balat
2011). Cai & Zhang (2005) senalaron la eficacia de
las soluciones alcalinas de NaOH/urea para disolver,
hinchar y fragmentar el material de celulosa a baja
temperatura (aproximadamente -15 °C).

Sun et al. (2016) sugirieron que la baja tempe-
ratura en el tratamiento con NaOH conduce a una
alta accesibilidad del material lignocelulosico en las
etapas de sacarificacion al aumentar la hinchazon de
ese material. Kumar et al. Demostraron la efectividad
del NaOH para aumentar la digestibilidad del mate-
rial de madera dura del 14 % al 55 % y la reduccion
del contenido de lignina hasta el 55 %. (2009) Sun et
al. (1995) evaluaron la concentracion de NaOH mas
efectiva de 1.5 % para la separacion de 60 % de lig-
nina y 80 % de hemicelulosa del material de paja de
trigo cuando el material se trato a 20 °C durante 144
h. El pretratamiento con NaOH fue lo suficientemen-
te efectivo como para retener el contenido de lignina
incluso a menos del 26 % para madera dura, paja de
trigo, hierba de cambio y materiales de madera blanda
(Zhao et al. 2008). Silverstein et al. (2007) informa-
ron de manera similar, que menos del 65 % de re-
duccion de lignina del material de tallo de algodon.
Cuando el material se trat6 con NaOH al 2 % durante

90 minutos a 121 °C y 15 psi.

Ashgar et al. (2016), Chaudhary et al. (2012) y
Kataria & Ghosh (2014) demostraron la utilizacion
del pretratamiento con NaOH y su combinacion
con otros procesos de pretratamiento para reducir la
lignina y aumentar la accesibilidad de la celulosa del
material de hierba de kans. Kataria & Ghosh (2014)
informaron la pérdida maxima de solidos, incluida la
lignina, del 47,5 %, mientras que Ashgar et al. (2016)
informaron que la eliminacion total de la lignina del
40 % y el 74 %. y Chaudhary et al. (2012), respec-
tivamente, durante el pretratamiento con NaOH. El
pretratamiento con amoniaco también se considera
un tratamiento alcalino no corrosivo y no toxico (Kim
et al. 2016). En comparacion con el pretratamiento
con NaOH, el tratamiento con cal (Ca(OH),) es otro
metodo eficiente que conduce a aumentar el indice
de cristalinidad con la eliminacion de lignina que im-
plica un menor costo, menos requisitos de seguridad

Prospectiva Universitaria - 17(1) / 2020



Pretratamiento acido de residuos de apio (Aoium Graveolens) 131

y mejores beneficios ambientales (Alvira et al. 2010;
Balat 2011). Kim & Holtzapple (2005) informaron
que la eliminacion de 43.6 % - 48.4 % de lignina ori-
ginal era posible del material lignocelulosico a base
de rastrojo de maiz por pretratamiento no oxidativo
con cal, mientras que la eliminacion de lignina fue
57.8 % - 87.5 % del pretratamiento de cal oxidativa a
los 25 °C - 55 °C durante 16 semanas. Entre todos los
otros pretratamientos quimicos, el tratamiento acido
previo se considera efectivo para lograr directamente
un alto rendimiento de aztcares a partir de materia-
les lignocelulosicos. Incluso el pretratamiento acido
también se aplica para solubilizar hemicelulosas frac-
cionadas a partir de material lignocelulosico; por ello,
se ha usado preferiblemente en el proceso de fraccio-
namiento de componentes de biomasa lignocelulosica
(Sun et al. 2016). Los acidos que se estudian en tales
propositos son acido clorhidrico (HC), acido sulfari-
co (H,S0,), acido fosforico (H;PO,) y acido nitrico
(HNO;) (Menon & Rao 2012).

Las condiciones de operacion que se siguen para
los tratamientos con acido son: (a) alta temperatura
y baja concentracion de acido y; (b) baja temperatura
y alta concentracion de acido. Para una gran variedad
de biomasas, tales como hierba de cambio, rastrojo
de maiz, abeto, alamo, hierba de kans, fibra de coco
y paja de arroz/trigo, el H,SO, se ha implementa-
do cominmente en condiciones diluidas (Zhu et al.
2008; Wyman et al. 2009, Digman et al. 2010). Sin
embargo, el mayor inconveniente del tratamiento con
acido es la produccion de varios inhibidores del creci-
miento microbiano, como el acido acético, el furfural
y el 5-hidroximetalfurfural, que deben desintoxicarse
antes de la fermentacion. En general, se puede lograr
una mayor recuperacion de xilosa y una digestibilidad
enzimatica mejorada con una temperatura de pretra-
tamiento mas alta y un tiempo de residencia corto. La
concentracion diluida de H,SO, de (0.2 - 2 %) y una
temperatura mas alta (121 - 372 °C) se implemen-
taron en todos los estudios existentes en el mismo
campo de investigacion, por facilitar las funciones mas
importantes, como la hidrélisis de la hemicelulosa, la
exposicion de la celulosa a la digestion y solubiliza-
cion de metales pesados (Balat, 2011). Hernandez &
Cols (2013) demostraron la recuperacion maxima de
celulosa hasta el 87 % y xilano hasta el 50,2 % de
las vainas vacias de Moringa oleifera en el tratamien-
to con H,SO, diluido. Saha et al. (2005) lograron un
rendimiento del 74 % en el proceso de sacarificacion
del material de paja de trigo cuando se trato con un
volumen de 0,75 % (v/v) de H,SO, a 121 °C durante
1 h. La utilizacion del catalizador acido so6lido en el
proceso de pretratamiento es otra técnica emergente
que conduce a una mejor eficiencia de sacarificacion.
En un estudio de sacarificacion de material celulosico
de macroalgas (Tan & Lee, 2015), el rendimiento op-

timo de glucosa mejoro al 99.8 % a traves de la téeni-
ca de pretratamiento con acido sucio [10 % (p/v) de
carga de biomasa, 4 % (p/v) de carga de catalizador,
30 min, 120 °C] seguido de hidrolisis enzimatica. En
otra observacién experimental, Qi et al. (2018) de-
sarrollaron un catalizador acido so6lido (C-SO;H) a
base de carbono mediante la técnica de carbonizacion
utilizando celulosa microcristalina y H,SO,. Dicho
catalizador solido mostro una alta actividad catalitica
durante el pretratamiento del sustrato lignocelulosico
a base de mazorca de maiz y el rendimiento inicial de
recuperacion de xilosa logro 78,1 %.

Pretratamiento quimico

Se ha estudiado una amplia gama de metodos de
pretratamiento quimico. Este capitulo proporciona
una vision general de los principales métodos, como
el pretratamiento de organoslov, ozonolisis, acidos y
alcalis en los que la biomasa se desestructura y frac-
ciona mediante el uso de productos quimicos.

Los pretratamientos quimicos alteran la estructu-
ra de la biomasa mediante una reaccion quimica. En
tales procesos de pretratamiento, se utilizan produc-
tos quimicos para eliminar o modificar los principales
componentes quimicos (hemicelulosa y lignina) que
interfieren con la descomposicion de la celulosa en
monémeros de aztcar (Zhu & Pan, 2010).

Se informa ampliamente debido a su potencia para
eliminar la lignina, los componentes acidos fuertes
o basicos y otros componentes toxicos de la bioma-
sa lignocelulosica. Se estudiaron diversas tecnologias
de pretratamiento con base quimica, como el uso de
acido, alcali, peroxidos y ozono para convertir el sus-
trato lignocelulosico para producir etanol (Mosier et
al., 2005). Los métodos de pretratamiento quimico
tienen ventajas y limitaciones basadas en su naturaleza
quimica y sus efectos sobre la biomasa lignocelulosica.
Torget et al. (1991) informaron que los residuos agri-
colas como un productor eficaz de bioetanol cuando
se trata con productos quimicos organicos o inorga-
nicos, que eliminan eficazmente la hemicelulosa y la
lignina de los sustratos celulosicos.

Pretratamiento dcido

Los acidos concentrados pueden holocalizar la
holocelulosa en azlicares con altos rendimientos; sin
embargo, este proceso requiere el uso de materiales
especiales para la construccion del reactor y gene-
ralmente genera altas concentraciones de compues-
tos inhibidores, ademas, conlleva la recuperacion de
acido; por el contrario, el pretratamiento con acido
diluido podria usarse para mejorar la solubilidad de la
hemicelulosa y aumentar la digestibilidad enzimatica
de la celulosa. La sacarificacion directa de la biomasa
celulésica por acido diluido estaba en funcionamien-
to en Alemania desde la década de 1940. En los lti-
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mos afios, este proceso se ha utilizado principalmente
como un medio de pretratamiento para la hidrolisis
enzimatica de la celulosa.

El acido mas utilizado es el acido sulfrico diluido
(H,S0O,). El pretratamiento acido seguido del pretra-
tamiento alcalino da como resultado una celulosa rela-
tivamente pura. Este pretratamiento qul’mico consiste
en la adicion de acidos (generalmente entre 0.2 % y
2.5%p/p) alabiomasa, seguido de la mezcla a tempe-
raturas entre 130 °C y 210 °C (Brodeur et al., 2011).
Se han reportado altos rendimientos de hidrolisis enzi-
matica (74 %) cuando la paja se sometio a 0.75 % v/v
de H,SO, a 121 °C durante 1 h (Saha et al. 2005). La
biomasa del olivo se pretrat6 con un 1,4 % de H,SO,
a 201 °C, lo que resulto en un 76.5 % de rendimiento
de hidrolisis (Cara et al., 2008). También, se han estu-
diado otros acidos, como el acido clorhidrico (HCI),
el acido fosforico (H;PO,) o el acido nitrico (HNOj).

A pesar de las ventajas mencionadas, debe tenerse
en cuenta que los pasos de lavado y/o desintoxica-
cion generalmente se requieren para eliminar el acido
antes de continuar con el proceso de fermentacion.
Un inconveniente mas es la produccion de inhibidores
de fermentacion que reducen la efectividad de otros
procesos. De hecho, un inconveniente mas es la pro-
ducci6n de inhibidores de la fermentacion, incluso en
menor medida con respecto a la hidrolisis concentra-
da, que reduce la efectividad de otros procesos.

Las condiciones optimas para el pretratamiento
con acido dependen del proposito del pretratamiento.
Se encontr6 que las condiciones optimas para obte-
ner el maximo rendimiento de azticar dependen de si
el objetivo es maximizar el rendimiento después del
pretratamiento o después de la hidrolisis enzimatica
de los solidos pretratados o si el objetivo es obtener
el maximo rendimiento después de ambos pasos.
Ademas, encontrar las condiciones optimas es extre-
madamente importante para reducir la formacion de
productos inhibidores que reduciran la eficiencia del
paso de fermentacion (Brodeur et al., 2011). Para el
tratamiento previo de materiales lignocelulosicos se
aplican diferentes tipos de reactores, como percola-
cion, flujo de tapon, lecho de contraccion, lotes y re-
actores de contracorriente (Lee et al., 1999).

Determinacion de azucares reductores

Segtin el metodo Miller (1959), los azlicares re-
ductores pueden reducir al acido 3,5-dinitrosalicili-
co (DNS) bajo determinadas condiciones. Cuando el
acido 3,5-dinitrosalicilico es reducido en presencia
de calor, por los azlicares reductores que entran en
contacto con ¢l, se desarrolla un cambio de color pa-
recido al café (con variaciones de amarillo hasta cafe).
El cambio de coloracion puede entonces determinar-
se por lecturas de densidad optica, leidas por espec-

trofotometria a una determinada longitud de onda.
La concentracion de los azlcares reductores totales,
liberados en la muestra, se determina haciendo una
interpolacion en la curva patron del azacar utilizado,
graficando la absorbancia en funcion de la concentra-
cion. Para la aplicacion del método DNS de Miller se
necesita preparar el reactivo DNS, disolviendo 0.8 g
de NaOH en agua destilada, luego se adicionan 15 g
de tartrato de sodio y potasio tetra hidratado y 0.5 g
de DNS (acido 3,5-dinitrosalisilico). Esta mezcla se
afora a 50 ml con agua destilada y se almacena en un
frasco ambar a 4 °C. La concentraciéon de azlcares
reductores se determina utilizando una curva de ca-
libracion absorbancia en funciéon de concentracion.
Para obtener esta curva se prepararon soluciones de
200-1000 mg/1, utilizando glucosa como estandar.

A esas soluciones se les aplico el método DNS y se
leyo la absorbancia de cada una de ellas en un espec-
trofotometro (Genesys 10vis) a una longitud de onda
540 nm. Una vez construida la curva patron se aplico
el método DNS a cada una de las muestras, para lo
cual se mezclaron 0,5 ml de cada una con 0,5 ml del
reactivo DNS, se colocaron a ebullicion por 5 min en
bafio de maria e inmediatamente se de- tuvo la reac-
cion con bafio de agua y hielo. Se reconstruyeron las
muestras con 5 ml de agua destilada, se agitaron, se
dejaron en reposo por 15 min, y se determino su ab-
sorbancia a 540 nm. El mismo tratamiento se realizo
para el blanco con agua destilada. Leyendo la absor-
bancia de cada una de las muestras en la curva patron
se determiné la concentraciéon de azicares reducto-
res. Para el promedio, se utilizaron tres replicaciones
y las desviaciones estandar fueron maximo de 10 %.

Microscopio de barrido electrénico ( SEM)

SEM proporciona informacion tridimensional su-
perficial y superficial de alta calidad y resolucion de la
muestra (Domingo & Saurina, 2012). Utiliza un haz
enfocado de electrones de alta energia para producir
diversas senales en la superficie de muestras solidas.
En este método, los electrones emitidos por un fila-
mento de tungsteno se aceleran al anodo en condi-
ciones de vacio y se genera un haz de electrones en el
vacio, que se ajusta mediante lentes de condensador
electromagnético (Luykx etal., 2008), y las propieda-
des de la superficie las muestras se escanean mediante
bobinas de deflexion electromagnetica; es decir, los
electrones secundarios se magnifican y finalmente se
hacen caer sobre una pantalla fluorescente para obte-
ner la imagen final (Domingo & Saurina, 2012).

Para estudiar las propiedades morfologicas, es ne-
cesario el secado de nanoportadores para garantizar la
maxima estabilidad estructural, luego, las muestras se-
cas se recubren con una capa de oro o platino en con-
diciones de vacio. Una ventaja importante de SEM es
la alta profundidad de campo, que permite una imagen
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clara de una estructura relativamente grande. Pero en
comparacion con un TEM, tiene una resolucion mas
baja (3 - 4 nm) (McClements, 2005) y no muestra los
detalles internos de las nanoparticulas (Reimer, 1993).

El microscopio electronico de barrido de alta re-
solucion (SEM) es excelente para la caracterizacion
del tamafio y forma de las nanoparticulas, porque la
preparacion de la muestra y adquisicion de image-
nes necesarias son relativamente rapidas y sencillas.
Aunque la imagen SEM es una representacion bidi-
mensional (2D) de los objetos tridimensionales (3D)
desde un cierto angulo de vision, la imagen SEM con-
tiene una cierta cantidad de informacion 3D que con
la medicion basada en modelos se puede utilizar para
reconstruir la forma con precision sub-nm de una es-
tructura simple (Vladar, et al., 2014).

La senal responsable de la creacion de una imagen
SEM viene dada por los electrones secundarios (SE)
y/o electrones de retrodispersion (BSE) creados cuan-
do la muestra es bombardeada por el haz de electrones
primarios (PE). El voltaje de aceleracion maximo tipi-
co de un SEM es 30 kV. Mientras que los SE debido a su
baja energia por debajo de 50 eV tienen una pequena
profundidad de escape en el rango de unos pocos nm,
los BSE poseen energias cinéticas significativamente
mas altas (hasta la energia de excitacion) y provie-
nen de aproximadamente la mitad de la profundidad
del volumen de interaccién en la muestra. Por consi-
guiente, los SE son capaces de producir micrografias
SEM de alta resolucion con un contraste morfologico
de superficie superior, mientras que las micrografias
BSE revelan un contraste compositivo superior pero
con una resolucion espacial mas pobre. Ademas, los
electrones SE pueden clasificarse en SE1, es decir, los
generados en el punto de impacto de los electrones
primarios con la muestra; SE2, o los generados por los
electrones de alta energia dentro de la muestra y; SE3,
los generados por los electrones de la EEB que golpean
las superficies internas de la camara de muestras del
microscopio. Los detectores montados dentro de la
columna de electrones, como los llamados en lente o0 a
través de la lente, son capaces de recolectar electrones
secundarios con muy buena eficiencia a una distancia
de trabajo 6ptima (muestra de lente final) y propor-
cionan la mayor resolucion espacial posible.

Materiales y métodos

Método experimental

Materia prima

La materia prima que se utilizo en las experimen-
taciones fue los residuos de apio de los desechos de
alimentos del Comedor Universitario de la UNCP, los
que se secaron, molieron y tamizaron en la empresa

“Natural Products NAR-VID E.I.R.L.”.

Materiales

* 10 matraces de 500 ml
* 03 pipetas de 10 ml

* 03 micropipetas de 1 ml
* 03 propipetas

* 30 tubos de ensayo

* 10 embudos.

* 10 fiolas de 100 ml

* 03 fiolasde 11

* 02 Lunas de reloj

* 02 Probeta de 25 ml

* 05 Varillas de vidrio

* Parafilm

*  Papel filtro N°40

* Porta muestras

* Cinta adhesiva de cobre

Reactivos

* Agua destilada

+  Acido sulfarico

* Hidroxido de Calcio

* Tartrato de Nay K

+  Acido 3,5-dinitrosalisilico (DNS)

*  Glucosa anhidra

*  Fenol
* Sulfito de sodio
* Hielo

Equipos e instrumentos.

* 01 Balanza analitica de 4 digitos (marca Sarto-

rius y modelo: A2214)

* 01 Bafio Maria (marcaVWR, Modelo: 1228-2,
TIPO: CAP/14 1)

* 03 Bafio Maria controlado por microproces-
sor/de mesa BW-20G

* 01 cocinilla eléctrica

* Microscopio de barrido electrénico (SEM)

Mira 3TESCAN

*  Metalizador de oro

Procedimiento experimental
Preparacion del reactivo DNS

Se fundamenta en la reduccion del DNS (color
amarillo) por la glucosa u otro azlicar reductor al aci-
do 3-amino-5-ntrosalicilico (color rojo ladrillo), pro-
duce una coloracion en funcion a la concentracion de
aztcares reductores que se evidencia por medio de la
lectura de la absorbancia a 540 nm en un espectrofo-
tometro UV.
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La preparacion del reactivo DNS consistio en: pe-
sar 1 g de acido 3,5-dinitrosalisilico, 40 g de tartrato
de Na-K, 1.1 g de NaOH, 0.2 g de fenol y 0.05 de
sulfito de sodio; agregar acido 3,5-dinitrosalisilico y
NaOH en 50 ml de agua destilada, anadir poco a poco
fenol y sulfito de sodio; agregar lentamente y en cons-
tante agitacion tartrato de Na-K, afadir nuevamente
agua hasta 80 ml, agitar con mucho cuidado hasta que
se diluya totalmente, trasvasar, aforar a 100 ml y agitar.

Determinacion de la concentracion de azucares
reductores con el método del DNS

El procedimiento consisti6 en: colocar 1 ml de la
muestra previamente filtrada en un tubo de ensayo,
anadir 1 ml de agua destilada, mas 2 ml de reactivo
DNS. Preparar en otro tubo de ensayo el blanco (2
ml de agua destilada y 2 ml de DNS). En bafio Maria,
hacer hervir los tubos durante 10 minutos, anadir 1 ml
de sal de Rochelle al 40 %, enfriar en agua corriente de
2 a 5 minutos; anadir 6 ml de agua destilada, mezclar
por inmersion. Leer la densidad 6ptica o absorbancia
a 540 nm, previamente calibrado a cero la absorbancia
del blanco. Finalmente, determinar las concentracio-
nes de azlcares reductores (mg de glucosa/ml) en la
curva estandar, seglin la absorbancia obtenida.

Elaboracion de la curva de calibracion de glucosa

Para la curva de calibracion se procedio a: prepa-
rar una solucion de glucosa de 100 g/1 (pesar 1 g de
glucosa anhidra, 0.02 g de azida de sodio, diluir y afo-
rar en una fiola de 100 ml), tomar alicuotas de 2, 4, 6,
8,10, 12, 14, 16, 18 y 20 ml de la solucion anterior
y aforar a 100 ml; de cada fiola tomar 1 ml de estan-
dar y seguir el procedimiento para la determinacion
de azucares reductores con el reactivo DNS. Con los
resultados, construir una grafica entre concentracion
de glucosa versus absorbancia.

Pretratamiento dcido de los residuos de apio

El pretratamiento consistio en: pesar 25 g de la
mezcla de los residuos, disolver en 250 ml de acido
sulfirico a concentraciones de 0.1 %, 2.5 % y 4 %
v/v, calentar en bafio marfa a temperaturas de 60, 70
080 °C y durante 2, 3 0 4 horas (segtn disefio experi-
mental), posteriormente filtrar para tomar 1 ml de la
mezcla obtenida para determinar la concentracion de
azlcares reductores por el método DNS. De la mez-
cla solida, tomar 10 g de muestra, secar durante 36
horas para el analisis en el SEM.

Determinacién de morfologia de celulosa de los
residuos de apio utilizando el microscopio de ba-
rrido electronico ( SEM) Mira 3 Tescan

Delos 10 g de muestra seca de residuos pretratados,
se coloca una minima cantidad en el porta muestras
(stubs) del microscopio estas estan adheridas a la cinta
de cobre, posteriormente las muestras tendran que pa-

sar por el metalizador de oro. Se coloca las muestras en
el posicionador del microscopio, finalmente se observa
la morfologia de la celulosa de los residuos de apio.

Disefio experimental

Para el trabajo de investigacion se propuso un di-
sefio experimental, el cual permiti6 evaluar las va-
riables y la interaccion entre ellas. Se uso6 el diseno
experimental de Box-Behnken.

Las variables de la investigacion son:

Variables dependientes
* Caracteristicas de la celulosa

* Concentracion de glucosa

Variables independientes
* Tiempo
* Temperatura

*  Concentracion del H,SO,
Los niveles de las variables independientes se

muestran en la siguiente tabla:

Tabla 2

Niveles de las variables.

Tiempo Temperatura Concentracion del H,SO,

N (horas) ©0) vIv)
1 2 60 0.1 %
2 3 70 25%
3 4 80 4.0 %
Tabla 3
Matriz de disefio experimental.
Caracteristicas
. Tiempo Tempera- Concentracién dela CellllO.Si’l/
tura del H,SO, Concentracién
(horas) (9] v/v) de glucosa
1 I
1 3 60 4.0
2 2 80 2.5
3 4 70 0.1
4 3 60 0.1
5 3 80 2.5
6 2 70 2.5
7 4 70 4.0
8 3 60 2.5
9 2 60 2.5
10 3 80 4.0
11 4 80 2.5
12 4 60 2.5
13 2 70 0.1
14 2 70 4.0
15 2 60 0.1
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Resultados

Curva de calibracion

La curva de calibracién que es necesario para cuan-
tificar los azucares reductores por el método DNS se
presenta a continuacion:

Figura 1

Curva de calibracion.
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Morfologia de los residuos de apio (Apium
Graveolens) por microscopia electronica de
barrido (SEM).

A continuacion, se presenta la morfologia de los
residuos de apio (Apium Graveolens) por microscopia
electronica de barrido (SEM) antes y despues del pre-
tratamiento.

Figura 2

Morfologia de los residuos de apio (Apium Graveolens) por microsco-
pia electrénica de barrido (SEM) antes del pretratamiento.
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Figura 3

Morfologia de los residuos de apio (Apium Graveolens) por microsco-
pia electrénica de barrido (SEM) después del pretratamiento.
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Solo se presenta resultados iniciales, queda pen-
diente la finalizacion de las pruebas consideradas en el
diseno experimental.

Discusion

Danmaliki et al. (2016) investigaron la eficiencia de
tres técnicas de pretratamiento agua, hidroxido de sodio
y acido sulftrico de residuos de platano, en el pretrata-
miento acido lograron una concentracion de 1.4 % con
H,SO, al 5 %, 6 horas a 120 °C. Ademas, demostraron
que a mayor tiempo y temperatura hay mas produccion
de azlicares, pero aumentan inhibidores como furfural y
5-hidroximetilfurfural

Gundupalli & Bhattacharyya (2017) aplicaron el pre-
tratamiento acido (H,SO, 0.5 - 2.5 % v/v) a los resi-
duos de alimentos en la optimizacion de la producciéon
de aziicares reductores, obtuvieron a una concentracion
de acido de 0.5 - 2.5 % (v/v), 121°C y 60 minutos, en-
tre 0.5378 y 0.67 de g azlicares/g. Estos residuos con-
tenfan principalmente carnes, panes, arroz y vegetales,
lo que involucra romper estructuras de celulosa, lignina
y hemicelulosa, como también de lipidos, proteinas, al-
midon, etc.

Hafid et al., (2017), estudiaron el efecto de los com-
ponentes de los residuos solidos municipales en la pro-
duccion de azlcares fermentables, en parte de su estu-
dio utilizaron el pretratamiento acido diluido (H,SO,)
y obtuvieron los mejores resultados a la concentraciéon
de 0,5 % y 90 °C. Demostraron que la composicién de
los residuos afecta los resultados y caracteristicas de la
celulosa obtenidas por el pretratamiento.
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Conclusiones

* El tiempo, temperatura y dosis de H,SO, in-
fluye en las caracteristicas de la celulosa en el
pretratamiento acido de los residuos de apio.

* El tiempo, temperatura y dosis de acido en el
pretratamiento acido de los residuos de apio
es 2 horas, 60 °C y 0.1 %, respectivamente,
son las mejores condiciones del pretratamien-
to acido por la morfologia que presentan que
concuerdan con lo indicado en la literatura.

* Lamorfologia de los residuos de apio pretrata-
das presenta alteraciones como poros vy fibras,
lo cual favorecera la produccion de glucosa en
la hidrolisis y etanol en la fermentacion.
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