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Resumen

Estudio de la remocion de compuestos que inhiben la produccion de
biohidrégeno por medio de materiales a base de carbono

En la actualidad existe una pérdida considerable en la produccién de
biohidrégeno a partir de hidrolizados acidos, causado por la presencia de
compuestos inhibitorios como: derivados de furanos, compuestos fenodlicos y
algunos acidos organicos, resultantes de la degradacion de lignina y algunas
pentosas y hexosas. Los cuales son toxicos para los microorganismos que realizan
la fermentacidon oscura mermando la produccion de biohidrégeno. Por lo que en
este estudio se evalud el uso de cuatro carbones activados (F-400, FCA, Concha
de coco y de Madera) con el fin de encontrar el material mas eficiente,
basandonos en sus propiedades fisicas y quimicas, para adsorber compuestos
inhibitorios presentes en un hidrolizado modelo y en uno real. Las isotermas de
adsorcion y cinéticas demostraron que el carbon activado F-400 es el material mas
adecuado para este proceso, porque reportd grandes capacidades de remocion
de los compuestos fendlicos (vainillina = 0.68 mmol/g, siringaldehido = 1.02
mmol/g), y una cinética aceptable que alcanza mas del 80% en los primeros 30
min. Ademas, el F-400 solo adsorbi6 0.53 mg/g de azuicares totales. Cabe destacar
que el inhibidor que mas se adsorbe en el F-400 en un hidrolizado real es el acido
acético, debido a su alta concentracion, seguido de los compuestos fendlicos, esto
por su hidrofobicidad e interacciones tipo m- 7, y finalmente los derivados de
furanos (furfural y 5-HMF), porque son mas afines al medio que al adsorbente.
El CA F-400 es capaz de remover 89.1 mmol/g de vainillina y ademas desorber
un 62.2% de este inhibidor, el cual tiene un valor agregado en la industria

alimenticia.

PALABRAS CLAVE: adsorcién, carbon activado, inhibidores, hidrolizados,

biohidrogeno
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Abstract

Study of the removal of compounds that inhibit the production of
biohydrogen by means of carbon-based materials

At present there is a considerable loss in the production of biohydrogen, from
acid hydrolysates, caused by the presence of inhibitory compounds such as:
derivatives of furans, phenolic compounds and some organic acids, resulting in
the degradation of lignin, in some pentoses and hexoses. Which are toxic to
microorganisms that perform dark fermentation, reducing the production of
biohydrogen. So in this study we evaluated the use of four activated carbons (F-
400, FCA, Coconut Shell and Wood) in order to find the most efficient material,
based on its physical and chemical properties, to adsorb inhibitory compounds
present in a model hydrolyzed and in a real hydrolyzed. The adsorption and
kinetic isotherms showed that the activated carbon F-400 is the most suitable
material for this process, because it reported great removal capacities of the
phenolic compounds (vanillin = 0.68 mmol/g, syringaldehyde = 1.02 mmol/g),
and acceptable kinetics that reached more than 80% in the first 30 min. In
addition, F-400 only adsorbed 0.53 mg/g of total sugars. It should be noted that
the inhibitor that is most adsorbed in F-400 in a real hydrolyzed is acetic acid,
due to its high concentration, followed by phenolic compounds, this due to its
hydrophobicity and m-m interactions, and finally the derivatives of furans
(furfural and 5-HMF), because they are more affined to the medium than to the
adsorbent. Activated carbon F-400 is able to remove 89.1 mmol/g of vanillin and
also to desorb 62.2% of this inhibitor, which has an added value in the food

industry.

KEY WORDS: adsorption, activated carbon, inhibitors, hydrolysates,

biohydrogen
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1. Introduccion

Una de las materias primas que mas relevancia presenta como alternativa a los
combustibles fdsiles es la lignocelulosa, ya que es la fuente de biomasa renovable
mas abundante y que representa el 50% de la produccion mundial de biomasa.
En general el 75% del peso seco de la lignocelulosa consiste en carbohidratos que
estan presentes en estado polimerizado, lo cual no permite su accesibilidad para
ser utilizados en procesos de interés como la produccion de productos quimicos
o biocombustibles (bioetanol, biodiesel y biohidrégeno), (Bakker, Baets, &
Eggink, 2014).

La generaciéon de biocombustibles a partir de lighocelulosa implica los siguientes

pasos:
a) Pretratamiento de la materia prima.
b) Hidrolisis de las fracciones de celulosa y hemicelulosa.
c) Generacion de biocombustible por fermentacion microbiana.

El pretratamiento podria ser la clave para un mejor rendimiento en la produccion
de biohidrogeno (BioH2), ya que existe una gran variedad de métodos para
llevarlo a cabo, sin embargo, uno de los mas importantes es el uso de acidos
diluidos, tales como el 4cido sulftirico, acido clorhidrico, dcido nitrico y en
algunos casos el empleo de acidos orgdnicos (acido acético), (G. Kumar et al.,
2015). En la mayoria de los casos, el pretratamiento induce a la formacién de
compuestos tecnologicamente desfavorables (Figura 1), los cuales se conocen
como inhibidores. Estos subproductos pueden clasificarse como compuestos
fenolicos que se originan debido a la degradacion de la lignina, o derivados
furanicos tales como el furfural y 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) que se generan
a partir de la transformacion de aztcares C5 y C6) y acidos débiles, como el acido

acético, acido férmico etc., ( ver Figura 1), (G. Kumar et al., 2015).



Se han empleado una gran variedad de métodos para la destoxificacion del
hidrolizado, dentro de los cuales se incluyen la adaptacion de la levadura, la
evaporacion, extraccion con disolventes, adsorcion con carbon activado (CA) y el

uso de resinas de intercambio i6nico (RII), (G. Kumar et al., 2015).
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Figura 1. Principales compuestos inhibidores generados en el pretratamiento de

la materia lignoceluldsica.

Entre todos estos métodos, el CA se ha utilizado ampliamente como adsorbente
para reducir la concentracion de los compuestos inhibitorios de tipo furanos y
compuestos fendlicos, cuya hidrofobicidad es mucho mayor que los aztcares y
acidos carboxilicos presentes en los hidrolizados lignoceluldsicos. A pesar de que
existe una relacion entre la dosis de CA y la adsorciéon de los compuestos
inhibidores, también existe una pérdida en la concentracion de carbohidratos, los

cuales son de interés para la fermentacion microbiana (Lee & Park, 2016).

Debido a esto, el presente proyecto se basa en la destoxificacion de un
hidrolizado modelo y uno real empleando diferentes tipos de CA, en el cual se

realizara un estudio a fondo sobre la influencia de las caracteristicas fisicas y



quimicas de los carbones para poder obtener buenos rendimientos en las
remociones de los inhibidores de manera que se adsorba la menor cantidad de

azucares disponibles para la fermentacion microbiana.



2. ANTECEDENTES
2.1 Biomasa lignocelulodsica

La materia prima mas abundante en la naturaleza es la biomasa lignoceluldsica,
ya que abarca desde maderas duras y blandas, pastos, cultivos forestales, hasta
residuos de cultivos agroindustriales. El rendimiento anual mundial de residuos
de biomasa lignoceluldsica se estima en mas de 220 mil millones de toneladas,
(G. Kumar et al., 2015). El interés en la biomasa lignoceluldsica ha aumentado por
el hecho de que grandes cantidades de este tipo de biomasa pueden recuperarse
como es el caso del bagazo de Agave tequilana (A. tequilana Weber variedad Azul),
que es el principal residuo sélido generado por la industria del tequila en México

(Arreola-Vargas, 2016).

La biomasa lignoceluldsica no es una sola molécula definida, sino una estructura
que consiste en celulosa, hemicelulosa, lignina y la fraccion sélida inorganica
(ceniza). Las cantidades que pueden encontrarse en el material vegetal varian
significativamente debido a las especies de cultivos (Tabla 1). Las moléculas de
celulosa son polimeros muy bien definidos, se unen a partir de moléculas D-
glucosa, que a su vez estan unidas por enlaces de tipo -1-4. Los polimeros de
celulosa poseen longitudes de cadena de mas de 10,000 moléculas. Por otro lado
la hemicelulosa puede consistir en diferentes azticares de cinco y seis carbonos,
principalmente xilosa, manosa, arabinosa, glucosa y galactosa. La xilosa es uno
de los principales azucares de la hemicelulosa de monocotiledénea (pasto),
mientras que la manosa es uno de los principales azticares en la hemicelulosa de
gimnospermas (madera blanda), (van der Pol, Bakker, Baets, & Eggink, 2014).

La lignina es un complejo polimérico y aromatico, el cual se encuentra compuesto
de unidades fenilpropanoides, que representa el 25-39% del peso seco de las
maderas blandas, y el 17-32% de las maderas duras, (Jonsson & Martin, 2016).

Los materiales de madera tienen un contenido de celulosa similar, pero el



contenido de lignina en la madera blanda es generalmente mas alto que en las

maderas duras (Klinke, Thomsen, & Ahring, 2004).

Tabla 1. Composicion de lignocelulosa seca para diferentes tipos de cultivos en

base al peso seco p/p.

Compuesto Bagazo Paja de trigo Rastrojo de maiz
Celulosa (%) 36 -45 38 -48 36 - 41
Hemicelulosa (%) 25-28 23-29 26 -30
Lignina (%) 17 - 20 13-19 16 - 21
Ceniza (%) 1-3 5-9 2-6

Modificado de C. van der Pol, 2014

2.2 Pretratamientos en hidrolizados de biomasa lignoceluldsica

El pretratamiento es un proceso que en la mayoria de los casos induce a la
formacion de compuestos tecnologicamente desfavorables, los cuales son
conocidos como inhibidores de la fermentacion. Este fenomeno es complejo y se
encuentra relacionado con la pérdida de azticares fermentables. Los compuestos
inhibitorios pueden estar presentes en el hidrolizado del pretratamiento y son
considerados como barreras de fermentacion, reduciendo severamente la
produccién de hidrégeno microbiologico (G. Kumar et al., 2015). Debido a que la
formacién de sustancias inhibitorias estd ligada en su mayoria a la etapa del
pretratamiento, se abarcaran solo los métodos de pretratamiento mas relevantes
respecto a la formacion de inhibidores y que son de interés industrial (Jonsson &

Martin, 2016).

Existen diferentes métodos de pretratamiento para lograr que los carbohidratos

en la biomasa lignoceluldsica se encuentren accesibles para la hidrdlisis



enzimatica y la fermentacion microbiana, incluyendo la hidrodlisis acida,
explosion de vapor, métodos oxidativos, hidrdlisis alcalina entre los mas usados

(Klinke et al., 2004).

Actualmente existen varios esquemas de pretratamientos enfocados en la
obtencion de aztcares fermentables a partir de biomasa lignoceluldsica, en donde
destacan, el uso de 4cidos diluidos (hidrolisis acida), métodos alcalinos, procesos
de oxidacion avanzada, y explosiones de vapor (Du et al., 2010).

En general la hidrolisis 4cida es un método de pretratamiento a menudo
propuesto para la descomposicion de lignocelulosa debido a su alta y rapida
eficiencia en la obtencion de azuicares fermentables. Una combinacion de un pH
bajo y una alta temperatura (120-125 °C) hidroliza la hemicelulosa, aumentando
el acceso enzimatico de la celulosa y, por lo tanto, la conversién a glucosa
monomeérica en un periodo de 5 a 30 minutos (van der Pol et al., 2014). Por lo
general, se realiza con dcidos minerales y resulta en una alta recuperacion de los
azucares hemiceluldsicos en el liquido de pretratamiento, y en una fraccién de
celulosa solida (Jonsson & Martin, 2016). Ademas, de la hemicelulosa, la lignina
y la celulosa también pueden degradarse parcialmente. La hidrolisis 4cida es mas
eficiente para la biomasa lignoceluldsica con bajos contenidos de lignina, como
las plantas de tipo monocotiledéneas, debido a la eliminaciéon moderada de la

lignina durante el pretratamiento ( van der Pol et al., 2014).

2.3 Contaminacion por inhibidores en hidrolizados

Una gran variedad de estudios han revelado que las relaciones entre la quimica
del pretratamiento, la materia prima de biomasa lignocelulosica y el producto
resultante en general son muy complejas y poco entendidas a nivel molecular
(Du et al, 2010). El pretratamiento a alta temperatura, la formacion de
carbohidratos fermentables y productos de degradacion depende de un factor de

severidad combinado, que incluye la temperatura de reaccion, el tiempo y el pH
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(Klinke et al., 2004). En la mayoria de los sistemas de biomasa, el pretratamiento
e hidrolisis provoca la degradacion de aztcares y lignina que da como resultado
la formacién de subproductos que suelen tener un efecto toxico sobre la
capacidad fermentativa de los organismos (Berson, Young, Kamer, & Hanley,
2005). Ademas de los monomeros u oligdmeros generados por la hidrdlisis
quimica de la hemicelulosa en la estructura de biomasa, algunos compuestos
considerados inhibidores microbianos también se producen y liberan en el
hidrolizado (Soleimani, Tabil, & Niu, 2015). Dependiendo de la materia prima
utilizada, existen aproximadamente 40 productos de degradacion
potencialmente inhibitorios en hidrolizados (Du et al., 2010), sin embargo existen
tres grupos principales de subproductos formados que se presentan en mayor
concentracion: furanos, acidos organicos y compuestos fenolicos (Edwin C. van
der Pol et al., 2014). El pretratamiento generalmente degrada la hemicelulosa, lo
cual conduce a la formacion de productos tales como pentosa y hexosa, acidos
alifaticos, principalmente acido acético (3), acido férmico (8) y acido levulinico
(9), asi como aldehidos de tipo furano como el 5-hidroximetilfurfural (HMF) y
furfural (Figura 2, 6 y 7 respectivamente). Después de la hidrdlisis de
polisacaridos de lignocelulosa, la lignina permanece como un residuo soélido,
aunque una parte menor se degrada a fendlicos y a otros compuestos aromaticos
(Figura 2) (Jonsson, Alriksson, & Nilvebrant, 2013).

En resumen los inhibidores generados por la hidrdlisis catalizada por acido se
clasifican como: (a) minerales o metales generados por la corrosiéon del equipo o
iones en la biomasa; (b) furanos que consisten en furfural e hidroximetilfurfural
(HMF) derivados de la degradacion de azticares a altas temperaturas; (c) acido
acético derivado de los grupos acetilo en biopolimeros; y (d) otras sustancias
quimicas como compuestos fenolicos, aldehidos y aromaticos que se liberan de

la degradacion de lignina y de otros compuestos derivados de extractos.



Biomasa lignocelulosica

N

ﬁ{emicelulosa Celulosa Ligninh
CH3COOH
Acido Acético (3)
CHO CHO CHO CHO
H———0OH HO———H H—Ft—OH H——OH Y
Ho——t—H HO——+—H  HO—t—+ Ho——+—+  Compuestos
Fenolicos
H——+—OH H——1+—OH HO—F+—H H————OH
CH,OH H————OH H——Ft——OH  H———OH
CH,0H CH,OH CH,0H
Xilosa (1) Manosa (2) Galactosa (4) Glucosa (5)

T

Furfural (6) 5-Hidroximetilfurfural (7)

Figura 2. Reacciones que ocurren durante la hidrélisis de materiales

lignocelulodsicos. Modificado de Palmqvist & Hahn-Hagerdal, 2000

La toxicidad de los compuestos derivados de la lignina es mayor que la de los
acidos organicos y los furanos, y la vainillina es el inhibidor mas tdxico para los

microorganismos que consumen xilosa y hexosas (Soleimani et al., 2015).



2.4 Propiedades fisica y quimica de los principales inhibidores

La vainillina es un aldehido fenodlico (CsHsOs), y sus grupos funcionales incluyen
aldehido, éter y fenol (Figura 3 (a)), (R. Kumar, Sharma, & Mishra, 2012a). El
atomo de carbono carbonilico con hibridacion sp?, esta enlazado a un atomo de
carbono y a uno de hidrogeno a través de enlaces sencillos de tipo o y a un atomo
de oxigeno, a través de un doble enlace (o y m). El aldehido aromatico tiene
estructura cristalina en forma de agujas finas de color blanco o amarillo palido,
con olor agradable y sabor a vainilla. Es muy soluble en etanol, cloroformo, éter,
sulfuro de carbono, acido acético glacial, piridina, aceites y soluciones acuosas de

hidréxidos alcalinos (Trapero Quintana, 2014a).
H O
\ / OH
C

H,CO OCH,

OCH,

HC
(@ O (b) o

Figura 3. (a) Estructura quimica de la vainillina, (b) Estructura quimica del

siringaldehido.

El siringaldehido es un compuesto fenolico que se deriva de la degradacion de la
lignina tras un pretratamiento térmico y acido. Tiene una férmula molecular
CoHi1004 y posee dos grupos metoxi, un grupo aldehido y un grupo fenolico,
enlazados a un anillo aromatico (Figura 3 (b)).

El furfural es una sustancia quimica hermana del 5-hidroximetilfurfural, en
donde los dos compuestos son derivados del furano con un olor
caracteristicamente fuerte. El furfural tiene la férmula molecular CsHiOo,

mientras que el 5-HMF Ce¢He¢Os. El primero posee dos grupos funcionales, el


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C6H6O3&sort=mw&sort_dir=asc

aldehido y un sistema conjugado (C=C-C=C), mientras que el 5-HMF posee el
mismo sistema conjugado, ademas de los grupos aldehido y carboxilico (Figura
4 (c), (d)), (Yan, Wu, Lafleur, & Jarvis, 2014). Las propiedades fisicas y quimicas

de los compuestos inhibitorios se presentan en la Tabla 2.

03,7
o /.,

Figura 4. (c) Estructura quimica del furfural, (d) Estructura quimica del 5-HMF.

Tabla 2. Propiedades fisicas y quimicas de los compuestos inhibitorios

Siringald Ac.
Inhibidor Furfural | 5-HMF | Vainillina Glucosa
ehido Acético

PM= (g/mol) 96.08 126.11 152.15 182.17 60.05 180.1
Densidad

1.16 1.20 1.056 1.01 1.051 1.56
(g/m)
Punto de

161.7 NR 285 193 117.9 146
Fusion (°C)
Acidez (pka) NA 12.82 7.4 7.24 4.75 NR
Coef.
octanol/H20 0.41 -0.09 1.37 1.31 -0.17 -3.3
Log1o KowP
Solubilidad
en agua 7.41x104 | 7.0x105 | 1.102x10* | Insoluble 1x10¢ 1.2
(mg/L)
Nota: a = Peso Molecular; b = Estimado; NA = No Aplica; NR: No reportado

Yan et al., 2014., Trapero Quintana, 2014b., Rizelio et al., 2012., R. Kumar et al.,
2012a., Kim et al, 2015. (Royal Society of Chemistry, 2015)
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2.4.1 Toxicidad de los compuestos inhibidores

Los compuestos fenolicos en general pueden inhibir el crecimiento microbiano
ademas de afectar el rendimiento de producto deseado, esto puede relacionarse
principalmente con los grupos funcionales presentes en su estructura (ver Figura
3), como los grupos aldehidos. En muchos casos, los compuestos fenolicos
interfieren con la membrana celular al influir en su funcién y cambiar su relacion
proteina-lipido (Jonsson et al., 2013). Para el caso de los compuestos derivados
de furanos, la toxicidades se relaciona de igual manera que los compuestos
fenolicos, basados en el grupo aldehido en su estructura (Jonsson et al., 2013).
Para el caso de los compuestos acidos, como es el caso del acido acético, tienden
a difundir sobre la membrana celular y luego se disocian debido al pH
intracelular, lo que puede conducir principalmente a la muerte celular, lo que
tendrd como consecuencia un bajo rendimiento en el producto final deseado

(Jonsson et al., 2013).
2.5 Produccion de biohidréogeno

Se ha iniciado un interés mundial con el objetivo final de promover la transicion
a la economia basada en el hidrégeno. Esto se debe a las ventajas del uso de
hidrégeno como combustible de la nueva era, ya que al someterlo a combustion
solo se genera vapor de agua y comparado con los combustibles actuales tiene el
mas alto contenido energético especifico. En décadas recientes, los proyectos se
han enfocado en numerosos pero igualmente sustanciales aspectos de la
produccion de hidrégeno por fermentaciéon oscura, incluyendo la seleccion de
cepas microbianas, el desarrollo de procesos de ingenieria de biorreactores, que
conlleva la recuperacion de biohidrogeno y el proceso de purificacion de
efluentes de fermentacion. También se ha investigado la utilizacion de diferentes
materias primas. Se ha demostrado que la biomasa lignoceluldsica renovable
puede ser un potencial material de partida para la generaciéon de hidrégeno

debido a su abundancia en hidratos de carbono (G. Kumar et al., 2015).

11



Recientemente, se reporté que la hidrolisis acida diluida es altamente efectiva
para la extraccion de aztcares fermentables del bagazo de Agave, sin embargo,
también se produjeron subproductos tdxicos como furanos y compuestos
fendlicos. La Tabla 3 muestra la composicion quimica de los hidrolizados 4cidos
y enzimaticos obtenidos después de ambos procedimientos de hidrdlisis. Esta
claro que el hidrolizado enzimatico produjo concentraciones mas altas de materia
organica pero el hidrolizado acido casi duplicd la concentracion de aztcares
totales del hidrolizado enzimatico. Esto tltimo esta de acuerdo con la efectividad
ampliamente reportada de la hidrdlisis dcida para la extraccion de aztcar a partir
de biomasa lignoceluldsica. No obstante, se detectaron subproductos tdxicos
tales como acido férmico, acido acético y compuestos fendlicos y de furano en el
hidrolizado acido; muy probablemente debido a la alta temperatura y al bajo pH
de la condicion de hidrélisis. En contraste, el hidrolizado enzimatico solo
presentd pequenas cantidades de compuestos fenolicos (Arreola-Vargas et al,
2016).

Tabla 3. Caracterizacion quimica de la hidrdlisis dcida y enzimatica de biomasa
lignoceluldsica de bagazo de agave.

Componente Hidrolisis acida Hidrolisis enzimatica
COD (g/L) 30.2+3.5 40.2+5.8
Azucares totales (g/L) 17.3+2.1 89+1.2

Acido Férmico (g/L) 22+04 Nd

Acido Acético (g/L) 7.7+2.6 Nd

Fenoles totales (mg/L) 941.6 +125.7 328.7 +96.4
HMF (mg/L) 95.8 +£21.9 Nd

Furfural (mg/L) 33.1+9.1 Nd

Nd: No detectable

Modificado de Arreola-Vargas et al., 2016
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Arreola-Vargas, et al, 2016 especifican que los valores de la produccion
acumulada maxima de hidrogeno (Hmax-H>) y la tasa maxima de produccion de
hidrogeno (Rmax-Hz) fueron mayores en los ensayos con hidrolizado enzimatico
que aquellos con hidrolizado &cido, (Arreola-Vargas et al., 2016). Esto claramente
debido a la presencia en mayor cantidad de inhibidores en el hidrolizado 4cido

sometido a la fermentacion oscura.

2.6 Destoxificacion de hidrolizados de biomasa lignocelulédsica

La eliminacion de los compuestos inhibitorios presentes en hidrolizados se ha
llevado a cabo usando varios métodos de separacidon que incluyen tratamiento
alcalino, evaporacién al vacio, adsorcidon con carbon activado, remocidon con
resina de intercambio idnico, nanofiltracién y sus combinaciones. Sin embargo,
debido a que los esfuerzos de estos investigadores se han centrado
principalmente en eliminar completamente los inhibidores en un intento de
mejorar el rendimiento de la obtencion del biocombustible, la pérdida de azticar
no se ha considerado teniendo en cuenta que es el productos final de interés para

su transformacion a biocombustible (Lee & Park, 2016).

El carbon activado es un material que se ha utilizado como adsorbente para la
remocion de compuestos inhibitorios, tales como furanos y compuestos fendlicos
ya que presentan una hidrofobicidad mayor que los azucares y dacidos
carboxilicos alifaticos en hidrolizados lignocelulodsicos. La desintoxicacion de los
hidrolizados de biomasa mediante adsorcion con carbodn activado, se ha limitado
a la aplicacion en sistemas de adsorcion por lote. Muchos trabajos de adsorcion
por lote han documentado la pérdida de azticar durante el tratamiento de
desintoxicacion. A pesar de estar relacionado con la dosis de carbon activado y
la composicion del hidrolizado, la pérdida de azticar no ha sido considerada en

la mayoria de los trabajos y ain no se han comenzado a desarrollar
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investigaciones con un enfoque sistematico para reducir la pérdida de aztcar

(Lee & Park, 2016).

2.7 Estudios relacionados con la remocion de compuestos inhibitorios

Actualmente, existen pocos reportes basados en la remocion de compuestos que
inhiben la produccion de hidrégeno, y los materiales empleados para
removerlos, sin embargo, basandose en este estudio, se puede concluir que en
comparacién con otros trabajos los resultados obtenidos son bastante
prometedores, para llevar a cabo principalmente la remocion de compuestos
fendlicos. En la tabla 9 podemos observar un comparativo de los resultados que

se obtuvieron con lo que existe reportado actualmente.

En los pocos estudios realizados, se puede observar que la mayoria de ellos, no
presentan especificaciones de su material adsorbente, ademas, las
concentraciones iniciales empleadas son muy diferentes y elevadas, lo cual refleja

sus buenas capacidad de remocion.
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Tabla 4. Estudios relacionados con la remocion de compuestos inhibitorios.

Material % Rem
Autores Co QmaxA QmaxB QmaxC
Adsorbente de AT
Soleimani A=3g/L
329 211 18.8
et al. CA Madera | B=0.48 g/L NR
ppm ppm ppm
(2014) C=28.1g/L
A =044 g/L
Lee and CAen 287 225 287
B=6.0g/L 9-19%
park (2016) Polvo mg/g mg/g mg/g
C=9.8g/L
Villareal, A=223¢g/L
CA en
M.L, et al. B=026g/L | 79.1% 100% 4.4 % 30%
Polvo
(2006) C=341¢g/L
Aviifia, I. A, ByC= 1.02 0.37 0.28 0.53
CA F-400
(2018) 0.1g/L mmol/g | mmol/g | mmol/g | mmg/g

Capacidad maxima de adsorciéon, AT: Aztcares Totales, NR: no reportado

CA: carbon activado, Co: Concentracidn inicial, A: Compuestos Fenolicos, B: Furfurales, C: Acido Acético, Qmax:

Uno de los puntos importantes es la remocién de azucares totales que va de la

mano con la de los compuestos que inhiben la producciéon de hidrogeno.

Comparando resultados, podemos observar que en dos de los estudios

reportados en la Tabla 9 la remocién es muy elevada, alcanzando 19 y 30%, y en

otro estudio no fue reportada, lo cual es una ventaja porque en este estudio se

alcanz6 una remocién de 0.53 mg/g utilizando concentraciones iniciales

semejantes (~20 g/L). Los resultados obtenidos en capacidades maximas de

adsorcion en este estudio son muy prometedores en comparaciéon con los ya

reportados, ya que el hidrolizado modelo se asemeja mas a un hidrolizado real.
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2.8 Definicion de adsorcion

El proceso de adsorcion surge como el resultado de las fuerzas moleculares
insaturadas y en desequilibrio que estdn presentes en determinada superficie
sdlida. Por lo tanto, cuando una superficie sélida es puesta en contacto con un
liquido, se presenta una interaccion entre los campos de fuerzas de la superficie
y la del liquido. La superficie solida tiende a satisfacer estas fuerzas residuales
atrayendo y reteniendo en su superficie las moléculas, &tomos o iones del liquido.
Esto da como resultado una mayor concentracion del liquido en la superficie
sOlida que en la fase acuosa. El proceso por el que se produce este fendmeno en

una superficie solida se denomina adsorcion (Bansal & Goyal, 2005).

La adsorcion implica dos tipos de fuerzas que dan lugar a la interaccion entre un
adsorbente y un adsorbato: fuerzas fisicas, que pueden ser momentos dipolares,
fuerzas de polarizacion, fuerzas dispersivas o interacciones repulsivas de corto
alcance; y fuerzas quimicas, a través de enlaces quimico entre la superficie sdlida

y los atomos adsorbidos (Bansal & Goyal, 2005).

Dependiendo de la naturaleza de las fuerzas involucradas, la adsorcién es de dos
tipos: fisisorcion (adsorcion fisica) o quimisorcion (adsorcion quimica). En el caso
de la fisisorcion, el adsorbato se une a la superficie por fuerzas de Van der Walls
relativamente débiles, que son similares a las fuerzas moleculares de cohesion.
La quimisorcion, por otro lado, implica el intercambio de electrones entre las
moléculas de adsorbato y la superficie del adsorbente que da como resultado una
reaccion quimica. El enlace covalente formado entre el adsorbato y el adsorbente
es esencialmente mucho mas fuerte que la interaccion en la fisisorcion (Bansal &

Goyal, 2005).
2.8 Equilibrio de adsorcion

La isoterma de adsorcién es el método mdas ampliamente utilizado para

representar los estados de equilibrio de un sistema de adsorcion. Puede
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proporcionar informacion util sobre el adsorbato, el adsorbente y el proceso de
adsorcion. Ayuda en la determinacion del area superficial del adsorbente, el
volumen de los poros y su distribucion de tamanos, etc. Varias ecuaciones de
isotermas de adsorcidn se han derivado, dentro de las cuales destacan las
ecuaciones de Langmuir, Freundlich, Brunauer-Emmett-Teller (BET). Estas tres
ecuaciones son muy importantes en los procesos de quimisorcion y fisisorcion

(Bansal & Goyal, 2005).

La isoterma de adsorcion es determinada en un volumen determinado de
solucion, con una cantidad de adsorbato conocida y varias dosis de adsorbente.
Otra manera de llevar a cabo esta determinacion es: a un volumen determinado
colocar una cantidad definida de adsorbente y variar la concentracion de
adsorbato. En cualquiera de los dos casos la fase acuosa del adsorbato es medida

hasta alcanzar el equilibrio, esto es posible mediante el siguiente balance de masa:

V(Cy—C
qe=—(':n e) ec. 1

Donde qe = capacidad de adsorcion del soluto (mg de adsorbato /g de
adsorbente), Co = concentracion inicial del adsorbato (mg/L), Ce = concentracion
en el equilibrio del adsorbato (mg/L), m = masa del adsorbente (g) y V = volumen

utilizado en el sistema (L).

Las ecuaciones desarrolladas por Langmuir, Freundlich y BET se utilizan para
describir la capacidad de los adsorbentes en el equilibrio, (Crittenden &

Montgomery Watson Harza, 2012).

2.8.1 Modelo de Langmuir

La ecuacién de la isoterma de Langmuir es la primera isoterma de adsorcion
desarrollada tedricamente. Esta es importante en fisisorcidon, asi como en las

teorias de quimisorciéon. Ademds, se ha derivado usando enfoques

17



termodindamicos y estadisticos. El cientifico estadounidense I. Langmuir derivo

esta ecuacion en base a ciertas suposiciones, dentro de las cuales se encuentran:

e Los adsorbatos (d&tomos o moléculas o iones) se unen a la superficie en
sitios localizados definidos.

e (Cada sitio tiene capacidad para una y solo una entidad adsorbida
(formacion de monocapa).

e El estado de energia de cada entidad adsorbida es el mismo en todos los
sitios en la superficie, independientemente de la presencia o ausencia de
otras entidades absorbidas en sitios vecinos. Por lo tanto, el modelo de
Langmuir (también llamado modelo localizado) supone que la superficie
es perfectamente lisa y homogénea y que las interacciones laterales entre

las entidades adsorbidas son insignificantes, (Bansal & Goyal, 2005).

Generalmente la ecuacion de Langmuir es usada cuando la tasa de adsorcién es
proporcional a la concentracion del soluto en el liquido, asi como a la fraccion de
los sitios vacantes. Sin embargo en la mayoria de los casos es preferible trabajar
en términos de capacidad de adsorcion (q), que representa la cantidad de soluto
adsorbido por unidad de masa, en este sentido la ecuaciéon de Langmuir se

expresa en la ecuacion 2 (Crittenden & Montgomery Watson Harza, 2012):

qmbC.
= — ec. 2
q 1+bC,

Donde q = capacidad de adsorcion del soluto (mg de adsorbato /g de adsorbente),

Ce = concentracion en equilibrio del adsorbato en soluciéon (mg/L), (qm =
concentracion de las especies adsorbidas en la superficie cuando se forma la capa
molecular, cuando la superficie del adsorbente esta satura por el adsorbato (mg
de adsorbente/ g de adsorbente), b = constante de adsorcion de Langmuir (L/mg)

(Crittenden & Montgomery Watson Harza, 2012).
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2.8.2 Modelo de Freundlich

La isoterma de adsorcion de Freundlich, originalmente propuesta como una
ecuacidon empirica, se usa para describir los datos de adsorbentes heterogéneos,
donde no se considera la formacion de una monocapa tnicamente y donde la
energia de los sitios activos es de un tipo exponencial (Crittenden & Montgomery

Watson Harza, 2012), esta relacion es descrita por la ecuacion 3:
1
q = kCen ec. 3

Donde q = capacidad de adsorcion del soluto (mg de adsorbato /g de adsorbente),

Ce = concentracién en equilibrio del adsorbato en solucién (mg/L), k es la

capacidad de adsorcion de Freundlich (mg/g) (L/mg)'~y 1/n es el pardmetro de

la intensidad de adsorcion de Freundlich.

2.9. Materiales Adsorbentes

Existe una gran variedad de materiales adsorbentes empleados para le remocion
de compuestos orgdnicos como: carbones activados, resinas, minerales, y
residuos industriales agricolas (Soto, Moure, Dominguez, & Parajo, 2011). Se han
empleado varias tecnologias para eliminar compuestos inhibidores de
hidrolizados lignoceluldsicos, en donde el tratamiento con carbén activado y las
resinas de intercambio ionico eliminan eficazmente los inhibidores y puede
conducir a hidrolizados que muestran un rendimiento de fermentacion elevado

(Ranjan et al., 2009).

2.9.1. Estructura fisica y quimica del carbon activado

Los carbones activados son materiales poros cuyo tamano va desde menos de un

nanometro hasta varios miles de nandmetros. La Union Internacional de Quimica
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Pura y Aplicada (IUPAC) clasifica a los carbones basandose en los poro, que se
representa mediante la distancia entre las paredes de un poro en forma de
hendidura o el radio de un poro cilindrico (Bansal & Goyal, 2005). Los poros se
dividen en tres grupos: microporos, mesoporos (poros transicionales) y los

macroporos, (Bansal & Goyal, 2005).

Los microporos tienen dimensiones moleculares, siendo los radios efectivos
menores de 2 nm. La adsorcion en estos poros ocurre a través del llenado de
volumen, y no hay condensacion capilar presente. Tienen un volumen de poro
de 0.15a 0.70 cm?®/g. Su drea de superficie especifica constituye aproximadamente
el 95% de la superficie total del carbén activado. La estructura microporosa
puede subdividirse en dos estructuras microporosas superpuestas que implican
ultramicroporos con radios de poro efectivos menores de 0.6 a 0.7 nm y los
supermicroporos que muestran radios de 0.7 a 2 nm aproximadamente. Los
mesoporos, también llamados poros transicionales, tienen dimensiones efectivas
en el intervalo de 2 a 50 nm, y su volumen generalmente varia entre 0.1 y 0.2
cm®/g. El drea superficial de estos poros no supera el 5% del area superficial total
del carbono. Los macroporos no son de una importancia considerable para el
proceso de adsorcion en los carbones activados porque su contribucién al area
superficial del adsorbente es muy pequefia y no excede de 0.5 m?/g. Tienen radios
efectivos mayores a 50 nm, y frecuentemente en el intervalo de 500 a 2000 nm,
con un volumen de poro entre 0.2 y 0.4 cm?3/g. Los poros acttian como canales de

transporte para el adsorbato en los micro y mesoporos (Bansal & Goyal, 2005).

Se ha dirigido una cantidad considerable de esfuerzo para identificar y estimar
los grupos superficiales de carbon-oxigeno (o grupos funcionales) usando varias
técnicas fisicas, quimicas y fisicoquimicas que incluyen, neutralizacion con
alcalis, titulaciones potenciométricas, termométricas y radiométricas, y métodos
espectroscopicos tales como espectroscopia infrarroja (IR) y espectroscopia

fotoelectronica de rayos X (Bansal & Goyal, 2005).
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Figura 5. Estructura del carbdn activado con grupos funcionales oxigenados en

la superficie. (Marsh & Rodriguez-Reinoso, 2006)

Se presenta varias estructuras de grupos funcionales de oxigeno que podrian
encontrarse en los bordes de las laminas grafiticas (Figura 5). Los grupos
presentes se observan por separado en la Figura 6, como los son los carboxilos (a)
que pueden dar lugar a carboxilicos anhidridos (b) si son vecinos inmediatos. En
vecindad cercana a grupos hidroxilo o grupos carboxilo, los grupos carbonilo
pueden condensarse a grupos lactona (c) o formar lactols (d). Los grupos de tipo
hidroxilo simple (e) en el borde de las capas "aromaticas" serian de caracter
fendlico. La existencia de grupos carbonilo es muy plausible; pueden estar
aislados (f) u organizados en forma de quinona (g). Finalmente, el oxigeno de
grupo éter podria simplemente ser sustituido por los dtomos de carbono del

borde (h); tal oxigeno de tipo éter es muy dificil de detectar, (Boehm, 1994).
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Figura 6. Posibles grupos funcionales presentes en las superficies del carbon
activado (Boehm, 1994).
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3. Justificacion

Existe una pérdida considerable en la produccion de biohidrogeno derivado de
la fermentacion de hidrolizados de materia lignoceluldsica, que es causada por
la presencia de compuestos inhibitorios, resultantes de la degradacion de lignina,
de algunas pentosas, y hexosas: Estos inhibidores tienen un cierto grado de

toxicidad para los microorganismos que realizan la fermentacion oscura.

El proceso de adsorcidon con materiales a base de carbono puede ser una
alternativa eficiente para remover los compuestos inhibitorios presentes en el
hidrolizado del pretratamiento, por lo que los carbones activados comerciales
podrian adsorber preferentemente los compuestos inhibitorios, considerando su
similitud del tamafio de microporos con el didmetro de dichos compuestos,
ademas de la quimica superficial de estos adsorbentes. Lo anterior podria evitar

la adsorcion de los aztuicares fermentables presentes en el hidrolizado.
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4. Hipotesis

La similitud entre el didmetro de las moléculas que inhiben la fermentacion de
hidrolizados en la produccion de hidrogeno y el didmetro de poro de los carbones
activados comerciales propuestos, permitiran la remocion de estos compuestos
de una manera eficiente y hasta cierto punto selectiva, aunado a las propiedades
quimicas de los carbones activados, evitando la remocion de los aztcares
fermentables. Ademads, de acuerdo a los mecanismos de adsorcién previstos, la

adsorcion de compuesto inhibidores sera reversible.
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5. Objetivos
5.1. Objetivos generales

e Remover eficientemente los cinco compuestos inhibidores mas toxicos

presentes en un hidrolizado modelo con carbones activados comerciales.
5.2. Objetivos especificos

e Evaluar las caracteristicas especificas (drea especifica, capacidad de
adsorcion, distribucién de carga, didmetro de poro, etc.) de los distintos
materiales a base de carbon, de manera que se pueda seleccionar el o los
mas adecuados.

e Determinar las capacidades de adsorcion de  cuatro materiales
carbonosos, en un hidrolizado modelo para evaluar la factibilidad de su
aplicacion en remocion de inhibidores.

e Determinar las capacidades mdaximas de remocion (Qma) de los
compuestos inhibitorios presentes en mezcla en el hidrolizado modelo
sobre los materiales a base de carbon que presenten las mejores
propiedades.

e Evaluarla velocidad de remocidn (cinética) de los compuestos inhibitorios
presentes en un hidrolizado modelo con el carbon activado que presente
las mejores caracteristicas (fisicas y quimicas).

e Evaluar el efecto del pH (4, 5, 6, 7 y 8) en la capacidad de adsorcion de
inhibidores presentes en un hidrolizado modelo con un carbén activado.

e Determinar la capacidad de remocion de fenoles totales de un hidrolizado
real (clarificado), ademas determinar la concentracion de aztcares totales
removida.

e Realizar un estudio de adsorcién-desorcion de un hidrolizado real y un
hidrolizado modelo para determinar el grado de reversibilidad del

proceso de adsorcion de los compuestos inhibitorios.
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6. Materiales y Métodos
6.1 Materiales

Los Reactivos fueron obtenidos de Sigma-Aldrich con las siguientes
caracteristicas: 5-hidroximetilfurfural 99.5% en presentacion de 100 mg, Furfural
99% en presentacion de 500 ml, vainillina 99% en 500g, siringaldehido 98% en
presentacion de 26 g, acido acético 99.7% en una presentacion de 100 ml, ademas
de D-(+)-Glucosa 99.5 % en presentacion de 100 g. En el caso de los materiales
adsorbentes se eligieron cuatro carbones activados: carbon activado F-400 de
origen bituminoso marca CALGON; fibra de carbon activado (FCA) a base de
poliacrilonitrilo AW1105 de KoTHmex (Taichung, Taiwan) (Amézquita Héctor
J., 2015); carbones activado de madera y de concha de coco, adquiridos de la

empresa Clarimex.

Para el hidrolizado real se utilizé bagazo de Agave tequilana Weber variedad azul
proporcionado por la tequilera Casa Herradura ubicada en Amatitlan, Jalisco.
Los reactivos para obtener el hidrolizado, fueron HCl al 37.1%, acido galico de
975 a 1025 % en un presentacion de 100g, reactivo Folin Ciocalteu en

presentacion de 125 ml, y carbonato de sodio al 99% en presentacion de 500g.

6.2 Métodos
6.2.1 Modelacion de adsorbatos

Las moléculas inhibitorias (Furfural, 5-HMF, Vainillina, Siringaldehido y Acido
Acético) asi como los azucares (Glucosa y Xilosa) fueron modeladas en el
programa VEGA ZZ 3.1.1 - (c) 1996-2017 (Alessandro Pedretti & Giulio Vistoli
Virtual logP by Bernard Testa et al.) para determinar las dimensiones fisicas

(didmetro superficial y el didmetro volumétrico) en un estado de solvatacion.
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6.2.2 Caracterizacion de los carbones activados usados.

6.2.2.1 Determinacion de area especifica y distribucion del tamafio de poros de

los carbones activados.

El area especifica y la distribucion del tamafio de poros en los cuatro carbones
activados que se utilizaron en los experimentos (F-400, FCA, madera y concha de
coco) fueron determinados mediante un proceso de adsorcion - desorcion de N:
a 77 K utilizando el analizador ASAP 2020 Micrometrics. Para determinar el area
especifica se utilizo la ecuacion de BET (Brunauer-Emmet-Teller), ademas la
distribucion de tamafio de poros se obtuvo mediante calculos de la teoria

funcional de la densidad (DFT).

6.2.2.3 Determinacion de grupos funcionales oxigenados en la superficie de los

carbones activados (Titulaciones Boehm)

La titulacion Boehm es un técnica utilizada para determinar los sitios activos de
los carbones activados, este método se basa en titulaciones acido-base en donde
se utilizan cuatro tipos de soluciones que neutralizan cada uno de los sitios

activos (Boehm, 1994), cuya concentracion de estos se calcula como se muestra a

continuacion:

Csc = C sitios Carboxilicos NaHCO:0.1M
CscL = C sitios Carboxilicos + C Sitios Lacénicos Na:CO; 0.1 M
CscrLr = C sitios Carboxilicos + C Sitios Lacénicos + C Sitios Fendlicos NaOH 0.1 M

CSAT = C Sitios Carboxilicos + C Sitios Laconicos +C Sitios Fendlicos + C Sitios Carbonilos NaOCZHZ OlM

Para cada carbon activado la determinacion de sitios activos se llevo a cabo de la
siguiente manera: se pesaron 0.100 g de cada uno de los carbones y se les aniadi6

25 ml de la solucion neutralizante, cada muestra se coloco en tubos falcon de 50
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ml y se dejaron en agitacion contante durante 5 dias a 125 rpm. Posterior a los 5
dias, las muestras se centrifugaron a 3200 rpm y se tomaron 20 ml del
sobrenadante que fueron titulados con HC1 0.1M en la tituladora automatica MT
P70. La concentracion de los sitios activos en cada carbon activado se calculo

mediante la siguiente ecuacion:

Vin (Cin_cf)

Csp = X100 ec. 4

Donde Csa es la concentracion de sitios activos (meq /g), Vm es igual al volumen
inicial de la solucion neutralizante (L), Cin corresponde a la concentracion inicial
de la solucion neutralizante (eq/L), Ct es la concentracion final de la solucion

neutralizante (eq/L), m es igual a la masa del material adsorbente en gramos.

Para obtener la concentracion final (Cr) de la solucion a neutralizar se utilizaron

los datos de titulacion y la ecuacion siguiente:

Cf — Vr)(Cr)

v ec.5

Donde Vres el volumen utilizado de la solucidn titulante en ml, Cr corresponde
ala concentracion de la solucidn titulante (eq/L), y Vm es igual al volumen de la

muestra de la solucion neutralizante (ml).

6.2.2.4 Distribucion de carga superficial de los carbones activados

Para la determinacion de la distribucién de carga superficial y el punto de carga
cero (PCC) de los cuatro materiales adsorbentes, se realizd la siguiente
metodologia: se pesé 0.100g de cada CA en un vaso de 100 ml para la tituladora
automatica Mettler Toledo P70 (MT P70). Posteriormente se adicionaron 50 ml de
una solucion electrolitica de NaCl 0.1N y se llevaron a un proceso de agitacion
por un periodo aproximado de 12 horas, esto para alcanzar el equilibrio.
Trascurrida las 12 horas se realizo un ajuste de pH a 3 con HC1 0.1M, seguido de

un desplazamiento de CO: mediante una gasificacion con N2 durante 5 min.
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Finalmente, se titul6 con NaOH 0.1M y se realizé el andlisis de datos y la
distribucion de pKa’s con el software SAEIUS-pK-dist program © 1994 Jacek

Jagiello

6.2.3 Evaluacion de la capacidad de adsorcion

Se llevo a cabo un estudio de adsorcion de los compuestos inhibitorios en los

materiales carbonosos en los siguientes escenarios:

e En el primero, se colocd en frascos de vidrio color &mbar una masa de
11.25 mg de cada uno de los CA con 15 ml de los inhibidores (5-
hidroximetilfurfural, furfural, vainillina, siringaldehido y 4cido acético) a
una concentracion inicial de 100 ppm. Cada experimento se llevo a cabo
de manera separada y por triplicado en agua desionizada.

e En el segundo caso, se sustituy6 el agua desionizada por una solucion de
glucosa a 20 g/L (concentracién que en promedio se encuentra en los
hidrolizados reales).

e En el tercer caso, se mezclaron los inhibidores en presencia de glucosa a
las mismas concentraciones, y se contactaron con cada carbon activado.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Los tres experimentos se mantuvieron en agitacion constante a 125 rpm a una
temperatura de 25 °C en una incubadora orbital INO 650V-7 (ESEVE), y se ajusto
el pH a 5 con HCl o NaOH 0.1M hasta alcanzara el equilibrio, para finalmente
filtrar las muestras con filtros de nitrocelulosa de 0.22 um y analizar los

compuestos residuales en HPLC (Infinity 1200 Agilent Series).

Los resultados obtenidos de HPLC se utilizaron para calcular la capacidad de
adsorcion de los adsorbentes mediante un balance de masas representado por la
ec. 1. Ademads, se evalud la capacidad de remocion de aztcares totales en un

hidrolizado modelo, con las mismas caracteristicas antes mencionadas
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(Concentracion de glucosa 20 g/L, pH = 5, T = 25 °C). Las muestras fueron
analizadas mediante una técnica colorimétrica para la determinacion de azticares
segn Dubois et al, 1956., en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 490

nm.

6.2.4 Isotermas de Adsorcion

Las isotermas de adsorcion se determinaron para dos tipos de carbon activado
(F-400 y FCA), en mezcla y en presencia de glucosa, cuya metodologia fue: poner
en contacto diferentes concentraciones de los inhibidores (5-hidroximetilfurfural,
furfural, vainillina, siringaldehido y 4cido acético), desde 0.2 mmol/L hasta 1.6
mmol/L, con una masa fija (11.25 mg) de los dos materiales adsorbentes en
frascos de vidrio color &mbar a 25 °C hasta alcanzar el equilibrio. Posteriormente
los compuestos residuales fueron separados con filtros de nitrocelulosa de 0.22
um para poder ser analizados mediante HPLC (Infinity 1200 Angilent Series).
Los valores obtenidos fueron ajustados a los modelos de Langmuir (ec. 2) y
Freundlich (ec. 3) mediante el programa de STATISTICA 10.0 para determinar el

modelo que mejor ajusta los datos experimentales.

6.2.5 Cinéticas de Adsorcion

Para el estudio de la velocidad de remocién se prepard una mezcla a una
concentracion de 1.0 mmol/L de cada inhibidor (5-hidroximetilfurfural, furfural,
vainillina, siringaldehido y acido acético) y en presencia de 20 g/L de glucosa.
Seguido de esto, se adicionaron 15 ml de la solucion preparada a 13 frascos de
vidrio de 20 ml con 11.25 mg del material adsorbente (F-400) en cada uno, se
establecié una temperatura de 25 °C y con una agitacion de 125 rpm en una

incubadora orbital INO 650V-7 ESEVE. Las muestras se tomaron a diferentes
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tiempos (5, 10, 20, 40, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, y 300 min), y se filtraron

(0.22 um) antes de analizarse en HPLC (Infinity 1200 Angilent Series).

6.2.6 Efecto del pH

Para evaluar el efecto de pH en el proceso de adsorcion, se prosigui6é de la
siguiente manera: se prepararon hidrolizados modelo (5) con los cinco
inhibidores a una concentracion de 1 mmol/L, en presencia de 20 g/L de glucosa.
Se tomaron alicuotas de 15 ml y se pusieron en contacto con una masa
predeterminada (11.25 mg) de carbon activado (F-400), se les ajustd el pH a 3, 4,
6,7y 8,y las muestras se colocaron en una incubadora orbital INO 650V-7 ESEVE
a 125 rpm y a 25 °C hasta que se alcanz¢ el equilibrio. Se ajusto el pH con HCl o
NaOH 0.IN seguin fuera necesario. Los experimentos fueron realizados por
triplicado con su respectivo control, y las muestras filtradas (0.22 pum) se

analizaron en HPLC (Infinity 1200 Angilent Series).

6.2.7 Capacidad de adsorcion de los inhibidores con carbon activado en un

hidrolizado real clarificado
6.2.7.1 Hidrolizado real

Para obtener el hidrolizado real, el bagazo se triturd y lavd, posteriormente se
puso a secar al sol por un periodo de una semana. Cuando esta listo, se prepara
una solucion 5% w/v de bagazo de la siguiente manera: se colocan 20 g de bagazo
de agave en frascos de vidrio schott de 200 ml y se le anade HCl al 2.7 %, se
colocan en una estufa a 125°C por un periodo de 1 hora y 30 min. El hidrolizado
se filtra y centrifuga a 3500 rpm/10 min, finalmente se ajusta a pH 5 para poder

manejarlo y cuantificar aztcares totales.
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6.2.7.2 Cuantificacion de azticares totales e inhibidores

Para evaluar la remocion de aztcares totales, se llevaron a cabo experimentos de
adsorcion de la siguiente manera, a una masa determinada de CA F-400 (11.25
mg) se le anadieron 15 ml del hidrolizado real y se sometieron a agitacion en una
incubadora orbital INO 650V-7 ESEVE a 125 rpm y a 25 °C, después de alcanzar
el equilibrio se toma el sobrenadante para el andlisis. La capacidad de remocion
de azucares totales en el hidrolizado real, se llevo a cabo mediante una técnica
colorimétrica segiin lo propone Dubois et al, 1956., en un espectrofotometro

UV/Vis a una longitud de onda de 490 nm.

La cuantificacion de los inhibidores, furfural y 5-HMF se llev6 a cabo mediante
HPLC (Infinity 1200 Angilent Series), mientras que los fenoles, como la vainillina
y el siringaldehido, se determind mediante la técnica colorimétrica de fenoles
totales (Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventds, 1999), la cual nos menciona
que los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo Folin-Ciocalteu a un pH
basico, dando lugar a una coloraciéon azul susceptible para una determinaciéon

espectrofotométrica a una longitud de onda de 765 nm.

6.2.8 Adsorcion-desorcion de un hidrolizado modelo y uno real.

En un frasco de vidrio &mbar se coloc6 una masa de CA F-400 a la cual se le
afladié una cantidad de una solucién que contenia 1 mmol/L de cada inhibidor
y 20 g/L de glucosa, ademas se coloco un control de la solucién, y ambos frascos
permanecieron en un incubadora INO 650V-7 ESEVE a 125 rpm y a 25 °C: Se les
estuvo ajustando el pH a 5 hasta que se alcanzo6 el equilibrio. Posteriormente se
retiro el sobrenadante y el CA fue sometido a un solvente (etanol) para poder
recuperar los compuestos inhibitorios que fueron adsorbidos en el material
carbonoso. Las soluciones fueron filtradas, a través de filtros con una tamano de

poro de 0.22 um y analizadas en HPLC (Infinity 1200 Angilent Series).

32



7. Resultados y Discusion
7.1 Determinacion de area especifica y distribucion del tamafio de poros

La determinacion del &rea especifica y la distribucion del tamafio de poros de los
carbones activados se llevd a cabo mediante isotermas de adsorcion-desorcion de
N2 a 77 K, en donde los datos de la isoterma fueron ajustados mediante la

ecuacion BET y la teoria funcional de la densidad electrénica (DFT).

La Figura 7 muestras las isotermas de adsorcion-desorcion de los cuatro tipos de
carbones activados, las cuales son isotermas tipo II, indicando que los materiales
tienen microporos, mesoporos y macroporos en su estructura (Lowell y Shields,
1991). Con base a las formas que toman las cuatro curvas se puede deducir que
los cuatro materiales poseen una alta microporosidad especialmente la FCA.
Ademas, la histéresis que se forma en la desorcion del material de concha de coco
y FCA es muy similar a la curva de adsorcion, a diferencia del material
bituminoso y de madera, sin embargo, no presentan diferencias muy
significativas. Por otro lado la Figura 8 demuestra que el carbon activado F-400 y
la FCA presentan un mayor volumen de supermicroporos que los carbones de
madera y de concha de coco, lo cual indica que presentaran una mayor area
disponible para el proceso de adsorcion. Como se observa en la Tabla 5 el
diametro de las moléculas inhibitorias es de aproximadamente 1nm, lo que
equivale a 10 A, por lo cual se espera que el proceso de difusién a través de los

poros no sea un paso limitante en el proceso de adsorciéon
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La Figura 9 representa la distribucion del tamafo de poros, en donde podemos
observar la presencia de un pico muy pronunciado correspondiente a la FCA, lo
cual indica la abundante presencia de ultramicroporos (< 7 A). El resto de los
carbones activados presentan una menor cantidad de ultramicroporos, sin
embargo, los cuatro carbones activados presentan una abundante presencia de
supermicroporos (7-20 A), lo cual es favorable para que las moléculas inhibitorias

difundan al interior del adsorbente.
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Figura 9. Volumen incremental contra distribucion del tamafio de poro en los

cuatro carbones activados.

Uno de los principales aspectos que se tomo en cuenta fue la distribucion del
tamano de poro en los carbones activados. En la Tabla 4 se puede observar que
el carbon activado que presenta mayor porcentaje de stiper microporos es la FCA
(52.8%), ademas, presenta la mayor area especifica disponible (1065 m?/g). El

carbon activado de concha de coco tiene un 50.9 % de ultra microporos pero su
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area especifica es baja (592 m?/g), lo que representa menos drea disponible para
el proceso de adsorcion. Sin embargo, en el caso del carbén activado F-400 a pesar
de que no tiene una gran cantidad de stper microporos (36.2%), si tiene una
considerable cantidad de ultra microporos, lo cual le confiere una alta drea
especifica (939 m?/g) para llevar a cabo el proceso de adsorcion. Por otro lado el
carbon activado de madera posee bajos porcentajes de ultra y siper microporos,

lo cual se ve reflejado en su poca area especifica (Tabla 4).

Tabla 5. Area especifica y distribucién del volumen de poro en los cuatro
carbones activados.

m?/g cm?/g
Porcentaje

Muestra Area Ultra micro Super micro Meso  Macro
especifica <7A 7-20 A 20-50 A >50 A
FCA 1065 0.1103 0.2188 0.0853 | 0.0003
845.6* 26.6 % 52.8 % 206% | 0.1%
F-400 939 _.0.1630_____ ______O_._1_3_9_4_L} 0.0775 | 0.0056
737.1* 1 423% | 36.2 % 201% | 1.5%
Concha de 592 0.1309 0.1024 0.0235 | 0.0006
€oCo 536.9% 50.9 % 39.8 % 9.1 % 0.2 %
Madera 839 0.1307 0.1378 0.0821 | 0.0030
637.6* 37 % 39 % 232% | 0.8%

* Area disponible correspondiente a los microporos

Aunado a esto, en la Tabla 5 podemos observar los didmetros volumétricos de
las moléculas inhibidoras. Esta informacion es de utilidad para determinar si las
moléculas problema son capaces de difundir en los ultra o siper microporos los
cuales presentan un didametro <7 Ay 7 — 20 A, respectivamente. El didmetro
volumétrico de las moléculas inhibidoras no presentan una diferencia
significativa respecto al de la glucosa (1.04 + 0.03 nm), mondmero utilizado en el
hidrolizado modelo, por lo que este podria competir por sitios activos en el
proceso de adsorcion, ya que podria difundir de igual manera en el interior de

los stper microporos. Relacionando la Tabla 5 y 6 podemos decir que la FCA y
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F-400 son dos carbones con propiedades fisicas adecuadas para que las moléculas
de interés puedan adsorberse en los supermicroporos en grandes cantidades,
debido a que ambos carbones posen un area superficial mayor que la de los otros
dos materiales, la cual radica en que la mayor parte de su superficie estad

compuesta de ultramicroporos y supermicroporos (ver Tabla 4).

Tabla 6. Didmetro volumétrico (DV) de las moléculas inhibidoras solvatadas y
de los posibles carbohidratos en los hidrolizados.

Moléculas DV (nm)

5-HMF 1.02
Furfural 1.01
Vainillina 1.03

Siringaldehido 1.04
Acido Acético 1.01
Glucosa 1.04
Xilosa 1.03

7.2 Determinacion de grupos funcionales de los carbones activados

Se llevo a cabo la caracterizacion de los cuatro materiales adsorbentes, mediante
titulaciones Boehm. En la Tabla 6 podemos observar que los grupos carbonilos
son lo que se encuentran en mayor concentracion (0.53 a 1.98 meq/g), por lo que
se esperaria que los cuatro materiales presenten un caracter mas basico que acido.
También se puede observar que existe una presencia significativa de grupos
fenolicos, aunque en menor proporcion, los cuales podrian presentar

interacciones con los compuestos inhibitorios.
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Tabla 7. Grupos funcionales presentes en la superficie de los cuatro tipos de

carbones activados.

Material Carboxilicos Lactonicos Fenolicos Carbonilos Total
meq/g
FCA 0.09 0.64 1.01 1.82 3.56
F-400 0.02 0.10 0.22 0.53 0.88
h
Concha de 0.04 0.05 0.19 1.28 1.56
€oco
Madera 0.01 0.02 0.12 1.98 2.14

7.3 Punto de carga cero (PCC)

La distribucion de carga superficial reportada en la Figura 10 muestra los valores
de puntos de carga cero (PCC) de los materiales, para el carbén activado de
concha de coco fue de 9.2, para el material bituminoso (F-400) de 9.6, para el
carbon activado de madera de 7, y 6.25 para la fibra de carbdn activado, por lo
cual es posible confirmar el cardcter basico de los dos primero carbones, mientras
que los otros dos se encuentran alrededor de un pH neutro. Esto quiere decir que
los 4 materiales tendran una carga neta positiva en la superficie, debido a que los
experimentos se llevaron a cabo a un pH 5. Esta condicidn facilita el proceso de
adsorcion de las moléculas inhibidoras, mediante interacciones de tipo m-m, e
incluso enlaces de tipo puente de hidrégeno, ya que como podemos observar en
la Tabla 6 la mayoria de los carbones activados poseen una cantidad considerable
de grupos funcionales oxigenados que pueden intervenir en la formacion de

puentes de hidrégeno.
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Figura 10. Distribucion de carga de los cuatro carbones activados.

Cabe sefalar que la concentracidon de grupos oxigenados reportada en la Tabla 6
coincide con la distribucion de carga de los adsorbentes reportada en la Figura

10.

7.4 Evaluacion de la capacidad de adsorcion.

Se llevaron a cabo experimentos de adsorcion de los compuestos inhibitorios en
cuatro tipos de carbones activados, en tres condiciones diferentes. En el primer
caso (Figura 11), se realizaron experimentos con inhibidores individuales en
agua desionizada. Podemos observar que todos los inhibidores presentan una
buena afinidad por los cuatro tipos de CA, ya que se obtuvieron capacidades de
adsorcion que van de 40 a 130 mg/g. La FCA, presenta las mayores capacidades
de adsorcion (Anexo A, Tabla A.1), esto debido, a que presenta la mayor cantidad
de super microporos, los cuales tienen un didmetro que se asemejan al tamano
de didmetro volumétrico de las moléculas, y ademas es el que presento la mayor

area especifica, comparada con el resto de los adsorbentes (Tabla 4).
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Figura 11. Capacidades de adsorcién de los inhibidores individuales a una
concentracion inicial de 100 ppm en los cuatro tipos de carbones activados. T =
25 °C, pH =5, en agua desionizada.

En el segundo caso, se llevaron a cabo los experimentos de adsorcién de
inhibidores individuales en una solucion que contenia 20 g/L de glucosa, (Figura
12). Se observd que las capacidades de remocion disminuyeron en todos los caso.
Por ejemplo, el furfural presentd la mayor reduccién en capacidad de adsorcion,
de 85 mg/g a 17 mg/g. Estas reducciones podrian deberse a la presencia de la
glucosa en la solucidn, ya que representa otro compuesto mas que compite por
los sitios activos disponibles para el proceso de adsorcion. Los datos completos
de las capacidades de adsorcion de este caso se reportan en el anexo A (Tabla
A.2). Por otro lado, la glucosa puede formar puentes de hidrogeno con el carbon
activado, por lo que también podria estar ocupando sitios activos mediante estas
interacciones. Ademas existe la posibilidad de que la glucosa interaccione con los
inhibidores. La Figura B.1 del espectro UV/Vis del 5-HMF mostro que no existe
formacion de nuevas especies ya que no se observa ninguna variacion en las
bandas de absorbancia, razén por la cual no se muestra una elevada perdida en
la capacidad de adsorcion en la Figura 12 comparada con la Figura 11. Como se
observa en la Figura B.2 del anexo B la absorbancia del furfural no presenta un
variacién en las bandas cuando se encuentra en presencia de agua desionizada o
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en 20g/L de glucosa, por lo que la gran pérdida en la capacidades de adsorcién
podria atribuirse al coeficiente octano/H:0 que tiene (-0.09), lo cual le confiere un
caracter un poco mas polar, provocando que este mas en la solucion acuosa que
en la parte hidrofoba del carbon activado. Los compuestos fendlicos como la
vainillina presenta una variaciéon en la mayoria de sus bandas en el espectro
UV/Vis (anexo B, Figura B3) por lo que se presenta una perdida en su capacidad
de adsorcion, sin embargo no es tan grande debido a que su coeficiente de
particion es de 1.37 (caracter hidréfobo) y tiende a ser mas afin al carbon activado
por otro lado el siringaldehido presenta una tendencia similar a la vainillina
debido a que tiene un coeficiente de particion de 1.31 y tendrd un cardcter mas
hidréfobo, de igual manera en el espectro UV/Vis de la Figura B.4 se observa una
variacion en las bandas de absorbancias lo cual se ve reflejado en la pérdida de
capacidad de adsorcién aunque no es muy marcada por lo mencionado
anteriormente. El dcido acético como se reporta en la Figura B.5 tiende a
interaccionar con la glucosa debido a que puede presentar interacciones de tipo
puente de hidrégeno mediante el grupo hidroxilo que posee en su estructura,
razén por la cual presenta una de las principales reducciones en la capacidad de

adsorcion.
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Figura 12. Capacidades de remocién de los inhibidores individuales a una
concentracion inicial de 100 ppm en los cuatro tipos de carbones activados. T =
25°C, pH =5, en 20 g/L de glucosa
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Figura 13. Capacidades de remocion de los inhibidores en mezcla a una
concentracion inicial de 100 ppm en los cuatro tipos de carbones activados. T =
25°C, pH =5, en 20 g/L de glucosa

Finalmente, se llevaron a cabo los experimentos de adsorcion en mezcla con las
mismas concentraciones iniciales de inhibidores y glucosa, 100 ppm y 20g/L
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respectivamente. Como se observa en la Figura 13, las capacidades de adsorcion
disminuyeron considerablemente, principalmente la de los compuestos
furanicos. El furfural y el 5-HMF fueron los mas afectados, ya que presentaron
remociones de 9.84 a 19.82 mg/g y de 4.93 a 19.58 mg/g, respectivamente. Esto se
debe a que principalmente, como ya se menciond, son compuestos hidrofilos
principalmente el 5-HMF (Coef. Octanol/H20 =-0.09) y tienden a estar mas en la
solucion de glucosa que tener alguna interaccion con el material adsorbente que
es hidréfobo. Por otra parte, los compuestos fenolicos a pesar de que presentan
una reduccion en su capacidad de adsorcion, contintian removiéndose en
elevadas concentraciones, entre 60.86 y 90.81 mg/g para vainillina y
siringaldehido, respectivamente (Anexo A, Tabla A.3). Esto se debe a que los
compuestos fenolicos presentan una hidrofobicidad mayor que los compuestos
furdnicos y el 4cido acético. Aunado a esto, basandonos en la Figura 10 y al pH 5
de trabajo, los carbones se encuentran con una carga neta positiva, lo cual
favorece el proceso de adsorcion ya que los compuestos en cuestion tiene una
densidad electronica negativa debido al grupo aromatico que poseen en su
estructura, por lo que la adsorcion en los materiales adsorbentes es mayor en
comparacion con los otros inhibidores. La reduccion en las capacidades de
adsorcion de los inhibidores también se debe a la competencia entre todas las
moléculas por ocupar los sitios activos en las superficie del carbon activado, en
donde influye la hidrofobicidad de los compuestos, las interacciones que las
moléculas tengan con el carbon activado, y las interaccion que pueda ocurrir

entre la glucosa y los compuestos inhibitorios.

Los furfurales a pesar de que son compuestos menos hidréfobos, presentan
interacciones de tipo m- m (Figura 14) con el carbon activado debido a la

hibridacion sp? que poseen en su anillo.
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Furfural T—T

5-HMF Carbon activado

Figura 14. Interacciones entre los furfurales y el carbon activado, mediante

interacciones de tipo m- .

En el caso de los compuestos fendlicos, los mas hidrofobos en la mezcla, pueden
presentar una interaccion de tipo -7t con el carbon activado debido a los grupo
aromatico que presenta (Figura 15), ademds de interacciones de tipo puente de
hidrogeno con el 4cido acético debido a los grupos oxigenados que el carbon

activado presenta en la superficie.

O Acido acético

A

C——CH;s

OCHa Carbon activado
Vainillina

Figura 15. Interacciones entre el carbdn activado, compuestos fenolicos y acido

acético.
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Por otro lado, se llevé a cabo la evaluacion de la capacidad de remocion de los
azucares totales de los diferentes carbones activados, esto para determinar si la
glucosa se estaba removiendo en cantidades considerables debido a las altas
concentraciones (20 g/L) que se colocaron en el hidrolizado modelo, teniendo en
cuenta que los azticares son los compuestos de utilidad para llevar acabo la
fermentacion oscura para la produccion del biohidrégeno. En la Figura 16
podemos observar que la capacidad de remocién maxima de la glucosa es muy
baja, 1.97 mg/g, en comparacion con la remocion total de los inhibidores que
puede llegar a 210 mg/g. Es decir, la remocion de azticares en el sistema es menor
al 1%. Esto se puede atribuir a que la hidrofobicidad de los inhibidores
principalmente los compuestos fenolicos es mayor debido a que tienen
coeficientes de particion entre 1.31 y 1.37 otorgdndoles este caracter, que por el
contrario, la glucosa tiene un coeficiente de particion de -3.3 presentando un
caracter mas hidrofilico y evitando asi la superficie del carbon activado que es
mas hidréfoba. La glucosa podria presentar interacciones tipo puente de
hidrégeno con los carbones activados mientras que los compuestos furdnicos y
fenoles pueden ademds experimentar interacciones de tipo m-m, lo cual

favorecera su remocion.

25
1.97 1.89
2.0
1.65
515 mF-400
g Coco
o 10 Madera
0.53
0.0
F-400 Coco Madera FCA

Figura 16. Capacidad de remocion de azucares totales (glucosa), en un
hidrolizado modelo con los cuatro tipos de carbon activado. T =25 °C, pH=5y
concentracion inicial de 20g/L de glucosa.
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Debido a las bajas remociones de aztcares, elevada area superficial, y contenido
de supermicroporos, los carbones activados F-400 y FCA mostraron las mejores
remociones de compuestos fendlicos, y ademas tienen las propiedades fisicas
adecuadas para usarse en sistemas en continuo. Por este motivo estos carbones

activados fueron seleccionados para continuar con los siguientes estudios.

7.5 Isotermas de Adsorcion

Se determinaron las isotermas de adsorcion para los 5 inhibidores (Figura 17) y

se ajustaron con los modelos matematicos de Langmuir y Freundlich.
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Figura 17. Isotermas de adsorcion de 5-HMF (A), Furfural (B), Vainillina (C),
Siringaldehido (D) y Acido acético (E) sobre carbones activados F-400 y FCA en
20 g/L de glucosa. Los datos fueron ajustados con dos modelos matematicos:

Langmuir (—) y Freundlich (----).

En todos los casos el modelo que mejor se ajustd a los datos experimentales fue
el de Langmuir. Los parametros y coeficientes de correlacion se resumen en la
Tabla 7. Lee y Park en 2016 demostraron que para los compuestos fenolicos y
furanos, el modelo de Freundlich era el que mejor ajustaba a sus datos
experimental con coeficientes de correlacion de (R?) 0.96 a 0.98, y reportaron una
mayor selectividad por parte de los compuesto fendlicos, sin embargo esto se
presta a discusiébn ya que las concentraciones que utilizaron no fueron
equimolares en la solucién, unas se encuentran en mayor concentracion que

otras.
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Tabla 8. Parametros delas isotermas de adsorcion de Langmuir y Freundlich
para los inhibidores en los carbones activados F-400 y FCA.

. Langmuir Freundlich
Material | 1 ibidor be Qo
Adsorbente R2 | K nc R?
(I/mmol) (mmol/g)
5-HMF 21.9 0.35 097 ] 034 0.17 091
Furfural 26.8 0.37 0.85] 035 0.13 0.67
F-400 Vainillina 10.1 0.68 095 ] 0.65 029 09
Siringaldehido 4.5 1.02 097 | 09 041 092
Acido Acético 2.3 0.28 096 | 0.19 043 091
5-HMF 106.3 0.54 090 | 0.55 0.09 0.69
Furfural 25.3 0.46 096 | 0.46 0.16 0.82
FCA Vainillina 14.7 0.56 0911055 02 038
Siringaldehido 5.57 0.99 095| 09 037 0.89
Acido Acético 9.24 0.41 099 | 0.38 0.27 0.93

2: Constante de Langmuir, * Capacidad maxima de adsorcién, b: contante de adsorcién de Freundlich, < intensidad de
adsorcion de Freundlich, R2: Coeficiente de correlacion

En el modelo de Langmuir, el pardmetro de Qmax suele ser interpretado como la
total cobertura de la monocapa. A partir del andlisis de las isotermas, se
determind que el siringaldehido obtuvo la mayor capacidad de adsorcién: para
el caso del CA F-400 se obtuvo un valor de 1 mmol/g, mientras que para la FCA
el valor fue muy similar, aproximadamente 0.99 mmol/g, por lo que ambos
carbones son aptos para remover este tipo de inhibidor. Otro inhibidor
importante y que presentd buenas remociones fue la vainillina, un compuesto
fendlico que al igual que el siringaldehido, presentd capacidades maximas muy
aceptables (> 0.5 mmol/g). Soleimani Majid en 2014 reportd isotermas de
adsorcion para compuestos fenolicos, furanos y acido acético. Para todos los
datos experimentales uso el ajuste matematico de Langmuir, en donde para los
compuestos fenolicos reporté una gqmax de 326 mg/g que comparada con los
resultados que se obtuvieron en este estudio fue mayor; para el caso de los
compuestos furanicos, la qmax que reportd de igual manera es muy elevada (211
mg/g) y finalmente reporta para el acido acético 18.8 mg/g. Los resultados que
Soleimani reporto son elevados, debido a dos factores: 1) utilizé concentraciones
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iniciales muy elevadas (hasta 4000 mg/L), y 2) utilizé cantidades de carbon
activado superiores a las de este estudio (0.5 g) en un volumen de 50 ml, por lo
que las capacidades maximas de adsorcion son muy elevadas comparadas con

|1as de este estudio ya que se asemejan mas a las de un hidrolizado real.

7.6 Cinéticas de adsorcion

Mediante la determinacion de cinéticas de adsorcion se evaluaron las velocidades
de adsorcion, asi como también el tiempo necesario para que las moléculas en
cuestion (inhibidores) alcancen el tiempo de equilibrio (momento en el que el pH
no presenta variaciones) en el hidrolizado modelo, todo en presencia del CA F-
400, debido a que fue material adsorbente con mejores propiedades quimicas y
fisicas para su posterior uso en columnas de lecho empacado. En teoria las
moléculas inhibidoras podrian difundir rdpidamente debido a su tamafio (~1nm),
ademas, la nube electronica de los compuestos fenodlicos le confiere una carga
muy negativa, por lo cual la cinética podria ser un poco mas rapida que en el caso
de los compuestos furanicos, justo como se observa en la Figura 18. En general
podemos observar que la mayor cantidad de remocion se llevo a cabo en los
primeros 30 min para la vainillina y siringaldehido respectivamente, con
remociones de mas 83 y 90% respectivamente, llegando a velocidades maximas
de remocion de 0.0011 mmol/min para el siringaldehido y 0.0032 mmol/min para
la vainillina. Los compuestos fendlicos poseen una densidad electrénica negativa
mas abundante que los otros inhibidores, y tomando en cuenta que el pH al que
se trabaja es 5, la carga del carbon activado F-400 neta es positiva, aunado a esto
como ya se menciono son los compuestos mas hidrofobos, por lo cual hace que
estos inhibidores se adsorban mas rapido y en mayor concentracion. En el caso
del 5-HMF vy el furfural alcanza un 94.7 y 95.2% de remocién, ambos a los 30 min,
con velocidades maximas de remocion de 0.0013 mmol/min para los dos

inhibidores, aunque representan porcentajes mayores que los compuestos
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fendlicos, como se observd en la isotermas, las capacidades son muy bajas, por lo
que se adsorbe una minima cantidad de estos inhibidores (Figura 18). Estas
remociones son un poco mas lentas debido a que los derivados de furanos son
compuestos mas hidroéfilos que los compuesto fenolicos, por lo que su difusion
serd un poco mas lenta. El compuesto que mas rapido difunde en el carbon
activado F-400 es el acido acético, ya que en 20 minutos el material adsorbid mas
del 81% de la concentracion del compuesto. Como se observa en la Figura 18 su
caida de concentracion es la mas rapida, debido también a que la velocidad
maxima de adsorciéon fue 0.0057 mmol/min, siendo la mayor para los cinco
inhibidores, esto principalmente a que tiende a formar interacciones tipo puente
de hidrogeno con todo los grupos oxigenados presentes en la superficie del

carbon activado F-400.

1
5-HMF
o \ ° . Furfural
% 0.8 —e—Vainillina
\‘\\A Siringaldehido
Acetico
—e— Azlcares
0.6

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Tiempo (min)

Figura 18. Velocidad de remocién de los cinco compuestos inhibitorios, a
concentraciones equimolares (1 mmol/L) a una temperatura de 25 °C, pH=5y
en 20 g/L de glucosa.

7.7 Efecto del pH

El proceso de adsorcion de los inhibidores en el carbdn activado es bastante
sensible a los cambios en el pH. Si los solutos a eliminar son acidos debiles (como
los fenoles o acidos carboxilicos), el pH del medio afecta su adsorcion (Mussatto,

2004). Por ejemplo, los fenoles son acidos débiles y, a un pH bajo, las moléculas
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fenolicas neutras o no ionizadas son altamente adsorbidas, mientras que a un pH
alto, los fenoles son aniones (iones fenolato) y se adsorben menos (Mussatto,

2004).

En este estudio se llevaron a cabo experimentos de adsorcion entre pH 3 y 8. Con
base a lo reportado en la literatura y los valores de los pKa de las moléculas
inhibidoras, y en funcion de la distribucion de carga del carbon activado F-400
(carga neta positiva), tedricamente se esperaba que las remociones variaran con
el pH, ya que el acido acético se encuentra disociado y cargado negativamente,
lo cual promueve la atraccion electrostatica entre el carbdn activado y la molécula
inhibidora, ya que la molécula del dcido acético con un pKa de 4.75 generalmente
se disocia a un pH por debajo de 5, por lo que el proceso de adsorcion se favorece,
como se observo a un pH = 4 que es donde se gener6 la mayor capacidad de

remocion. (Figura 19).

En el caso de los compuestos furdnicos su pKa es muy elevado, por lo que es de
esperar que la variacion de pH no influyera mucho en el proceso de adsorcion,
lo cual lo corrobora la figara 19. Por el contrario, los compuestos fenolicos (el pKa
de la vainillina es 7.4 y el del siringaldehido 7.24) podria presentar alguna
disociaciéon a pH basico, lo cual se ve reflejado en una ligera diminucion de la

adsorcion.
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Figura 19. Efecto de pH en el proceso de adsorcion de los compuestos
inhibidores en un hidrolizado modelo a concentraciones equimolares de 1

mmol/L, a una temperatura de 25 °C y en 20g/L de glucosa.

Mussatto en 2004 mencion6 que a un pH de 2 existe una eliminaciéon importante
de los productos de degradacion de la lignina (en particular de los compuestos
fendlicos). Este autor concluyé que el pH es una variable que influye fuertemente
en los procesos de adsorcion utilizando carbon activado. El Estudio de Mussatto
hace hincapié en el efecto de pH, y como se ve en este estudio, si se observan
algunos efectos, principalmente en el acido acético y en los compuestos fendlicos
en los extremos de los rangos de pH. Es importante mencionar que en su mayoria
los hidrolizados acidos generalmente tiene un pH cercano a 1, y estos se
neutralizan o se les ajusta el pH dependiendo del proceso en el cual se
procesaran. Por esta razén es importante mencionar que evaluar un efecto de pH
en los experimentos es de gran importancia para optimizar los métodos

utilizados.
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7.9 Adsorcion de inhibidores en un hidrolizado real.

Para llevar a cabo el estudio de remocion de compuestos que inhiben el proceso
de fermentacion oscura que realizan los microorganismos, se preparé un
hidrolizado real de bagazo de Agave tequilana variedad azul en condiciones
acidas. La Tabla 8 reporta las concentraciones de los inhibidores, con excepcion
de la vainillina debido a que las concentraciones de los compuestos fenolicos por
separado son bajas, con base a esto se cuantifica la remocion de fenoles totales en

el hidrolizado real.

Tabla 9. Concentracién de compuestos inhibidores y azticares totales presentes

en un hidrolizado real de bagazo de agave variedad azul, y su remocién con CA

F-400.
CA Compuestos ppm ppm Q mg/g
inicial final
Furfural 52.0 41.3 14.1
5-HMF 42.4 33.4 6.0
F-400 @ Acético 547.0 481.7 86.3
Fenoles totales 153.3 93.6 79.3
Azucares totales 2 15.35 8.94 1.28

a: Los aztcares totales se reportan en g/L

El acido acético se presenta en mayor cantidad que los otros compuestos, lo cual
promueve que se remueva mas (86.3 mg/g) que los compuestos que inhiben la
fermentaciéon. Por otro lado los compuestos fendlicos se encontraron en
concentraciones similares a las que se manejaron en los estudios con hidrolizado
modelo, y la capacidad de remocion de estos es 79.5 mg/g (Figura 20), lo cual es
muy similar a lo que se reporté con el hidrolizado modelo (seccion 7.2). De igual
manera, aunque los compuestos derivados de furanos se presentaron

aproximadamente a la mitad de la concentracién de lo que se usé en el
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hidrolizado modelo, estos se removieron en la misma cantidad. Es importante
resaltar que la concentracion de aztcares en el hidrolizado real tratado es 8.94
g/L muy alta comparada con la concentracion de los inhibidores (Figura 20), lo

cual podria resultar en una elevada produccion de hidrégeno.
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Figura 20. Capacidades de remocién de los compuestos presentes en un

hidrolizado real con carbén activado F-400, a un pH =5y una T =25 °C.

7.8 Adsorcion-Desorcion de un hidrolizado modelo y uno real

Se realizaron experimentos de adsorcién-desorciéon para determinar Ila
factibilidad de obtener productos de valor agregado, ya que como se ha
mencionado algunos inhibidores poseen caracteristicas que son de utilidad en
algunas industrias. Como por ejemplo, la vainillina es el principal componente
quimico del extracto de vainilla. Hoy en dia este compuesto todavia se fabrica a
partir de residuos de lignina. La vainillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido), es
un compuesto aromatico de olor agradable, que se produce naturalmente en los

frijoles de vainilla y se usa ampliamente como un aditivo aromatizante para
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bebidas, cocina y como un aditivo aromatico para velas, incienso, fragancias,

perfumes y ambientadores. (R. Kumar, Sharma, & Mishra, 2012b).

Adsorcion-Desorcion
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20 Des-Siringaldehido
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Figura 21. Adsorcion-desorcion de inhibidores en hidrolizado modelo, con

carbon activado F-400 a pH =5, T =25°C, 20g/L de glucosa y concentracion
inicial de 100 ppm.

Debido a la escasez y el gasto del extracto de vainilla natural, ha existido un gran
interés en la preparacidn sintética de su componente predominante, por este
motivo es importante hacer un estudio sobre la remocion de este compuesto en
los hidrolizados, y determinar cudnto se puede recuperar para reutilizarlo en las

industrias de alimentos, aromatizantes etc.
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Adsorcion-Desorcion

100
90 I Ads-Furfural
80 = Des-Furfural
70 I Ads-A. Acético
= 60 Des-A.Acético
a 50
o 40 . Ads-FT
30 Des-FT
20 Ads-5-HMF
10 B — Des-5-HMF
0

Figura 22. Adsorcién-desorcion de inhibidores en hidrolizado real, con carbén
activado F-400 a pH =5, T = 25°C, 20g/L de glucosa y concentracion inicial de
100 ppm.

En la Figura 21 podemos observar que a una concentracion de 100 ppm el
adsorbente F-400 remueve 89.1 mg/g y en presencia de 20g/L de glucosa. Después
de someter al F-400 saturado a un proceso de desorcidn con etanol al 50% y a una
agitacion de 125 rpm, se logrd recuperar una cantidad de 55.8 mg/g, lo cual a una
escala real podria representar cantidades considerables de este producto ya que
presento los mejores rendimiento, por lo cual se le podria dar un valor agregado

al tratamiento 4cido de hidrolizados destinados a la produccion de hidrégeno.

Por otro lado, también se llevaron a cabo experimentos de adsorcidon-desorcion
en un hidrolizado acido real, para determinar la factibilidad del proceso
reversible a la remocion. Como se observo en la figura 21, el 4cido acético mostro
los mejores rendimientos alcanzando un remocién de 86.6 mg/g lo cual se le
atribuye principalmente a su alta concentracion presente en el medio (547ppm).
De dicha remocion se logrd recuperar 65.9 mg/g, lo que representa un 75% de

producto recuperado. De igual manera otros de los compuestos que indica tener
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una factibilidad para recuperarse son los fenoles totales, ya que se adsorbio 79.5
mg/g en nuestro material, del cual se logrd recuperar 40.6 mg/g de dicho
compuestos, lo que representa el 50% de producto recuperado. Estos resultados
son de gran interés ya que tanto el acido acético como los compuestos fenolicos,
son compuestos a los cuales se les puede dar un valor agregado en la industria y

que son un contaminante en los hidrolizados acidos de bagazo de agave.
8. Conclusiones

Los compuestos fendlicos (vainillina y siringaldehido) presentan una excelente
afinidad por el carbon activados F-400 ya que tiene capacidad de adsorciéon de
60.86 mg/gy 64.25 mg/g, respectivamente. Esto debid a la mayor hidrofobicidad

en comparacion con los otros inhibidores.

En lo que respecta a la remocion de los azucares totales, todos los carbones
activados presentaron capacidades muy pobres, especialmente el CA F-400 que
adsorbié 0.53 mg/g. Por lo que el carbon activado F-400 es apto para remover
compuestos fendlicos, y ademads, adsorbe una pequena fraccién de azucares

dejando la mayor cantidad de estos en el hidrolizado.

Los datos experimentales de adsorcion se ajustaron mejor al modelo de
Langmuir, asi entonces el proceso de adsorcion se lleva a cabo en un sistema de
monocapa, ademas el F-400 mostrd una mayor selectividad para los compuestos
fendlicos, con capacidades maximas de adsorcion de 0.68 mmol/g para la

vainillina y 1.02 mmol/g para siringaldehido.

Las cinéticas de adsorcion demuestran que se alcanza una eficiencia de remocion
para compuestos fenolicos de mas de 83% en los primeros 30 minutos, mientras
que para los derivados de furanos se alcanzan eficiencias mayores al 93% en los
primeros 30 minutos. El acido acético presenta la mejor eficiencia ya que se

remueve el 81% en los primero 20 min.
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La vainillina se pudo recuperar en buenas cantidades ya que de 89.1 mg/g que se
adsorbio en el F-400, se logro desorber 55.8 mg/g, quiere decir que se recupera
mas de un 50% lo cual podria permitir la recuperacion de este compuesto. De
igual manera en un hidrolizado 4cido real, se logd recuperar mas del 50% de
compuestos fendlico, lo que nos indica que también es posible obtener compuesto

de interés para distintos usos industriales.

Los experimentos de adsorcion realizados al hidrolizado acido, son muy
similares a los obtenidos en un hidrolizado modelo, ya que se lograron remover
cantidades deseables de compuestos fendlicos (79.3 mg/g). En el caso de los
derivados de furanos las remociones son bajas, como se esperaba debido a los
estudios con hidrolizado modelo, sin embargo, para el acido acético la remocion
fue la mas elevada, esto debido a que se encontraba en cantidades mucho mas

elevadas que los otros compuestos (547 mg/L) por lo que se logroé remover 86.3
mg/g.

El carbon activado bituminoso F-400 es el material mas indicado para llevar a
cabo la remocion de compuestos que inhiben la fermentacion oscura, el cual es el
proceso necesario para la produccion de biohidrdgeno, debido a su elevada
capacidad y cinética de adsorcion, y baja remocion de azuicares, ademas de las
excelentes velocidades de remocién que presenté en los experimentos de

cinéticas de adsorcidn principalmente para los compuestos fendlicos.
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9. Perspectivas.

Mediante los resultados obtenidos en este estudio, se propone elaborar curvas de
ruptura con un hidrolizado modelo y uno real, mediante experimentos en
columnas empacadas con carbon F-400, ya que fue el material que presento

mejores propiedades (fisicas y quimicas) en todos los ambitos.

Realizar experimentos en continuo, en columnas empacadas y adaptadas a los
reactores productores de biohidrégeno, como método de analisis para verificar
la eficiencia en la producciéon de biohidrogeno cuando se remueven los
compuestos fenolicos y el acido acético, evitando en gran medida la remocion de

azucares totales.
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Anexos A.

Tabla A.1 Capacidades de adsorcion de cada carbon activado en presencia de
cada inhibidor por separado con sus respectivas desviaciones estandar. T=25°C
ypH=5

En agua desionizada | Capacidades de adsorcion y desviacion estandar
Muestra F-400 ol BL Madera FCA
Coco
FURFURAL 106.54 91.04 87.10 85.20
Desvesta 4.8 7.0 4.4 4.4
ACIDO ACETICO 96.31 101.12 105.00 107.35
Desvesta 10.8 1.4 4.3 4.1
VAINILLINA 47.49 70.52 58.57 105.17
Desvesta 7.5 8.3 6.3 6.1
SIRINGALDEHIDO 77.15 92.03 85.15 106.99
Desvesta 2.4 3.8 8.5 1.9
5-HMF 102.42 96.92 106.96 132.00
Desvesta 49 8.1 6.8 5.7

Tabla A.2 Capacidades de adsorcion de cada carbon activado en presencia de
cada inhibidor y glucosa (20g/L) con sus respectivas desviaciones estandar. T =
25°CypH=5

En glucosa (20g/L) Capacidades de adsorcion Y desviacion estandar
Muestra F-400 S Madera FCA
Coco
FURFURAL 37.91 35.75 30.60 16.99
Desvesta 5.7 2.5 1.3 0.1
A. ACETICO 48.32 47.42 57.32 70.78
Desvesta 3.3 7.2 6.6 6.6
VAINILLINA 91.03 75.52 86.15 113.52
Desvesta 2.6 8.7 5.3 2.6
SIRINGALDEHIDO 91.74 81.24 78.36 106.80
Desvesta 6.5 2.2 7.3 1.9
5-HMF 98.88 110.54 80.28 119.64
Desvesta 1.6 2.3 14.0 0.8
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Tabla A.3 Capacidades de adsorcion de cada carbdn activado en presencia de
un hidrolizado modelo que contiene una mezcla de todos los inhibidores en
glucosa (20g/L) con sus respectivas desviaciones estandar. T =25°C y pH =5

Hidrolizado Modelos | Capacidades de adsorcion y desviacion estandar
Muestra F-400 Lornsinlbe Madera FCA
Coco
FURFURAL 18.86 19.82 17.32 9.84
Desvesta 0.7 1.0 54 5.9
ACIDO ACETICO 23.22 24.78 30.48 21.92
Desvesta 2.8 5.9 6.3 4.4
VAINILLINA 60.86 34.07 56.31 81.03
Desvesta 10.0 104 114 3.3
SIRINGALDEHIDO 64.25 43.19 63.75 90.81
Desvesta 3.3 8.8 7.8 2.9
5-HMF 19.58 13.38 14.84 493
Desvesta 04 1.6 4.8 3.3
Anexo B.
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Figura B.1 Espectro UV/Vis del 5-HMF en presencia de agua desionizada y de
glucosa.
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Figura B.2 Espectro UV/Vis del Furfural en presencia de agua desionizada y de
glucosa.
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Figura B.3 Espectro UV/Vis del Vainillina en presencia de agua desionizada y
de glucosa.
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Siringaldehido
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Figura B.4 Espectro UV/Vis del Siringaldehido en presencia de agua
desionizada y de glucosa.
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