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RESUMEN

El siguiente trabajo tiene como objetivo estudiar el comportamiento del
proceso de fermentacion de los azucares presentes en la planta de agave
Tequilana Weber a nivel planta piloto, realizando un aprovechamiento integral de
toda la planta (pifias, pencas y hojas), para la produccion de bioetanol de primera
generacion.

Estudios realizados han comprobado que la composicion de estos fructanos
pueden ser empleados en la produccion de etanol a partir de la fermentacion con
levaduras o bacterias.

Cabe mencionar que los jugos contienen microorganismos nativos, los
cuales pueden ayudar a que la fermentaciéon sea mas rapida y puedan producir
alcohol, sin embargo un inconveniente presente es la poca selectividad, debido a
que estos podrian fermentar y a su vez generar productos secundarios no
deseables al cambiar su ruta metabdlica al contacto con el aire. Por tal motivo se
usara un microorganismo del género Saccharomyces Cerevisiae.

Es por eso que primeramente se hace un tratamiento térmico en las pifias y
con el fin de desdoblar la inulina presente, de igual manera se hace para las hojas,
y asi poder obtener los azucares para realizar la fermentacion y asi poder llevar a
cabo la produccion de bioetanol a nivel planta piloto, que posteriormente pasara al
proceso de destilacion.

Se describe una metodologia referente al proceso de fermentacion, asi
como las condiciones de operacién y una metodologia para ser llevada a nivel
planta piloto en base a las proporciones que se adaptan a la capacidad del

reactor.

Palabras clave: Saccharomyces Cerevisiae, Jugos, Hidrolisis, Fermentacion,

Levadura.




ABSTRACT

The following paper aims to study the behavior of the fermentation of sugars
present in the agave plant Tequilana Weber to pilot plant level , making a full use
of the whole plant ( pineapples, stalks and leaves) , for the production of bioethanol
first generation.

Studies have shown that the composition of these fructans can be used in
the production of ethanol from fermentation with yeasts or bacteria.

Include juices contain native microorganisms , which can help fermentation
faster and can produce alcohol, however inconvenient this is the poor selectivity ,
because they may already be fermented in turn generate undesirable side products
to change your metabolic pathway in contact with air. Therefore a microorganism
of the genus Saccharomyces cerevisiae was used.

That is why first heat treatment is done in pineapples and in order to unfold
this inulin , just as is done for the leaves, and thereby obtain sugars for
fermentation and thus be able to carry out production bioethanol pilot plant level ,
which later passed to the distillation process.

One concerning the fermentation method and the conditions of operation
and a methodology to be carried pilot plant level based on the proportions to suit

the capacity of the reactor is described.

Keywords: Saccharomyces Cerevisiae, Juice, Hydrolysis, Fermentation, Yeast.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El etanol se perfila como un recurso energético potencialmente sostenible,
con alta viabilidad técnica, que puede ofrecer ventajas medioambientales y
econdmicas a largo plazo puesto que a diferencia del petréleo, éste se puede
obtener de fuentes vivas como microorganismos (levaduras), los cuales realizan la
fermentacion de azlUcares que pueden provenir de subproductos de grandes
procesos industriales; emplear éstos subproductos, como sustratos para ser
fermentados y obtener etanol, generan una oportunidad importante en el
desarrollo de nuevas formas de energia renovable que generen menos
contaminacion atmosférica, creando asi un desarrollo sostenible con el medio
ambiente.

En la actualidad el etanol es producido a precios muy competitivos, a partir
de sustratos renovables como la cafia de azlcar en Brasil y el maiz en Estados
Unidos.

Independientemente de la cafia de azlicar y del maiz como materia prima,
el maiz es empleado como alimento primordial y al utilizarlo para este fin
incrementa no solo su valor si no el de sus derivados. Debido a lo anterior y a que
la produccion en la actualidad no es suficiente para satisfacer la demanda
energética, se han desarrollado nuevos procesos biotecnoldgicos que utilizan
residuos agricolas y forestales ricos en celulosa y lignina, como sustratos para la
obtencion de bioetanol.
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1.1 Antecedentes

En el mundo el etanol ha adquirido un gran valor por la posibilidad de poder
usarlo como combustible, ya sea mezclado con gasolina o utilizarlo directamente,
sobre todo porque es una fuente de energia renovable. Al ser mezclado con los
productos anteriores nos proporciona un combustible limpio y de mejor calidad [1].

El bioetanol, producto de la fermentacion alcoholica de diversos materiales
organicos a través de la accion de microorganismos, estad siendo seriamente
estudiado, gracias a la elevacion de los precios del petrdleo. En la actualidad se
esta trabajando en la busqueda de materias primas baratas, que sustituyan a las
tradicionales, esto con el fin de alcanzar una mayor eficiencia en los procesos de
fermentacion, destilacion y purificacion del etanol producido [2].

El aumento en la produccion de etanol en el mundo ha contribuido hacia el
desarrollo de nuevas tecnologias que permiten obtener etanol a partir de residuos
organicos como: madera, desechos sélidos y de todos los materiales que
contengan celulosa y hemicelulosa, lo que permite darle un valor agregado a los
desechos de varias industrias convirtiéndolos en materia prima para la obtencion
de etanol [1].

El costo de produccion del etanol esta intimamente relacionado y es
dependiente del costo de la materia prima, del volumen y de la composicion de la
misma. El éxito de cualquier plan de desarrollo de los cultivos para la produccion
de etanol es dependiente de la seleccion de los cultivos apropiados, los métodos
de produccion, asi como, la ubicacion. Un sistema de produccidon que sea
establecido bajo los costos minimos de la materia prima y esté completamente
integrado, de forma que se aproveche todos los derivados que presentes,
presenta las mejores oportunidades para ser exitoso [3].

La dotacion de recursos naturales de México como el que se utilizara para
realizar dicho trabajo, sugiere que el pais puede desarrollar una importante
industria de agroenergia y biocombustibles, y contribuir a disminuir la pobreza en
zonas donde los costos de los combustibles fosiles los hacen inalcanzables. A

pesar de que es un exportador neto de combu
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stibles, se estima que el potencial de desarrollo de biocombustibles para
consumo interno puede llegar a desplazar hasta en un 30% las importaciones que
el pais debe hacer para el consumo corriente [4].

México posee vastos recursos naturales para la produccion de
bioenergéticos resultado de su gran diversidad agricola y de sus condiciones
climaticas y geograficas idéneas para este proposito [5].

Para el afio 2007, Brasil y Estados Unidos eran los principales paises
productores de bioetanol en el mundo; el primero a partir de la cafia de azlcar y el
segundo a partir del almidon de maiz. Buscando materiales que no compitan con
materia prima de origen alimentario se han realizado trabajos en los que se ha
utilizado como materia prima plantas de Agave para la obtencion del bioetanol, tal
es el caso de Agave Fourcroydes Lem [6], las pencas enteras (bases y puntas) de
Agave Tequilana y otras investigaciones, en las que se ha demostrado que el
residuos procedentes de la industria Tequilera, contienen azlcares que pueden
ser convertidos en etanol para uso combustible [7].

Es por eso que a nivel nacional se ha optado por buscar fuentes de
materias primas que no sean de origen alimenticio, para la produccion de etanol
anhidro, tal es el caso del residuo generado en la industria Tequilera, en donde la
oferta de cosechas es mayor a la demanda que presenta la industria. Por tal
motivo anualmente las pérdidas de agave son altas y los precios de esta materia
prima tienden a bajar [8].
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Figura 1: Produccion de agaves en México [8].

Los productores de Agave tequilero se encuentran en los municipios
comprendidos en la regién geografica que tiene la denominacion de origen que
incluyen a todo el estado de Jalisco, los municipios de Ahuacatlan, Amatlan de
Cafas, Ixtlan del Rio, Jala, Jalisco, San Pedro de Lagunillas, Santa Maria del Oro
y Tepic, en el estado del Nayarit, los municipios de Abasolo, Ciudad Manuel
Doblado, Cuerdamaro, Huanimaro, Pénjamo, Purisima del Rincén y Romita
pertenecientes al estado de Guanajuato, los municipios de Aldama, Altamira,
Antiguo Morelos, GoOmez Farias, Gonzalez, Llera, Mante, Nuevo Morelos,
Ocampo, Tula y Xicotencatl del estado de Tamaulipas y los municipios de
Brisefias de Matamoros, Cabinda, Chilchota, Churintzio, Cotija, Ecuandureo,
Jacona, Jiquilpan, Maravatio, Nuevo Parangaricutio, Numaran, Pajacuaran,
Periban, La Piedad, Régules, Los Reyes, Sahuayo, Tancitaro, Tangamandapio,
Tangancicuaro, Tanhuato, Tinguindin, Tocumbo, Venustiano Carranza, Villa Mar,
Vista Hermosa, Yurécuaro, Zamora, Zinaparo y Marcos Castellanos del estado de

Michoacéan [8].
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Figura 2: Estados productores de Agave [8].

El consumo de agave Tequilana Weber para la produccién de
biocombustibles no afecta o corrompe la dieta y vida diaria de la poblacion a nivel
nacional, ademas favorece a los productores primarios de dicha materia prima, ya
gue a mediano-largo plazo, la demanda de agave tanto por el sector tequilero,
como el de la industria de biocombustibles puede llegar a ser igual a la oferta.
Realizando una comparativa con otros paises, en México sOlo 9.5% de la oferta
total de energia es renovable, mientras que en Brasil 38.7% de su energia es de

fuentes renovables [9].

1.2 Justificacion

La energia es un recurso indispensable en el desarrollo de las actividades
gue realiza el hombre, por lo que temas relacionados en la busqueda de nuevas
energias, no son de interés nacional sino mundial.

La utilizacién del petroleo como fuente de energia es una amenaza continua
puesto que este es un recurso no renovable, por el contrario, el uso de etanol
como fuente de energia se ha convertido en un tema amplio de investigaciéon

mundial, y su produccion ha aumentado notablemente en los Ultimos afios.

FIQ pag. 5



Hoy en dia uno de los retos importantes consiste en satisfacer la demanda
energética a nivel mundial. En las dltimas décadas esta ha sido cubierta con
combustibles de origen fésil. Sin embargo, la emision de gases generados de la
extraccion, produccion y uso de estos combustibles ha provocado un gran dafio al
medio ambiente. De ahi surge la necesidad de crear nuevos procesos para la
producciéon de bioenergia, con ello se podra diversificar las fuentes de suministro,
reducir la dependencia hacia el petrdleo y con ello reducir las emisiones de gases
contaminantes.

Por otro lado el uso de materiales lignocelulésicos como lo es el Agave
Tequilana Weber, resulta atractivo debido a su bajo costo de producciéon y
adaptabilidad a climas extremos, con lo cual se aprovecharia gran parte del
territorio mexicano que en su mayoria son terrenos de agostadero, marginales o
semideseérticos aunado a esto se impulsara el desarrollo agropecuario y se le daria
un uso a los residuos generados en la industria de produccion de tequila.

En el presente trabajo se propone la produccion de bioetanol de primera
generacién a partir de los jugos extraidos del Agave Tequilana Weber. La
producciéon de este biocombustible se hara a nivel planta piloto, desde la parte de
caracterizacion de la materia prima, hasta la produccion del etanol. Con lo cual se

determinara si es viable a esta escala para la implementacion a nivel industrial.

1.3 Hipotesis

Con base en la gran demanda energética y a los grandes cambios

climaticos que se esta viviendo hoy en dia, se establecié la siguiente hipotesis.

“La planta de agave sera rica en azlcares fermentables, para la produccion
de bioetanol, que puede ser utilizado como un biocombustible puro o como
oxigenante de gasolinas, que al ser un hidrocarburo de bajo peso moleculary con
enlaces sencillos “CARBONO-CARBONO” disminuye considerablemente los

gases contaminantes de tipo invernadero”.




1.4 Objetivos

1.4.1 General:

e Evaluar la produccion de bioetanol de primera generacion mediante la
fermentacion directa de los jugos extraidos de agave, desarrollando una

metodologia para llevarla a cabo a nivel planta piloto.

1.4.2 Especifico:

1. Determinar los azucares ‘“individuales” presentes en los jugos de pifias
como de las hojas.

2. Realizar los balances de materia de forma correcta dentro de la etapa de
extraccion de los jugos.
Determinar el rendimiento total de azlicares convertidos a alcohol.

4. Realizar la cuantificacion tanto de azucares reductores como de etanol,

mediante un equipo HPLC.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2. MARCO TEORICO
2.1 Biocombustibles

Los biocombustibles se pueden clasificar segun la fuente y el tipo. Se
derivan de productos forestales, agricolas y pesqueros o desechos municipales,
asi como de subproductos y desechos de la agroindustria, la industria alimentaria
y los servicios alimentarios. Pueden ser sélidos, como la lefia, el carbdn vegetal y
los granulos de madera; liquidos, como el etanol, el biodiésel y el aceite de
pirolisis, o gaseosos, como el biogas.

Existe una gran variedad de biocombustibles, de materias primas para su
produccién y de tecnologias de procesos con diversos grados de alcance, como
se observa en la figura:

RECURSOS
B Terra 8 Nutrientes
M Agua I Energia

B Mano de obra cea
¥ Semillas

PRODUCCION

MATERIAS PRIMAS

I Cafa de azicar I Aceite de palma
I Remolacha azucarera W jatrofa

B Maiz I Pasto varilla

M Trigo W Sauce

B Colza & Agave

PROCESADO

BIOCOMBUSTIBLES

I Etanol M Bagazo
¥ Biodiésel ¥ Biogas
W mMadera combustible asa

I Carbon vegetal

CONSUMO

USO FINAL

% Transporte ¥ Electricidad
I Calefaccion P

Figura 3: Biocombustibles desde la materia prima hasta el uso final [10].
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En el caso de bioetanol, no existen diferencias entre el de primera o
segunda generacion, ya que en ambos casos se obtiene alcohol etilico. La
diferencia estd en que el etanol de primera generacién, se obtiene de productos
agricolas que tienen valor alimenticio, pero su costo de produccién es mas bajo
comparado con el de segunda generacion [11].

La produccion de etanol de primera generacion o convencional, se fabrica a
partir de cafia de azlcar y de maiz, siendo éstos los cultivos mas utilizados a nivel
mundial. En ambas materias primas, el procesamiento consiste en la conversion
bioguimica de los carbohidratos en alcohol. Si bien esta tecnologia se utiliza desde
la Antigledad, ésta se ha mejorado enormemente gracias al desarrollo de la

tecnologia [11].

Biomasa azucarada Biomasa amilaces Biomass celuldsica
(cafia, remolacha) {(rmaiz, trigo, mandioca) {en desarrolia)
¥ Trturacion Trturacion
Exdraccion por v v
residn o difusidn e e
P Hidrdlials Hidrolisis aoida
enzimatica 0 enzimatica
Solucion azucarads fermentable

Ferrmeantacion

Deastilacion

Figura 4: Esquemas de la produccion de etanol [12].

Los biocombustibles de acuerdo a su estado de agregacion se clasifican de

la siguiente manera:
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2.1.1 Biocombustibles Sélidos

Se consideran biocombustibles sélidos a aquellos combustibles no fosiles,
compuestos por materia organica de origen vegetal o animal o producidos a partir
de la misma mediante procesos fisicos, susceptibles de ser utilizados en
aplicaciones energéticas [13].

Las caracteristicas de cada biocombustible varian segun su composicion y
humedad, de manera que la energia que puede generarse por unidad de masa o
de volumen depende de estos parametros, es por ello que es muy importante el
poder caloriffico de cada material. Actualmente gracias al desarrollo del
mercado, existen gran cantidad de combustibles comerciales empleados
mayoritariamente en sistemas de calefaccion. Los mas comunes son los
siguientes:

e Pellets 6 briquetas, producidos de forma industrial.

e Residuos agroindustriales, como huesos de aceituna, aserrin y cascaras de
frutos secos.

e Astillas, provenientes de la industria de la primera y segunda
transformacion de la madera o de podas, clareos y cultivos energéticos.

e Lefa, obtenida por el usuario o adquirida en el mercado.

2.1.2 Biocombustibles Gaseosos

Los biocombustibles gaseosos son aquellos combustibles de origen no
fosil obtenidos a partir de la descomposicion de materia organica en condiciones
de ausencia de oxigeno [13].

Elmas conocido es el biogas. Este se genera en dispositivos especificos
(digestores) o en medios naturales a partir de las diferentes reacciones que sufre
la materia organica (biodegradacion), mediante la accion de microorganismos asi

como de otros factores en ausencia de aire.
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2.1.3 Biocombustibles Liquidos

Los biocombustibles liquidos son aquellos combustibles de origen organico
obtenidos a partir de aceites vegetales, grasas animales o cultivos con alto
contenido en azlcares. Se obtienen a través de procesos quimicos, siendo
capaces de sustituir total o parcialmente a los combustibles tradicionales
procedentes del petréleo.

Los principales biocarburantes son el biodiesel y el bioetanol, el primero se
emplea en motores de gasoil y el segundo en motores de combustion de gasolina
[13].

e Biodiésel, se produce a partir de cualquier aceite vegetal o grasa animal,
mediante un proceso denominado transesterificacion.
e Bioetanol, obtenido a partir de cultivos vegetales con alto contenido en

azUcares. A través de la fermentacidon y posterior destilacion.

CULTIVOS DE AZUCAR

B Cafia de azdcar
B Remolacha azucarera
o Sorgo dulce

Fermentacion
y destilacion

B maiz

M Trigo
B Cebada ETANOL
N Centenc
I Patatas (papas) Sacarificacidn,
= Yuca fermentacion

y destilacion
MATERIALES CELULOSIOOS

W Tallos triturados de las cosechas

CULTNWOS OLEAGINOSOS

M Colza
M Palma de aceite Extraccicon BIODIESEL
B Soja y esterificacion

W Girascl

B Mani

W jatrofa

Figura 5: Conversion de materias agricolas en biocombustibles liquidos [10].
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2.1.3.1 Biocombustibles liquidos de primera generacion

Los biocombustibles de primera generacion son todos aquellos que su
produccién se basa en su mayoria en materias primas empleadas para la
alimentaciéon humana y animal. Por ejemplo los que producen azlcares,
almidones y aceites de plantas tradicionales como cafia de azlcar, trigo, maiz,
palma aceitera y soya. Esos biocombustibles (etanol) ya son producidos y
comercializados en cantidades significativas por diversos paises.

Los biocombustibles de primera generacion son producidos empleando
tecnologia convencional, mediante un proceso denominado fermentacion (para
azlcares y carbohidratos), transesterificacion (para los aceites y grasas), y la
digestion anaerobia (para los desperdicios organicos). La obtencion de la
realizacion de los procesos es: etanol, metanol y n-butanol (azlicares), biodiesel
(aceites), y biogas (mezcla de metano y anhidrido carboénico, desperdicios
organicos) [14].

La ventaja de estos biocombustibles es que se obtienen con gran facilidad
de procesamiento, con bajas emisiones de gases de efecto invernadero. Pero
tiene como desventaja el desvio de recursos alimenticios hacia la produccién de
energéticos [14].

Tabla 1: Biocombustibles de primera generacion [15].

Bioetanol Bioetanol Remolacha de Fermentacién de
convencional azucar, cereales bhiomasa hidrolizada
Biodiesal - Biodiesel Cultivo de aceite Prensado en frio /
proveniente del (e]. Semilla de extraccion y
cultivo energético. colza) transesterificacion
- Metanol de semilla
de colza (RME)
-metanol o etanol
de acido graso
(FAME/FAEE)
Biodiesel Biodiesel Derrochef cocinar / | Transesterificacian
proveniente del aceite freido
derroche

FlQ
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2.1.3.2 Biocombustibles liguidos de segundageneracién

Son conocidos como biocombustibles celuldsicos, debido a que los insumos

con que se producen son

residuos agricolas y forestales compuestos

principalmente por celulosa. Ejemplos de ellos son el bagazo de la cafa de

azucar, el rastrojo de maiz (tallo, hojas y olote), paja de trigo, aserrin, hojas y

ramas secas de arboles, etcétera [14].

Los procesos de produccién tienen un nivel mas complejo que los de

primera generacion, se clasifican segun el proceso bioquimico o termoquimico

utilizado:

e Bioquimicos:

hidrolisis

fermentacién simultanea.

enzimatica,

fermentacion,

sacarificaciéon vy

e Termoquimicos: Pirolisis, gasificaciony sintesis de Fischer-Tropschv.

Este Ultimo proceso (Fischer-Tropschv) también se le conoce por los

nombres de: proceso GTL (Gas-To-Liquids) y proceso BTL (Biomass-To-Liquids),

los cuales consisten en la gasificacion del carbén y de la materia lignoceluldsica,

para después sintetizar alguin combustible liquido como el etanol [14].

Tabla 2: Biocombustibles de segunda generacion [15].

Bioetanol Bioetanol celulésico Biomasa Fermentacion de
lignocelulésica | biomasa hidrolizada
Biocarburantes | - Biomasa hidrolizada Biomasa Via térmica:
sintéticos (BTL) lignoceluldsica Pirolisis
- Gasdleos fabricados por (carbonizacién) y
sintesis de Fischer- sintesis
Tropsch (FT)
= (Bio)diesel
sintético
- Biometanol
- Alcoholes mas pesados
Biodiesel MExBTL Aceites Hidrogenizacion
(hibrido entre 13 y vegetales y
24 generacién) grasa animal

FlQ
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2.1.3.3 Biocombustibles liquidos de tercera generacion

Los biocombustibles de tercera generacion son todos aquellos que su
produccién se basa en los insumos no alimenticios (vegetales) de crecimiento
rapido y con una alta densidad, a los cuales se les denomina “cultivos
energéticos”. Entre estos vegetales estan los pastos perennes, arboles y plantas
de crecimiento rapido, y las algas verdes y verde-azules [14].

Los procesos para la obtencion de estos combustibles se encuentran en
proceso de desarrollo, sin embargo, se ha logrado producir a nivel planta piloto.

La ventaja en particular de estos biocombustibles son la capacidad que
tienen para secuestrar el anhidrido carbénico (CO2) para la produccién de los
insumos reflejdndose mediante un balance positivo en la emision de gases de
efecto invernadero, su desventaja es que utilizan las tierras que son para cultivo

de alimento, para sembrar los insumos, a excepcion de las algas verdes [16].

2.1.3.4 Biocombustibles liquidos de cuarta generaciéon

Los biocombustibles de cuarta generacién son producidos a partir de
bacterias modificadas genéticamente, las cuales emplean (CO2) o alguna otra
fuente de carbono, para obtener los biocombustibles [14].

En las generaciones antes descritas, en las que también se utilizan
bacterias y organismos modificados como insumos o0 para realizar una parte del
proceso, en la cuarta generacion, la bacteria es la que efectia el proceso en su
totalidad, para obtener los biocombustibles.

En la actualidad esta generacion se encuentra solamente en la teoria, sélo
se conoce la ruta de sintesis que sigue el (CO2) para la obtencion de etanol, sin
embargo, depende totalmente de la informacién genética de una bacteria artificial

y puede tener limitaciones termodinamicas importantes [14].
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2.2 Bioetanol

El bioetanol es un alcohol producido a partir de productos agricolas como el
maiz, sorgo, patatas, trigo, cafia de azucar, e incluso biomasa. Es una fuente de
energia ecoldgica que va ganando investigaciones en todo el mundo, en especial
porque el fin del petréleo o el gas natural cada vez es mas cercano.

En lo que respecta de este biocombustible tiene ventajas medioambientales
y econdémicas, puesto que reduce la dependencia de los combustibles fosiles;
mejora la combustion del motor, tedricamente se puede utilizar en todos los
vehiculos; es facil de producir y almacenar; y disminuye la contaminacién por
gases de tipo invernadero.

Algunos estudios cuestionan estas ventajas, al llegar a la conclusion de que
no es viable por contar con gastos elevados en la produccion respecto de los
carburantes convencionales y por ofrecer un balance energético negativo: la
energia necesaria para producirlo, ademas de provenir de combustibles fosiles, es
mayor que la energia producida al quemarse. De otra manera, existe la ausencia
de una red de distribucion y estaciones de servicio, provocado por muchas

compafias petroleras que lo ven como su competidor, frenando su desarrollo [17].

Posee un poder calorifico de 29,000 KJ/Kg.

El etanol tiene como propiedades fisicas y termodinamicas las siguientes

caracteristicas:

e Liguido diafano de olor caracteristico
e Sabor picante

e Volatil

e Considerado inflamable

e Viscosidad (cP): 1.17 (a 20°C)

e Punto de ebullicién de 78.4 °C
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e Punto de fusion de -130°C

e Solubilidad: Miscible con agua en todas proporciones, éter, metanol,
cloroformo y acetona.

e Densidad 0.7893 a 20 °C

e Limites de explosividad van de 3.3 a 19%

e Presion de vapor a 20 °C es de 59 mmHg

El etanol (C2H60) puede llegar a formar un azeotropo con el agua a un
intervalo de 95-96% en volumen debido a la constitucién quimica que presenta y el

comportamiento de la molécula al sustituir un elemento por un radical.

2.2.1 Produccién de bioetanol en la actualidad

Petroleo, gas natural y sus derivados representan el 55% del consumo
mundial de energia. Son esos combustibles los que permiten la existencia de los
medios de transporte rapidos y eficientes que tenemos hoy, asi como gran parte
de las actividades industriales. Lamentablemente, ellos no van a durar mas que
algunas décadas: como combustibles fosiles, sus reservas son finitas, la seguridad
de abastecimiento es problematica para muchos paises que los importan y su uso
es la principal fuente de los gases que estan provocando cambios climaticos y el
calentamiento global.

Entre los biocombustibles mas desarrollados se encuentran el bioetanol y el
biodiesel; el bioetanol se obtiene a partir de materias primas ricas en carbohidratos
como lo son el maiz, sorgo, cafia de azlcar y remolacha azucarera
principalmente, mientras que el biodiesel se elabora a partir de materias primas
ricas en aceites vegetales como la palma aceitera, canola, soya y algodén [18].

El etanol es uno de los biocombustibles mas importantes que se produce, a
precios muy competitivos, a partir de sustratos renovables como la cafia de azlcar
en Brasil, y el maiz en Estados Unidos. Debido a que la produccién mundial actual
no es suficiente para satisfacer la demanda de energia, se han desarrollado otros

procesos biotecnologicos que utilizan residuos agricolas y forestales, ricos en
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celulosa y lignina, como sustratos para la obtencion de etanol. Estos procesos
tienen la desventaja de requerir como paso adicional, la sacarificacion previa de

los materiales lignocelulésicos [19].

Distribucién de la demanda mundial de energia, 1990-2010
(Millones de toneladas de petréleo equivalente)

14,000

12,000

10,000
2,728
8,000
&,000
4,000

2,000

1990 2000 2010

B Carbdn B Petrdlea Cas Matural B MNuclear ™ Energias renovables

Figura 6: Demanda mundial de energia [20].

Es preciso, entonces, encontrar sustitutos para esos combustibles. Nada
mas racional que producirlos en base a materia organica renovable (biomasa), a
partir de la cual en un pasado distante, la naturaleza produjo los combustibles
fosiles que utilizamos en la actualidad. Una de las opciones es el etanol, un
excelente sustituto para la gasolina, principal combustible usado en automoviles

en el mundo.

Usos principales del etanol a nivel mundial

16%

61%

O Combustible ®Usoindustrial  OBebidas alcoholicas

Figura 7: Usos principales de etanol en el mundo [20].
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Las energias renovables, como biocombustibles, se presentan como una

gran alternativa a los combustibles derivados del petroleo y estan tomando fuerza.

A partir de biomasa se pueden producir combustibles como biodiesel,

biohidrégeno y bioetanol [21], siendo este Udltimo en el que se centra

esta
investigacion.

Demanda de Etanol en el Mundo

(millones de galones) 23/

2009 2010 2015

| Estados Unidee @ Brazil O China @ Europa @ india
Figura 8: Demanda mundial de etanol [20].

Desde el punto de vista tedrico, como materia prima para la produccién de
etanol, podemos considerar cualquier producto que contenga azlcares o hidratos
de carbono facilmente transformables en azlcares fermentables. Los sustratos

para obtener etanol son muy variados y los mismos se muestran de forma
resumida en la siguiente Figura:

CARBOHIDRATOS :L\/ [MONOSACARIDOS] [JUG0S DE CARIA

SORGO DULCE
SIMPLES [ DISACARIDOS | |MIEL DE CAfiA

MIEL DE REMOLACHA

[ ALMIDONES | |SEREALES
CARBOHIDRATOS ::> :TUE‘ERCULDS
COMPLEJOS CELULOSA Y RESIDUOS DE MADERA

RESIDUOS AGRICOLAS
HEMICELULOSA | |poo s e e

Figura 9: Sustratos utilizados para la produccion de alcohol [22].
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El etanol puede ser empleado directamente como Unico combustible en
vehiculos o como oxigenante de la gasolina, debido a su mayor contenido de
oxigeno, permitiendo una mejor oxidacion de hidrocarburos que reduce la cantidad
de compuestos aromaticos y monoxido de carbono liberado a la atmosfera. Por
esta razon, el etanol grado combustible es el mercado con méas rapida tasa de

crecimiento en América y Europa [23].

Tabla 3: Comparativo gasolina, etanol y ETBE [24].

. . . Etanol Etanol
Caracteristica Unidad Gasolina Anhidro Hidratado ETBE
Densidad Kall 0.75 0.79 0.81 0.74
Volatilidad Kg/lcm2 0.75 1.52 1.18 0.34
Relacion
estequiometria  aire/combust 15.2 . 8.3
maxima
Calor latente de .
vaporizacion Ki/Kg 376 903 1.141
indice de IOM 85 89 92 102
octano
indice de IOR 95 106 110 118
octano
Auto ignicion °C 367 550 560 570
Poder calorifico KilKg 42900 26800 24900 36000

inferior PCI

A pesar de tener propiedades con variacion, la mezcla gasolina-etanol se
ha demostrado que no presenta efectos secundarios en los motores de los
vehiculos, siendo viable. Por lo tanto la calidad del combustible se mantiene,
cambiando el sentido ambiental.

La idea de una mezcla gasolina-etanol estd dada a razon de que la
tecnologia actual predominante esta orientada al consumo de gasolina nada mas,
el cambio hacia etanol no puede hacerse de manera inmediata, debido a que
actualmente la produccién de bioetanol se rige solamente en 2 paises,
principalmente Brasily USA.

Estas mezclas se conocen como E5, E10, E15 y E20 denominadas asi por

su contenido de etanol anhidro en volumen.
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En particular, el bioetanol podria reemplazar en forma parcial el uso de la
gasolina, sin modificaciones a los motores y con la ventaja de ser renovable y
tener un menor impacto ambiental. EI proceso de produccion de bioetanol de
primera generacion a partir de residuos comienza con un tratamiento térmico en el
caso del agave para desdoblar la inulina presente, lo que permite obtener fructosa
que es fermentable por microorganismos como la levadura Saccharomyces

Cerevisiae [25].

2.2.2 Produccion de bioetanol utilizando el agave Tequilana Weber como
materia prima

Para la produccion de bioetanol en términos generalizados la secuencia del
proceso parte a primera instancia en la recepcion de la materia prima (Agave
Tequilana Weber), la cual es triturada en un molino de cuchillas amplias,
enseguida los residuos triturados pasan a una prensa donde de separan tanto en
jugos como en bagazo, con lo cual se puede obtener bioetanol de primera (jugos)
y segunda generacion (bagazo). Las fases anteriores son referidas a procesos
fisicos, sin embargo la parte fundamental en la cual se centra el proceso de
transformacion de azlcares a bioetanol consta de un tratamiento térmico para
desdoblar la inulina presente en el agave, para después proseguir a fermentar los
jugos resultantes y continuar con la destilacion del bioetanol producido.

En este estudio, utiizando como medio de produccion la planta piloto
ubicada en la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, para obtener
etanol (bioetanol) mediante la fermentacion de los jugos obtenidos de materia
prima de origen agricola, siendo su objeto principal el agave, y purificarlo hasta
obtener una calidad adecuada para su futura deshidratacion con el fin de ser
destinado a combustible de automocion.

La planta piloto consta de tres etapas basicas del proceso, produccion de
etanol celulésico: de hidrélisis (ruptura de la matriz celulésica hacia azlcares), de
fermentacion (transformacién del azicar a alcohol), y de separacién (obtencién del

bioetanol).
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En cuanto a lo dicho anteriormente en este trabajo de investigacion se
trabajara en la segunda etapa de dicha planta (Fermentacion), lo cual se trabajara

con los jugos obtenidos del agave.

2.3 Descripcién de la planta de agave Tequilana Weber

El Agave Tequilana Weber requiere de un periodo promedio 7 a 10 afios
para su desarrollo, es una planta en forma de roseta, crece entre 1.2 y 1.8 m de
altura, tallo es grueso, corto y alcanza una altura de 30 a 50 cm al madurar. Es de
hojas lanceoladas, acuminadas, de fibras firmes, estriadas, cOncavas,
acomodadas de forma ascendente a horizontal, de 90 a 120 cm de largo y de 8 a
12 de ancho. La parte mas ancha se encuentra a la mitad de la hoja y son mas
gruesas y angostas hacia la base. Son generalmente de color azulado o verde
grisaceo. El margen es de recto a ondulado o rapando. Los dientes tienen tamafio
homogéneo, de 3 a 6 mm de longitud, con bases piramidales y apices agudos y
flexionados, son regularmente espaciados, de 1 a 2 cm de separado, son de color
marrén de claro a obscuro. La espina terminal es corta, de 1 a 2 cm de longitud,
raramente larga, aplanada o con muescas en haz [26].

La planta del agave tequilero esta conformada por dos partes principales
que son: la cabeza o pifia y las hojas, de ambos se pueden obtener azlicares que

posteriormente bajo cierto proceso podemos transformar en alcohol.

4 MERISTENO

ESPINA
APICAL

" &= HOJA O PENCA

ESFINAS
LATERALES

SISTEMA RETICULAR

RIZOMA

Figura 10: Anatomia del agave Tequilana Weber [27].
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La cabeza representa la parte comercial de la planta y el peso promedio de
la cabeza del agave va de 30 a 70 kg, se tienen tendencias respecto a los pesos
con dispersion que van de entre 80 y 120 kg, y dentro de estos, cabezas de hasta
150 kg y con un contenido de azUcares reductores totales entre 16 a 28% en peso

fresco.

Figura 11: Fotografia de una pifia de Agave Tequilana Weber.

En la siguiente tabla se resume las propiedades que presenta el Agave

Tequilana Weber.

Tabla 4: Andlisis Quimico del Agave Tequilana Weber [28].

Fracciones de la Planta

Parametro
P“”t"?‘s 8 Bases Hojas Cabeza o Pifia
Hojas
Porcion (% Base 1640 +125  32.15+1.85 51.45 + 2.85
Humeda)
Humedad (%Base 80.25+145  78.65+ 155 72.50 +1.25
Humeda)
ART (% Base Seca) 25.75 +2.35 52.45 £ 2.45 80.35 +£2.25
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2.4 Fermentacioén

La fermentacion alcohdlica (o fermentacion etilica) es un proceso bioldgico
de fermentacion en plena ausencia de aire (oxigeno), originado por la actividad de
algunos microorganismos que procesan los hidratos de carbono (por regla general
azlcares: como pueden ser por ejemplo la glucosa, la fructosa, la sacarosa, el
almidon, etc.) para obtener como productos finales un alcohol en forma de etanol,
dioxido de carbono (CO2) en forma de gas y unas moléculas de ATP que
consumen los propios microorganismos en su metabolismo celular energético

anaerobico [29].

Elementos que forman parte de una reaccion de fermentacion alcohdlica [30]:
e Azlcar
e Levadura

Alcohol Etilico

Di6xido de Carbono

La formula simple de la fermentacion es la siguiente [29]:

Azucares + levaduras ==> Alcohol etilico + CO2 + Calor + Otras sustancias

La fermentacién alcohdlica al igual que la lactica tiene como propdsito
obtener energia. Como se muestra en el esquema, el acido pirtvico se oxida. La
glucosa (en la glucdlisis) forma dos moléculas de acido pirdvico (piruvato) que se
oxidan nuevamente para obtener un acetaldehido y como producto residual
alcohol etilico (etanol) y CO,. En la siguiente imagen podras observar este

proceso:
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Figura 12: Reaccion global de obtencién de Etanol.

Las principales responsables de esta transformacion son las levaduras y/o
bacterias. La Saccharomyces Cerevisiae, es la levadura mas utilizada a nivel
laboratorio e industrial. Existen estudios para producir alcohol con otros hongos y
bacterias, como la Zymomonas Mobilis, pero la explotacion a nivel industrial es
minima [31].

La fermentacién fue descubierta por el quimico francés, Louis Pasteur, el cual,
en un principio, se refirio al proceso, la vida sin aire. Anteriormente se creia que las
fermentaciones eran procesos quimicos, donde no se necesitaba la presencia o
intervencion de ningun microorganismo. Fue Pasteur, quien desmintio esta
creencia, gracias a la ayuda del microscopio, pudiendo identificar a los
microorganismos que participaban en los procesos de fermentacion, e incluso
destacando a dos tipos diferentes de levaduras, las cuales jugaban un papel clave
en dicho proceso. Una de las levaduras producia alcohol, y la otra daba &cido
lactico, el cual estropeaba el vino, dandole un sabor agrio, siendo precisamente
los estudios del vino encargados por una fabrica, que queria resolver el problema

del vino, lo que llevé a Louis Pasteur a dar con la clave de la fermentacion [31].
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La humanidad ha empleado la fermentacion alcohdlica desde tiempos
inmemoriales para la elaboracion de cerveza (empleando cereales) y del vino
(empleando la uva en forma de mosto) fundamentalmente. Algunos procesos
similares como en la destilacion alcohdlica ya surgen en el afio 1150 de la mano
de Arnau de Vilanova. Fue un elemento més a considerar en el desarrollo histdrico
de la alquimia durante la edad media.

En el afio de 1864 el gas CO2 resultante de la fermentacion por el quimico

Mac Bride. En 1766 Cavendish lo describié como: “el gas existente en la
atmosfera” determinando ademds la proporcion de dioxido de carbono con
respecto a la azicar empleado en el proceso, que rondaba el 57%.

En esta época se empez6 a descubrir, gracias a observaciones cientificas,
que la fermentacién alcohdlica se producia también en sustancias “no dulces”
Antoine Lavoisier hizo experimentos en 1879 determinando las cantidades de los
elementos intervinientes en la fermentacion (carbono, oxigeno e hidrogeno).

Con el advenimiento de los descubrimientos quimicos en el afio 1815 el
investigador francés Josep Louis Gay-Lussac fue el primero en determinar una
reaccion de fermentacion obteniendo etanol a partir de glucosa, a pesar de este
logro los fundamentos de la fermentacién alcohdlica eran completamente

desconocidos [31].

Estos son el producto final de fermentacion de algunos microorganismos:

Saccharomyces: alcohol etilico y diéxido de carbono

« Estreptococo y Lactobacillus: el acido lactico

« Propionibacterium: acido propionico, acido acético, y el diéxido de carbono

« Escherichia coli: &cido acético, acido lactico, acido succinico, alcohol etilico,
dioxido de carbono e hidrogeno

« Enterobacter: acido férmico, alcohol etilico, acido 2,3 butanodiol y lactico,

diéxido de carbono, e hidrogeno.
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« Clostridium: &cido butirico, alcohol butilico, acetona, alcohol de isopropilico,

dioxido de carbono, e hidrégeno

En las fermentaciones el resultado que se obtiene es el crecimiento de
bacterias, levaduras, hongos o combinaciones de estos. Los cambios ocurridos
son causados por los metabolitos que liberan los microorganismos, que son los
que juegan un papel fundamental y primario en la fermentacion. Un
microorganismo que comienza una fermentacién se desarrollara hasta que los

productos en exceso inhiban el crecimiento [32].

2.5 Enzimainulinasa

Es la enzima que cataliza la hidrélisis de enlaces B-D-(2-1)- fructosidicos en
la inulina originando fructosa y glucosa se le denomina inulasa o B-D-(2-1)-
fructano fructohidrolasa, comunmente conocida como inulinasa, perteneciendo al

grupo de clasificacion de enzimas hidrolasas glicosidasas [33].

Las enzimas inulinasas se pueden dividir en exoinulinasas Yy
endoinulinasas. Las exoinulinasas empiezan con la separacion de la primera
molécula de D-fructosa y va hasta el Ultimo enlace para liberar glucosa de la
unidad de sacarosa. Las endoinulinasas actlan sobre enlaces internos y rinde un
conjunto de inulo-oligosacéridos (inulotriosa, inulotetrosa y inulopentosa) pero sin
actividad invertasa invertasa para hidrolizar el residuo de sacarosa. Estas

actividades dependen del origen microbiano de la enzima. [34].

Se ha descrito que la glucosa o fructosa libres en presencia de inulina por lo
general moderan la formacién de inulinasas [35]. Para corroborar esta prueba el
medio de cultivo (estéril) de las fermentaciones se analizé antes de inocular y se
encontr6 que a pH 5.5 las polifructosas son el sustrato principal, sin embargo, a
pH 4 las polifructosas son hidrolizadas completamente a fructosa y glucosa. De
aqui que a valores de pH bajos exista represion catabdlica por azlcares

residuales. Estos desenlaces demuestran que el pH influye bastante sobre la




CAPITULO II: MARCO TEORICO

produccién de la enzima para este microorganismo en particular, y se confirma la

represion por azucares libres.

2.6 Factores a controlar durante la fermentacion

2.6.1 Temperatura

La temperatura afecta de manera notable tanto el crecimiento microbiano
como la capacidad de desdoblar los azucares, debido a que los microorganismos
tienen un rango restringido de temperatura para su crecimiento, por lo que es
necesario controlar la temperatura, ya que por encima de 28/29°C, las levaduras

empiezan a morir, deteniéndose el proceso fermentativo [36].

2.6.2 pH

El pH tiene una gran influencia en los productos finales del metabolismo
anaerobio, cambios en el pH causan la desnaturalizacion de las enzimas y
problemas en el intercambio en la membrana celular, por lo tanto es importante
tener un control sobre esta variable durante el desarrollo del proceso de
fermentacion puesto que los microorganismos poseen un pH optimo (3.5) en el

cual tienen mayor velocidad de crecimiento y rendimiento [36].

2.6.3 Nutrientes

Las levaduras necesitan los azlcares para su catabolismo, es decir para
obtener la energia para sus procesos vitales, pero ademas, necesitan de otros
substratos para suanabolismo como son: nitrégeno, fosforo, carbono, azufre,
potasio, magnesio, calcio y vitaminas, especialmente tiamina (vitamina B1). Es por
eso que es muy importante que el medio disponga de una base nutricional, para

poder llevar a cabo la fermentacién [37].
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El nitrdgeno es de todos el mas importante, siendo necesario que el mosto
contenga inicialmente nitrégeno amoniacal y en forma de aminoacidos por encima
de 130-150 ppm. Una deficiencia de estos nutrientes hara que "no les quede mas
remedio” que atacar contra su pesar las gigantescas proteinas, liberandose H2S
(aroma a huevos podridos).

La presencia de esterolesyacidos grasos insaturados es también
necesaria obteniéndolos inicialmente del mosto y posteriormente de las células
madres. Esteroles y acidos grasos insaturados de cadena larga son necesarios
fundamentalmente para que sus membranas celulares puedan ser funcionales
[37].

2.6.4 Aireacion

En relacidn a la aireacion durante el proceso de fermentacién la ausencia o
presencia de oxigeno permite la seleccion del microorganismo como de los
productos a obtener. Cuando el cultivo se produce con presencia de aire (oxigeno)
la fermentacion se denomina aerdbica y cuando se carece de O2 se denomina
anaerobica. En consecuencia se la fermentacién se lleva a cabo de manera
anaerobica, solo el 2 % se asimila como material celular y la mayor parte del
carbono se emplea como energia. La levadura Saccharomyces Cerevisiae posee
una actividad metabdlica alta, por lo que si el proceso se lleva a cabo de manera
aerobia se caracteriza por la produccion de biomasa y si se lleva a cabo
anaerobicamente generalmente se produce etanol [38].

La siguiente figura muestra a detalle la reaccion que se tiene durante la

fermentacion a través de las rutas metabdlicas de los microorganismos.
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Figura 13: Reaccidn que se tiene durante la fermentacion a traves de las rutas
metabdlicas.

2.7 Limitantes de la fermentacion
2.7.1 Concentracion de alcohol

En el proceso de fermentacion una de las principales limitaciones, es la
resistencia que tienen los microorganismos a las concentraciones de etanol que se
produce durante la fermentacién, algunos microorganismos como la
Saccharomyces Cerevisiae pueden llegar a soportar hasta el 20% de
concentracion en volumen [39].

Se llega a la conclusién de que la tolerancia del etanol depende mucho de

la habilidad de la membrana y de la fluidez de la misma para exportar el etanol del
interior al medio externo.
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2.7.2 Acidez del sustrato

En relacidn a la acidez, el pH es un factor limitante en el proceso ya que las
levaduras se ven afectadas por el ambiente en el cual se desarrollen, es decir,
alcalino o acido. Se destaca que las levaduras tienen un rango 6ptimo de pH que
va desde 3.5 hasta 5.5. Durante el proceso de fermentacién, se producen &cidos,
gue se forman al tomar el nitrégeno de los aminoacidos lo que ocasiona que el pH
tienda a disminuir. En los procesos industriales, se hace uso de soluciones tampon

para mantener niveles optimos de acidez [39].

2.7.3 Concentracion de azuUcares

Durante la fermentacion el proceso de osmosis que sucede dentro de la
membrana celular se ve afectado por fuentes con un alto contenido de azlcares
simples y fermentables como la glucosa, fructuosa y sacarosa, por lo que el rango
optimo es de 10 a 18% en cuanto a la concentracion de azucares, ya que a
concentraciones de 22% las levaduras empiezan a tener problemas en su proceso

de respiracién celular [39].

2.7.4 Temperatura

Los microorganismos como las levaduras son mesdfilos, por lo que su
temperatura no debe sobrepasar los 50°C, puesto que a esa temperatura o
temperaturas superiores causan su muerte. Debido a que el proceso de
fermentacion es exotérmico, se debe mantener un control para mantener la

temperatura en su valor optimo que es de 30 °C [38].

2.7.5 Ritmo de crecimiento de las cepas

Durante la fermentacién las cepas crecen en numero debido a las
condiciones favorables que se presentan en el medio presencia de O2, esto hace

que la concentracion de levaduras se incremente [38].
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2.8 Microorganismos empleados en la fermentacion

Las levaduras son los microorganismos mas utilizados para la produccién
de etanol por la via fermentativa, debido a su alta productividad para la produccion
de bioetanol y a que se separan mejor después de la fermentacion.

Ademas, la produccion de toxinas es muy inferior a la de otros
microorganismos. Entre las especies mas utilizadas estan: Saccharomyces
cerevisiae (mas usual a nivel industrial), S. ellipsoideus, S. anamensisi, Candida
seudotropicalis, S. carlsbergensis, Kluyveromyces marxianus, Candida bytyrii,

Pichia stipatis, Schizosaccharomyces pombe y Pichia membranaefaciens [40].

2.8.1 Caracteristicas principales de los cultivos microbianos utilizados en
la fermentacion alcoholica

Diferentes investigadores han realizado evaluaciones de cepas alcoholeras
de levadura atendiendo a varios aspectos tales como:

® tolerancia al etanol,
® tolerancia a las altas temperaturas
® tolerancia a altas concentraciones de azUcar,

® rendimiento alcohdlico,
e eficiencia en la fermentacion y productividad.

2.9 Destilacion

La destilacién es una técnica de separacion de sustancias que permite
separar los distintos componentes de una mezcla de acuerdo a su punto de
ebullicibn de cada uno de los componentes presentes en la mezcla. Cuanto mayor
sea la diferencia entre los puntos de ebullicién de las sustancias de la mezcla, mas
eficaz serd la separacion de sus componentes; es decir, los componentes se
obtendran con un mayor grado de pureza.

La mezcla etanol/agua forma una mezcla azeotropica de punto de ebullicion

minima de composicién de 89,4 % mol de etanol y 10,6 % de agua a 78,2 °Cya
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presién atmosférica estandar. Etanol hierve a 78,4 °C y el agua hierve a 100 °C,
pero el azeotropo hierve a 78,2 °C, lo cual es bajo respecto a sus constituyentes.
En efecto 78,2 °C es la temperatura minima a la cual la solucion etanol agua
puede hervir [41].

La separacion de mezclas azeotrOpicas constituye uno de los problemas
técnicos y econdmicos mas importantes y retadores de la industria de procesos
quimicos para obtener fracciones de elevada pureza. Politicas ambientales como
la Ley 693 de 2001 del Ministerio de Minas y Energia de Colombia, donde se
establece y se reglamenta que la gasolina debe contener un 10% en volumen de
etanol, con lo cual obligan a desarrollar procesos rentables para la produccién de
etanol anhidro, el cual por limitaciones técnicas debe poseer un contenido muy
bajo de agua [42].

Existen varios procesos para producir etanol anhidro, estos incluyen:
e Proceso quimico de deshidratacion,
e Deshidratacion por destilacién a vacio,
e Proceso de destilacion azeotropica,
e Proceso de destilacion extractiva,
e Proceso por membranas,
e Proceso de adsorcion
e Proceso de destilacion por difusion.

Las mezclas etanol-gasolina, poseen una baja tolerancia al agua, la cual
disminuye al incrementar el porcentaje de etanol o la temperatura. Si la
temperatura del motor de un vehiculo baja y se sobrepasan los valores maximos
permitidos de contenido de agua se forman dos fases se comienzan a generar
problemas en el funcionamiento del motor. En este sentido, la produccion de
etanol anhidro se convierte en una prioridad a nivel ambiental, tecnolégico y

econdmico.
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3 METODOLOGIA

3.1 Material

e Jugos de pifias de Agave Tequilana Weber
e Jugos de hojas de Agave Tequilana Weber

3.2 Levadura

e Saccharomyces Cerevisiae

3.3Medio de cultivo Sélido (YPD)

El medio solido se prepara con los siguientes compuestos a dichas

concentraciones.

e Glucosa 20 g/L
e Peptona 20 g/L
e Agar bacteriolégico 15 g/L
e Extracto de levadura 10 g/L

El medio de conservacién solido, posterior a su preparacion, es colocado en
un Autoclave por 15 minutos a 121°C para su esterilizacion.

Concluido ese tiempo la solucion se deja enfriar un poco por seguridad,
posteriormente es vaciado en cajas de Petri (previamente esterilizadas a las
mismas condiciones) a un volumen aproximado de 15 mL en una zona estéril.

Se deja reposar por 20 minutos para su solidificacion. Posteriormente se
dejan 12 horas en una incubadora a 30°C como testigo. Si el medio sélido no
presenta contaminacion, se prosigue con el sembradio de la levadura

(Saccharomyces Cerevisiae) mediante un asa y un par de mecheros (para
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esterilizacion de la zona) estriando en forma de abanico, procurando un espacio
para su reproduccion dentro del medio.

Al terminar el procedimiento anterior se coloca nuevamente en la
incubadora boca abajo, es decir, apoyada sobre la tapa. De modo que el agar
queda en la parte superior y al condensarse el vapor de agua que generan los
microorganismos por su metabolismo, cae sobre la tapa, evitando que los

microorganismos se diluyan, manteniéndose fijados al sustrato.

En la siguiente Figura se puede observar las colonias crecidas.

Figura 14: Saccharomyces Cerevisiae sembradas en el medio solido.

3.4Medio de cultivo Liquido

El medio de cultivo liquido se prepara mediante los siguientes compuestos a

las siguientes concentraciones, las cuales solo se adaptan al volumen a trabajar:

e Glucosa 20 g/L
e Peptona 20 g/L
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e Extracto de levadura 10 g/L

El medio liquido, posterior a su preparacion, es colocado en un Autoclave
por 15 minutos a 121°C para su esterilizacion.

Concluido ese tiempo la solucion se deja enfriar un poco por seguridad,
posteriormente se dejan 12 horas en una incubadora a 30°C como testigo. Si el
medio sélido no presenta contaminacion, se prosigue con el sembradio de la
levadura (Saccharomyces Cerevisiae) mediante un asa y un par de mecheros
(para esterilizacién de la zona) tomando las lavaduras de las cajas de Petri antes
inoculadas.

Al terminar el procedimiento anterior se coloca en un shaker a 30°C,
durante un periodo de 12 hr para que crezcan las levaduras en dicho medio y

posteriormente verterlo a los jugos para comenzar la fermentacion.

3.5Reactivos

e D (-) Fructosa (F-2543, S. A))

e D (-) Xilosa (7665, HY)

e D (-) Manosa (104, HY)

e L (+) Arabinosa (A-3256, S. A))

e D (+) Glucosa (D-9434,S. A)

e Acido 3-5, dinitro-salicilico (D-0550, S. A.)
e Etanol (6417, S.A))

3.6 Equipo

e Balanza analitica, Sartorius modelo BP61S, precisiéon +1 mg

e HPLC (VARIAN)

e Estufa Felisa FE-291A

e Molino de 4 aspas MAGRITEP

e Prensa tomillo Inventer Duty Motor N° de serie 201082900-100
e Espectrometro JENWAY modelo 7305 N° de serie 39883

e Autoclave Felisa modelo FE-399
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e Bomba cromatografia cuaternaria VARIAN 350

e Detector diferencial de indice de refraccion VARIAN 800
e Control de temperatura del HPLC

e Automuestreador VARIAN 410

3.7Métodos

e Azucares reductores totales (ART). Método DNS
e Cromatografo HPLC

3.8Descripcién de la Planta Piloto

La planta piloto esta disefiada con los siguientes materiales, manometros y

rotAmetros:

» Reactor 1 de 50 L de volumen para efectuar pre-tratamientos e hidrolisis

» Reactor 2 de 50 L de volumen para efectuar la fermentacion

» Una columna de destilacion de Vidrio con 11 platos

» Un hervidor

» Un condensador

» 3 bombas P11, P21y P22

» 1 panel de control

» Presion de los vapores en el circuito principal.

» Presion de los vapores secos corriente arriba del mezclador vapor/agua fria
al circuito del encamisado del reactor.

» Presion del agua fria corriente arriba del mezclador vapor/agua fria al
circuito del encamisado del reactor.

» Presion de los vapores secos corriente arriba del mezclador vapor/agua fria
al circuito del encamisado del reactor.

» Presion del agua fria corriente arriba del mezclador vapor/agua fria al

circuito del encamisado del reactor.
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Presion de los vapores secos al circuito del encamisado del hervidor.
Rotametro de agua fria.

Rotametro del agua fria.

YV V V VY

Rotametro de condensados a la salida del condensador.

La siguiente figura muestra como esta conformada la planta piloto donde se

efectuaran dicha experimentacion para la produccién de bioetanol:

Figura 15: Planta Piloto.

3.9 Determinacion del pH

Posterior al Prensado se determin6 el pH de los jugos obtenidos tanto de
las hojas como de las pifias procurando que este esté un poco acido (3.5-4.5) para
gue se pueda llevar a cabo la fermentacion, caracteristica del Agave Tequilana
Weber, no necesita ajustarse y si en dado caso que estuviera muy acido se

procede a ajustar el pH con una solucion de Ca(OH), hasta llegar a ese valor
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establecido, agregando paulatinamente la solucion tomando las lecturas con un

pH metro para tener una estabilidad y control.

3.10 Determinacién de los grados Brix

Al igual que la medicion del pH, se continué con la determinacién de los
grados Brix de los jugos resultantes del prensado, el cual consiste en tomar una
muestra de los jugos y agregar unas pequefias gotas en un refractometro digital
para obtener dicho resultado.

3.11 Caracterizacion quimica de los jugos obtenidos del agave Tequilana
Weber

Para realizar la caracterizacion quimica de los jugos extraidos se realizaron
las siguientes actividades:

e Molienda y extraccion de los jugos tanto de las hojas como de las pifias.
e Determinacion del porcentaje de azucares contenidos en las hojas y pifia
del Agave.

e Identificacion de los azucares presentes en el Agave.

3.11.1 Acondicionamiento de la materia prima

Para obtener el jugo de la planta, las pifias se pasaron por la banda
transportadora del molino para realizar la molienda de estas en una trituradora
MAGRITEP de 4 aspas con navajas angulares como lo muestra la Figura 16, las
fibras fueron recolectadas en una carreta MAGRITEP y posterior a esto se puso a

cocer las fibras durante 4 horas y 120°C con el fin de hidrolizar los polisacaridos.
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Figura 16: Molino MAGRITEP.

Una vez teniendo ya cocidas las fibras se trasladaron a una prensa de
tornillo para realizar la extraccion de los jugos utiizando unos discos de
contrapeso para retirar el mayor jugo del bagazo.

Figura 17: Prensa tornillo para extraccion de jugos.

Se repitié el mismo procedimiento para la obtencion del jugo de las hojas a
diferencia que estas fueron molidas con otro molino como el que se muestra en la
Figura 18. En ambos casos se obtuvo un jugo color verde esmeralda, los cuales
fueron recolectados en bidones de plastico cerrados herméticamente, y

almacenados a una temperatura de 4°C.
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Figura 18: Equipo para moler las hojas del Agave.

3.11.2 Balances de masa

Los balances de masa se realizaron con la finalidad de determinar el
porcentaje de jugo y bagazo, para el balance de masa de las pifias 1000 kg
entraron al molino (F=1000 Kg), repartiéndose en dos corrientes nuevas (B) para
el bagazo resultante, (J) para los jugos obtenido. Las pérdidas de materia prima en
el molino y del traslado para darles el tratamiento térmico fueron despreciables,
por lo que no se consideraron. El mismo procedimiento se hizo para las hojas con

una alimentacion de (F= 1000 Kg).

En ambos casos se determind la densidad del jugo realizando el filtrado de

este y utilizando la técnica de picnometria.

Tabla 5: Condiciones de operacion del Filtro Prensa.

Caracteristica Asignacién
Tipo de motor Asincrono
Tension del motor 220V
Corriente del motor 144 A
Frecuencia del motor 60 Hz
Tipo de refrigeracion Automético
Factor de sobrecarga 150%
Frecuencia minima 20 Hz
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Frecuenciamaxima 60 Hz
Tiempo de aceleracion 20s
Tiempo de desaceleracion 20s
Modo de control Lineal

3.12 Determinacién de azucares reductores totales

La determinacién de azucares reductores totales (ART) presentes en el
Agave Tequilana Weber se realizO por el método DNS, este es un método
colorimétrico que permite detectar la presencia del grupo carbonilo libre (C=0) en
la molécula de carbohidratos; lo cual implica la oxidacién del grupo funcional
aldehido o cetona, el acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (color amarillo) se reduce a

3-amino-5-dinitrosalicilico bajo condiciones alcalinas.

Cuando el acido 3,5-dinitrosalicilico se reduce a 3-amino-5-dinitrosalicilico
en presencia de calor, por la glucosa u otros azucares reductores al entrar en
contacto con el desarrollando un cambio de color de amarillo hasta rojo o café y la
formacion del &cido addnico como se muestra en la figura. El cambio de coloracion
fue determinado por medio de lectoras de densidad O6ptica, leidas por un

espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm.

=C L ol
Azdcar Acido
oOH + Reductor OH +  aidénico

@
O MO, OQNM NH;
3. 5-dinitrosalicylic acid 3-amino-S-nitrosalicylate (red, A, 540nm)

Figura 19: Reaccion presentada en el método DNS.

La aplicacion del método DNS requiere la preparacion del reactivo y las

muestras de referencia para las lecturas y hacer la curva de calibracion.
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-Se prepara buffer de acetatos 0.1 M
2.259 ml de acido acético en 500 ml de agua

5.213 gramos de Acetato de sodio para 500 ml de agua

Se mezclan para dar 1 L de Buffer de acetatos

-Reactivo DNS

0.25 g de 3, 5 Dinitrosalicilico

0.75 g de Tartrato de Sodio y Potasio

50 ml de NaOH 2M (4 g de NaOH en 50 ml de agua destilada)

Diluir en un matraz de 250 ml y aforar con agua destilada (proteger de UV con
aluminio).

Para la determinacién de los azucares reductores totales, se determind
realizando una curva de calibracion donde se preparé una solucion de 6.0076
mg/ml empleando glucosa como estandar, a partir de la cual por medio de
diluciones se prepararon las soluciones con las concentraciones como se indican
en la tabla.

Tabla 6: Solucion stock para la curva de equilibrio.

Agua 250 ml
Glucosa 1.5019 gr
Concentracidn 6.0076 mg/ml

Tabla 7: Diluciones para realizar curva de equilibrio.

Solucién stock (ml) Buffer de acetatos Absorbancia 540nm

0.1 0.9 --

0.2 0.8 0.024
0.3 0.7 0.071
0.4 0.6 0.133
0.5 0.5 0.211
0.6 0.4 0.282
0.7 0.3 0.357
0.8 0.2 0.436
0.9 0.1 0.537

1 0 0.594
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-Para determinar las absorbancias (ABS)

Se toman 0.1 ml de cada tubo, se mezclan con 3 ml de DNS, se calienta a
ebullicibn por 8 minutos, pasado el tiempo se realiza un choque térmico
introduciendo los tubos a una tina con hielos para parar la reaccion, se diluyen con

10 ml de agua destilada, se leen cada uno de los tubos en el espectro y se anotan
las absorbancias obtenidas a 540 nm.

E AL | ER
gr/}\-wv.iuw T
a7, '/lhh's!ll DA AL AN

t

Figura 20: Soluciones obtenidas de la aplicacion del método DNS.

3.13 Fermentacién
3.13.1 Condiciones de operacion de la fermentacion

En cuanto a la fermentacion, las condiciones que se requieren, es una
temperatura de 30°C, para evitar que la levadura contenida en el medio liquido de
fermentacion sea destruida, esta se vertio, sin abrir el reactor ya que puede ser
susceptible a contaminacion. Cuando la temperatura en el reactor sea estable, se
procede a inocular con dicho medio a un 2% en volumen con relacién a la cantidad
de jugos a fermentar, el tiempo de fermentacion inicid en cuanto el inoculo entra al

tanque. La reaccion de fermentacién produce CO, por lo que es necesario colocar
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un equipo Airlock, para que pueda escapar el gas sin que genere acumulaciéon
dentro del reactor y pueda presentar problemas, ademas de evitar una

contaminacion dentro del mismo.

i

Figura 21: Airlock empleado para liberar el CO2 producido.

El tiempo de fermentacion es de 72 horas, y se debe muestrear cada 24
horas para tener un control de la conversion de azlicares a etanol.

Pasando las 72 horas de Fermentacion el jugo se guarda en bidones
cerrados herméticamente con el fin de evitar que el alcohol generado pueda
volatilizarse. Se cuantifica tanto el jugo obtenido como la conversion de los
azucares que se tienen al final del proceso. El jugo posteriormente es llevado a un

proceso de destilacion.
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Fermentacién

Ajuste de
temperatura a
30°C

Agregacién del
Medio de Cultivo
Liquido

Inicio de la
Fermentacién

Muestreo cada
24 horas

72 horas de
duracién

Figura 22: Proceso de fermentacion.

3.13.2 Fermentacién de los jugos de pifias de agave Tequilana Weber

Posterior al tratamiento térmico se prosigue con la inoculacion del reactor

mediante un medio liquido de cultivo preparado con un dia de anticipacion con

respecto al dia en que se efectué la fermentacion, esto con la finalidad de proveer

un tiempo para que dicho medio pueda incrementar la cantidad de biomasa y asi,

tener un buen rendimiento. El volumen del inoculo que se debe agregar al reactor,

es del 2% con respecto al volumen de jugo presente.

Como se tienen 40 L (capacidad del reactor de la planta piloto) en volumen

de jugos hidrolizados, se requiere 0.8 L de dicho medio de fermentacién, por lo

tanto las cantidades que se requieren para realizar la inoculacién son:

e Glucosa 16 g/L
e Peptona 16 g/L
e Extracto de levadura 8g/L
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3.13.3 Fermentacién de los jugos de las hojas de agave Tequilana Weber

Posterior al tratamiento térmico se prosigue con la inoculacion del reactor
mediante un medio liquido de fermentacion preparado con un dia de anticipacion
con respecto al dia en que se efectué la Fermentacion, esto con la finalidad de
proveer un tiempo para que dicho medio pueda incrementar la cantidad de
biomasa y asi, tener un buen rendimiento. ElI volumen del inoculo que se debe
agregar al reactor, es del 2% con respecto al volumen de jugo presente.

Como se tienen 40 L (capacidad del reactor de la planta piloto) en volumen
de jugos hidrolizados, se requiere 0.8 L de dicho medio de fermentacion, por lo

tanto las cantidades que se requieren para realizar la inoculacion son:

e Glucosa 16 g/L
e Peptona 16 g/L
e Extracto de levadura 8 gL

3.14 Determinacién de azucares y etanol mediante HPLC

El HPLC es una técnica utilizada para separar los componentes de una
mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las
sustancias analizadas y la columna cromatografica, mediante este método se
analizan diferentes muestras para poder cuantificar la concentracion tanto de los
azucares como del etanol presentes en las muestras.

Antes de utilizar esta técnica se preparan disoluciones estandares de
diferentes azlcares, alcoholes y lignina, esto debido a que la muestra que sera
leida en el equipo debera integrarse para poder identificar los picos resultantes en
la cromatografia. Las concentraciones de los estandares deberan oscilar entre 5 y
50 g/L.

La metodologia para realizar esta técnica, engloba los siguientes pasos:
e Tomar 0.2 ml de cada una de las muestras de los jugos obtenidos, diluirlas

a una relacién 1:10 (0.2 ml de muestra con 1.8 ml de agua para HPLC) y

colocarlas en eppendorfs.
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e Se colocan en el carrusel de una centrifuga cuyas condiciones son 15
minutos a 13300 rpm para la precipitacion de los solidos presentes.

e Al termino del tiempo de centrifugado, las muestras se filtran mediante una
membrana Milipore de 0.22 pum, con la finalidad de retener microorganismos
gue puedan alterar los resultados.

e Finalmente son colocados en viales roscados, procurando que el volumen
de la muestra sea mayor a la mitad de su capacidad, para evitar que el
cromatografo succione aire y se pueda descomponer.

e Los viales seran colocados en el carrusel del HPLC y se analizan bajo las
siguientes condiciones:

» Columna Metacarb 87C a 60°C
» Flujo isocratico de agua a 0.6 mL/min
» Detector de indice de refraccién
» Tiempo de muestra: 21 minutos
Posteriormente, a todas las corridas del cromatégrafo les fueron leidas el
area bajo la curva de los picos para determinar las concentraciones de cada
compuesto contenido.

Figura 23: HPLC utilizado para analizar las muestras para la produccion de
etanol.
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4 RESULTADOSY DISCUSIONES

4.1 Procesos

Durante este proyecto se prosiguié primeramente con la realizacién de
varios procesos con las pifias de Agave Tequilana, para ver cual nos resultaba
mas factible para obtener la mayor concentracién de azucares para fermentarlos a

bioetanol, los procesos se describen a continuacion.

41.1 Procesol

En este proceso se tenia la materia prima la cual se hizo pasar por el
molino MAGRITEP Figura 16, lo resultante de la molienda se hizo pasar por una
prensa tipo tornillo Figura 17, de la cual se obtienen los jugos y el bagazo, se
prosiguio a filtrar los jugos, los cuales se pusieron a cocer una temperatura de
95°C y 2 horas, en el reactor de fermentacién de la planta piloto, terminando el

proceso de coccion se cuantificaron los azucares.

Tabla 8: Azlcares resultantes del proceso 1.

Proceso Azucares (HPLC g/L)

1 108.43

FIQ pag. 48



CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIONES

Pifias de Agave

v 3
Secar Cocerxr
(solido) (Aiquido)

Cuantificacién de

azucares

Figura 24: Diagrama de flujo del proceso 1.

Figura 25: Bagazo resultante del proceso 1.
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4.1.2 Proceso 2

Este proceso fue similar al primero, excepto que a este se le dieron dos
molidas, la materia prima se hizo pasar por el molino MAGRITEP Figura 16,
después se hizo pasar por el molino pequefio Figura 18, al término de la molienda
la materia prima se pas6 por una prensa tipo tornillo Figura 17, de la cual se
obtienen los jugos y el bagazo, se prosiguidé a filtrar los jugos, los cuales se
pusieron a cocer una temperatura de 95°C y 2 horas, en el reactor de
fermentacion de la planta piloto, terminando el proceso de coccion se cuantificaron

los azucares.

Tabla 9: Azlcares resultantes del proceso 2.

Proceso  Azucares (HPLC g/L)

2 108.43

Pifias de Agave

Filtrar
(Aigquido)

Secar
(solido)
Cuantificacién de
azucares

Figura 26: Diagrama de flujo del proceso 2.
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Figura 27: Bagazo resultante del proceso 2.

4.1.3 Proceso 3

En este proceso se utilizé pencas de agave, las cuales se pusieron a cocer
en un autoclave a una temperatura de 120°C y 3 horas de coccion, estas se
hicieron pasar por la prensa tornillo Figura 17, de la cual se obtienen los jugos y el
bagazo, al término del proceso del prensado se prosiguid a filtrar los jugos, a los

cuales se les cuantificaron los azucares.

Tabla 10: Azucares resultantes del proceso 3.

Proceso Azlcares (HPLC g/L)

3 299.6
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Pencas de Agave

Filtrar
(solido) (liquido)

Cuantificacién de
azducares

Figura 28: Diagrama de flujo del proceso 3.

Figura 29: Autoclave donde se llevo a cabo el proceso 3.
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4.1.3 Proceso 4

Este proceso la materia prima se hizo pasar por el molino MAGRITEP
Figura 16, al término de la molienda, la materia prima se puso a cocer en el
reactor de fermentacion a una temperatura de 95°C por un tiempo de 14 horas, al
término del proceso de coccién la materia se hizo pasar por una prensa tipo
tornillo Figura 17, de la cual se obtienen los jugos y el bagazo, se prosiguié a filtrar
los jugos, terminando el proceso de prensado se cuantificaron los azucares.

Tabla 11: Azlcares resultantes del proceso 4.

Proceso Azucares (HPLC g/L)

4 174.36

Pifias de Agave

Secar Filtrar
(solido) (liquido)

Cuantificacion de
azucares

Figura 30: Diagrama de flujo del proceso 4.
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Figura 31: Materia Prima resultante en el proceso 4.

414 Procesob5

Este proceso la materia prima se hizo pasar por el molino MAGRITEP

Figura 16, al término de la molienda, la materia prima se puso a cocer en el

reactor de fermentacion a una temperatura de 95°C por un tiempo de 10 horas, al

término del proceso de coccion la materia se hizo pasar por una prensa tipo

tornillo Figura 17, de la cual se obtienen los jugos y el bagazo, se prosiguio a filtrar

los jugos, terminando el proceso de prensado se cuantificaron los azucares. Para

este proceso se realizaron barias corridas a diferente tiempo y diferentes

temperaturas.
Tabla 12: Azlcares resultantes del proceso 5.
Proceso Condiciones Azucares (HPLC g/L)
5 T=95°C, t=10hr 44.19
5 T=115°C,t=10hr 275.18
5 T=110°C,t=10hr 257.81
5 T=115°C, t= 5hr 207
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Pifias de Agave

Secar Filtrar
(solido) (liquido)

Cuantificacion de
azucares

Figura 32: Diagrama de flujo del proceso 5.

Figura 33: Materia prima cocida del proceso 5.
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La Tabla 13 muestra los resultados obtenidos en cada uno de los procesos
experimentales, que se llevaron a cabo para analizar la produccion de etanol de
primera generacion, estos resultados fueron obtenidos mediante la técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC).

Tabla 13: Procesos experimentales para la produccion de etanol de primera

generacion
Proceso Condiciones Azucares (HPLC g/L)

1 T=95°C, t=2hr 108.43

2 T=95°C, t=2hr 108.43

3 T=120°C, t=3hr 299.6

4 T=95°C, t=14hr 174.36

5 T=95°C, t=10hr 44.19

5 T=115°C,t=10hr 275.18

5 T=110°C,t=10hr 257.81

5 T=115°C, t= 5hr 207

Cabe destacar como se observa en la Tabla 13, que en el autoclave se
tiene una mayor concentracion de azucares dado que se lleva a una temperatura
de 120°C, de esta manera comparando los resultados obtenidos se optd por
trabajar en la planta piloto a una temperatura de 120°C y un tiempo de 4 horas de
coccién, ya que a esas condiciones se obtienen muy buenos resultados en cuanto

a la concentracién de azucares.
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PPl
B’

Figura 34: Reactores donde se llevaron a cabo los procesos.

4.2 Inulina

Antes de iniciar con el proceso que se eligid, se hizo una prueba de
fermentacion con los jugos del proceso 1y 2, de los cuales se tom6 una muestra
antes de iniciar la fermentacion para ver el comportamiento, lo cual tenia una
concentracion inicial de azucares de 108. 43 g/L, se le agrego inoculo y se fueron

tomando muestras cada 6 horas, cuyos resultados se muestran en la Figura 35:

300

250

200

150

100

-m B

| _

Inulina Fructosa Etanol

Concentracion (g/L)

Compuesto

Figura 35: Desdoblamiento de la Inulina a Fructosa.
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La inulina presente tiende a disminuir y la concentracion de azucares a
aumentar, esto se debe a que las Saccharomyces ayudan a desdoblar la inulina
presente (ya que es un microorganismo nativo de dicha planta y persevera
siempre durante todo el proceso de fermentacion). Debido a que a las condiciones
que se trabaja (30 °C y a la constante agitacién), al medio liquido que agregamos
y a los compuestos que contienen los jugos (nitrogenados), la Saccharomyces
tiende a formar inulinasas que estas ayudan a desdoblar la inulina aun presente

en dichos jugos.

4.3 Porcentaje de humedad

El porcentaje de humedad tanto de las pifias como de las hojas se
determindé antes de que se continuara con el proceso asi como al salir de la

prensa, los datos obtenidos se muestran en la Tabla 14:

Tabla 14: Porcentaje de humedad en la planta de Agave Tequilana Weber.

% Humedad
Pifia 86.62
Hojas 80.2
Bagazo de Piiia 67.11

Bagazo de Hojas 43.24

4 4 Cuantificacion de azucares reductores totales

Los resultados que se obtuvieron en la cuantificacibn de azucares
reductores se determinaron empleando una curva de calibracion que presento un

factor de correlacion R? = 0.9949.

Tabla 15: ART de los extractos.

Muestra Concentracion (g/L)
Extracto Pifia Cruda 89.2
Extracto Hojas Cruda 35.5
Extracto Pifia Cocida 370.28
Extracto Hojas Cocida 78.2
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Con los resultados anteriores se nota claramente que las pifias presentan
mayor nimero de azucares reductores en comparacion con los extractos de las
hojas. Sin embargo en varios casos resulta un poco bajo, podemos atribuir dichos
resultados a que al ser extractos de la planta cruda, la mayoria de los azucares se
encuentra en forma de polisacaridos especialmente en forma de inulina. Asi
mismo, se reporta la concentracion de azucares reductores presentes tanto de la
pifia como de las hojas que fueron sometidas a coccion a una temperatura de
120°C durante 4 horas, el efecto de la temperatura produjo la hidrolisis de la
inulina contenida hasta el grado de monosacaridos (principalmente en forma de

fructosa), como se muestra en la reaccion siguiente.
(C¢H,,05),, + H,0 - n— CqH,,0s

Se observa claramente en la Tabla 15, que la coccion ayuda a que la pifia
aumente mas del cuadruple el contenido de azlcares que se encuentran en la

pifia cruda, y la coccion de las hojas la aumenta un poco més del doble.

4.5 Determinacion individual de azucares

Para la determinacion de azucares presentes en las muestras se utilizé el
equipo HPLC para obtener los cromatogramas, se obtuvieron dos de cada
muestra y se tomé el valor promedio de ambos como criterio para el tiempo de
retencion. Es por eso que los valores reportados no corresponden a los leidos
exactamente por el equipo HPLC si no al promedio de ambos.

Para el extracto de la pifia cruda Figura 36 se observaron Unicamente dos
picos cuyos tiempos de retencion promedio son 6.373 y 13.0502 minutos, los
cuales se pueden asignar al polisacarido de inulina y a la fructosa
respectivamente.

Ademas de que se sustenta con el resultado que se obtuvo anteriormente
Tabla 15, respecto al contenido de azucares que es muy bajo (89.2 g/L) gracias a

la presencia de la inulina en la planta cruda, que se encuentra sin hidrolizar.
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Figura 36: Cromatograma de la pifia de Agave Tequilana Crudo.

La Tabla 16 muestra las cantidad de azucares presentes en la pifia cruda

de Agave Tequilana, de acuerdo a los estandares manejados.

Tabla 16: Identificacion y cuantificacion de azucares de la pifia cruda de A.
Tequilana.

Pina Cruda

Cantidad
Azucar total de
azucar (g/L)

Fructosa 21.13

Respecto a la muestra de jugos de las hojas Figura 37, es posible visualizar
MAs picos cuyos tiempos de retencion son los siguientes: 6.423, 8.301, 10.045,
10.886, 11.535, 13.103, de los cuales algunos no es posible identificarlos de
acuerdo a los estdndares manejados, sin embargo el tercer pico corresponde a la

glucosa, prosiguiendo la manosa, la fructosa y otros azucares sin identificar. La
Tabla 17 muestra los azucares y la cuantificacion de estos.

Tabla 17: Identificacidn y cuantificacion de azucares de las hojas crudas de A.
Tequilana.

Extracto de Hojas

FIQ pag. 60



CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIONES

Cantidad total

Azticar de azicar (g/L)
Glucosa 11.2
Manosa 14.02
Fructosa 22.15

mvolts
25—

Figura 37: Cromatograma de las hojas de Agave Tequilana Crudo.

Finalmente para la pifia cocida Figura 38, se puede observar que el pico
mas grande obtenido en el Cromatograma de la pifia cruda disminuyo su area tras
la hidrolisis a la que fue sometida dando origen a otros azucares, siendo el de
mayor area el correspondiente a la fructosa. La Tabla 18 muestra los azucares y la
cuantificacion de estos.

Tabla 18: Identificacion y cuantificacion de azucares de la pifia cocida de A.
Tequilana.

Pina Cocida

Cantidad total

Azicar de azicar (g/L)

Xilosa 2.36
Glucosa 14.04
Fructosa 350.23
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mvolts |[ |
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Figura 38: Cromatograma de la pifia de Agave Tequilana Cocido.

4.6 Resultados obtenidos con la fermentacidén de los jugos de las pifias
de agave Tequilana Weber

Pasando el proceso de extraccion de los jugos es necesario continuar con
el proceso de fermentacion, cabe destacar que se obtuvo una elevada
concentracion de azucares 360 g/L aproximadamente, por lo cual se diluyo por
mitad, ya que en estudios previos con Saccharomyces Cerevisiae se concluye que
esta levadura tiene mayores rendimientos a concentraciones menores de
azucares fermentables. Durante la etapa de dicho proceso, se cuantificaron las
concentraciones de azucares y etanol cada 24 horas con el fin de verificar como
se estd llevando a cabo la fermentacion y asi continuamos muestreando hasta
completar las 72 horas que dura en proceso. Los resultados arrojados fueron
obtenidos con el equipo HPLC. En la Figura 39 se puede analizar el crecimiento
de la concentracion del etanol, asi como, las hexosas (preferencia de las

Saccharomyces Cerevisiae), van disminuyendo su concentracion.
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FERMENTACION DE JUGOS DE PINA COCIDA
DE AGAVE TEQUILANA
200
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= 160
% 140
:§ 120
g 100 M Fermentacién a las O hrs
S 8o
2 60 B Fermentacion a las 24 hrs
o
Y 40 B Fermentacién a las 48 hrs
20 —
0 — - | Fermentacion a las 72 hrs
> > > > > >
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© Q;;zP\Q o R S <
Compuesto

Figura 39: Gréfica que muestra el proceso de fermentacion de los jugos de pifia.

4.6.1 Rendimiento total de jugos de pifias

El grafico anterior muestra la proporcién en la cual se encuentra presente la
mayor cantidad de azlcares fermentables y posteriormente la conversion de estos
en etanol. Por lo tanto el rendimiento porcentual de la conversion efectuada se

realizara mediante la siguiente ecuacion:

A
%R = (E)xwo Ec.4.1

Donde:

e A = Concentracion final de alcohol
e B = Concentracion de Glucosa convertida

Sustituyendo los valores en la ecuacion 4.1, se tiene:

(47.20919
%R =

it — 0
975508 >x100 48.39%

%R = 48.39%
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4.6.2 Balance de materia de las pifias

El resultado de los balances de masa obtenidos durante la etapa de

molienda hasta la extraccion de los jugos se muestra en la Tabla 19:

Tabla 19: Balance de materia para las pifias.

ETAPA
Entrada Molino 1000 Kg
Salida Molino 1000 Kg
Entrada Prensa 1000 Kg
Salida Prensa
Bagazo 620.7867 Kg
Jugo 379.21 Kg Densidad 1.12508 Kg/L

Brix 34.9

Las pérdidas de materia prima en el molino y del traslado para darles el
tratamiento térmico fueron despreciables, por lo que no se consideraron. Ya que al
momento de realizar dicho trabajo se tuvo el mayor cuidado de rescatar en su
totalidad la materia prima. En tal balance se puede determinar que el 62 % del
peso de las pifias corresponde al bagazo, siendo el 38 % restante de los jugos que
se obtienen, cuya densidad es 1.12508 Kg/L.

ALIMENTACION

F = 1000 Kg
% Humedad = 86.62

MOLINO
JUGOS

J = 379.21 Kg
—C> p = 1.12508 Kgil
Brix = 34.9

FILTRO

BAGAZO

‘ :;> B = 620.7867 Kg
% Humedad = 67.11

Figura 40: Diagrama con los resultados de extraccion de jugos de pifias.
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Con forme al estudio realizado se obtiene que para 1 tonelada de pifia se
pueden obtener 380 kg (338 L) de jugos para fermentar, del cual se podrian
obtener un rendimiento muy bueno comparado con el te6rico (51 %) y en cuanto
al bagazo 620 kg se podria implementar para la obtencion de bioetanol de

segunda generacion.

4.7 Resultados obtenidos con la fermentacion de los jugos de las hojas
de agave Tequilana Weber

De igual manera que en los jugos de las pifias, pasando el proceso de
extraccion de los jugos es necesario continuar con el proceso de fermentacién.
Durante la etapa de dicho proceso, se cuantificaron las concentraciones de
azucares y etanol cada 24 horas con el fin de verificar como se esté llevando a
cabo la fermentacion y asi continuamos muestreando hasta completar las 72
horas que dura en proceso. Los resultados arrojados fueron obtenidos con el
equipo HPLC. En la Figura 41 se puede analizar el crecimiento de la
concentracion del etanol, asi como, las hexosas (preferencia de las

Saccharomyces Cerevisiae), van disminuyendo su concentracion.

FERMENTACION DE JUGOS DE HOJAS COCIDA
DE AGAVE TEQUILANA
200
180
< 160
o 140
:g 120
Ju 128 M Fermentacién a las O hrs
c
§ 60 M Fermentacién a las 24 hrs
o
o 38 i | Fermentacién a las 48 hrs
0 - h o . Fermentacién a las 72 hrs
2> > > 2 > > >
ST & INSH i e <&
& Q;\%o\‘\ N + ((@é o K
Compuesto

Figura 41: Gréafica que muestra el proceso de fermentacion de los jugos de hojas.
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4.7.1 Rendimiento total de jugos de las hojas

El grafico anterior muestra la proporcién en la cual se encuentra presente la
mayor cantidad de azlcares fermentables y posteriormente la conversién de estos
en etanol. Por lo tanto el rendimiento porcentual de la conversion efectuada se

realizara mediante la siguiente ecuacion:

Sustituyendo los valores en la ecuacion 4.1, se tiene:

. (31.13853

R = 100 = 48.329
% 64.44 )X %

%R = 48.32%

4.7.2 Balance de materia de las hojas

El resultado de los balances de masa obtenidos durante la etapa de

molienda hasta la extraccion de los jugos se muestra en la tabla 20:

Tabla 20: Balance de materia para las hojas.

Etapa
Entrada Molino 1000 Kg
Salida Molino 239 Kg
Entrada Prensa 239 Kg
Salida Prensa
Bagazo 303.301 Kg
Jugo 695.0125 Kg Densidad  1.253 Kg/L

Brix 9.6

De igual manera que lo descrito para las pifas, las pérdidas de materia
prima en el molino y del traslado para darles el tratamiento térmico fueron

despreciables, por lo que no se consideraron. En tal balance se puede determinar
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gue el 30.5 % del peso de las pifias corresponde al bagazo, siendo el 69.5 %
restante de los jugos que se obtienen, cuya densidad es 1.253 Kg/L.
ALIMENTACION

F = 1000 Kg
% Humedad = 80.2

MOLINO

JUGOS

E 3
{ | J = 695.0125 Kg

—{> p = 1.253 Kg/L

Brix = 9.6

FILTRO

BAGAZO

' B = 303.301 Kg
C'D % Humedad = 43.24

Figura 42: Diagrama con los resultados de extraccion de jugos de hojas.

Con forme al estudio realizado se obtiene que para 1 tonelada de hojas se
pueden obtener 695 kg (554 L) de jugos para fermentar, del cual se podrian
obtener un rendimiento muy bueno comparado con el tedrico (51 %) y en cuanto al
bagazo 305 kg se podria implementar para la obtencién de bioetanol de segunda

generacion.
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El mayor contenido de ART se localiza en la pifia en los que predominan los
fructanos tipo inulina y fructooligosacaridos, es la razon por la cual esta fraccién
constituye la parte comercial de esta planta. Lo cual se puede observar con
certeza en los resultados obtenidos.

El andlisis de ART se observd que de manera natural el Agave tiene
azucares, su contenido en las fracciones de la planta cruda no resultaron del todo
lo esperado, resultando 89.2 g/L para la pifia y 35.5 g/L para las hojas. Al realizar
la coccién de la pifia se observd que el contenido de azucares se cuadruplico, esto
como resultado del desdoblamiento de la inulina por el efecto de la temperatura
durante la hidrolisis, mientras que para las hojas se duplico.

Del estudio realizado para la identificacibn de azucares en la pifia
Unicamente se observd la presencia de fructosa con una concentracion de 21.13
g/L, al igual que la presencia de una gran cantidad de inulina (azlcar caracteristico
del Agave Tequilana Weber), misma que dio origen a diversos azucares después
de la coccién, siendo los azucares detectados sacarosa, glucosa y fructosa.
Respecto a las hojas en ellas se pudo observar una mayor cantidad de picos en
los cromatogramas leidos, que Unicamente solo fue posible identificar tres de los
azucares presentes, glucosa, xilosa y fructosa.

La utilizacion de las hojas o pencas del Agave Tequilana Weber para la
produccién de bioetanol es una alternativa viable y sustentable que no pone en
riesgo la seguridad alimentaria de la poblacion, debido a que éstos residuos
agricolas no ponen en riesgo la seguridad alimentaria de la poblacion, y su
utilizacion en este proceso contribuye al aprovechamiento integral del cultivo.

Es conveniente realizar un estudio especifico para las hojas ya que como
se muestra en el Cromatograma de estas se aprecian diferentes picos de
diferentes oligosacaridos los cuales algunos no fueron identificados con los
estandares utilizados, esto con el fin de ver si se pueden obtener mas azucares

fermentables que ayuden a obtener un rendimiento muy bueno en cuanto a la
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produccion de bioetanol y puedan apoyar mas la hipotesis planteada en este
proyecto.

En cuanto al rendimiento total de conversion de azicares a etanol
comparado con el tedrico que presenta la bibliografia (51%), en muy bueno ya que
para ambos casos (pifias y hojas) se obtuvo un porcentaje de 48.4 %, sin
embargo, como todos sabemos, los rendimientos tedricos comparados con los
experimentales tienen una gran dispersion. A pesar de esto, los resultados que se
obtuvieron son notablemente satisfactorios.

La justificacion al hecho de que no se obtenga una conversion de 51% de
azlcares a alcohol como el reportado en la bibliografia, se debe a que la ruta
metabdlica de la levadura Saccharomyces Cerevisiae consume un cierto
porcentaje de azlcares del medio, con la finalidad de elevar su cantidad de
biomasa y posteriormente, iniciar la etapa de fermentacion.

La hipotesis planteada ha sido acertada gracias a los resultados obtenidos
que se pueden apreciar en los cromatogramas obtenidos mediante el HPLC,
también es conveniente destacar que los azucares presentes en esta materia
prima dependen mucho de la duracion de la hidrolisis de este material.

Es importante conocer mas acerca de la composicion de Agave Tequilana
Weber variedad azul que puede ser de utilidad para la produccién de inulinasas,
ya que se sabe que contienen minerales y ceras que favorecen o limitan la
produccién de la enzima, el conocimiento de su composicion permitira explotar

mejor sus propiedades.
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