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RESUMEN
El objetivo de la presente investigacion es analizar las propiedades fisicoquimicas del bagazo de
agave cenizo, realizar diferentes métodos de hidrdlisis tales como hidrolisis acida, hidrolisis
enzimatica e hidrolisis acido-enzimatica, con la finalidad de analizar con cual de las hidroélisis
realizadas se produce la mayor cantidad de carbohidratos fermentables. Posterior a esto, realizar
una fermentacion con el fin de obtener etanol anhidro y disefiar una planta piloto para la produccion

de esta sustancia.

Las hidrolisis se realizaron consecutivamente, siendo la primera la hidrdlisis acida la cual se llevo
a cabo por medio de digestiones en tres distintas condiciones utilizando acido clorhidrico diluido
en pH 2, pH 3 y pH 4 en tiempos de reaccion de 15, 30 y 40 minutos, a una temperatura constante
de 80 °C y una relacion 1:15 % p/v, dando como resultado una concentracion final de 13,03 g/L
en la condicion de pH 3 y 30 min. La hidrolisis enzimatica se llevo a cabo utilizando enzimas
celulasas a diferentes concentraciones de esta, una temperatura constante de 50 °C, una relacion
de bagazo enzima de 1:10, 1:5 y 1:1 %p/v , y un tiempo de reaccion de 24 horas dando como
resultado una mayor produccion de carbohidratos con la relacion bagazo enzima de 1:5 al obtener
una produccion de azucares de 8,46 g/L. Para el desarrollo de la hidrdlisis dcido-enzimatica se uso
la hidrdlisis acida que presentd la menos produccion de carbohidratos (2,2 g/L), al tener este
pretratamiento se ajust a un pH 5 y se adiciond tres diferentes concentraciones de enzima siendo
2,39%, 0,956% y 0,478% a una temperatura constante de 50 °C y un tiempo de reaccion de 24

horas consiguiendo un aumento de azucares a 4,8 g/L. con una concentracion de enzima de 0,956%.

Al realizar los tres métodos se logrd evidenciar que la hidrélisis dcida es la que consigue la mayor
produccion de azicares fermentables, teniendo en cuenta lo anterior lo obtenido en la hidrolisis
acida se fermentd por medio de la levadura “Tradipan” que contiene Saccharomyces cerevisiae
para lograr producir etanol para posteriormente destilar y obtener el bioetanol requerido; se logro
con 7 dias de fermentacion y un rendimiento entre 52-72%, alcanzando de esta manera y con ayuda
de una destilacion extractiva un 96% de etanol de manera experimental. Por otro lado, se realiz6
el disefo de una planta piloto con ayuda del simulador ASPEN PLUS V10 con base en lo trabajado

en el laboratorio en donde se logra obtener un porcentaje de etanol del 98%.

Palabras clave: Bagazo de agave, agave durangensis, hidrolisis acida, hidrolisis enzimadtica,

etanol.



INTRODUCCION
El estado de Durango, México cuenta con una infinita cultura y tradicion gastrondmica con bebidas
como lo son el mezcal, un producto representativo del pais siendo obtenido por la fermentacion
del agave, resaltando que su elaboracion presenta diferencias en la materia prima para la
produccion de tequila, teniendo en cuenta que este Ultimo se produce Uinicamente a partir del
“agave tequilana weber” o agave azul, mientras que en el mezcal se puede emplear una gran

variedad de agave.

Para producir un litro de mezcal se necesitan alrededor de 20 litros de agua y 7 kilogramos de
agave, de los cuales aproximadamente cinco kilogramos se convierten en bagazo luego de extraer
el jugo el cual es empleado para el proceso de fermentacion. En este proceso se generan dos tipos
de residuos, el bagazo y las vinazas. El bagazo de Agave es un residuo lignoceluldsico sélido
constituido por 43 % celulosa, 19 % hemicelulosa y 15 % lignina, razon por la cual se le considera

como una materia potencial para diferentes usos industriales [1]

La cabeza de pifia del agave cenizo (Agave durangensis) es la materia prima para el proceso de
produccion del mezcal en el estado de Durango, su demanda a nivel nacional en México oscila
alrededor de 1'200.000 toneladas anuales, en el cual en su procesamiento se puede llegar a generar
200.000 toneladas anuales de bagazo aproximadamente [2]. Este residuo no es aprovechado
actualmente, por lo que esté generando un problema para el medio ambiente y para los productores
mezcaleros al no haber encontrado una alternativa econdémicamente factible para el

aprovechamiento de este residuo agroindustrial.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que no existe una norma que reglamente el manejo y la
disposicion del bagazo de agave, lo que trae consigo problemas tales como quema de los residuos
y vertimiento a los rios cercanos por parte de los productores de mezcal, apilamiento en parcelas

y pastizales para su degradacion natural causando impacto ambiental negativo [3]

De acuerdo con lo anterior, es evidente la necesidad de generar nuevas alternativas para el uso de
este residuo con el fin de obtener beneficios en la produccion, disminuir el impacto ambiental
negativo y valorizarlo adecuadamente, por lo cual se quiere generar una oportunidad de uso a este
desecho recuperando los azucares reductores con el fin de lograr la obtencion de productos de la
biorrefineria como el etanol a partir de hidrdlisis 4cida y enzimatica para posteriormente

fermentarlo y con un rota evaporador obtener etanol entre 90% y 95%.



OBJETIVOS

Objetivo general
Aprovechar los residuos agroindustriales de bagazo de agave (Agave durangensis), generados por

la industria mezcalera.

Objetivos especificos

o Caracterizar fisicoquimicamente el bagazo de agave cenizo (4gave durangensis) generado en
la produccion de mezcal.

e Evaluar el rendimiento de obtencion de azicares reductores por diferentes métodos de
hidrolisis del bagazo de agave cenizo (Agave durangensis) generados en la produccion de
mezcal.

o Elaborar una propuesta de planta piloto para el aprovechamiento del bagazo de agave cenizo

(Agave durangensis) generado en la produccion de mezcal.



1. MARCO TEORICO
1.1 Generalidades

A continuacion, se mencionaran algunas generalidades que se presentan en este proyecto,

explicadas brevemente.

1.1.1 Celulosa

Este es uno de los méas nombrados e importantes materiales lignocelulosicos. La base estructural
de las células vegetales, es la sustancia natural més importante, esto por la abundancia que posee
y por su aprovechamiento tecnolégico. Hoy en dia este componente es la base de muchos productos

de interés industrial, como materiales de construccion, adhesivos, textiles, papel y biocombustible

[4].

La celulosa en un polisacarido que se encuentra presente en las paredes celulares de las plantas y
algunas bacterias. Es una sustancia fibrosa e insoluble en agua que proporciona un soporte

estructural la cual ayuda a mantener la forma de estas.

La férmula de la celulosa se escribe como CgH, 05, siendo un homopolimero lineal el cual esta
formado por unidades B-glucosa unidas por enlaces 1-4, compuesta por cadenas lineales de
glucosa. Estas cadenas se unen mediante enlaces de hidrogeno para formar fibras rigidas y
resistentes. Cabe destacar que estas moléculas pueden hidrolizarse con dificultad en medios

catalizados por acido [4].

1.1.2 Hemicelulosa

Las hemicelulosas hacen parte de los demés polisacaridos que se encuentran dentro del grupo de
los materiales lignoceluldsicos en paredes celulares; a diferencia de la celulosa, se encuentra
compuesta de diferentes azlcares de tal manera que forman cadenas mas cortas y con
ramificaciones con una estructura quimica que es mas completa y variable. Estos azlicares que se
forman pueden ser clasificados como las pentosas (xilosa, arabinosa), hexosas (glucosa, manosa,
galactosa), acidos hexuronicos (dcidos glucurdnicos, metil-glucurénico y galacturénico) y

deoxihexosas (ramnosa y fucosa), y su composicion varia segun la especie de la planta [5].

Tiene varias funciones en las plantas, como lo es proporcionar soporte estructural, actuar como

una reserva de energia y proteger las células vegetales de la deshidratacion. También tiene diversas



aplicaciones en la industria alimentaria en donde se puede utilizar como un aditivo para mejorar
la textura y viscosidad de los alimentos, y en la produccion de biocombustible siendo la materia

prima para la produccion de etanol y otros biocombustibles [5]

1.1.3 Lignina

Es el segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza después de la celulosa, representando
entre el 10% al 30% del vegetal. Es un polimero amorfo tridimensional de origen fendlico, es una
molécula hidrofobica, compuesta por tres principales monolignoles, alcohol p-cumarilico, alcohol

coniferilico y alcohol sinapilico[6].

La definicion estructural de la lignina no es tan clara como la de otros polimeros naturales como
lo son la celulosa y las proteinas, debido a la gran complejidad que conlleva su aislamiento, analisis
de la composicion, y la caracterizacion estructural [7].El principal problema para obtener una
definicion precisa se relaciona con la naturaleza de sus diversas unidades estructurales, las cuales
no se suelen repetir de forma regular ya que la composiciéon y la estructura de esta varia

dependiendo de su origen y el método de extraccion o aislamiento utilizado [6].

Es de gran importancia en las plantas debido a que ayuda a dar soporte estructural y rigidez a los
tejidos lefiosos, protege a la planta contra patégenos y depredadores y ayuda a transportar agua y

nutrientes.

1.1.4 Azucares reductores
Los monosacaridos o también llamados azucares simples y los disacaridos de forma libre se
denominan azucares, estos se pueden clasificar segun sus reacciones quimicas, un claro ejemplo

son los azicares reductores y no reductores.

La principal diferencia entre los azlicares reductores y no reductores se basa en que los azlcares
reductores tienen grupos hemiacetal o hemicetal libres y puede ser oxidado por agentes oxidantes
débiles. Algunos de los azucares reductores incluyen glucosa, fructosa y galactosa como

monosacaridos y lactosa y maltosa como disacaridos [8]

1.2 Agave

El género Agave pertenece a la familia “Agavaceae” que es originaria del continente americano,

cuenta con alrededor de 200 especies de las cuales 150 se encuentran en México [9]. El agave se



suele adaptar con facilidad a diferentes condiciones ambientales debido a que sus caracteristicas

morfoldgicas y fisiologicas le permiten soportar diversos ambientes.

Las diferentes plantas que estdn dentro el género Agave han sido utilizadas con frecuencia a lo
largo del tiempo ya que estas poseen una amplia gama de aplicaciones, como lo es la produccion
de bebidas alcoholicas y no alcohodlicas, también de productos alimenticios y de algunas fibras.
Ultimamente, se estan utilizando para producir fructooligosacaridos que son destinados a ser

utilizados como prebidticos y fibras dietéticas [9].

Hoy en dia, aproximadamente 15 especies de Agave se utilizan para producir bebidas alcohdlicas,
tales como raicilla, bacanora, pulque, tequila y mezcal; entre estas especies se encuentran Agave
angustifolia, Agave durangensis, Agave salmiana ssp. crassispina, Agave tequilana, Agave

americana var. oaxacensis y Agave cupreata [9].

1.2.1 Agave durangensis

El Agave durangensis o también llamado maguey cenizo, es una especie originaria de los estados
de Durango, Chihuahua, Coahuila y Zacatecas, y de gran importancia economica que se distribuye
particularmente en los municipios de Durango, El Mezquital, Nombre de Dios y Stuchil

representando un sustento para la industria regional productora de mezcal en el estado de Durango.

El uso principal que se le da a este agave es la produccion de mezcal de manera artesanal, en donde,
mediante el proceso de jimado, se obtiene la materia prima para la elaboracion de mezcal y los
residuos, como lo son las hojas o pencas, pueden ser usadas en el proceso de elaboracion artesanal

del mezcal. También se utiliza para la fabricacion de artesanias y medicinas tradicionales.



Figura 1.

Agave durangensis o cenizo.

o W

O

e

hac A
Nota: Figura de la planta de agave durangensis. Tomado de: NaturalistEc, «Maguey cenizo»,

2020. [En linea]. Disponible en: https://ecuador.inaturalist.org/taxa/290824-Agave-durangensis.

El agave durangensis tiene una altura de 80 a 120 cm y 120 a 180 cm de cobertura, son de color
gris con hojas anchas de dimensiones de 40 a 90 de largo por 14 a 22 de ancho, lanceoladas, con
espina de 4 a 6 cm de largo; tiene flores amarillas de 70 a 80 cm de largo, los tépalos externos de

10 a 12 mm de longitud y sus semillas son pequeias [10].

1.2.2 Caracteristicas de cultivo

El agave durangensis se puede cultivar de dos maneras, a raiz desnuda o en contenedor. Para el
proceso de raiz desnuda se realiza la siembra directamente en el suelo y para la produccion en
contenedores la mayoria de veces se realiza en condiciones de invernadero y utilizando sustrato

comercial.

Este requiere que el suelo tenga un buen drenado y sea ligeramente 4cido, con una textura suelta
y permeable, de preferencia que posea un pH entre 6 y 7,5. Para un crecimiento maximo se requiere
de una exposicion al sol alta durante al menos 6 meses y con unas temperaturas entre 18 °C y 30
°C a pesar de que el agave es resistente a temperaturas extremas tanto al frio como al calor. En el
sistema de riego que se maneje se requiere uno moderado a una profundidad de aproximadamente

15 cm evitando el exceso de humedad para que sus raices no lleguen a pudrirse[11]

El agave es una especie de lento crecimiento, por lo cual tarda varios afios en alcanzar su madurez

y su punto 6ptimo para la cosecha, este tiempo suele estar entre los 7 y 10 anos de edad. La planta,



al llegar a dicho punto, debe ser cortada cerca a la raiz y extraer la pifia o cabeza que es la parte

que se utiliza para la produccion de bebidas alcohdlicas como el mezcal.

1.2.2.a Regiones de cultivo. El agave durangensis, también conocido como "mezcal durangensis"
o "cenizo durangensis", se cultiva principalmente en el estado de Durango, México. Este tipo de
agave es nativo de la region y es uno de los principales ingredientes utilizados para la produccion
del mezcal. Ademas de Durango, el agave durangensis también se llega a cultivar en otros estados

del pais, como lo es Chihuahua, Coahuila y Zacatecas [12]

En estas otras regiones donde se cultiva el agave el proceso de siembra es muy similar al del estado
de Durango, cumpliendo con las mismas caracteristicas que fueron nombradas con anterioridad,
teniendo presente que el desarrollo de la planta es un proceso que requiere cuidado y atencion

durante varios afios.

1.2.2.b Contenido nutricional. El bagazo es la fibra obtenida del agave luego que las pifias hayan
sido cocidas y molidas para generar azucares los cuales en la fermentacion serdn aquellos que
producirdn alcoholes y otros compuestos quimicos, este residuo es de origen organico por lo cual

es considerado como biodegradable.[13]

El bagazo de agave es un residuo lignoceluldsico constituido principalmente por cuatro
componentes, carbohidratos siendo estos la celulosa y la hemicelulosa, lignina, sales minerales,
agua y residuos de etanol. Este se compone aproximadamente de 40-60% de celulosa, entre 5-12%
de hemicelulosa y entre 7-16% de lignina y otras sustancias tal como se puede observar en la tabla

1 que se muestra a continuacion.



Tabla 1.

Composicion quimica del bagazo de agave.

PROPIEDAD COMPOSICION
Humedad % 68,87
Materia seca % 31,13
pH 7,65
Conductividad eléctrica (dS m™) 1,90
Cenizas (%) 7,05
Materia organica (%) 92,95
Carbono organico total (COT %) 51,64
Nitrégeno total (NTK %) 0,56
Relacion C/N 92,21
Hemicelulosa (%) 8,83
Celulosa (%) 44,85
Lignina detergente acido (%) 13,06

Nota: En la tabla anterior se observa la composicion del bagazo de agave maguey en diferentes
propiedades. Tomado de “Tiempos de apilado del bagazo del maguey mezcalero y su efecto en las

propiedades del compost para sustrato de tomate” [14].
1.3 Produccion de mezcal

Es un procedimiento artesanal por lo cual, su proceso de elaboracion puede llegar a variar
dependiendo de la region en donde se vaya a fabricar. El proceso en la elaboracion de
mezcal en el estado de Durango es el mismo que se utiliza en Oaxaca y en Zacatecas[14].
Basado en la investigacion de diferentes articulos se procede a la descripcion de los pasos

para la elaboracion del mezcal mediante agave durangensis:

e Labrado y acopio. También conocido como jimado en donde se eliminan las pencas
del maguey cenizo (Agave durangensis). Posterior al labrado de las cabezas, se
transportan para ser trasladadas a las fabricas o vinatas. Cabe resaltar que el estado de

las pifias de maguey es muy importante para lograr un buen procesamiento, es por esta



razoén que se sugiere que entre el labrado y el transporte se lleve en el menor tiempo

posible [14].

Coccion de la pifia. En esta parte del proceso se utiliza un horno circular el cual cuenta
con una capacidad para 350 a 400 cabezas de maguey, en el fondo de este se colocan
piedras que han sido calentadas previamente con lefia. Luego, se ponen las cabezas o
pifas, las cuales deben ser tapadas con hojas de palma y con tierra. La fase de coccion
del maguey dura alrededor de 6 a 7 dias hasta que este obtiene el color clasico, el olor
indicativo y un sabor dulce. Esta etapa es una de las mas importantes y de mayor
cuidado debido a que en esta fase se puede garantizar la buena calidad del Mezcal que

se esta produciendo [14].

Maceracion. El agave cocido se ventila entre uno o dos dias, para después ser
macerado. Este paso se realiza con un molino de martillos o en algunos casos a mano

utilizando diversas herramientas como lo son hachas, machos, martillos o pisones.

Fermentado. Este proceso se realiza en barriles bien sea de madera o cuero, en donde
las cabezas del agave cocido y macerado se introducen a estos recipientes junto con
agua; al tener esto en el barril se deja fermentar aproximadamente 5 dias,
aprovechando de esta manera las levaduras que se encuentran en la mezcla y aquellas
que quedaron del proceso anterior. Se debe tener en cuenta que la efectividad de este
proceso depende de la calidad del agua y de la levadura que se utilice. Durante este
proceso, la fermentacion inicia espontdneamente por los microorganismos naturales,
estos asimilan azucares, principalmente fructosa y glucosa, y otros compuestos menos

disponibles [14].

Destilado. El resultado del proceso anterior se deposita en alambiques, siendo estos
instrumentos utilizados para la destilacion de liquidos que, generalmente, son de
cobre, acero inoxidable o una combinacion de madera y cobre. Dentro de este, el
liquido se hierve y evapora para después ser enfriado y condensado lentamente por un
serpentin, que va a dar a un recipiente en donde se deposita el mezcal. En este proceso
se realizan dos cocciones en donde se utiliza de preferencia lefia blanda, estas

cocciones deben ser lentas. Se obtienen tres variantes de mezcal después de la segunda



destilacion o refinacion, la primera es el mezcal de punta siendo un liquido que
contiene entre 70° y 85° GL de alcohol, la segunda es el mezcal de cuerpo el cual
contiene entre 50° y 75° GL y por ultimo se encuentra el mezcal de colas el cual es el
liquido resultante del final de la destilacion contando con menos del 50 % de alcohol

siendo este el que le da sabor al mezcal [14].

® Mezclado. Los tres tipos de mezcal producidos en la destilacion son enviados a
garrafas en las cuales se combinan en donde el estilo y la calidad de cada producto
otorgara el olor y sabor del mezcal. En este paso termina el proceso de produccion en
la fabrica, posterior a esto el mezcal pasa a una planta envasadora para su

homogeneizacion y comercializacion.
Figura 2.

Proceso de fabricacion del mezcal en Durango, México.
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Nota: Figura del proceso de fabricacion de mezclan en Durango, México. Tomado de:
MezcalUnion, «Proceso de elaboraciony. [En linea]. Disponible en:

https://mezcalunion.com/.

1.3.1 Residuos de la industria mezcalera

Durante el proceso de produccion del mezcal, dentro de las cuatro etapas se generan diferentes

tipos de residuos, tales como lo son las vinazas y los bagazos. Por un lado, las vinazas las cuales

se caracterizan por ser los residuos liquidos que se originan en la etapa de destilacion. También se

ha estimado que por cada litro de mezcal se generan de 8 a 12 litros de liquidos de vinazas [5].



Estos liquidos estan compuestos por acidos gélicos, fructosa, entre otros compuestos quimicos
tales como nitrogeno, fosfato y sulfato, los cuales pueden repercutir negativamente en el suelo ya

que al afectar el pH afectan la fertilidad de este.

Por otro lado, otro residuo proveniente de la produccion del mezcal son los bagazos, los cuales son
residuos solidos generados en la etapa de fermentacion y destilacion del agave, estos estan
conformados por fibras himedas compuestas por celulosa, hemicelulosa y lignina, funcionando
como almacén de moléculas y brindan estabilidad al cuerpo de la planta, este residuo representa

aproximadamente el 40% del peso total de agave procesado.

1.4 Etanol
El etanol también llamado alcohol etilico, alcohol vinico o alcohol de melazas es un liquido
transparente, volatil, de olor agradable y uno de los ingredientes principales de diferentes bebidas

alcohodlicas como lo es la cerveza, vino o brandi [14].

Se puede llegar a utilizar como anticongelante, aditivo alimentario y como medio de crecimiento
de diversas levaduras. Este alcohol puede disolver una gran cantidad de sustancias, debido a esto
es usado como disolvente en la fabricacion de farmacos, plésticos, lacas, perfumes, cosméticos,

entre otras cosas.
Figura 3.

Estructura molecular y formula quimica del etanol.
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Nota: Figura de la estructura molecular y formula quimica del etanol. Tomado de:
Freepik, «Diagrama molécula etanol». [En linea]. Disponible en:

https://www.freepik.es/vector-premium/diagrama-molecula-etanol 2440319.htm.



El etanol tiene propiedades bactericidas y fungicidas, en donde a una concentraciéon minima del
70% puede destruir algunos virus, como se nombré anteriormente es un disolvente muy eficaz y

tiene participacion en diversas reacciones de sintesis muy importantes [14]

1.4.1 Usos del etanol
Debido a que el etanol es una molécula versatil tiene una gran variedad de aplicaciones tanto

industriales como comerciales. Este puede llegar a ser usado como[15]

- Combustible: Es uno de los biocombustibles més importantes debido a que es un recurso
renovable proveniente de una biomasa que posea un alto contenido de sacarosa. Este
combustible ofrece grandes ventajas debido a sus caracteristicas fisicas y quimicas,
considerando las materias primas de donde proviene, el costo de produccion y transporte y los
bajos efectos negativos que produce en el medio ambiente [16]

- Desinfectante: El etanol es un gran desinfectante, utilizado en la limpieza y desinfeccion de
superficies, equipos médicos y en la fabricaciéon de diversos productos de limpieza. A
concentraciones entre 60% y 80% es un potente agente viricida, inactivando una gran cantidad
de virus tanto lipofilicos como hidrofilicos[17]

- Farmacéutica y cosmética: El etanol es usado en la produccion de muchos medicamentos y
diversos productos como lo es soluciones para inyecciones, tonicos y jarabes. Se puede utilizar
también como tratamiento en caso de intoxicaciones con alcoholes como metanol y
etilenglicol si no se llega a disponer de fomepizol siendo este el tratamiento més comun. [15].
También se utiliza para la produccion de cosméticos, perfumes, lociones, cremas y
desodorantes.

- Industria quimica: Es un reactivo quimico muy importante utilizado en la produccion de otras
sustancias quimicas como el acetaldehido, el 4cido acético, el éter etilico, cloroformo, entre
otros.

- Produccion de bebidas alcohdlicas: El etanol es el principal componente alcohdlico en
bebidas como el vino, la cerveza, el brandi, entre otros, sin embargo, este alcohol no es el que
le da ese sabor caracteristico a este tipo de bebidas, sino que son otras sustancias especiales
que se adicionan en su proceso de elaboracion. Dependiendo de la bebida, la concentracion del

etanol varia, puede llegar a presentarse entre un 4%, en cervezas, o en un 60% en mezcal [15]



1.4.2 Métodos de obtencion de etanol
El alcohol etilico puede ser obtenido por diferentes métodos: Dos métodos sintéticos a partir del

etileno, a partir del metanol y la fermentacion de las azucares.

Los métodos sintéticos utilizados a partir del etileno son la hidratacion indirecta e hidratacion
catalitica directa. El primer método mencionado se basa en la adsorcion de un volumen grande de
etileno en acido sulfurico altamente concentrado, se forma etanol y éter dietilico al diluirse el 4cido
en agua. El segundo método se caracteriza por no utilizar 4cido sulfurico, esta hidratacion viene
dada por una reaccion exotérmica reversible y controlada por el equilibrio entre etileno y agua en
la cual, al ser una reaccion reversible, se genera dietiléter como subproducto; para que estas
reacciones se generen se necesita el uso de catalizadores como lo son el acido fosforico-gel de

silice o el de 6xido de tungsteno azul-gel de silice [18]

La hidrocarbonilacion del metanol consiste en aumentar la longitud de cadena de un alcohol
cuando este reaccione con gas de sintesis en presencia de un catalizador de cobalto el cual trabaja
a altas temperaturas y presiones. También se puede producir etanol a partir de la carbonilacion del
metanol en acido acético sin embargo este proceso es mucho mas costoso debido a que se requieren

de equipos que trabajen a altas presiones[18].

La fermentacion de las azlicares, es el proceso mas comun y mas usado en la actualidad para la
obtencion de etanol a partir de macerados de granos, jugos de frutas, miel, leche, papas o productos
que contengan un alto contenido de azucares, en donde la mayoria de veces estos productos
contienen azlcares son de origen vegetal. Este proceso de fermentacion se utilizan levaduras que
contienen enzimas catalizadoras que transforman los azlcares complejos a sencillos y a

continuacion en alcohol y didxido de carbono.



Figura 4.

Fermentacion de azicares para la produccion de etanol.
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Nota: Figura del proceso de fermentacion de azlicares para la produccion de etanol. Tomado de:

SciencieDirect, «Integrated bioetanol production from mixtures of corn and corn stover», 2018.

[En linea]. Disponible en:

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0960852418303225.

El etanol producido es destilado con el fin de conseguir una alta calidad y una concentracion

adecuada, es decir entre 90% y 95%. Por ultimo, se realiza una deshidratacion para conseguir un

99,5% aproximadamente.

1. 5 Espectrofotometria UV-VIS

La espectrofotometria es una técnica analitica que permite determinar la concentraciéon de un

compuesto en solucion. Esta técnica consiste en que las moléculas absorben las radiaciones

electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz absorbida depende de forma lineal de la

concentracion. Para poder realizar estas medidas de medidas se requiere de un espectrofotometro,

en el que se puede seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa por una soluciéon y medir la

cantidad de luz absorbida por la misma.



1.5.1 Aplicaciones en la determinacion de carbohidratos

Para la determinacion de carbohidratos se pueden utilizar diferentes técnicas las cuales tienen
como objetivo comun la cuantificacion de aziicares reductores presentes en una muestra, existen
diferentes métodos entres los mas utilizados mediante por medio de espectrofotometria son el

método DNS y la deteccion por método fenol sulfurico.

a) Método acido dinitrosalicilico (DNS): El método DNS es una técnica de colorimetria la cual
usa el 4cido 3,5 dinitrosalicilico con el fin de hidrolizar los polisacaridos que se encuentran
presentes en una muestra determinada. Es un método colorimétrico que ayuda a determinar
absorbancias de luz de una longitud de onda de 540 nm aplicando la ley de Beer-Lambert [19].
Esta técnica también llamada el método Miller tiene como objetivo la determinacion de
azucares reductores mediante el acido 3,5 dinitrosalicilico el cual reacciona con los azucares
de la muestra a través de calor, cambiando el color de la muestra la cual se oxida dando una
apariencia amarilla-café.

b) Método fenol sulfiirico: Mayormente conocido como método fenol-acido sulfurico ideado
por Dubois (1956) es una técnica colorimétrica para determinar azdcares y sus derivados
metilicos, polisacaridos y oligosacaridos. La reaccion presente entre la adicion del acido
sulfurico provoca una deshidratacion de las pentosas a furfural y las hexosas a hidroximetil
furfural, dando como resultado de la catalisis acida de los aztcares varios derivados del furano
los cuales se condensan en fenoles y forman un color amarillo-naranja, para posteriormente

medir las absorbancias por medio del espectrofotometro a una absorbancia de 540 nm[20].

1.6 Hidrolisis de residuos lignoceluldsicos

1.6.1 Hidrdlisis acida

Para comenzar a hablar de la hidrdlisis acida de materiales lignoceluldsicos, se debe partir por
comprender los diferentes tipos que existen; existen dos tipos, una empleando 4cido concentrado
y la otra con un 4cido diluido, con la diferencia en la temperatura a la cual seran sometidos los
residuos. Entre los dcidos mas usados en este proceso se encuentra el acido sulfurico (H2SOs) y
acido clorhidrico (HCI), debido a su alta eficiencia en la ruptura de los enlaces poliméricos
presentes en la estructura de lignina, celulosa y hemicelulosa, que son los principales componentes

de los residuos lignocelulosicos.



Por un lado, el acido concentrado (30-72%), se pueden emplear a temperaturas entre los 40°C-
70°C, el proceso con este acido facilita un alto rendimiento a la hora de obtencién de azlicares
provenientes de la hemicelulosa y celulosa a una baja temperatura, demostrando un gasto bajo de
energia. Este método posee la desventaja de necesitar reactores con alta resistencia a la corrosion

debido que el 4cido es toxico y corrosivo, aumentando significativamente los costos de produccion

[21].

Por otro lado, el acido diluido tiene gran potencial para llevarse a escala industrial al necesitar este
un acido entre (0,3% y 2%) y llevase a cabo a unas temperaturas entre 120 °C y 220 °C con el fin
de obtener buenos resultados, y en la mayoria de los casos no se necesita una remocion de acido.
Este funciona con hemicelulosa de manera que libera todos los monosacaridos, cabe mencionar

que con ninguno de los dos métodos no se remueve la lignina durante los tratamientos [22].

Esta hidrolisis también se lleva a cabo para el bagazo de agave, y la cantidad de zonas amorfas y
cristalinas también repercute en el grado de hidrolisis. Es por esto que es necesario llevar a cabo
nuevas estrategias con el fin de mejorar la hidrolisis de la celulosa, reduciendo el grado de la
cristalinidad; aunque lo anterior es bastante importante, también se ha reportado que el tamafio de
particula es relevante para el proceso, en donde entre mayor superficie de contacto de la enzima o
acido con el bagazo, mayor sera el nimero de cortes en los enlaces glucosidico y ruptura de los

puentes de hidrogeno.

1.6.2 Hidrdlisis enzimatica

Ultimamente se ha demostrado un alto interés la produccion de bio-combustibles alternativos a
partir de las fuentes de biomasa, por esta razon se ha llevado a cabo grupos de investigacion en
donde evaltian la habilidad que tienen las enzimas para degradar los sustratos lignocelulosicos para

producir azicares fermentables.

De esta manera los residuos lignoceluldsicos se pueden hidrolizar por via enzimatica con el fin de
la obtencion de monosacaridos. Para poder cumplir con este objetivo se utilizan enzimas como las
celulasas y las xilanasas; por el lado de las celulasas, estas estan conformadas por tres grupos los
cuales ayudan sinérgicamente a romper los enlaces de la celulosa, estas son las endoglucanasas,

exoglucanas y B-glucosidasas [23]



Para poder realizar la hidrélisis enzimatica se sigue un mecanismo de tres pasos tales como la
adsorcion de la enzima a la superficie de la celulosa, la bio-degradacion de la celulosa y por Gltimo
la desorcion de la enzima; cabe resaltar que cada grupo de enzimas reacciona de manera diferente

en la celulosa.

Las estructuras cristalinas juegan un papel importante demostrando que al estar presentes en mayor
proporcion en la celulosa serd mas dificil la penetracion de las enzimas para poder hidrolizar este
polimero. Por otro lado, es importante conocer que en la zona amorfa se permite el mayor acceso

de enzimas. ayudando de esta manera el grado de hidrdlisis del polimero[23].

1.6.3 Hidrdlisis basica/alcalina

La hidrolisis alcalina es un proceso quimico el cual consiste en la ruptura de enlaces quimicos en
presencia de una base fuerte, como lo es el hidroxido de sodio (NaOH) o el hidréxido de potasio
(KOH), esta reaccion se da en solucion acuosa y se puede utilizar en una variedad de aplicaciones
industriales y de laboratorio. Durante esta hidrolisis la base fuerte actia como un nucledfilo
atacando los enlaces quimicos de las moléculas presentes en la solucion, dando como resultado la
separacion de los componentes originales y la formacion de productos diferentes. Esta reaccion
puede ser de gran utilidad para descomponer compuestos organicos complejos en moléculas més

simples y solubles [24].



2. METODOLOGIA Y RESULTADOS.
A continuacion, se presentardn de manera conjunta los diferentes procedimientos desarrollados
para el presente trabajo, unificando por capitulos las diferentes pruebas, experimentos y
procedimientos desarrollados para inmediatamente encontrar sus resultados y discusion frente a

referentes bibliograficos que permiten enriquecer el andlisis final.

2.1 Caracterizacion fisicoquimica del bagazo de agave durangensis

2.1.1 Anadlisis de cenizas y humedad

Para realizar el analisis de cenizas y humedad se necesitaron de tres crisoles y 3 g de bagazo de
agave cenizo. En primer lugar, se pesan cada uno de los crisoles vacios en una balanza analitica,
se colocan en un desecador alrededor de 30 minutos para extraer la humedad que estos puedan

poseer.

Seguido a esto, se agrega 1 g de bagazo en cada uno de los crisoles y se pesan, para luego llevarlos
al horno que se encuentra a una temperatura de 110 °C durante 2 horas. Pasado este tiempo se
sacan y son llevados al desecador durante 40 minutos aproximadamente. Luego de esto vuelven a
ser pesados, esto con el fin de determinar la humedad del bagazo. La humedad expresada en

porcentaje en masa se calcula mediante la siguiente ecuacion:

(A—-B)
Humedad = v x 100 Ec.1

En donde:

A: Masa de la capsula mas la muestra himeda (g)
B: Masa de la capsula mas la muestra seca (g)

M: Masa inicial de la muestra (g)

Esta prueba se realizo por triplicado, utilizando 1g de bagazo en cada uno de los crisoles como se

menciond con anterioridad. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion:



Tabla 2.

Contenido de humedad.

MUESTRA 1 | MUESTRA 2 \ MUESTRA 3
A 71,72 79,83 55,61
B 71,64 79,75 55,51
M 1,0009 1,0007 1,0004
% HUMEDAD 7,99 7,99 9,99

Nota: La tabla 2 muestra los resultados obtenidos en la determinacion de humedad de las

muestras de bagazo de agave cenizo.

Figura S.

Determinacion de humedad y cenizas.

Nota: Muestras de bagazo en desecador.

En la determinacion de las cenizas se toman las muestras finales de la humedad las cuales son
llevadas a una mufla para someterlas a ignicion durante 3 horas a una temperatura entre los 550
°Cy 600 °C. Al pasar el correspondiente tiempo se llevan nuevamente al desecador durante 30
minutos y se pesan. El contenido de cenizas expresado en porcentaje se calcula utilizando la
siguiente formula:

(B-0)

X 1 Ec.2
A=0 00 c

Cenizas (%) =



En donde:

A: Masa de la capsula mas la muestra (g)
B: Masa de la cépsula mas cenizas (g)

C: Masa de la capsula vacia (g)

Teniendo en cuenta que la prueba anterior (porcentaje de humedad) se realizé por triplicado y se
tomaron las muestras resultantes de esta, la determinacion de cenizas es realizada también tres

veces. A continuacion, se evidenciaran los resultados obtenidos:
Tabla 3.

Porcentaje de cenizas.

MUESTRA 1 |MUESTRA 2 | MUESTRA 3
A 71,72 79,83 55,61
B 70,82 78,92 54,71
C 70,72 78,83 54,61
% CENIZAS 10 9 10

Nota: La tabla 3 muestra los resultados obtenidos en la determinacién de cenizas de las muestras

de bagazo de agave cenizo.

Los resultados obtenidos para la prueba de humedad indican que el bagazo de agave cenizo tiene
un porcentaje de humedad promedio de 8,67 % y para la prueba de cenizas da un valor promedio
de 9,67 %. La primera prueba mencionada arroja un resultado menor al encontrado en la literatura
el cual es de 68,87 %, caso contrario a la prueba de cenizas de la cual se obtuvo un valor un poco

mas alto en comparacion a la literatura el cual fue de 7,05 %.

La principal razén que pudo influir en la diferencia de los datos calculados y los datos reportados
por Gutierrez (2013) para el porcentaje de humedad son las condiciones en las que se encontraba
el bagazo al momento de realizar las pruebas, ya que el bagazo cenizo empleado en este proyecto
fue caracterizado varios meses después de haber sido sacado de la produccion mezcalera, donde
pasa varias semanas expuesto al sol en Durango México a una temperatura promedio de 27 °C -
30 °C consiguiendo de esta manera una muestra de bagazo con baja humedad. Siendo el caso

contrario de Gutierrez (2013), en donde se trabajo el bagazo inmediatamente después de la



extraccion de los azlcares de la cabeza del agave la cual se realiza con abundante agua,
consiguiendo de esta forma una muestra de bagazo humeda al momento de trabajar dichas pruebas

[25].

En términos mas simples, los resultados obtenidos para las pruebas de humedad y cenizas nos
brindan una vision general de la condicion de la materia prima a trabajar en este proyecto,
indicando de esta manera que no es necesario llevar a cabo mas procesos de secado antes de iniciar

las pruebas posteriores.

2.1.2 Determinacion de la materia orgdanica (MO)
Con el fin de determinar la materia organica presente en el bagazo de agave durangensis se tiene
en cuenta el procedimiento realizado en el item anterior para cenizas y los valores arrojados en

este. Con base en esto, la materia organica se calcula por medio de la siguiente ecuacion:
Materia organica (MO) = Peso de cenizas — Peso seco de la muestra Ec.3

Considerando los resultados obtenidos en el item anterior se realizé un promedio con estos para la
determinacion de materia organica, al tener este valor se realiza el calculo el cual da un total de
90,22 %. Segun los datos de la tabla 1, el porcentaje de materia organica para el bagazo de agave
es de 92,95 %, demostrando asi que el dato obtenido a nivel laboratorio es relativamente cercano
teniendo en cuenta que el peso de cenizas varia con el hallado en la literatura y esta propiedad es

dependiente del peso de las cenizas.

2.1.3 Determinacion del carbono orgdnico
Al igual que la materia organica, la determinacion del carbono organico en el bagazo de agave
cenizo se realiza basada en una ecuacidon que se mostrara a continuacioén[26], teniendo en cuenta

los resultados arrojados en el numeral 7.2.

Materia organica

Carbono organico = 1724 Ec.4

Al realizar el célculo respectivo teniendo presente el valor obtenido en el item anterior (7.2) se
pudo obtener el valor del carbono organico el cual dio un total de 52,33 %, muy cercano al
encontrado en la literatura (51,64 %) partiendo de que este valor est4 relacionado directamente con

el porcentaje de la materia orgdnica anteriormente calculada.



2.1.4 Determinacion de la conductividad eléctricay pH

Para la determinacion de la conductividad eléctrica y el pH de la muestra de bagazo de agave
duranguensis se utilizé agua destilada en una relacion 1:5 peso/volumen [26]. Con base a esto, se
toman 5 g de bagazo con 25 mL de agua destilada para posteriormente medir estas caracteristicas

con sus respectivos instrumentos, conductimetro y potenciometro de mesa correspondientemente.
Figura 6.

Determinacion de conductividad eléctrica.

Nota: Se determina la conductividad eléctrica partiendo de la metodologia narrada con

anterioridad. .

Al tener esta mezcla se procede a introducir el instrumento de medicion en ella, empezando con el
conductimetro, el cual arroja el valor en unidades de microsiemems por centimetro (uS/cm) dando
un resultado de 1958 uS/cm, dato similar al encontrado en articulos como bien se nombra en la
tabla 1 (1,90 dS m™") demostrando que la determinacion de esta propiedad se realizo en condiciones

similares a la literatura variando por la proporcion a la hora de la experimentacion.

Luego de esto, se procede a medir el pH de la misma manera en que se determind la conductividad
eléctrica, del cual se obtuvo un valor de 5,95 como se puede observar en la figura 7. Segtin datos
suministrados en la tabla 1, el pH descrito para un bagazo de agave mezcalero es de 5,65 por lo
que el valor determinado a nivel laboratorio se encuentra por encima de lo mencionado esto puede
presentarse por las condiciones ambientales de donde se realizé la prueba teniendo en cuenta que

la temperatura y humedad pueden afectar la medicion de esta propiedad.



Figura 7.

Determinacion de pH.

B

Nota: Determinacion del pH en la muestra de bagazo.

2.1.5 Determinacion de la densidad aparente y real

Se hizo uso de una probeta seca y limpia la cual es pesada vacia. Se adiciona una masa determinada
de 4 g de bagazo con un volumen de agua destilada de 40 mL, luego de esto se compacta el
contenido y se pesa la probeta con todo el contenido[26]. A partir de la siguiente ecuacién y con

los datos obtenidos se determina la densidad aparente:

_ Mcon muestra — Myacia Ec.S
Paparente = v c.
aparente

153,89 g —113,21¢g
Paparente = 48 mL

Paparente = 0,85 g/mL

Este resultado se encuentra por encima de los establecidos segun el articulo citado, dado que estos
estan en valores menores a 0,60 g/mL para esto se debe tener en cuenta que se realiz6 bajo las
mismas proporciones que en la literatura, pero la temperatura y presiéon ambiente puede alterar este

valor [27].



Para la determinacion de la densidad real, se empled un picnémetro de 50 mL al cual se le agregd
1 g de muestra de bagazo, luego se le adiciona el solvente el cual es agua destilada hasta el nivel
de enrase. Se debe pesa el picndmetro vacio, con agua destilada, con la muestra y con la muestra-

agua para poder emplear las siguientes ecuaciones [28]:
Estas primeras ecuaciones se realizan con el fin de determinar el volumen real de la muestra.
m= Mggya — [mmuestra—agua - (mmuestra - mvacio)] Ec.6

m = 79,92 — [78,61 — (29,4 — 28,39)]

m= 241g
m
Vyieqs = —— Ec.7
pagua
2,41y
real — 1 g/mL
Veeas = 2,41 mL

Al tener este dato se utiliza la siguiente ecuacion para identificar la densidad real.

Droal = mmuest;a — Myqcio Ec.8
real
2949-2839g
preal - 2,41 mL
g
Preal = 0'43 ﬂ

En base a los resultados obtenidos se puede identificar que la densidad real calculada se encuentra
por encima del valor que presenta la literatura (0,1656 g/mL), se debe tener en cuenta que el valor
de esta puede variar con la temperatura y presion del lugar en el cual se realice la prueba de
determinacion de densidad real, y también el tipo de bagazo que se estudia debido a que el dato
teorico es de bagazo de agave azul y el estudiado es de bagazo de agave cenizo, por lo que esto, es

tomado en consideracion las condiciones en las que se evalua dicha propiedad [14].



2.1.6 Determinacion de la porosidad
La porosidad de la particula en un so6lido es la medida de la rugosidad y la capacidad de la

superficie, esta se estimo a partir de su relacion con la densidad, segin la ecuacion[28]:

_ Preal — Paparente

x 100 Ec.9

Preat
e =87%

De acuerdo a los datos encontrados en articulos cientificos, el espacio poroso total para el bagazo
de agave debe ser mayor al 85 % y los resultados obtenidos son similares a este. Cabe destacar que
la porosidad del bagazo de agave cenizo puede llegar a variar en funcion de diferentes factores
como lo es el procesamiento del material, la humedad, densidad y edad del agave que se maneje.

2.2 Hidrdlisis acida

Para comenzar con el procedimiento en necesario tener seleccionado el método por el cual se
llevard a cabo la cuantificacion de los azucares reductores producidos a partir de la hidrélisis acida
por medio del espectrofotometro. La técnica de colorimetria elegida es el método DNS (técnica
de Miller), el cual permitira la hidrolisis de los polisacaridos que se encuentran presentes en el
bagazo de agave duranguesis por medio del 4acido 3,5 dinitrosalicilico, determinando de esta
manera las absorbancias haciendo uso del espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm.
Se selecciond este método debido a la disponibilidad de los reactivos necesarios para la prueba,
asi como el rango de sensibilidad de detecciéon que entrega al momento de medir bajas

concentraciones de carbohidratos reductores.

2.2.1 Curva de calibracion
Es una representacion grafica de las absorbancias frente a la concentracion. Permite determinar de
forma matematica la concentracion de muestras analizadas bajo las mismas condiciones que los

diferentes patrones preparados en la curva de calibracion.

La solucion patron a utilizar es una disolucion de glucosa en agua; para comenzar se requiere de
una solucion madre con una concentracion de glucosa de 5000 ppm, la cual se prepard en un balon
aforado de 100 mL en donde se adicion6 0,5 g de glucosa y se afor6 con agua destilada. Para poder

realizar el método DNS se elaboré dos soluciones intermedias a partir de la solucion madre siendo



estas necesarias a la hora de medir las diferentes concentraciones con el espectrofotometro, las

soluciones intermedias se realizaron a partir de la siguiente ecuacion.
Vi xXC, =V, XC, Ec.10
En donde:
Vi: Volumen de la soluciéon madre (mL)
Ci: Concentracion de la solucion madre (ppm)
V2: Volumen de la solucion intermedia (mL)
Cz: Concentracion de la solucion intermedia (ppm)

La solucidn intermedia 1 se requiere a una concentracion de 500 ppm en un volumen de 100 mL,
para poder obtener la concentracion necesaria se necesita calcular el volumen de la solucion madre
que se le adiciona a la solucion intermedia 1 a partir de la ecuacion 10.

_xG
1~ C1

V- 100 mL x 500 ppm
2T 5000 ppm

VZ = 10 mL

Una vez calculado el volumen se procede a elaborar la solucién intermedia 1 en un balén aforado

de 100 mL al cual se le adicioné 10 mL de la soluciéon madre y se aforo con agua destilada.

La solucion intermedia 2 se requiere a una concentracion de 100 ppm en un volumen de 100 mL,
para poder obtener la concentracion necesaria al igual que la solucidn intermedia 1 se necesita
calcular el volumen de la solucién madre que se adicionara a la intermedia 2 para llegar a esa
concentracion a partir de la ecuacion 10.

_xG
1~ C1

100 mL x 100 ppm
5000 ppm

o
|




Una vez calculado el volumen se procede a elaborar la solucién intermedia 2 en un balén aforado

de 100 mL adicionando 2 mL de la soluciéon madre y posteriormente se aford con agua destilada.

Una vez teniendo las dos soluciones intermedias se procede a preparar la solucion DNS con 1,6 g

de Hidroxido de sodio (NaOH), 30 g de Tartrato de sodio y potasio (sal de Rochelle) y 1 g de 4cido

szsz

3,5-dinitrosalicilico (DNS), se disuelven en agua destilada en un volumen de 100 mL.

Para iniciar con la medicidon de absorbancia es necesario realizar la disolucion de las soluciones de
glucosa y la solucion de DNS preparado en tubos de ensayo de 10 mL; para poder realizar la curva
de calibracion se decide tomar 9 muestras con diferentes concentraciones las cuales se prepararon

5 muestras con la solucion intermedia 1 como se muestra en la tabla 4 y 4 muestras con la solucion

intermedia 2 como se muestra en la tabla 5.

Tabla 4.

Preparacion muestras con solucion intermedia 1.

Concentracion Solucion Agua destilada
DNS (mL)
(ppm) intermedia 1 (mL) (mL)
50 1 5 4
100 2 5 3
150 3 5 2
200 4 5 1
250 5 5 -

Nota: La tabla anterior muestra las concentraciones a las que se llevo a cabo la preparacion de la

solucion intermedia 1.




Tabla 5.

Preparacion muestras con solucion intermedia 2.

Concentracion Solucion Agua destilada
DNS (mL)
(ppm) intermedia 2 (mL) (mL)
10 1 5 4
20 2 5 3
30 3 5 2
40 4 5 1

Nota: La tabla 5 representa la concentracion en ppm a las que se llevo a cabo la preparacion

muestras con solucion intermedia 2.

Cabe resaltar que para comenzar la medicion en el espectrofotometro se debe realizar una curva
de calibracion, también se debe preparar una solucién “blanco” el cual sera el dato “00” al iniciar.
2

este consta de 5 mL del DNS preparado y 5 mL de agua destilada.
Figura 8.

Muestras para la curva de calibracion.
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Nota: Muestras de hidrolisis acida con la coloracion después del reactivo DNS. .

Para asegurar una disolucion completa de las 9 muestras y el blanco se llevaron a calentamiento
mediante un termostato a una temperatura de 95 °C por 5 min, una vez frias las muestras se

comenzd con las mediciones en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 540 nm iniciando



siempre con el blanco y posterior a eso de la menos concentrada a la més concentrada. Las

absorbancias obtenidas se pueden observar en la tabla 6.

Tabla 6.

Absorbancia de las muestras con glucosa.

Concentracion (ppm) Absorbancia (nm)

10 0,012
20 0,041
30 0,086
40 0,146
50 0,22

100 0,523
150 0,854
200 1,184
250 1,49

Nota. Se puede observar la absorbancia de las muestras de glucosa con ayuda del

espectrofotometro.

Se grafic los datos obtenidos con el espectrofotometro para elaborar la curva de calibracion, una
vez graficados se realizod una regresion lineal la cual arroja los datos de m y b que serdn de vital

importancia para obtener los aztcares reductores de las hidrolisis a realizar.



Figura 9.

Curva de calibracion.
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Nota: Se observa la ecuacion de la recta de la curva de calibracion.

2.2.2 Digestiones en la hidrdlisis dcida

Para comenzar con las digestiones para la hidrolisis 4cida se plante6 un disefio de experimentos en
donde se presentan las 2 variables las cuales va a variar con el fin de obtener diferentes resultados
y de esa forma comparar cada método con el fin de conseguir cudl logra extraer mas azlcares

reductores del bagazo de agave duranguesis.

Teniendo en cuenta lo anterior el 4cido a utilizar en la hidrdlisis es el acido clorhidrico el cual se
manejard en tres pH diferentes a tres diferentes tiempos, de esta manera el procedimiento se
dividira en 3 partes en donde se enumera de uno a tres cada pH secuencialmente en cada
experimento en donde “1” corresponde al pH 2, “2” al pH 3 y “3” al pH 4 respectivamente de

manera que resultard mas fécil la lectura de los resultados, tal como se muestra en la tabla 7.



Tabla 7.

Diserio de experimentos para la hidrolisis dcida.

pH2 pH3 pH4
15 1 2 3
Tiempo (min) 30 1 2 3
40 1 2 3

Nota. Se realiza la tabla del disefio de experimentos con los tres diferentes tiempos.

Iniciando con las digestiones se procede a realizar el montaje correspondiente, este consiste en un

montaje de reflujo el cual consta de:

- Tubo condensador

- Balon de 250mL

- Mangueras

- Plancha de calentamiento

- Soportes con sus respectivas pinzas
Teniendo en cuenta los materiales requeridos se comienza con el montaje para las 3 digestiones.

1. Se colocan los 3 soportes y con ayuda de pinzas se colocan los tubos condensadores los cuales
se sostendran en el soporte universal.

2. Se posiciona la plancha de calentamiento la cual tiene 6 planchas.

3. Secolocan los balones de 250 mL con la muestra a hidrolizar en cada plancha de calentamiento

y se conectan con cada tubo condensador



Figura 10.

Montaje hidrdlisis acida.

Nota. Se realiza el montaje para las tres hidrolisis.

Es importante tener en cuenta que el agua que traspasa por los tubos sea agua fria, esto con el fin
de mejorar la eficiencia de la condensacion de la muestra gaseosa, el agua de circulacion no se
mezcla con la muestra a purificar, es por eso que las mangueras estdn conectadas al condensador

de cierta manera especifica.
a) Primera digestion.

Para comenzar con la primera digestion se peso tres veces 10 g de bagazo de agave duranguesis
se introdujo a cada balon de 250 mL, una vez puesto los 10 g de muestra en cada balon se comenzé
a introducir el 4acido a cada baldn; el balon 1 contiene acido clorhidrico con pH 2, el balon 2 con
clorhidrico con pH 3, y el balon 3 con pH 4. Se colocé al lado de cada balon un beaker de 50 mL
con agua con el fin de controlar la temperatura de cada plancha de calentamiento por medio de un
termometro, una vez la temperatura de cada plancha de calentamiento lleg6 la temperatura deseada
80 °C se comenzo6 a tomar el tiempo de 15 min teniendo en cuenta revisar de manera constante la

temperatura evitando futuros errores.

Al pasar los 15 min se cerr6 el paso de agua y se desconect6 las planchas de calentamiento dejando

enfriar el montaje. Una vez se enfrio el montaje con mucho cuidado se desprendid cada balon del



tubo condensador para posteriormente traspasar el liquido obtenido a beakers de 250 mL filtrando

la muestra.

Teniendo las tres muestras ya hidrolizadas se procede a medir los azlicares reductores de cada
beaker. Para esto se realizd el mismo procedimiento que se hizo para elaborar la curva de
calibracion anterior. De cada beaker se tom6 dos muestras para tener una réplica de cada uno, es

decir, se midi6 los azicares reductores a 6 tubos de ensayo.

A cada tubo de ensayo se les adiciono 0,5 mL de cada beaker correspondiente, 4,5 mL de agua
destilada y 5 mL de DNS preparado como se menciond previamente. Es importante tener un blanco
para el espectrofotometro asi que este se prepard con 5 mL de DNS preparado y 5 mL de agua
destilada. Teniendo los tubos de ensayo listos y marcados cada uno, se colocaron a bafio Maria por

5 min a una temperatura de 95 °C, pasado el tiempo se retiran del termostato y se dejan enfriar.

Una vez fria las muestras se procede a medir las absorbancias cada tubo de ensayo en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm comenzando primero con el blanco. Al tener
las absorbancias de cada muestra se realizo el calculo correspondiente a los azucares reductores
teniendo en cuenta la siguiente formula sabiendo que los datos de m y b son constantes obtenidos

en la curva de calibracion previa a la hidrdlisis.

ABS — b
Concentracién = 0 Ec.11

ABS: Absorbancia de cada muestra
b: 0,0894
m: 0,0063

Se aplico la anterior ecuacion a cada una de las muestras y se obtuvo como resultado los datos

suministrados en la tabla 8.

Es importante resaltar que para poder obtener las absorbancias de cada muestra se diluy6 con agua
destilada lo obtenido en cada hidrdlisis debido a su alta concentracion de azicares, causando que
al reaccionar con el DNS se obtuviera un color marrén oscuro imposibilitando la lectura en el

espectrofotometro. Al diluir cada muestra 0,5 mL en 4,5 mL de agua a la concentracién obtenida



anteriormente se multiplico por 20 para obtener la concentracion real en partes por millén de cada

muestra. Los resultados obtenidos se pueden observar en la tabla 8.
Tabla 8.

Concentracion de azucares de las muestras hidrolizadas de la primera digestion.

oH Absorbancia (nm) Concentracion diluida Concentracion real
(ppm) (ppm)

2(1) 1,573 263,9 5277,5

2(2) 1,592 266,9 5337,8

3(1) 0,644 116,4 23283

3(2) 0,595 108,6 2172,7

4(1) 1,947 3232 6464,8

4(2) 2,009 333,1 6661,6

Nota. Se puede observar la concentracion real sin dilucion de la primera digestion.
b) Segunda digestion

En este caso, se sigue el mismo procedimiento que esta descrito en la seccion 8.2.1, con la
diferencia de que se aumenta el tiempo de digestion de 15 a 30 minutos. Los resultados de la

concentracion de azucares de la segunda digestion se presentan en la tabla 9.
Tabla 9.

Concentracion de azucares de las muestras hidrolizadas de la segunda digestion.

oH Absorbancia (am) Concentracion diluida Concentracion real
(ppm) (ppm)

2(1) 1,948 3234 6467,9

2(2) 1,986 329,4 6588,6

3(1) 1,713 286,1 5721,9

3(2) 1,732 289,1 5782,2

4(1) 1,093 187,7 3753,7

4(2) 1,110 190,4 3807,6

Nota. Se puede observar la concentracion real sin dilucion de la segunda digestion.



¢) Tercera digestion

Como se mencion6 anteriormente se continia haciendo el mismo procedimiento que esta descrito
en la seccion 8.2.1, con la diferencia de que se aumenta el tiempo de digestion de 15 a 40 minutos
y la dilucion para determinar la absorbancia, esta sera de 0,1 mL de digestion en 4,9 mL de agua
destilada, haciéndose de manera diferente a las dos anteriores debido a que da una coloracion
marrén mas intensa siendo imposible de leer en el espectrofotometro a la longitud de onda
establecida. Dicho esto, varia también la multiplicacion de la dilucion para saber la concentracion

real, pasando de multiplicarse por 20 a multiplicarse por 100.
Tabla 10.

Concentracion de azucares de las muestras hidrolizadas de la tercera digestion.

oH Absorbancia (nm) Concentracion diluida Concentracion real
(ppm) (ppm)

2(1) 0,402 78,0 7800,0

2(2) 0,465 88,0 8800,0

3(1) 0,674 121,2 12117,5

3(2) 0,732 130,4 13038,1

4(1) 0,203 46,4 4641,3

4(2) 0,213 48,0 4800

Nota. Se puede observar la concentracion real sin dilucion de la segunda digestion.

Con base a los resultados obtenidos, se puede identificar el comportamiento que tuvo el bagazo de
agave durangensis al someterse a una solucion de acido clorhidrico diluido con una temperatura
estandar de 80 °C a diferentes tiempos de reaccion (15, 30 y 40 min) y diferentes valores de pH.
Para la primera digestion se logra evidenciar una produccion de azucares fermentables mayor para
la medicidn inicial de pH 4 con un promedio de 6500 ppm y la condiciéon de menor produccion
fue para la réplica del pH 3 con una cantidad aproximada de 2200 ppm. También se puede
identificar que estos carbohidratos no tienen un comportamiento lineal en aumento al valor de pH
respecto a las absorbancias presentadas.

En cuanto a la segunda digestion realizada para un tiempo de reaccion de 30 minutos, se puede

analizar que hubo un aumento en la produccion de azlcares para un pH 2 y 3 en comparacion a la



digestion inmediatamente anterior, sin embargo, a diferencia de la digestion previa la obtencion de
carbohidratos para una condicion de pH 4 disminuyo. La mayor produccion de azucares fue en un
pH 2 con un valor de 6400 ppm en donde se logra identificar que una solucién con un mayor
porcentaje de acido diluido produce una cantidad de aztcares mayor en contraste a los otros dos
valores estudiados.

Por 1ultimo, en la tercera digestion, se logra evidenciar un aumento notorio en la produccion de
azucares fermentables presentando una cantidad mayor a condiciones de pH 3 con un valor
aproximado de 13000 ppm en un tiempo de reaccion de 40 minutos. Se puede deducir también que
en las dos ultimas digestiones las muestras que contenian acido clorhidrico pH 4 obtuvieron una
produccion menor de carbohidratos, evidenciando que a un mayor tiempo de reaccion esta
concentracion de 4cido no logra hidrolizar toda la celulosa, lo que se presenta como una baja

concentracion de azucares reductores en la solucion.

Después de analizar los resultados de los hidrolizados, se decidi6 realizar una grafica con los datos
experimentales obtenidos para compararlos con el fin de identificar visualmente los parametros en
los cuales se observe un mejor comportamiento de la biomasa ante el adcido. Como se puede
evidenciar en la grafica 2, la mejor condicion para la produccion de carbohidratos reductores es
una concentracion de acido clorhidrico diluido a un pH 3 con un tiempo de reaccion de 40 minutos,
debido a que se obtuvo una mayor cantidad de glucosa en comparacion a los otros parametros a

los que se realizaron las pruebas.



Figura 11.

Concentracion de azucares fermentables producidos con hidrdlisis acida.
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Nota: La anterior grafica representa la produccion de azucares fermentables en las diferentes

condiciones a las que se sometio el bagazo de agave durangensis.

Segun la autora Velasco (2019) las condiciones favorables para realizar la hidrélisis 4cida con
acido clorhidrico es a una temperatura de 121 °C, con una proporciéon 2:10 de bagazo y solucion
acida a un tiempo de reaccion de 37 minutos para la mayor produccién de dicho azucar dando
resultados de alrededor de 21,15 g/L. Teniendo en cuenta dichas condiciones, se puede deducir que
al manejar una temperatura mas alta al igual que una mayor proporcion de bagazo de agave con
acido diluido se obtienen concentraciones superiores de carbohidratos en comparacion a los datos
obtenidos con una proporcion 1:15 de bagazo respecto al acido diluido y una temperatura de 80
°C en donde se logré recuperar alrededor de 13 g/L de azicares fermentables.

Con base a esto, se debe tener en consideracion que el trabajo realizado se elabord a nivel
laboratorio, utilizando un sistema de reflujo, como se evidencia en la figura 9, en donde se esperaba
recuperar el liquido que se evaporaba con el flujo de agua fria en los tubos de condensacién con
una concentracion de HCI de mas o menos 0,05% v/v. En contraste con el proyecto realizado por
Velasco (2019), en donde se hizo uso de una autoclave con una concentracion de acido clorhidrico
de 3% v/v arrojando una produccion de azucar con un pH de 0,6 demostrando que a
concentraciones mayores de acido diluido y temperaturas altas a las que fue sometido el bagazo

de agave tequilana se logra extraer la mayor cantidad del producto deseado [29]



La hidrolisis acida realizada con acido clorhidrico diluido en tres diferentes concentraciones
obteniendo tres valores de pH y tres tiempos de reaccion siendo estos 15, 30 y 40 minutos, con el
fin de identificar las condiciones apropiadas para recuperar la mayor cantidad de azucares
fermentables para su posterior uso.

Por ultimo, se calcula el rendimiento de lo obtenido en la hidrolisis acida, para esto se toma como
base de célculo 44,85 g/L dato tedrico de la cantidad de carbohidratos reductores que se pueden
producir a partir del bagazo de agave cenizo, teniendo en cuenta el anterior dato se obtiene el
porcentaje de rendimiento de la condicion de pH 3 con un tiempo de reaccion de 30 min, en donde
al tener una concentracion 13,2 g/L alcanza un rendimiento de 29,05%.

2.3 Hidrdlisis enzimatica

La hidrolisis enzimatica del bagazo de agave cenizo se basa en la adicion de enzimas celuloliticas
comerciales para la descomposicion de la celulosa en azucares fermentables. Debido a que estas
enzimas tienen la capacidad de romper enlaces glucosidicos que se encuentran en diferentes
polisacaridos son particularmente eficaces en este proceso. Se pueden encontrar de forma natural
en varios organismos, como bacterias, hongos y algunos insectos, y también se pueden obtener

comercialmente en forma de preparados enzimaticos.

2.3.1 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realiza con el fin de identificar la cantidad de proteinas en la
solucion de enzimas utilizada, permitiendo asumir que dicha concentracion en su totalidad
correspondiente a celulasas. En este caso se empled el método Biuret, el cual se basa en la reaccion
de las proteinas con una solucion alcalina de sulfato de cobre (II) produciendo una coloracion
medible a 545 nm en el espectrofotometro, siendo necesaria la preparacion de una curva de

calibracion de albumina para posteriormente realizar la determinacion respectiva de las proteinas.

La curva de calibracion con albumina se prepard tomando 1 g de albumina el cual sera trasferido
a un balon aforado de 100 mL agregando agua destilada mientras se agita vigorosamente hasta
disolver el s6lido por completo. Esta preparacion sera utilizada como la solucion madre estdndar,
siendo esta el punto mas alto en la curva de calibracion. La concentracion final de esta solucion es

de 10.000 ppm.

Posteriormente se prepararon 100 mL del reactivo Biuret, para el cual es necesario mezclar 0,19 g

de sulfato de cobre(II) pentahidratado y 0,335 g de EDTA dis6dico en 50 mL de agua desionizada,



se agita hasta que se disuelven completamente ambos solidos y se procede a agregar 5 g de

hidréxido de sodio, se agita y se afora hasta 100 mL con agua destilada.

Para la curva de calibracidn se trasfieren de manera secuencial alicuotas definidas de la solucion

madre en tubos de ensayo individuales, mezclando también 1 mL de la solucién Biuret para cada

uno de ellos. Se mide la absorbancia de las muestras para la curva de calibracion utilizando una

longitud de onda de 545 nm.

Tabla 11.

Curva de calibracion de albumina.

Volumen
Punto de Volumen de Volumen de | Concentracion | Absorbancia
solucion
la curva agua (mL) Biuret (mL) final (ppm) A 545 nm
Biuret (mL)
1 0,5 8,5 1 500 0,049
2 1 8 1 1.000 0,076
3 2 7 1 2.000 0,103
4 3 6 1 3.000 0,130
5 5 4 1 5.000 0,186
6 8 1 1 8.000 0,267

Nota: La anterior tabla demuestra las absorbancias obtenidas para la curva de calibracion de la

albumina.

Se graficaron los datos obtenidos con el espectrofotdmetro para elaborar la curva de calibracion,

una vez graficados se realiz6 una regresion lineal la cual arroja los datos de m y b que seran de

vital importancia para obtener los resultados en concentracion ppm.
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Figura 12.

Curva de calibracion de albumina.
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Nota: Se observa los datos obtenidos para la curva calibracion de albumina. .

Seguidamente, se realiza la cuantificacion de proteinas de las enzimas en donde se deben tomar

alicuotas de estas, las cuales se trasfieren a tubos de ensayo individuales agregando también 1 mL

de reactivo Biuret para cada una y su respectivo duplicado como se puede observar en la tabla 12,

en donde se lee la absorbancia con una longitud de onda de 545 nm al igual que la curva de

calibracion. Posteriormente, se calcula la concentracion en ppm para cada una de las muestras

analizadas en el espectrofotometro teniendo en cuenta el valor de la pendiente y corte obtenidos

en la grafica 3.

Tabla 12.

Muestras de enzimas para cuantificacion de proteinas.

Volumen de | Volumen de | Volumen de | Absorbancia | Concentracion
Porcentaje
enzima (mL) | agua (mL) Biuret (g) 545 nm (ppm)
1 8 1 0,182 4623,3 4,62
1 8 1 0,187 4790,0 4,79

Nota: Determinacion cuantificacion de proteinas.




Con respecto a los datos obtenidos con esta cuantificacion de proteinas se logré identificar que la
enzima utilizada de Biozymex con celulasas neutras tiene un porcentaje de proteina del 4,70 % lo
que quiere decir que por cada 100 mL de solucion de enzima se tiene alrededor del porcentaje

obtenido en enzimas.

2.3.2 Actividad enzimadtica

Fue necesario realizar la medicion de la actividad enzimatica de la solucion de enzimas que se
utilizarian en el procedimiento de obtencion de azucares fermentables. Este proceso se llevo a cabo
con el fin de medir la velocidad de una reaccion catalizada por la mezcla para generar
combinaciones de soluciones de sustrato y enzima en condiciones de temperatura constante junto

con una solucién buffer pH 5.

Para iniciar con la medicion se preparo la solucion buffer la cual consiste en 12,903 g de citrato de
sodio y 9,606 g de acido citrico diluido en un litro de agua destilada, al mezclar todo de manera
homogénea se procedié a medir el pH de la solucion procurando que esta quede en un pH 5 como

se puede observar en la figura 11.

Figura 13.
Solucion buffer.

Nota: Se observa la solucion buffer. .
Posterior a lo anterior para identificar la actividad se tomaron 2 g de carboximetilcelulosa (CMC)
y se diluyeron en 100 mL de la solucion buffer previamente elaborada con ayuda de agitacion

constante tal como lo muestra la figura 11.



como se observa en la figura 12.

Figura 14.
Preparacion CMC al 2%.
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Nota. Preparacion de CMC. .

Para ver el comportamiento de la enzima se procedi6 a realizar la disolucién de concentraciones
de enzima que se va a analizar, para este caso se analizé 10 mL de enzima con 5 mL de CMC
preparado anteriormente y 5 mL de agua destilada, se realiz6 duplicado a esta disolucion y se llevo

a calentamiento a una temperatura constante de 50 °C en un tiempo de reaccién de 60 minutos

Figura 15.

Concentracion de enzima.

Nota: Cuantificacion de proteina en la enzima. .

Pasada la hora se deja enfriar la muestra y se procede a realizar la lectura de los azucares reductores

obtenidos mediante el mismo método de DNS. Al tener las absorbancias de cada muestra se realizo



el calculo correspondiente a los azlcares reductores segin la ecuacion 11 teniendo en cuenta que
los datos de m y b son constantes obtenidos en la curva de calibracion en donde m es 0,0078 y b
es 0,1301. Al diluir cada muestra 0,1 mL en 4,9 mL de agua a la concentracion obtenida
anteriormente se multiplicé por 100 para obtener la concentracion real en partes por millon de cada
muestra. Los resultados obtenidos se pueden observar en la tabla 13.

Tabla 13.

Concentracion de la muestra de enzima.

Muestra enzima | Absorbancia | Concentracion | Concentracion
diluida (ppm) (ppm)
10 mL (1) 2,178 2959 29591,0
10 mL (2) 2,182 296,4 296423

Nota. Se observan la concentracion real de cada muestra de enzima.

Una vez teniendo la concentracion en ppm se procedio a realizar el célculo de la actividad

enzimatica para el cual se utilizo la siguiente ecuacion.

(Cgm = Cqn)

gm gb 6

VA_“mMa 1" ) Ec (15)
L tr

Donde

Cgm: Concentracion de aztcar en la muestra en g/L.
Cgb: Concentracion de blanco en la muestra en g/L.
MMa: Masa molecular del azlicar patréon en g/mol.
tr: Tiempo de reaccidon en minutos.

Para desarrollar la anterior ecuacion se convirtid los datos obtenidos en la tabla 14 a g/L, se utiliz6
una masa molecular constante de 180,156 g/mol y un Cg, de CMC siendo este el blanco obtenido
de la muestra a analizar con un valor de 1,68 g/L. Los resultados obtenidos al realizar la ecuacion

anterior se pueden evidenciar en la tabla 14.



Tabla 14.

Resultados de la unidad de actividad de celulosa por litro.

Muestra enzima Concentracion (g/L) UA/L
10 mL (1) 29,591 5164,090
10 mL (2) 29,642 5173,579

Nota. Se registran los datos obtenidos de la unidad de actividad de celulosa por litro de las

muestras con enzima.

Al tener los anteriores resultados se pudo evidenciar que la enzima que se utilizara para las
posteriores hidrolisis funciona para la produccion de azucares, siendo esta la principal forma de

obtencion de carbohidratos reductores a partir del bagazo de agave cenizo.

2.3.3 Determinacion de azucares fermentables con hidrélisis enzimdtica

Para iniciar con la hidrélisis enzimatica es importante volver a realizar una curva de calibracion
de la misma manera como se menciond anteriormente al inicio de las digestiones acidas al
prepararse con glucosa (seccion 8.1), dando como resultado las absorbancias que se observan en

la siguiente tabla.
Tabla 15.

Absorbancia curva de calibracion.

Concentracion (ppm) | Absorbancia
20 0,036
30 0,088
40 0,122
50 0,321
100 0,639
150 1,100
250 1,806

Nota. Se puede observar la absorbancia de las muestras de glucosa con ayuda del

espectrofotometro.



Se grafic los datos obtenidos con el espectrofotometro para elaborar la curva de calibracion, una
vez graficados se realizd una regresion lineal la cual arroja los datos de m y b que serdn de vital
importancia para obtener las lecturas de la actividad enzimatica, hidrolisis acido-enzimatica e
hidrolisis enzimatica.

Figura 16.

Curva de calibracion realizada en Durango.
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Nota. Se realiz6 una segunda curva de calibracion con ayuda del espectrofotometro.

Una vez elaborada una nueva curva de calibracion y con esta una nueva ecuacion de la recta

arrojando los datos de m y b se procede con la hidrélisis enzimatica.

Para comenzar con la hidrolisis se prepar6 una solucion buffer a un pH de 5, esto descrito en el
item 9.2 en la determinacion de la actividad enzimatica. Esta solucion se emplea para mantener un
pH Optimo para la actividad enzimadtica debido a que tienen la capacidad de resistir cambios
significativos en el pH cuando se agregan acidos o bases, y las enzimas son altamente sensibles a
cambios en esta propiedad y su actividad puede llegar a variar dependiendo de la condicién en la

que se encuentren.

Luego de esto, se realiza un disefio de experimentos de un factor con el fin de encontrar las

condiciones de mayor producciéon de azicares, en este se varia el volumen de enzimas



suministradas, la cual se decide por cantidades de 100 mL, 50 mL y 10 mL cada una con su
respectiva replica garantizando asi resultados con mayor precision, agregando como sustrato 10 g
de muestra de bagazo de agave durangensis. Para cada muestra se agregan 150 mL de la solucion
buffer preparada anteriormente teniendo presente que el pH se mantenga en un valor de 5, con una

temperatura de 50 °C y un tiempo de reaccion de 24 horas.
Figura 17.

Enzimas celulasas.
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Nota: La figura anterior muestra la enzima utilizada en el proceso. Enzimas celulasas neutras

<Mercado libre> Tomada de: https://listado.mercadolibre.com.mx/celulasas-enzimas

Pasado el tiempo de reaccion se procede a la determinacion de los azlicares producidos en esta
hidrolisis por lo que es necesario identificar el método por el cual se iban a cuantificar los azlicares
reductores, que al igual que las dos anteriores hidrdlisis, la técnica elegida fue la técnica de Miller
por espectrofotometria utilizando DNS con una longitud de onda de 540 nm basandose en los datos
recolectados en la curva de calibracion, la medicion se realizé de la misma manera que la seccion

8.2.3 con su respectivo duplicado tal como se muestra en la figura 14.


https://listado.mercadolibre.com.mx/celulasas-enzimas

Método DNS de hidrdlisis enzimatica.

Figura 18.

Nota: Se evidencia lo obtenido en la hidrélisis enzimatica diluido junto con DNS para su

medicion.

Teniendo en cuenta la ecuacion 11, se calcula la concentracidon de cada uno de los resultados

obtenidos con el valor de la pendiente y el corte en la recta como se evidencia en la grafica 3, con

un valor de 0,0078 y 0,1301 respectivamente. Luego de esto se procede a multiplicar este valor

por su correspondiente dilucion, debido a que se tomd una alicuota de 0,1 mL de digestion para la

medicion del espectrofotometro dando como resultado las concentraciones que se evidencian a

continuacion, en donde la muestra 1 contiene 100 mL de enzima, la muestra 2 contiene 50 mL de

enzima y la muestra 3 contiene 10 mL de enzima.

Tabla 16.

Concentraciones obtenidas para hidrolisis enzimdtica.

Muestra Absorbancia | Concentracion diluida (ppm) | Concentracion real (ppm)
1(1) 0,39 66,7 6667,9
1(2) 0,38 65,4 6539,7
2(1) 0,474 77,4 77449
2(2) 0,53 84,6 8462,8
3(1) 0,307 56,0 5603,8
3(2) 0,247 48,3 4834,6

Nota: Concentracion real de digestiones. .




Al haber adicionado diferentes cantidades de enzima en distintos volimenes es necesario conocer
la concentracion de la enzima en cada muestra, por lo que para saber el porcentaje de concentracion

final de la enzima es necesario realizar la ecuacion 10. En donde:
C1: Concentracion inicial de enzima (4,70 %).
Vi: Volumen inicial (mL).
C»: Concentracion final de enzima (%).
Vi: Volumen final (mL).

Se realiza la ecuacion 10 para cada muestra debido a que todas tienen un volumen inicial y
volumen final distinto, respecto a la concentracion inicial esta es constante para todas las muestras
puesto que esta es la concentracion a la que viene la enzima cuyo dato fue obtenido en la seccion
9,1 en la cuantificacion de proteinas, teniendo esos tres datos se hace el debido despeje y se conoce

la concentracion final de enzima en porcentaje como se muestra en la siguiente tabla.
Tabla 17.

Concentracion de enzima en cada muestra de hidrolisis.

Muestra Concentracion | Volumen inicial | Concentracion | Volumen final
inicial (%) (mL) final (%) (mL)
1 4,70 100 1,88 250
2 4,70 50 1,17 200
3 4,70 10 0,29 160

Nota. Se evidencia la concentracion de enzima en cada muestra hidrolizada.

Basandose en los datos experimentales obtenidos en esta hidrdlisis enzimatica se puede deducir
que las enzimas utilizadas en este proceso, producen de manera eficiente carbohidratos reductores.
Las condiciones a las que se trabajé dicha enzima fueron favorables para la produccion de
azucares, teniendo en cuenta que a pesar de que el volumen de enzimas adicionado cambiaba, con
100 mL y 50 mL de enzima se logra obtener resultados 6ptimos, en donde se tiene presente que la

temperatura y el pH son muy importantes en el proceso.



En base a los resultados obtenidos en la hidrdlisis enzimatica con celulasas neutras, se logra
deducir que la mayor produccion de azicares fermentables se obtuvo con una proporcion de 1:5
m/v, es decir, por cada 10 g de bagazo de agave cenizo se utilizaron 50 mL de enzimas del disefio
de experimentos planteado y mencionado anteriormente, las cuales pueden ser evidenciadas en la
grafica 4. Esto en comparacion a lo publicado por Velasco (2019) que utiliza una proporcion
diferente, siendo esta 1:10 m/v (5 g de muestra con 50 mL de enzima) para el bagazo de agave
tequilana de la cual obtiene una cantidad de 8,14 g/L. de azucares, un pH de 5 y un tiempo de
reaccion de 24 horas en agitacion constante. Debido a esto se puede analizar que al aumentar la
proporcion de bagazo con enzima se puede lograr obtener una cantidad mayor de produccion, que
para este proyecto es de 8,4 g/L evidenciando que esta generacion de carbohidratos es proporcional
a la cantidad de bagazo/enzima que se agrega teniendo en cuenta que cumpla con las condiciones

Optimas para el uso de dicha enzima.
Figura 19.

Concentracion de azucares en ppm.
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Nota: La figura demuestra la concentracion de aztcares obtenida en el proceso de hidrdlisis

Concentracion de aztcares (ppm)

enzimatica.

Cabe resaltar que para tener una correcta lectura de la grafica es necesario tener en cuenta que la

muestra 1 contiene 100 mL de enzima con la cantidad de sustrato mencionado anteriormente y su



respectivo duplicado, de igual manera las muestras 2 y 3 en donde cada una contiene 50 mL y 10

mL respectivamente.

Es de gran importancia el uso de una solucion buffer de citratos para lograr mantener la mezcla de
enzimas con bagazo al pH correspondiente para lograr rendimientos altos de las celulasas neutras

obteniendo de esta manera una produccion optima de carbohidratos.

También se puede observar que la enzima trabajada se utiliza principalmente en la industria textil,
se pueden encontrar variedad de estas que son especificas para hidrolizar materiales
lignoceluldsicos como bien lo es la Novozymes. Sin embargo, se logra obtener una concentracion
de carbohidratos altos con una enzima diferente como lo es la Biozymex. dando a entender que la

condicién optima en este proceso seria una solucion de 50 mL de enzima.

Para calcular el rendimiento de lo obtenido en la hidrdlisis enzimética se realiza de la misma
manera que en la hidrolisis acida en donde se toma como base de calculo dato tedrico sobre la
cantidad de carbohidratos reductores producidos a partir de la muestra de bagazo siendo este 44,85
g/L, teniendo en cuenta el anterior dato se obtiene el porcentaje de rendimiento de la condicion de
la muestra 2 a la cual se le adicioné 50 mL de enzimas teniendo una concentracion de 8,4 g/L

alcanza un rendimiento de 18,86%.

2.4 Hidrdlisis enzimatica con pretratamiento acido

El siguiente procedimiento trata de la prueba dcido-enzimatica que se le realizo al bagazo de agave
cenizo con el mismo fin de obtener los azlicares fermentables y de esta manera llevar a cabo la
debida comparacion entre los diferentes procedimientos utilizados y cudl es el mas eficaz para la

produccion de carbohidratos reductores.

En cuanto a lo anterior esta prueba consiste en la adicion de las enzimas celulasas neutras a la
prueba anteriormente realizada siendo de manera un pretratamiento para realizar la hidrolisis

enzimatica.

Una vez teniendo los datos de la concentracion de la enzima y el calculo de actividad enzimatica
se procedio a continuar con lo propuesto inicialmente de realizar una tercera hidrolisis siendo esta

con la adicién de la enzima celulasa neutra.



La hidrdlisis acido — enzimética o también nombrada como hidrélisis con pretratamiento consiste
en utilizar lo obtenido de la hidrélisis acida anteriormente descrita y adicionarle la enzima que sera
la que aumentara la produccion de azucares reductores. Teniendo en cuenta lo anterior se decidid
realizar esta hidrolisis repitiendo inicialmente la hidrolisis 4cida con la cual dio la menor
produccion de azucares para observar el comportamiento de esta con la enzima, y de esta manera

observar si hay incremento de carbohidratos presentes en el bagazo de agave duranguesis.

Se repitid el mismo procedimiento de hidrolisis dcida pero esta vez solo con el método que produjo
menor cantidad de azucares, segun los resultados anteriores la menor produccion de carbohidratos
fermentables ocurrié en un pH 3 con un tiempo de reaccion de 15 min por lo que se volvid a
realizar esta hidrolisis con el mismo acido clorhidrico y la misma cantidad de bagazo de agave
cenizo. Se llevo a cabo tres digestiones en condiciones iguales como se puede observar en la figura
14 y se determino la cantidad de aztcares obtenidos por el método DNS como anteriormente se

menciond con una dilucion 0,1 mL de muestra de hidrolisis con 4,9 mL de agua destilada.

Figura 20.

Digestiones hidralisis acida.

Nota. Se observan las tres hidrolisis en pH 3 y tiempo de reaccion de 15 min.



Tabla 18.

Concentracion de azucares de la hidrolisis acida.

Muestra | Absorbancia | Concentracion diluida (ppm) | Concentracion real (ppm)
1 (1) 0,028 20,3 2026,9
1(2) 0,035 21,2 2116,6
2(1) 0,037 21,4 21423
2(2) 0,036 21,3 2129,5
3(1) 0,035 21,2 2116,6
3(2) 0,030 20,5 2052,6

Nota. Se observan la concentracion real de cada muestra hidrolizada.

Al tener los resultados nuevos de la hidrdlisis dcida con pH 3 en un tiempo de reaccion de 15 min,
se procedi6 a comenzar con la hidrolisis dcido-enzimatica tomando lo resultante de las digestiones
acidas, se filtr6 y se le adicion6 diferentes concentraciones de enzima para analizar su

comportamiento dependiendo de la cantidad de enzima presente.

Lo obtenido en la hidrodlisis acida de las tres digestiones se lleva a un pH 5 con ayuda de hidroxido
de sodio, una vez estabilizado el pH se adicioné 100 mL en cada balén de condensacion a los
cuales se adicion6 100 mL, 50 mL y 10 mL de enzimas celulasas neutras como se muestra en la
tabla 19, se llevd a calentamiento a una temperatura de 50 °C y se dejo un tiempo de reaccion de

24 horas, el montaje se puede observar en la figura 16.

Para determinar la concentracion de la enzima en cada una de las muestras se realiza lo mismo que
en la seccion 9.3 utilizando la ecuacion 10 variando la cantidad de volumen, dando una

concentracion.



Tabla 19.

Concentracion de enzima en cada muestra.

Muestra Concentracion | Volumen inicial | Concentracion | Volumen final
inicial (%) (mL) final (%) (mL)
1 4,70 100 2,35 200
2 4,70 50 1,56 150
3 4,70 10 0,43 110

Nota. Se observan las concentraciones de la enzima adicionada a la muestra.

Nota. Se observa el montaje de la hidrolisis acido-enzimaética con tres diferentes concentraciones

Una vez pasadas las 24 horas se desmonto la digestion, se dejo enfriar y se determinaron los
azucares presentes por medio del método DNS, en donde se realizo la lectura de la misma manera

que la hidrdlisis acida, se realizé duplicado de cada una de las muestras y se obtuvo una produccion

de azucares.

Figura 21.

Montaje digestion dcido-enzimatica.

de enzima.




Tabla 20.

Concentracion de aziicares obtenidos en la hidrolisis acido-enzimatica.

Muestra | Absorbancia | Concentracion diluida (ppm) | Concentracion real (ppm)
1(1) 0,234 46,679 4667,948
1(2) 0,250 48,730 4873,076
2(1) 0,156 36,679 3667,948
2(2) 0,195 41,679 4167,948
3(1) 0,102 29,756 2975,641
3(2) 0,140 34,628 3462,820

Nota. Se puede observar la concentracion de azicares obtenidos de cada muestra.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la hidrélisis enzimatica con un pretratamiento
acido, se pueden analizar diferentes aspectos como bien es el pretratamiento que se realizd ya que
fue elegido con unas condiciones de &cido clorhidrico diluido con un pH 3, a un tiempo de reaccion
de 15 minutos debido a que este es el que menor cantidad de carbohidratos produjo con el fin de
aumentar dicha produccion. Este tratamiento es clave para obtener una conversion mas alta dado

que hay diversos factores que pueden afectar la produccion de azuicar.

El acido que cominmente es usado para este tipo de pretratamientos es el acido sulfurico, sin
embargo, en este trabajo se utilizé acido clorhidrico se puede obtener un aumento considerable en
la produccion de carbohidratos en comparacion a la hidrolisis 4cida realizada anteriormente con
un tiempo de reaccion de 15 minutos, se logra el aumento de azucares fermentables, pero no supera

la cantidad generada en este mismo tipo de hidrélisis a un mayor tiempo de reaccion.

Como se observa en la grafica 6, la concentracion en las muestras uno, con un volumen de 100 mL
de enzimas tienen un promedio de aztcares producidos de 4770 ppm, las muestras dos con 50 mL
de enzimas, un promedio de 3917 ppm y las muestras tres un promedio de 3219 ppm con 10 mL
de enzimas, en donde se evidencia que las primeras muestras fueron las que mayor produccion de

carbohidratos se obtuvieron.



Figura 22.

Concentracion de azucares en ppm.
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Nota: La figura demuestra la concentracion de azicares obtenida en el proceso de hidrdlisis

acido-enzimatica.

Cabe resaltar que para tener una correcta lectura de la grafica es necesario tener en cuenta que la
muestra 1 contiene 100 mL de enzima con la cantidad de sustrato mencionado anteriormente y su
respectivo duplicado, de igual manera las muestras 2 y 3 en donde cada una contiene 50 mL y 10

mL respectivamente.

Segun Velasco (2019), se trabaja con bagazo de agave tequilana bajo un pH de 5 con una solucién
enzimatica, a una temperatura de 50 °C, con un tiempo de reaccidon de 20 horas y una proporcion
de 2:10 (%m/v) en donde obtienen una produccion de azucares fermentables de 58,12 g/L
utilizando Cellucyme como enzimas que contiene celulasas, hemicelulasas y betaglucosidasa.[29]
El presente proyecto se llevo a cabo con bagazo de agave cenizo bajo un pH de 5 con una solucion
enzimatica de Biozymex la cual contiene celulasas neutras, una temperatura constante de 50 °C y
un tiempo de reaccion de 24 horas, teniendo en cuenta la proporcion manejada para esta hidrdlisis,
por cada 100 mL de hidrolizado acido se agregan 100 mL, 50 mL y 10 mL de enzimas

correspondientemente.

Seglin Gutiérrez y Trujillo, al realizar un pretratamiento 4cido posterior a la hidrolisis enzimatica

se pueden obtener concentraciones de azlcar mas altas en comparacion a una hidrélisis sin este



pretratamiento como se logra observar la hidrolisis realizada con pretratamiento acido y sin este

[30]

La hidrolisis enzimatica con un pretratamiento demostré un aumento considerable de azlcares
reductores, teniendo en cuenta que fueron utilizadas las condiciones en las que se observd una
menor producciodn de azlicares desde la hidrolisis 4cida con la cual se realizo el pretratamiento. Sin
embargo, la hidrdlisis acida con un tiempo de 40 minutos a una temperatura constante de 80 °C
sigue teniendo una produccion mucho mayor que esta hidrolisis, por lo que se puede analizar que
realizar un pretratamiento al hidrolizado acido mejora la produccion de carbohidratos, pero con un
mayor tiempo de reaccion se pueden obtener resultados Optimos de azicar sin la necesidad de

utilizar enzimas.

Para calcular el rendimiento de lo obtenido en la hidrélisis acido-enzimatica se realiza de la misma
manera que las anteriores dos hidrolisis tomando como base de célculo dato tedrico sobre la
cantidad de carbohidratos reductores producidos a partir de la muestra de bagazo siendo este de
44,85 g/L, teniendo en cuenta el anterior dato se obtiene el porcentaje de rendimiento de la
condicidn de la muestra 1 a la cual se le adiciond 100 mL de enzimas teniendo una concentracion

de 4,8 g/L alcanza un rendimiento de 10,7%.

2.5 Fermentacion de azucares reductores

En esta seccion se realizara la fermentacion alcoholica de la hidrélisis que obtuvo una mayor
produccion de azucares fermentables siendo esta la hidrolisis acida a una temperatura de 80 °C
durante un tiempo de reaccion de 40 min, utilizando una levadura comercial de la especie
Saccharomyces cerevisiae para panificacion “TradiPan”. La mezcla resultante del hidrolizado se
neutralizo con hidréxido de sodio (NaOH) hasta obtener un pH de 7 para lograr iniciar con la

fermentacion.



Figura 23.

Levadura TradiPan.
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Inicialmente se debe activar la levadura para lo cual se utiliz6 un beaker de 250 mL de agua
destilada y se calentd hasta una temperatura de 28 °C, una vez que la muestra es calentada se
afiadieron 2 g de levadura por cada 100 mL de hidrolizado a fermentar. Luego de esto, se dejo

reposar de 10 a 15 minutos y finalmente se agreg6 esta mezcla al hidrolizado.

Se hizo uso de tres botellas con una capacidad de 1 litro cada una, se agregaron aproximadamente
300 mL de hidrolizado acido con 6 g de levadura luego de su respectiva activacion. Posteriormente
se dejo una salida de aire en la parte superior de la botella con el fin de que el CO; producto de la
fermentacion pueda ser liberado, estos envases se cubren con papel aluminio para evitar la luz

directa a la mezcla y son dejados en reposo en un lugar célido.



Figura 24.

Fermentacion de hidrolizado dcido.

Nota: Se puede observar las fermentaciones del hidrolizado é4cido. .

Esta fermentacion tiene un tiempo de reaccion de 7 dias en donde se miden en repetidas ocasiones
los aztcares fermentables con el fin de poder identificar cuantos de estos han sido consumidos por
la levadura adicionada, también se realiza la medicion de alcohol al finalizar el tiempo de reaccion
utilizando un alcoholimetro. Estos datos se pueden observar en la tabla 21, que se encuentra a

continuacion evidenciando la concentracion en ppm de carbohidratos.
Tabla 21.

Datos experimentales de la fermentacion.

Azucares
Azucares dia | Azucares dia | Azucares dia | Grados de
Muestra iniciales.
1 (ppm) 2 (ppm) 7 (ppm) alcohol.
(ppm)
Fermentacion 1 26359 2600,6 2360,3 22449 20°
Fermentacion 2 2353,8 2341,0 2161,6 2033,3 35°

Nota: Se puede observar la concentracion de azucares en los 7 dias de fermentacion. .



Con base a los resultados obtenidos en la fermentacion del hidrolizado acido se puede deducir que
dicho hidrolizado proporcion6 las condiciones necesarias para que la levadura pudiera tener una
produccion optima de alcohol, como bien es el agua y azlicares reductores, cabe resaltar que al
dejar un tiempo de reaccion de 7 dias no fue necesario la adicion de ningin suplemento de
nutrientes al medio de cultivo, esto debido que a medida que pasaban los dias el principio activo
de la levadura iba fermentando la cantidad de azucares necesarios para producir los grados de
alcohol necesarios para posteriormente rota evaporar con un agente extractivo y separar el agua

del etanol.

Para dicha fermentacion, fue de gran importancia la activacion de la levadura a una temperatura
establecida dependiendo del tipo de microorganismo que se vaya a trabajar. También, se lograron
identificar factores claves para el desarrollo 6ptimo de esta levadura como lo es la temperatura en
la que se realiza, un minimo flujo de oxigeno teniendo en cuenta que es un proceso anaerobio y
que debe tener una salida del diéxido de carbono generado y minima iluminacion debido a que

puede afectar el proceso de fermentacion.

Es importante tener en cuenta que la produccién de alcohol (etanol) durante la fermentacion
depende de varios factores, incluyendo la fuente de azicares fermentables, la cepa de levadura
utilizada, las condiciones de fermentacion y el tiempo de fermentacion. Debido a que se obtuvo
un valor alto de etanol, pero no se percibia el olor caracteristico de esta sustancia, es posible que
haya habido otras sustancias presentes en la muestra que enmascararon el olor del alcohol o que la

fermentacion no haya sido completa.

En el estudio mencionado de Alvarado (2021), se obtuvo un hidrolizado enziméatico como fuente
de azucares fermentables y una temperatura de 60 °C, lo que podria haber favorecido la produccion
de alcohol por parte de la levadura utilizada, incluso si esa levadura normalmente se usa para

panaderia y no tiene como objetivo principal la produccion de alcohol.

2.6 Rota evaporacion para la obtencion de etanol anhidro

Por ultimo, se realizan varias destilaciones con el uso del rota-evaporador el cual es un equipo de
destilacion a vacio, con el fin de poder separar mezclas liquidas que tienen un punto de ebullicion
cercano, pero al presentarse en estas condiciones puede ocasionar algunas variaciones en estos

parametros.



Teniendo en cuenta que se realizaron dos fermentaciones las cuales obtuvieron un grado de alcohol
entre 20° y 35° posterior a dicho proceso, se contintia con la separacion del etanol producido a
través de tres destilaciones: la primera destilacion destinada a separar inicialmente el alcohol
producido de restos de la hidrolisis realizada, la segunda y tercera destilacion se basan en utilizar
un solvente que en este caso serd el glicerol con el fin de lograr romper el aze6tropo formado entre
el agua y el etanol producido para obtener un alcohol més puro y pueda llegar a ser usado en la

industria de la biorrefineria.

Cada una de las corridas en la rota evaporacion se lleva a cabo con una temperatura de 78-80 °C
teniendo en cuenta el punto de ebullicion del etanol en la ciudad de Durango, México; a una

velocidad de rotacion de 50 rpm, una presion al vacio de -0,35 atm y con un tiempo de 1 hora.

2.6.1 Primera rota evaporacion

La primera rota evaporacion realizada para cada una de las muestras de la fermentacion se realiza
una destilacion a vacio sin el uso de un solvente debido a que se requiere aumentar la concentracion
y pureza del etanol producido en dicho proceso, separando esta sustancia que se encuentra junto

al agua y demas residuos obtenidos en el hidrolizado acido.
Figura 25.

Primera rota evaporacion de las fermentaciones.

Nota: Se puede observar el montaje para realizar las rota evaporaciones.

Después de trascurrido el tiempo, se obtiene la mezcla entre agua-etanol con una pureza alrededor

de 60°- 80° de alcohol, por lo que se requiere de una segunda rota evaporacion, pero como ya se



presenta el azeotropo entre estas dos sustancias es necesario el uso de un solvente que en este caso

se utilizara el glicerol.

2.6.2 Segunda rota evaporacion
Como se mencion6 anteriormente, en esta segunda rota evaporacion se lleva a cabo una destilacion
extractiva utilizando las mismas condiciones de la primera, es decir, una temperatura entre 78 °C

y 80 °C con una velocidad de rotacion de 50 rpm durante aproximadamente 1 hora y un solvente

el cual es el glicerol.

Teniendo en cuenta la cantidad obtenida en item 12.1 son requeridos 30 mL de glicerol para lograr
una mayor separacion de las dos sustancias. El glicerol es agregado antes de iniciar con el

procedimiento a temperatura ambiente, se agita y posteriormente se inicia.

Luego del tiempo requerido se obtiene una mezcla con un porcentaje de alcohol entre el 84° y 86°
evidenciando de esta manera que alin se presenta cierta cantidad de agua en la mezcla y es

requerida otra destilacion extractiva.

Figura 26.

Porcentaje de alcohol de fermentacion 2.
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Nota: Se puede observar los grados de alcohol obtenidos después de la segunda rota

evaporacion.



2.6.3 Tercera rota evaporacion

Por ultimo, se realiza nuevamente una tercera destilacion extractiva teniendo en cuenta el
azedtropo formado entre el agua y el etanol por lo que se sigue viendo necesario el uso del solvente
para extraer con mayor facilidad el etanol. Se usan las mismas condiciones de las anteriores rota
evaporaciones utilizando una temperatura de 80 °C con una velocidad de rotacion de 50 rpm con

30 mL de glicerol.
Figura 27.

Porcentaje de alcohol de fermentacion 2 después de tercera rota evaporacion.
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Nota: Se puede observar los grados de alcohol obtenidos después de la tercera rota evaporacion.

En la siguiente tabla se pueden evidenciar los resultados obtenidos para cada una de las

fermentaciones después de las destilaciones presentadas anteriormente.



Tabla 22.

Resultados de rota evaporacion.

Porcentaje de alcohol

1 rota evaporaciéon | 29 rota evaporaciéon | 3™ rota evaporaciéon
Fermentacion 1 64 84 92
Fermentacion 2 66 87 96

Nota: Se puede observar los grados de alcohol obtenidos en cada rota evaporacion. .

Una vez finalizada las rota-evaporaciones se mide el volumen de etanol recuperado al final de cada
proceso, se obtuvo un volumen de 132 mL de la primera fermentacion y 150 mL de la segunda
fermentacion, también cabe resaltar que los grados de alcohol obtenidos fueron medidos con un

alcoholimetro de escala laboratorio.

Al tener todos los datos finales de la produccion de etanol se calculd el rendimiento producto
respecto al sustrato, es decir, el rendimiento del etanol producido respecto a la glucosa. Este dato

se calcula mediante la ecuacion 11.

o _ar _Tp
Yps_ds_rs Ec 11

En donde

rp: Es la diferencia entre el producto inicial y el producto final.

rs: Es la diferencia entre el sustrato inicial y el sustrato final.

Con la ecuacion 11 se obtuvo el célculo del rendimiento del etanol producido respecto a la glucosa
consumida en la fermentacion dando un resultado de 0,266 para la fermentacion 1 y 0,369 para la
fermentacion 2. Segun literatura el rendimiento teorico para la transformacion de glucosa en etanol
es de 0,511, teniendo en cuenta el anterior valor los rendimientos experimentales comparandolos

con el tedrico son de 52% y 72% respectivamente.

De acuerdo a los resultados obtenidos por las rota-evaporaciones realizadas se pudo evidenciar
que es necesaria una primera corrida en el equipo para conseguir la mayor cantidad de mezcla
etanol-agua producida posterior a la fermentacion, separando los residuos so6lidos del hidrolizado

acido y el liquido sobrante que no logra fermentar. En la segunda destilacion es necesario el uso



de un solvente para lograr romper el azedtropo formado entre dicha mezcla, como se mencion6
anteriormente la sustancia extractiva seleccionada fue el glicerol teniendo en cuenta los resultados
obtenidos por Puchin y Ruiz (2017) en donde esta sustancia alcanza una separacion optima[31].
Por ultimo, la tercera rota evaporacion se realizdo con el fin de obtener etanol con un mayor
porcentaje de pureza para poder usarlo en la industria de la biorrefineria, utilizando también el

glicerol como solvente y las mismas condiciones de operacion que las anteriores.

Es de vital importancia tener presente la temperatura a la que se programa el rota-evaporador
debido a que esta debe superar el punto de ebullicion del etanol, pero no la del agua, en base a que
el proceso se lleva a cabo a una presion menor a la atmosférica la cual es -0,35 atm. Debido a que
esta parte del proyecto se realizo en la ciudad de Durango, México, la cual tiene una altitud de
1.775 metros sobre el nivel del mar, influyendo en algunas propiedades de las sustancias trabajadas
como lo es el punto de ebullicion, es por esto que se tomo el rango de temperatura del proceso

mencionado con anterioridad.

Respecto a la cantidad obtenida de etanol se logra recuperar entre el 31% y 32% del total de
solucion fermentada, en donde segin el documento de Montiel (2017) el cual alcanza una
recuperacion de etanol del 4% aproximadamente de la mezcla inicial utilizando una destilacion
azeotropica a 30 °C con n-Pentano como sustancia extractiva con ayuda del simulador ASPEN
PLUS, deduciendo que a pesar que se obtiene un porcentaje mayor de pureza con otra sustancia
como solvente se recupera muy poco volumen de etanol en comparacion a la cantidad inicial de
fermentado [32]. En relacion con el presente proyecto, se obtiene una mayor proporcion de etanol
resultado del destilado, pero con un porcentaje menor de pureza, evidenciando que se puede hacer
uso de una sustancia extractiva diferente al glicerol para lograr un alcohol mas puro utilizando una
proporcion similar a la trabajada con el fin de producir una cantidad mas alta de alcohol con una

pureza mejor.

2.7 Diseio de planta piloto del proceso de produccion de bioetanol a partir de bagazo de
agave durangensis.

En este capitulo se describiran las generalidades del proceso de produccion de etanol a partir de
bagazo de agave durangensis, mostrando el disefio de una planta piloto de este mediante diagramas

de bloques y PFD, realizando una descripcion de los equipos seleccionados junto con los



respectivos balances de masa en base a los resultados obtenidos mediante el simulador Aspen Plus
V10.

2.7.1 Generalidades del proceso
En el proceso de produccion de bioetanol se hace un escalado 1:10000 teniendo en cuenta que se
disefia con base en lo realizado en el laboratorio; se requiere realizar primeramente un secado a la
biomasa con el fin de retirar la humedad que esta pueda contener, luego de esto se procede a
realizar la respectiva hidrolisis, con el fin de producir la glucosa necesaria para el siguiente proceso
a desarrollar siendo este la fermentacion, para posteriormente destilar este producto utilizando

como solvente glicerol y obtener bioetanol.
Figura 28.

Diagrama de bloques de proceso de produccion.

21

.
22
1
> Reactor 1 3 Separador 1

2 P=1bar | P=1am A

—_— 23
Reactor 2 Reactor 3 . -
— ¢ | % a T =20°C " Sepxador 2 —
P=1am P=1lam i
K

> 2
> Mezclador 1 7 S 11 S;pa!gg?é_,

6 T=25°C P=1am

26 16 25 24

«— «— «— «— 12

Separador 7 2 17 Separador 6 15 Separador 5 < 14 S;p:x;gszJ < 13 ?e:c;gl;é

P=1atm P=1am P=1am P e P 1k

20
Mezclador 2 19
T=25°C
18 T

Nota: Se puede observar el proceso de obtencion de bioetanol a partir de bagazo de agave.

Se establece un flujo de alimentacién de 100 kg/h de bagazo de agave durangensis himedo para
los procesos planteados anteriormente, teniendo en cuenta que la humedad de salida promedio del

bagazo de agave se encuentra entre 60-90% [33].



La eleccion del modelo termodindmico adecuado para simular la produccion de bioetanol a partir
de residuos lignoceluldsicos es fundamental. Varios articulos sugieren que el modelo Non Random
Two Liquids (NRTL) es el mas apropiado debido a la presencia de componentes polares, mezclas
azeotropicas y dos fases liquidas en algunas etapas del proceso, por lo tanto, en el estudio en
cuestion, se utilizé el modelo NTRL como modelo termodindmico para cada uno de los procesos

presentes.

2.7.2 Descripcion del proceso
En la primera seccion del proceso de produccion de bioetanol se realiza el secado de la materia
prima utilizando un reactor RStoic a una temperatura de 20 °C y una presion de 1 atm en el cual
entran 100 kg/h de bagazo de agave cenizo (corriente 1) como se puede evidenciar en el Anexo 2
y 500 kg/h de aire con una composicion de 79% de nitrogeno y 21% de oxigeno (corriente 2).
Para esto, se deben especificar las propiedades: ULTANAL y PROXANAL de esta materia que se

pueden observar a continuacion.
Tabla 23.

Analisis ultanal del bagazo de agave durangensis.

ANALISIS ULTANAL
Cenizas 7.4
Carbono 41,25
Hidrogeno 5,96
Nitrégeno 2
Cloro 0
Azufre 0
Oxigeno 43,14

Nota: Datos tomados del documento “Estudio de reduccion de briquetas compuestas de mineral

de hierro y bagazo de agave”[34].



Tabla 24.

Andlisis proxanal del bagazo de agave durangensis.

ANALISIS PROXANAL
Humedad 23,5
FC 14,5
VM 78,1
Cenizas 7,4

Nota: Datos tomados del documento “Estudio de reduccion de briquetas compuestas de mineral

de hierro y bagazo de agave”[34]

Para realizar la hidrélisis acida se debe tener una humedad en el bagazo de aproximadamente 6,44
por lo que es también necesario un equipo de separacion (Flash) para tener la mayor fraccion de

biomasa seca en el proceso.

Posteriormente, se inicia con el proceso de hidrélisis acida en donde se hace una mezcla de 3 kg/h
de 4cido clorhidrico (HCI) y 1497,47 kg/h de agua con el fin de obtener un pH de 4; esta mezcla
(corriente 7) entra al reactor R-102 con la biomasa seca (corriente 4). El reactor trabaja a una
temperatura de 80 °C y una presion de 1 atm y es configurado para que los rendimientos masicos
de los productos de este sean: Para la glucosa 0.7, el agua con un porcentaje de 0,03 y, por Gltimo,

se encuentran los residuos con 0.27, estos tomados de articulos de investigacion [35]

Teniendo en cuenta que el proceso anterior se realiza con 4cido, esta mezcla resultante es
neutralizada con 10 kg/h de hidroxido de sodio (NaOH) que viene en la corriente 9 hacia el reactor
R-103, en donde esta solucion se lleva a dos equipos flash, el primero para retirar el exceso de
soda caustica y el segundo para separar la sal que se produce en la reaccion entre el HCl y el NaOH

de la neutralizacion:
HCl+ NaOH - NaCl + H,0
Acido clorhidrico + Hidréxido de sodio — Cloruro de sodio + Agua

Luego de eso, se procede a realizar la fermentacion de la glucosa en donde es usado otro reactor
RStoic (R-103) con las condiciones necesarias para que la levadura pueda desarrollarse de manera

correcta en donde se tiene en cuenta la conversion de la glucosa la cual es del 52%, dato obtenido



en la fermentacion realizada a nivel laboratorio; en esta parte del proceso se genera otra reaccion
en donde se obtiene el producto deseado, es decir, etanol. En base que la fermentacion libera

dioxido de carbono se agrega un equipo flash para que este sea extraido del reactor R-104.
C¢Hq12,06 = 2C,HgO + 2C0,
Glucosa — Etanol + Didxido de carbono

Se produce alrededor de 512 kg/h de etanol junto a otras sustancias, siendo la mayoria agua, en
donde se encuentra un porcentaje de pureza del etanol del 11% aproximadamente. Para obtener un
etanol de mayor pureza, se emplea un tren de separacion utilizando tres torres de destilacion

(RadFrac).

La primera torre de destilacion utilizada es la T-105, la cual cuenta con 20 etapas y una tasa de
destilado de 100 kg/h, con una relacion de reflujo de 30 en base masica. Esta torre se utiliza para

evidenciar el azeotropo formado entre el agua y el etanol.

La segunda torre de destilacion (T-106) se utiliza para realizar una destilacion extractiva usando
como solvente el glicerol con un flujo de 200 kg/h, esto permite separar con mayor facilidad el

azeotropo que se forma y obtener el etanol con una pureza mayor al 98%.

Por ultimo, estala torre de recuperacion del solvente (T-107) la cual opera con un numero etapas
de 30, una tasa de destilado de 150 kg/h y una relacion de reflujo de 3 en base masica. El objetivo
de esta torre es optimizar el proceso y recuperar el glicerol utilizado como solvente para ser
recirculado al proceso, para esto se debe tener en cuenta que debe estar a la misma temperatura y

presion que se maneja en la torre T-106.



Tabla 25.

Especificaciones de operacion de equipos.

Nombre del

equipo

Condiciones de operacion

Descripcion del proceso

R-101
(RStoic)

BIOMASA - 0,05 H,0
Conversion fraccionaria de 0,2.
Para este equipo es necesario el uso de una
calculadora en el simulador Aspen Plus V10,
con el fin de poder secar la materia prima

eliminando su humedad inicial que es de

23,5 hasta un valor de 6,44.

Posee dos corrientes de ingreso,
una de bagazo de agave con 100
kg/h'y otra con 550 kg/h de aire.
Se hace uso de un reactor para
un mayor control y eficiencia

del proceso de secado.

R-102
(RYield)

Este reactor opera a una temperatura de 80 °C
y | atm de presion. Los rendimientos para
cada uno de los productos obtenidos en esta
parte son:

Glucosa 0,7

Agua 0,03

Residuos 0,27

En este equipo ocurre la
hidrolisis acida, en donde se
produce glucosa a partir de la
biomasa con la solucién de HCl
en pH 3, durante un tiempo

aproximado de 40 minutos.

R-103
(RStoic)

Trabaja a una temperatura de 20 °C y una
presion de 1 atm.
HCl+ NaOH - H,0 + NaCl

Conversion fraccionaria de 0,87.

Ingresa una corriente de NaOH
con un flujo masico de 10 kg/h
a una temperatura de 20 °C. En
este  reactor ocurre la
neutralizacion de la solucion

posterior a la fermentacion.

R-104
(RStoic)

C¢Hq12,06 = 2C,HO + 2C0,
Se tiene una conversion fraccionaria del 52%
para la produccion de etanol.
Este equipo trabaja a una temperatura de 30

°Cy 1 atm de presion.

En este ultimo reactor ocurre la
fermentacion de la glucosa para
la produccion de etanol, este
sale con cierto porcentaje de

agua y otras sustancias.




Este equipo es necesario para el

secado de la biomasa, separa el

T-101 Opera a una temperatura de 52 °C y una | )
_ nitrogeno  proveniente  del
(Flash2) | presion de 1 atm. )
secado y el agua de esta misma
para obtener una biomasa seca.
. ‘ Esta torre es utilizada para la
Temperatura ambiente de 20 °C y presion de ) ) )
. . separacion del hidroxido de
T-102 (Sep) | 1 atm. Fraccion de separacion del 100% para )
sodio después de la
NaOH. .
neutralizacion.
La torre T-103 es empleada para
la separacion de la sal
T-103 Opera a una temperatura de 20 °C y una ) o
_ producida en la neutralizacion
(Flash2) | presion de 1 atm.
de la glucosa generada en la
hidrdlisis acida.
Es destinada para la salida del
T-104 Opera a una temperatura de 20 °C y una | CO; que es uno de los
(Flash2) | presion de 1 atm. productos generados en la
fermentacion de la glucosa.
Numero de etapas: 20 En esta torre de destilacion se
Condensador total genera un aumento en el
T-105 Tasa de destilado: 100kg/h porcentaje de pureza del etanol
(RadFrac) | Relacion de reflujo: 30 con el fin de evidenciar el
Etapa de alimentacion: 10 azeotropo formado etanol-
agua.
Numero de etapas: 40 Se realiza una destilacion
Condensador total extractiva utilizando como
T-106 Tasa de destilado: 320 kg/h solvente el glicerol con el fin de
(RadFrac) | Relacion de reflujo: 1 obtener  etanol con un

Etapa de alimentacion de etanol: 33

Etapa de ingreso de solvente: 2

porcentaje mayor de pureza.




Numero de etapas: 30

Condensador total

Se utiliza para la recuperacion

del glicerol utilizado en la

(Rz-leOrZC) Tasa de destilado: 150 kg/h destilacion extractiva con el
Relacion de reflujo: 3 objetivo de recircularlo.
Etapa de alimentacion: 15
Posee dos corrientes de entrada,
una de acido clorhidrico y otra
Opera a temperatura ambiente, alrededor de | de agua, estos dos se mezclan
M-A0T 20 °Cy presion de 1 atm para obtener una soluciéon con
un pH de 3 con un flujo de 1500
kg/h aproximadamente.
Este mezclador opera a temperatura | Entra una corriente de glicerol
ambiente, alrededor de 20 °C y presion de 1 | de reposicion y la corriente de
atm. Es necesario un disefio de | recirculacion de este mismo
M-102 especificaciones para asegurar un ingreso de | para optimizar el proceso de
glicerol constante en la torre T-105 de 200 | produccion.
kg/h.
Temperatura de 20 °C Es empleado para regular la
Presion de 1 atm temperatura del glicerol
E-101 recuperado y poder utilizarlo
nuevamente en el proceso.
Molino de bolas con capacidad de 200 kg. Se usa para reducir el tamafio
MB-101 del bagazo seco y luego de esto
iniciar el proceso de produccion
de etanol.
TK-101 Capacidad de 200 kg. Tanque de almacenamiento del

bagazo de agave cenizo.

planteados para la planta piloto.

Nota: La anterior tabla describe las condiciones de operacion de cada uno de los equipos




2.7.3 Balance de masa
A continuacidn, se puede evidenciar el balance de masa para la planta piloto planteada con una
masa inicial de bagazo de agave de 100kg/h con el fin de la produccion de bioetanol con un
porcentaje de pureza mayor al 97% mostrando inicialmente la fraccion masica de cada uno de las

sustancias en las corrientes.
Tabla 26.

Balance de masa (fraccion masica) primera parte.

Corrientes (Fraccion masica)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Hidrogeno 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Agua 0 0 0,02 0 0 1 1 0,03 0
Glucosa 0 0 0 0 0 0 0 0,70 0
Etanol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Glicerina 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cloruro de sodio 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hidroxido de sodio 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Bagazo de agave 1 0 0,10 1 0 0 0 0 0
Residuos 0 0 0 0 0 0 0 0,27 0
Nitrogeno 0 0,77 0,67 0 0 0 0 0 0
Dioxido de Carbono 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Oxigeno 0 0,23 | 0,20 0 0 0 0 0 0
Temperatura (°C) 20 52,6 | 52,68 | 52,6 20 20 20,13 80 20
Presion (atm) 1 1 0,99 1 1 1 1 1 1

Nota. La tabla representa la primera parte del balance de materia de la hidrdlisis del bagazo de

agave duranguensis. Tomado de. ASPEN PLUS V10. .



Tabla 27.

Balance de masa (fraccion masica) segunda parte.

Corrientes (Fraccion masica)
10 11 12 13 14 15 16 17 18
Hidrogeno 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Agua 0,03 | 0,03 | 0,04 | 0,04 | 0,06 | 0,01 | 0,01 | 0,09 0
Glucosa 0,70 | 0,70 | 0,96 | 0,49 | 0,18 | 0,10 0 0 0
Etanol 0 0 0 0,11 | 0,74 | 0,89 | 0,99 | 0,32 0
Glicerina 0 0 0 0 0 0 0 0,59 1
Cloruro de sodio 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hidroéxido de sodio | 0,01 0 0 0 0 0 0 0 0
Bagazo de agave 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Residuos 0,27 | 0,27 0 0 0 0 0 0 0
Nitrogeno 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dioxido de Carbono 0 0 0 0,36 | 0,01 0 0 0 0
Oxigeno 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Temperatura (°C) 20 80 30 30 30 | 78,2 | 78,2 | 85,8 | 30
0 3 9
Presion (atm) 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Nota. La tabla representa la segunda parte del balance de materia de la hidrélisis del bagazo de

agave duranguensis. Tomado de. ASPEN PLUS V10. .



Tabla 28.

Balance de masa (fraccion masica) tercera parte.

Corrientes (Fraccion masica)
19 20 21 22 23 24 25 26 27
Hidrogeno 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Agua 0 0,07 | 0,04 0 0,01 0 0,04 | 0,21 0
Glucosa 0 0,39 0 0 0 0 0 0 0
Etanol 0 0,50 0 0 0 0,09 | 0,79 | 0,72 0
Glicerina 1 0,03 0 0 0 0 0 0,06 1
Cloruro de sodio 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hidroxido de sodio 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Bagazo de agave 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Residuos 0 0 0 0 0,99 0 1,32 0 0
e-S
Nitrogeno 0 0 0,96 0 0 0 0 0 0
Dioxido de Carbono 0 0 0 0 0 0,90 | 0,16 0 0
Oxigeno 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Temperatura (°C) 20 20 | 52,6 | 20 30 30 70 | 79,7 | 20
8 6
Presion (atm) 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Nota. La tabla representa la tercera parte del balance de materia de la hidrdlisis del bagazo de

agave duranguensis. Tomado de. ASPEN PLUS V10. .

Seguidamente se observan los flujos mésicos de cada una de las corrientes con su composicion de
las sustancias utilizadas en el proceso de simulacion de obtencion de etanol a partir de la hidrolisis

acida del bagazo de agave durangensis.



Tabla 29.

Balance de masa (flujo mdsico) primera parte.

Corrientes (Fraccion masica, kg/h)

1 2 3 4 5 6 7

Hidrogeno 0 0 0 0 0 3 3
Agua 0 0 18,23 0 14974 0 14974

7 7

Glucosa 0 0 0 0 0 0 0

Etanol 0 0 0 0 0 0 0

Glicerina 0 0 0 0 0 0 0

Cloruro de sodio 0 0 0 0 0 0 0

Hidroxido de sodio 0 0 0 0 0 0 0

Bagazo de agave 100 0 81,77 | 81,77 0 0 0

Residuos 0 0 0 0 0 0 0

Nitrogeno 0 536,95 | 536,95 0 0 0 0

Dioxido de Carbono 0 0 0 0 0 0 0

Oxigeno 0 163,04 | 163,04 0 0 0 0
Temperatura (°C) 20 52,6 52,68 52,6 20 20 20,13

Presion (atm) 1 1 0,99 1 1 1 1

Nota. La tabla representa la primera parte del balance de materia de la hidrdlisis del bagazo de

agave duranguensis. Tomado de. ASPEN PLUS V10. .



Tabla 30.

Balance de masa (flujo mdsico) segunda parte.

Corrientes (Fraccion masica, kg/h)
8 9 10 1 12 13 14
Hidrogeno 0 0 0 0 0 0 0
Agua 47,47 0 4747 | 47,47 | 42,41 | 42,41 | 40,04
Glucosa 1107,5 0 1107,5 | 1107,5 | 1107,5 | 110,76 | 110,76
Etanol 0 0 0 0 0 509,79 | 424,16
Glicerina 0 0 0 0 0 0 0
Cloruro de sodio 0 0 0 0 0 0 0
Hidroxido de sodio 0 10 10 0 0 0 0
Bagazo de agave 0 0 0 0 0 0 0
Residuos 427,20 0 427,20 | 427,20 0 0 0
Nitrogeno 0 0 0 0 0 0 0
Dioxido de Carbono 0 0 0 0 0 487,01 | 8,20
Oxigeno 0 0 0 0 0 0 0
Temperatura (°C) 80 20 20 80 30 30 30
Presion (atm) 1 1 1 1 1 1 1

Nota. La tabla representa la segunda parte del balance de materia de la hidrélisis del bagazo de

agave duranguensis. Tomado de. ASPEN PLUS V10. .



Tabla 31.

Balance de masa (flujo mdsico) tercera parte.

Corrientes (Fraccion masica, kg/h)
15 16 17 18 19 20 21
Hidrogeno 0 0 0 0 0 0 0
Agua 37,97 9,84 | 28,12 0 0 19,54 | 18,23
Glucosa 110,76 0 0 0 0 110,76 0
Etanol 424,16 | 140,15 | 284,01 0 0 142,59 0
Glicerina 0 0 10,1 10,1 10,1 10,1 0
Cloruro de sodio 0 0 0 0 0 0 0
Hidroxido de sodio 0 0 0 0 0 0 0
Bagazo de agave 0 0 0 0 0 0 0
Residuos 0 0 0 0 0 0 0
Nitrogeno 0 0 0 0 0 0 536,96
Dioxido de Carbono 0 0 0 0 0 0 0
Oxigeno 0 0 0 0 0 0 0
Temperatura (°C) 78,20 | 78,23 | 85,89 30 20 20 52,68
Presion (atm) 1 1 1 1 1 1 1

Nota. La tabla representa la tercera parte del balance de materia de la hidrdlisis del bagazo de

agave duranguensis. Tomado de. ASPEN PLUS V10. .



Tabla 32.

Balance de masa (flujo mdsico) cuarta parte.

Corrientes (Fraccion masica, kg/h)

22 23 24 25 26 27
Hidrogeno 0 0 0 0 0 0
Agua 0 5,05 0 2,07 8,58 0
Glucosa 0 0 0 0 0 0
Etanol 0 0 4592 | 39,72 | 141,42 0

Glicerina 0 0 0 0 5 10,1
Cloruro de sodio 0 0 0 0 0 0
Hidroxido de sodio 10 0 0 0 0 0
Bagazo de agave 0 0 0 0 0 0
Residuos 0 426,40 0 6,59¢3 0 0
Nitrogeno 0 0 0 0 0 0
Dioxido de Carbono 0 0 478,80 | 8,21 0 0
Oxigeno 0 0 0 0 0 0
Temperatura (°C) 20 30 30 70 79,76 20
Presion (atm) 1 1 1 1 1 1

Nota. La tabla representa la cuarta parte del balance de materia de la hidrdlisis del bagazo de agave

duranguensis. Tomado de. ASPEN PLUS V10. .



3. CONCLUSIONES
En este trabajo se determinaron inicialmente las caracteristicas fisicoquimicas del bagazo de agave
cenizo para las cuales se pudo concluir que para la medicion de estas es necesario tener presente
el estado en el que se encuentra la biomasa debido a que esto desempefia un papel critico en los
resultados de estas propiedades como bien lo es en la humedad, en la cual, entre mas tiempo se
almacene el bagazo se pueden obtener resultados variables dado que recién se obtiene le bagazo
del proceso de produccion de mezcal se encuentra con un porcentaje de humedad alto y al paso
del tiempo este comienza a secarse. También se llega a la conclusion de que, en comparacion a
otros tipos de especies de agave estudiadas en la literatura, la caracterizacion fisicoquimica tiene
valores muy similares para el agave durangensis sugiriendo que al ser del mismo género poseen
afinidad quimica y estructural entre ellas, sin embargo, pueden llegar a existir diferencias bien sea

en factores genéticos, ambientales o de cultivo de cada una de ellas.

Respecto a la hidrolisis 4cida realizada con acido clorhidrico a diferentes pH y diferentes tiempos
de reaccion, se pudo evidenciar que a un pH 3 y un tiempo de reaccién de 40 minutos la cantidad
de azucares reductores producidos en la digestion es mucho mayor en comparacion de las otras
disoluciones de acido dando una concentracion de 13 g/L. Caso contrario del pH 4 con una
concentracion de 4,8 g/ en donde se observa un comportamiento en donde la produccion de
azucares comienza a disminuir con el paso del tiempo de reaccion, es decir, llega a un punto en
donde deja de producir aztcares al no ser un pH lo suficientemente acido para que termine por

hidrolizar los mondmeros de glucosa que tiene la celulosa.

Una vez realizadas las tres hidrélisis propuestas como objetivo principal del proyecto, se puede
decir teniendo en cuenta los resultados obtenidos que la hidrdlisis acida es la més efectiva a la hora
de producir azucares reductores a partir del bagazo de agave duranguesis como materia prima,
esto debido que en un menor tiempo de reacciéon y con la misma cantidad inicial de biomasa logra
obtener aproximadamente 13 g/L en un tiempo de 40 minutos. Ademas de ser la que mas
carbohidratos reductores arroja es la mas viable considerando que es la que menos insumos gasta

en cada digestion al ser esta la que menor tiempo gasta en hidrolizar los azticares de la solucion.

Como se menciona anteriormente la hidrolisis 4cida es la que produce una mayor cantidad de
azucares, sin embargo, también es un buen pretratamiento para empezar a incluir las enzimas con

el fin de observar como estas se comportan a la hora de seguir hidrolizando y produciendo azlicares



aumentando las concentraciones de hidrolisis acida de 2,1 g/L a 4,8 g/L con las enzimas, es por
esto que la hidrolisis acido-enzimatica se puede considerar una buena opcidon para aumentar la
concentracion de los azlicares reductores que arroja la previa hidrolisis 4cida, obteniendo de esta

manera un incremento de carbohidratos y aprovechando al maximo la materia prima.

Las enzimas que se emplearon “enzimas celulasas neutras” de biozymex son utilizadas
principalmente en el sector textil en el proceso de lavanderia, sin embargo, al tener estas como
principal activo celulosas estas fueron de vital importancia en nuestro proceso de obtencion de
azucares reductores, teniendo en cuenta que esta enzima realiza la hidrélisis de la celulosa en
moléculas de glucosa libre, demostrando que a pesar de que las enzimas son para otros usos sirven

de manera eficaz para la produccion de carbohidratos.

Por otro lado, cabe resaltar que previo al uso de la enzima en el hidrolisis enziméatica y acido-
enzimatica es importante realizar una revision de la actividad enzimatica, esto se hizo con el fin
de conocer si la enzima estd funcionando de manera que cumpla con el objetivo de producir
azucares. Esta prueba se llevd a cabo con la solucion de CMC preparada, a la cual como se
menciona antes se le hace un blanco que obtiene un dato de absorbancia muy minimo a
comparacion de la solucion de CMC con la enzima, demostrando que la cantidad de carbohidratos

sube y que la enzima esta trabajando de la mejor manera.

En el proceso de fermentacion realizado, se hizo uso de la levadura “tradi pan” la cual como lo
menciona el nombre su principal uso se da para la elaboracion de pan, sin embargo, como se
observa en el desarrollo de la parte final del proyecto esta levadura demostré fermentar los
azucares producidos en la hidrdlisis 4cida y convertirlos en etanol, teniendo en cuenta que entre
los principios activos contiene Saccharomyces cerevisiae la cual es la encargada de producir la

fermentacion alcoholica.

Respecto a la simulacion realizada en ASPEN PLUS V10 para el disefio de la planta piloto, se
observa que en el proceso se puede llegar a obtener etanol al 98% utilizando glicerol como solvente
en el cual se utilizan tres torres de destilacion para la separacion y purificacion del etanol y la

respectiva recuperacion del solvente utilizado para su posterior recirculacion dentro del proceso.



RECOMENDACIONES

Con base a los resultados obtenidos en el presente proyecto se recomienda hacer la caracterizacion
fisicoquimica e hidrdlisis con bagazo fresco, es decir, que este tenga un corto tiempo de almacenaje

y secado debido a que se obtienen resultados mucho mas favorables.

En la destilacion extractiva en la cual es usado el glicerol como solvente es recomendable para un
proceso a gran escala, realizar una recuperacion de este para disminuir costos de operacion a partir
de una destilacion entre el agua y la sustancia ya mencionada. También es de gran relevancia tener
presente la altitud del lugar en donde se realice el proceso dado que esta cambia el punto de
ebullicion de las sustancias y al momento de realizar la rota evaporacion se puede llegar a afectar

el proceso de separacion de estas sustancias.

La fermentacion realizada puede obtener resultados mas altos del porcentaje de alcohol si se llega
a trabajar con una levadura destinada para la produccion de etanol teniendo en cuenta que esta
debe ser activada previo al agregarse al hidrolizado. También se recomienda aumentar el tiempo
de reaccion durante este proceso de fermentacion con el fin de obtener un mayor consumo de los

azucares y de igual manera una cantidad mas alta de etanol.

En el caso de las hidrdlisis, se recomienda realizar la hidrdlisis enzimética con pretratamiento acido
a unas condiciones de 40 minutos con un pH 3 debido a que se obtuvo la mayor produccion de
carbohidratos para este caso y con el uso de las enzimas aumentar esta cantidad con el fin de
obtener, posterior a la fermentacion, un mayor volumen de etanol. En base a que las enzimas
utilizadas en este proyecto son destinadas para la industria textil, se recomienda de igual manera

manejar diferentes enzimas que se usen para la produccion de etanol.
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