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RESUMEN

El presente trabajo consiste en obtener bioetanol (alcohol etilico) a través del proceso
de fermentacion alcohdlica, para lo cual se sigue un conjunto de etapas que se
describen a lo largo del mismo. La materia prima que se usa para tal fin, son los

desechos remanentes de la produccion del banano.

Procesos tanto fisicos y quimicos fueron aplicados a la materia prima. En principio
procesos fisicos como: lavado, reduccién de tamafio de las muestras, secado, fueron
aplicados al material lignocelulésico; luego al final del trabajo, la destilacion. Entre
los procesos quimicos se puede mencionar: el pretratamiento alcalino, la hidrélisis

acida y la fermentacion alcohdlica (proceso bioguimico).

Tras un acondicionamiento de la materia prima en el que se incluye la operacion de
reduccion de tamafio, el material lignocelulésico es llevado al proceso de
deslignificado mediante el uso de hidroxido de sodio en una concentracion de 2
mol/L a temperaturas de 93 °C por aproximadamente 1 hora, el hidroxido de sodio
ayuda a aflojar el material lignoceluldsico y deja expuesta a la celulosa, luego una
buena parte de lignina es eliminada mediante lavado. Posteriormente el material
celuldsico es llevado al proceso de hidrdlisis (en equipo autoclave) mediante el uso
de acido sulfdrico con concentraciones de 5 y 10 %v/v (105 °C, 121 °C de
temperatura y presion de 2.30 bar), una vez concluido el proceso hidrolitico
obtenemos una disolucion de azlcares, que se caracteriza por su contenido de
azucares reductores totales y en D-glucosa, y un residuo sélido que contiene lignina,
celulosa, hemicelulosa, cenizas y humedad. Luego se lleva al proceso de
fermentacidnalcoholica utilizando la levadura Saccharomyces Cerevisiae, para la cual
se acondiciona un recipiente de plastoformo como medio ambiente para proporcionar
el calor requerido (33 °C) para llevar a cabo la fermentacién y también se
acondicionan envases de plastico y vidrio con dos salidas, una para la expulsion de
dioxido de carbono y la otra para extraer muestra para hacer mediciones de azucar

con un refractémetro. Finalmente las soluciones fermentadas son llevados al proceso
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de destilacion; se destila a temperatura de 70 °C en el equipo rotavapor del

laboratorio.

Una vez concluido todo el proceso de obtencidn de bioetanol, se hace la medicién del
grado alcohdlico mediante alcoholimetro Gas-Lussac y también se emplea el indice
de refraccion con el refractometro de laboratorio. En cuanto al rendimiento en la

fermentacién, se obtiene un rendimiento de 65.60 % como promedio.

La obtencidn de biocombustibles de segunda generacion es factible, pero a la vez, es
algo complicado su obtencién. Como se vera a lo largo de este trabajo de graduacion,
lo complicado radica en llevar la biomasa, que contiene lignina, celulosa,
hemicelulosa, necesariamente a procesos previos a su fermentacion, en cual hay
pérdidas considerables de masa y también estan los rendimientos en la conversion a
azucares como también en la fermentacion los cuales influyen en el aprovechamiento
méaximo de la materia prima.Las pérdidas de masa se producen en las etapas de
secado inicial o deshidratacion y en el deslignificado del material lignocelulésico. El
proceso de obtencion de bioalcohol a partir de material lignocelulésico
necesariamente tiene que pasar por la etapa de secado del material inicialmente
empleado, es en esta etapa donde se pierde gran cantidad de masa, teniendo en cuenta
que la humedad es de 85.03 % en promedio. Luego en el deslignificado con el
pretratamiento alcalino también hay pérdida de masa de 48.68 % en promedio. A
partir de la siguiente etapa las pérdidas de masa ya no son considerables.En la etapa
de conversion a azlcares del material lignocelulésico se tiene una conversion en
promedio 37.30%. Finalmente en la fermentacion se tiene un rendimiento promedio
de 65.60%. En consecuencia, la produccion de bioetanol a partir de material
lignocelulésico mediante la utilizacion de acidos y bases empleado en este trabajo de
graduacion, no es muy aceptado, como se indicO antes, debido a que no es

aprovechable la materia prima en su totalidad.
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INTRODUCCION
1.1 Antecendentes

Los requerimientos de energia del mundo industrializado, la incapacidad de satisfacer
tales demandas con energia proveniente de recursos no renovables como los
combustibles fosiles, los crecientes niveles del efecto invernadero producto de la
combustién de combustibles fésiles; han agravado el riesgo de una crisis energética y
una advertencia sobre el calentamiento global. (Balat and Balat, 2009).

El alto consumo de fuentes no renovables, como son los combustibles fésiles, su alto
costo, su agotamiento, su creciente dependencia y sobre todo su contribucién a la
contaminacioén ambiental ha influido para la busqueda de recursos alternativos como
la biomasa, que es un producto biodegradable, libre de azufre y algo muy importante
es que como el carbono en su cadena es de origen vegetal, al ser liberado durante la
combustién no contribuye en el balance neto de produccion de diéxido de carbono, ya
que fue captado previamente por las plantas durante su crecimiento; es decir, el CO>
forma parte de un flujo de circulacion natural entre la atmésfera y la vegetacion por lo

gue no representa un incremento en las emisiones de COo.

La biomasa ha sido desde siempre la mayor fuente de energia para el ser humano y se
ha estimado que actualmente contribuye entre un 10% y 14% al abastecimiento de la

energia mundial (Mc Kendry, 2002).
1.2 Biocombustibles

El término biomasa hace referencia a toda materia organica que tienen como origen
las plantas (incluyendo algas, arboles y cultivos). Las plantas transforman la energia
radiante del sol en energia quimica a través de la fotosintesis, y parte de esta energia

queda almacenada en forma de materia organica.

La biomasa es una excelente alternativa energética por dos razones. La primera es
que, a partir de ella se pueden obtener una gran diversidad de productos; la segunda,
se adapta perfectamente a todos los campos de utilizacién actual de los combustibles

tradicionales. Asi, mediante procesos especificos, se puede obtener toda una serie de



combustibles sélidos, liquidos o gaseosos que pueden ser aplicados para cubrir las

necesidades energéticas de confort, transporte, cocinado, industria y electricidad, o

servir de materia prima para la industria (Fernandez, 2015).

Tabla I-1Principales tipos de biocombustibles.

Sélidos Liquidos Gaseoso0s

paja Alcoholes Gas de gasogeno
lefia biohidrocarburos biogas

astillas Aceite vegetales hidrogeno
briquetas Aceites de pirolisis

Carbon vegetal

Fuente: Fernandez, 2015.

Tabla 1-2 Procesos de obtencion de biocombustibles.

Mecanicos Termoquimicos Biotecnoldgicos Extractivos
Astillado Pirolisis | Gasificacion | Fermentacion | Digestidn Extraccién
Técnicas Trituracion anaerobia | fisico-quimica
Compactacion
Productos Lefias Carboén Gas Etanol Biogas Aceites
Astillas Aceites | de gasdgeno Varios Esteres
Briquetas Hidrocarburos
Aserrin
Aplicaciones | Calefaccion | Calefaccion | Calefaccion | Transporte | Calefaccion| Transporte
Electricidad |Electricidad | Electricidad | Industria | Electricidad Industria
Transporte | Transporte quimica guimica
Industria Industria
guimica guimica

Fuente: Salinas Callejas y Gazca Quezada, 2009.




1.2.1Bioetanol

El bioetanol es considerando como el biocombustible mas importante que se obtiene
a partir de recursos renovables. Es usado en ambitos de: los combustibles, la

medicina, la fabricacién de cosméticos, la industria quimica, entre otros.

El etanol es un alcohol primario, una cadena de dos atomos de carbono unido por un enlace
simple, donde uno de los carbonos esta unido a un grupo hidroxilo. (Wade, 2004).

Tabla 1-3 Propiedades fisicas y termodindmicas del etanol.

Formula molecular C2Hs0H
Punto de ebullicion 78,3 °C
Punto de fusion -130 °C
Punto de congelacion -114,1 °C
Punto de inflamacion 12 °C
Temperatura de
autoignicion 793 °C
Calor especifico 2,42 JIg °C (a 20 °C)
Calor de combustion 29677,69 J/g (a 20°C)
Calor de fusion 104,6 J/g
Calor de vaporizacion 839,31 J/g
Densidad 0,78983 (a 20 °C)
Viscosidad 1,17 cp (a 20 °C)
Conductividad térmica 0,17 W/m K (a 20 °C)
Presion critica 63,116 atm
Temperatura critica 243,1 °C
Volumen critico 0,167 I/mol
Solubilidad agua, éter, metanol,
cloroformo, acetona

Fuente: Wikipedia, 2016.



1.2.2Materia prima para la produccion de etanol

El bioetanol es un biocombustible producido mediante la fermentacién alcohdlica de
diversos hidratos de carbono provenientes de la materia organica, principalmente:

e Azlcares de plantas ricas en sacarosa (como la cafia de azlcar, remolacha,
melaza de fruta).
e Fuentes ricas en almidon (maiz, trigo, cebada, patata).

e Material lignocelulésico (madera, paja, pasto, residuos agricolas)
1.2.3Bioetanol de material lignoceluldsico

Hay un creciente interés a nivel mundial sobre la investigacion y busqueda de
recursos renovables, los cuales puedan proporcionar carbohidratos al menor precio
para la produccion de bioetanol. En la actualidad la produccion de bioetanol esta
enfocado en la fermentacion de azucares provenientes de cultivos, tales como:

cereales, cafa de azucar, soya (Balat & Balat, 2009).

La produccion de biocombustibles de segunda generacion (biocombustible de
biomasa considerada desechos) es un modo de prevenir la produccion de
combustibles de primera generacion (biocombustibles de biomasa, principalmente
cultivos agricolas destinados a la alimentacion humana) ( Seema, Suhag, Dhaka et
al., 2012).

Esta materia prima que estd siendo usada para producir bioetanol de segunda

generacion (2G)

Los residuos agricolas son los desechos que resultan de la cosecha como: tallos, hojas
rastrojos, cortezas, vainas, semillas, etc; los cuales no son destinados al consumo.
Estos remanentes son producidos en gran cantidad en todo el mundo y representan
una “fuente de biomasa lignocelilosica” abundante, barata y de facil acceso. De estas
enormes cantidades de residuo, una pequefia cantidad es destinada al consumo animal
0 como combustible para hogares; la mayor parte es quemada en los campos

contaminando el medio ambiente (Carchi, 2014).



1.2.4Produccién de bioetanol de celulosa
Hay dos métodos para extraer etanol de la celulosa:

o Hidrolisis y fermentacion por separado, el cual puede subdividirse en:
o Hidrolisis acida y fermentacion
o Hidrolisis enzimatica y fermentacion

o Sacarificacién y fermentacion simultanea

Ambos métodos son, luego, llevados a procesos de destilacion para poder extraer el
etanol. Asi, el proceso de producir bioetanol sigue las fases de hidrolisis,
fermentacién y destilacion

1.2.5Produccién de bioetanol a nivel mundial

La utilizacién de los biocombustibles liquidos es tan antigua como la de los mismos
combustibles de origen fosil y los motores de combustion interna. Las crisis energéticas que
sacudieron el siglo XX, y la preocupacién mundial por la conservacién del medio ambiente
fueron el motor para incentivar la basqueda de nuevas fuentes energéticas como el etanol
(Fernandez, 2015).

Figura 1.1 Evolucién produccién biocombustibles a nivel mundial.
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Fuente: Global bioenergy, 2015.




Los paises de Latinoamérica y el Caribe no han estado ajenos al boom del desarrollo
de los biocombustibles. Ademas del notorio rol de Brasil, el otro pais que tiene una
participacion importante en el mercado global del bioetanol es Colombia (Desarrollo
peruano, 2013).

Tabla I-4Produccion y consumo de bioetanol en latino América (millones de litros).

Pais Materia Prima Produccion | Consumo
1 Brasil Cafia de azucar, residuos 26,102 22,822
lignocelulésicos
2 | Colombia | Cafia de azucar, mandioca 302 337
El
3 | Salvador Cafia de azucar 128 0

Cafia de azucar, maiz, arroz,
sorgo, mandioca, nabo

4 | Paraguay forrajero 122 110
residuos lignocelulésicos
5 | Guatemala Cafia de azucar 93 0
6 Bolivia Cafia de azucar 87 0
7 | Costa Rica Cafia de azucar 70 29
8 | Nicaragua Cafia de azucar 58 0
9 Perl Cafia de azucar, sorgo 52
Cafia de azucar, maiz, sorgo
10| Argentina azucarado, residuos 35 0
lignocelulodsicos
11 Cuba Cafia de azUcar 20 18
Cafia de azucar, maiz, arroz,
sorgo, sorgo azucarado,
12 | Uruguay boniato, 2 0

residuos lignocelulésicos

Fuente: Desarrollo peruano, 2013.



1.2.6Produccion de bioetanol en Bolivia

Desde hace algunos afios, ciertas organizaciones empresariales vienen sosteniendo la
necesidad de producir biocombustibles en el pais, argumentando supuestos beneficios
econdmicos Yy sociales. Desde el 2007 el sector empresarial crucefio, a través de la
Cémara de Comercio Exterior (IBCE), viene sosteniendo una amplia campafia de
alcance nacional, proponiendo la produccion de biocombustibles en el pais. El etanol
producido en la actualidad en Bolivia, no es para usar como combustible, sino mas

bien sirve como materia prima para otros productos.

La siguiente tabla muestra las cantidades de alcohol etilico producido por los
principales departamentos productores de alcohol (en kilos brutos y dolares

estadounidenses).

Tabla I-5 Exportacion alcohol etilico sin desnaturalizar.

Volumen (kg brutos) | Valor ($ us)

Tarija 3,736,360 2,074,075
Santa Cruz 55,921,511 30,321,727
Fuente: IBCE, 2017.

A Continuacion se muestra el volumen de litros exportados en los Gltimos afios por

Bolivia.

Figura 1.2Volumen de etanol exportado (kg) en los dltimos afios.

2015 101,693,379
2014 110,986,104
2013 133,989,390
2012 70,196,240
(I) 50,oolo,ooo 100,060,000 150,000,000

Fuente:Camara de Exportadores de San Cruz, 2016.



Cabe recordar, Bolivia consume actualmente sdlo el 5% de la produccion nacional de
etanol. Casi el 70% de la produccién nacional de este producto estd destinada para el
mercado europeo (Francia, Italia y Paises Bajos). Dentro de Latinoamérica, Chile y
Colombia son los principales consumidores (IBSE, 2016).

1.30Dbjetivos
1.3.1 Objetivo general

e Obtener experimentalmente Bioetanol a partir de los residuos lignocelulésicos
de la explotacion del Banano en la region del Chapare-Cochabamba.

1.3.2 Objeticos especificos

e Caracterizar la materia prima para obtener experimentalmente Bioetanol a
partir de los residuos de la explotacion del Banano.

e Seleccionar el proceso para obtener experimentalmente Bioetanol a partir de
los residuos de la explotacion del Banano.

e Realizar la parte experimental para la obtencion de Bioetanol a partir de los
residuos de la explotacion del Banano.

e Presentar, analizar los resultados de la obtencidn experimental de Bioetanol a
partir de los residuos de la explotacion del Banano.

o Realizar balance de masa y energia para obtener experimentalmente Bioetanol

a partir de los residuos de la explotacién del Banano.
1.4Justificacion

La generacion, el transporte y el consumo de las energias convencionales tienen,
como toda actividad antrépica, un impacto sobre el medio, y puede argumentarse que
estan en el origen de algunos de los mayores problemas ambientales que sufre el
planeta como el cambio climatico y la lluvia acida. Sin llegar a decir que esos efectos
no existen en las energias renovables, si es cierto, en cambio, que son infinitamente

menores y siempre reversibles (Merino, L. 2015).



Desarrollar el aparato productivo de una determinada region, implica generalmente la
implementacion de determinadas técnicas, tecnologias. Con emprendimientos como
éste, se considera como aprovechar al maximo los recursos naturales como materia
prima para la produccion de biocombustibles; y a la vez poder ser parte de esa

continua investigacion de fuentes de energia alternativas.

Los desechos de cualquier indole, como desechos tienen poco, o ningun valor
monetario. Pero si estos se tratan como materia prima para producir un determinado
producto, los desechos se convierten eventualmente en materia prima que
proporcionaria réditos econémicos. Es una buena oportunidad, el aprovechar la
biomasa remanente de actividades agricolas, considerando la demanda creciente de
biocombustibles.

Si hay materia prima disponible, mas ain si ésta se encuentra sin ningun uso, ¢por
qué no usarla? En Bolivia la produccion de banano se va incrementando a través de
los afios, y por consiguiente, también se va incrementando los desechos, producto de
la misma. Una alternativa a estos desechos es darle valor agregado mediante la

conversion de esta materia prima de relativo bajo costo en bioetanol.

El pais tiene que adecuarse a la tendencia global del uso de biocombustibles,
mediante decretos, leyes, etc., los cuales permitan hacer uso de estos combustibles de
manera sostenida. En la actualidad casi todos los paises de sudamérica tienen
reglamentaciones para el uso de estas energias alternativas, y asi evitar dependencia

exclusiva de los combustibles fosiles.

Mediante el presente proyecto de graduacion se busca contribuir a la busqueda de
fuentes alternativas de sustentabilidad energética mediante la produccion de bioetanol
a través del uso de recursos renovables y consecuente disminucion de contaminacion

medioambiente.
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MARCO TEORICO
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MARCO TEORICO
2.1 El Platano

El nombre cientifico “musa paradisiaca” y los nombres comunes banano, banana,
platano, cambur, topocho, maduro y guineo hacen referencia a un gran nimero de
plantas herbaceas del género Musa, tanto hibridos obtenidos horticulturalmente a
partir de las especies silvestres del género Musa acuminata y Musa balbisianacomo
cultivares genéticamente puros de estas especies (wikipedia. 2016).

2.2 Aspecto boténico del banano
La planta de banano est4 conformada por raiz, pseudotallo, raquis, hojas, racimo, e

inflorescencia como se describe en la Figura.

Figura 2-1 Esquema de la planta de banano.
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Fuente: Espinoza, 2013.

Pseudotallo
Inflorescencia o Chira

Raices

El pseudotallo del platano mide 2-5 m, y su altura puede alcanzar 8 m con las hojas.
Los frutos son bayas falsas sin semillas, cilindricos distribuidos en manos de racimos
de 30-70 platanos que miden 20-40 cm de largo y 4-7 cm de didmetro, las partes de la
platanera: hojas, frutos, rachis, bellota y pseudotallo se pueden observar en la figura
(Espinoza, 2013).
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2.3 Constituyentes de los residuos lignocelulésicos del banano

Celulosa, hemicelulosa y lignina son los tres mayores componentes de la biomasa
lignocelulésica; con cantidades que pueden variar segin el tipo de biomasa
(Chundawat, 2011).

Los componentes lignocelulésicos se caracterizan por estar formados
mayoritariamente por polisacaridos (celulosa, hemicelulosas) y lignina. Son un
conjunto de materiales, de origen vegetal, que poseen similitudes en su composicién
quimica. Considerados como materias primas, los materiales lignocelulésicos

destacan por su abundancia, bajo coste y caracter renovable (Rivera, 2012).
2.3.1 Celulosa

La celulosa es una macromolécula compleja, compuesta de cadenas f-1,4-
glucosidicos lineales que estan empaquetadas dentro de microfibras (3 a 5 nm de
didmetro) mantenidas fuertemente unidas mediante enlaces intermoleculares
(Chundawat et al., 2011).

La celulosa es el principal componente de las paredes celulares de los arboles y otras
plantas. Es una fibra vegetal que al ser observada en el microscopio es similar a un
cabello humano, cuya longitud y espesor varia segun el tipo de arbol o planta. Las
fibras de Algodon, por ejemplo, tienen una longitud de 20-25 mm., las de Pino 2-3 m.
y las de Eucalipto 0.6-0.8 mm. De igual manera, el contenido de celulosa varie segln

el tipo de arbol o planta que se considere.

Desde el punto de vista bioquimico, la celulosa (CeH100s)n con un valor minimo de n
= 200, es un polimero natural, constituido por una larga cadena de carbohidratos
polisacaridos. La estructura se forma por la union de moléculas de B-glucosa a través
de enlaces B-1,4-glucosidico, lo que hace que sea insoluble en agua. La celulosa tiene
estructura lineal o fibrosa, en la que se establece multiples puentes de hidrégeno entre
los grupos hidroxilo de distintas cadenas yuxtapuestas de glucosa, haciéndolas muy

resistentes e insolubles al agua. De esta manera, se originan fibras compactas que
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constituyen la pared celular de las células vegetales, dandoles asi la necesaria rigidez

(Quimica y tecnologia de macromoléculas, 2016).

Figura 2-2 Estructura molecular de la celulosa.
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Fuente:Quimica y tecnologia de macromoléculas. (2016).

Figura 2-3 Enlaces de hidrogeno que permiten al polimero de celulosa un
ordenamiento paralelo.

'7\‘443"9

cn._.ox?

Fuente:Harmsen, Huijgen, Bermudez et al., 2010.
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2.3.1.1 Reacciones de la celulosa

Hemos visto que las uniones glicosidicas de la celulosa se rompen por la accion de un
acido, con lo que cada una de sus moléculas genera muchas de D-(+)-glucosa. Aqui
se veran brevemente las reacciones de la celulosa que dejan su cadena esencialmente
intacta. Cada unidad de glucosa tiene en la celulosa tres grupos -OH libres: son éstas

las posiciones donde ocurren las reacciones.

Estas reacciones de la celulosa, que se realizan para modificar las propiedades de un
polimero asequible, barato y ya terminado, son de enorme importancia industrial
(Morrison y Boyd, 1998).

2.3.2 Hemicelulosa.

La hemicelulosa son carbohidratos de estructura compleja constituidos por diferentes
tipos de polimeros de pentosas (como Xxilosa y arabinosa), hexosas (manosa, glucosa
y galactosa) y otros. La hemicelulosa se encuentra en la pared celular de las plantas,
tienen diferente composicion y estructura dependiendo de su fuente. Un aspecto
importante de la composicion de la hemicelulosa, es la carencia de estructuras
cristalinas debido a la estructura sumamente ramificada y también a la presencia de
grupos acetilo conectados a la cadena del polimero (Harmsen,Ramirez y Petter, et al.
2010).

En contraste con la celulosa, la cual es cristalina, fuerte y resistente a la hidrolisis, las
hemicelulosas son estructuras aleatorias, amorfas con pequefia solidez; de acuerdo a

(Chundawat et al., 2011) facilmente hidrolizables en &cidos o bases diluidos.

Figura 2-4 Estructura molecular plana de la hemicelulosa.
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Fuente: Espinoza, 2013.
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2.3.3 Lignina

La lignina es el polimero natural mas complejo. Puede considerarse una red
polimérica tridimensional al azar, formada por unidades de fenilpropano unidas entre

si en diferentes posiciones (Harmsen,Ramirez y Petter, et al. 2010).

La lignina es uno de los biopolimeros mas abundantes en las plantas y junto con la
celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular de las mismas en una
disposicién regulada a nivel nano-estructural, dando como resultado redes de lignina-
hidratos de carbono. La composicion o distribucion de los tres componentes en esas

redes varia dependiendo del tipo de planta. (Sustainable Forestry for Bioenergy &
Bio-based Products, 2007).

Figura 2-5 Estructura molecular de la lignina
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Fuente: Espinoza, 2013.
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2.3.4 Otras sustancias

No forman parte de la estructura de la pared vegetal, y la mayoria son solubles en
solventes neutros. Los componentes solubles en solventes neutros, representan entre
el 4-10% del peso seco de la madera. Hay una gran variedad de compuestos
organicos, grasas, ceras, alcaloides, proteinas, fenoles simples y complejos, azlcares
simples, pectinas, mucilagos, gomas, resinas, terpenos, etc. Actlan como
intermediarios metabdlicos, reserva de energia o parte de los mecanismos de defensa
contra los ataques microbianos. Contribuyen al color, olor y resistencia al
marchitamiento. Las cenizas, son residuos inorganicos que permanecen después de
quemar la biomasa a altas temperaturas, suelen ser menos del 2% de peso seco de los

residuos lignocelulosicos.

Tabla 11-1 Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina en diferentes residuos.

Celulosa | Hemicelulosa Lignina
Residuo lignocelulosico (%) (%) (%)
Madera dura 40 - 55 24 - 40 18 - 25
Madera blanda 45 - 50 25-35 25-35
Cascara de nuez 25-30 25-30 30 - 40
Mazorca de maiz 45 35 15
Pasto 25 - 40 35-50 10,0 - 30
Papel 85 - 99 0 0-15
Paja de trigo 30 50 15
Hojas 15-20 80 - 85 0
periédicos 40 - 55 25 - 40 18 - 30
Waste papers from chemical puls | 60 - 70 10,0 - 20 50-10

Fuente: Saha, 2003.
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2.4 Produccion de bioetanol a partir de biomasa lignoceluldsica.

El bioetanol es el mayor biocombustible renovable reconocido como un potencial
sustituto a los combustibles derivados del petroleo. El bioetanol puede ser producido
a partir de material lignocelulésico por diferentes métodos; pero, que conllevan
etapas parecidas: pretratamiento (a veces no es necesario), hidrdlisis de la celulosa y
hemicelulosa a mondmeros de glucosa, fermentacion y recuperacion del producto. La
mayor diferencia entre los métodos, tiene que ver con la fase de la hidrélisis; la cual
puede ser realizada con &cido diluido, &cido concentrado o enzimaticamente Verardi,
De Bari y Ricca, et al.2010).

2.4.1 Pretratamiento de residuos lignoceluldsicos.

La siguiente figura muestra los efectos del pretratamiento en el material

lignocelulésico.

Figura 2.6 Efecto del pretratamiento de la biomasa lignoceluldsica.
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Fuente: Harmsen, Huijgen, Bermudez et al., 2010.

2.4.1.1 pretratamientos fisicos

El primero en considerarse es la molturacion, mediante el cual se produce la
reduccion de tamafio del residuo y con ello la cristalinidad de la celulosa, a la vez que
se incrementa la superficie de ataque hidrolitico. Mediante este proceso se consigue

incrementar la digestibilidad de la biomasa pero conlleva un consumo de energia que
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es tanto mayor cuanto mas dura es el residuo lignocelul6sico y méas pequefio el
tamafio final. (Sun, & Cheng, 2002; Romero, 2006).

La pirolisis también se ha utilizado como pretratamiento, al calentar el residuo a
temperaturas mayores de 300 °C se producen gases combustibles y un residuo
carbonoso. La descomposicién es mucho mas lenta y productos menos volatiles son
formados a bajas temperaturas (Sun, Y. & Cheng J., 2002). EIl proceso de pirdlisis
puede mejorarse si se aflade ZnCl. 0 Na2COs. (Romero, 2006).

2.4.1.2 Pretratamiento fisico-quimico
2.4.1.2.1 Autohidrdlisis (explosion de vapor)

El método consiste en tratar, la biomasa molturada, con vapor saturado a alta presion
durante algan tiempo; luego la presion se reduce rapidamente, con lo cual se produce
la explosion de las fibras del material lignoceluldsico. En la explosion de vapor, el
material, es generalmente Ilevado a una temperatura de 160-260 °C (correspondiendo
a una presion de 0.60-4.83 MPa) por muchos segundos o algunos minutos antes de
que la presion sea reducida a la atmosférica. El proceso provoca la degradacion de la
hemicelulosa y la transformacién de la lignina debido a la alta temperatura; asi,

mejorando la realizacion de la hidrolisis (Sun, & Cheng, 2002).
Las ventajas del proceso:

e Menor consumo de energia comparado al método mecanico.

e No produce desechos que dafien al medio ambiente.

Las desventajas del proceso:

e Destruccién de una parte de los xilanos del material lignocelulésico.
e No rompe completamente la estructura lignina-celulosa.

e Puede generar agentes inhibidores para la posterior hydrolisis y fermentacion.
2.4.1.2.2 Proceso AFEX

AFEX es otro tipo de pretratamiento fisico-quimico, en el cual el material

lignoceluldsico es expuesto a amoniaco liquido a temperaturas y presiones elevadas
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por un determinado tiempo, para luego bajar la presion rapidamente. EI proceso es

semejante al de “explosion de vapor” (Sun, & Cheng, 2002).
2.4.1.2.3 Explosion con CO;

El proceso es similar a los dos anteriores. Explosion con CO» también es usado para

el pretratamiento de material lignocelulsico.

El rendimiento es relativamente bajo comparado con el proceso de “explosidn de
vapor” o “AFEX” ; pero definitivamente mejor, a uno que no tiene pretratamiento

alguno. (Sun, & Cheng, 2002).
2.4.1.3 Pretratamiento quimico
2.4.1.3.1 Ozondlisis

El ozono se emplea para oxidar la lignina de los diferentes materiales
lignoceluldsicos y es capaz de eliminar la mayor parte de la lignina aunque también
ataca levemente a la hemicelulosa. Este proceso tiene las siguientes ventajas e

inconvenientes:

e Elimina lignina
e No origina productos inhibidores de la hidrolisis y fermentacion.
e El proceso tiene lugar a presion y temperatura ambiente.

e Se requiere una gran cantidad de ozono, lo que encarece el proceso.

También pueden deslinificarse los residuos por oxidacion de la lignina con otros
agentes oxidantes o mediante 0 mediante enzimas lignoliticas. (Sun, & Cheng, 2002;
Romero, 2006).

2.4.1.3.2 Prehidrolisis acida

Hidrolisis de masa lignoceluldsica en &acidos minerales es uno de los métodos
importantes, empleado para separar lignina y monosacaridos de la masa
lignocelulésicos. El proceso depende de la concentracion del acido y de la

temperatura (Horst, Ramirez, & Petter, 2011)
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En ocasiones, previo a la hidrolisis enzimatica, se realiza una hidrolisis acida que se

considera como pretratamiento.

Los é&cidos sulfarico y clorhidrico, en disoluciones concentradas, son muy efectivos
para el tratamiento de los residuos lignocelulésicos pero son peligrosos y deben ser
recuperados para hacer el proceso rentable y proteger el medio ambiente.

La utilizacion de éstos acidos concentrados a bajas temperaturas conlleva altas
conversiones de las fibras en sus azlcares individuales pero se obtienen bajas
concentraciones de éstos porque son degradados por accion del acido, por ello es méas
efectivo el tratamiento con disoluciones diluidas y altas temperaturas.

Cuando solo se desea disolver la hemicelulosa se emplean disoluciones diluidas y
condiciones suaves. Los pretratamientos con acidos diluidos pueden ser de dos tipos;
alta temperatura (mayor 160 °) en procesos continuos y contenido de solidos entre el
5vyel 10% vy baja temperatura (menor de 160 °C) en procesos discontinuos y

contenido de solidos entre el 10 y el 40%.

El proceso de prehidrolisis acida tiene una rentabilidad menor que los pretratamientos

anteriores y requiere neutralizar el acido. (Sun, & Cheng, 2002; Romero, 2006).
2.4.1.3.3 Prehidrolisis alcalina

Algunas bases pueden ser usadas para pretratamiento de material lignocelulosico, el
efecto del pretratamiento alcalino depende del contenido de lignina de la biomasa. Se
cree que el mecanismo de la hidrolisis alcalina tiene que ver con la soponificacion de
los enlaces intermoleculares de los esteres existentes entre la hemicelulosa de xilanos
y otros componentes; por ejmplo, entre lignina y otras hemicelulosas. Tratar el
material lignocelulésico con NaOH diluido, causa hinchazén; llevando esto a un
aumento del area de la superficie interna, una disminucion en el grado de
polimerizacién, una disminucion de la materia cristalina, separacion de los enlaces
estructurales entre la lignina y carbohidratos, y desbaratar la estructura de la
lignina(Sun & Cheng, 2002).
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2.4.1.4 Pretratamiento bioldgico

En este tratamiento el material lignocelul6sico se somete a la accion de determinadas
enzymas 6 micro organismos, como los hongos de podredumbre blanca, marrén o
blanda. El objetivo es degradar la lignina y la hemicelulosa, eliminando las barreras
que protegen la celulosa y haciendola méas accesible al posterior ataque enzimatico,
por lo que generalmente se hace necesario hacer primero un tratamiento con hongos y

posteriormente con enzimas(Sanchéz et al., 2010).
2.5 Hidrolisis

Los polimeros de carbohidrato en el material lignocelulésico necesitan ser
convertidos a azUcares simples (monomeros de glucosa) antes del proceso de
fermentacion, a esta etapa se le denomina “hidrolisis”. Muchos productos pueden
resultar de la hydrolisis. Hay muchos métodos de hidrolizar materia lignocelulésica.
Los meétodos comunmente aplicados pueden dividirse en dos grupos: hidrdlisis
quimica e hidrolisis enzimética. Celulosa y hemicelulosa pueden ser convertidos a

etanol, mientras que la lignina permanece como residuo(Taherzadeh y Karimi, 2007).
Ecuacion simplificada de la hidrolisis de la celusosa (Wade, Jr.,2004).

(C¢H1905);m + mH,0 = m CgH,,04 (1)

Celulosa D-glucosa

Ecuacion simplificada de la hidrélisis de la hemicelulosa(\Wade. Jr..2004).
(C5H804-)p (CeHwOs)q + (@ +q)H,0 = p CsH405+ q CsHy,04 (2)
hemicelulosa pentosas hexosas
2.5.1 Hidrdlisis con acido concentrado

Hidrolisis de material lignocelulésico por accion de é&cido sulfdrico o acido

clorhidrico es relativamente un proceso antiguo. En 1819 fue descubierto que la
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celulosa puede ser convertido en azlcares fermentables mediante el empleo de acido

concentrado.

Procesos de hidrdlisis con &cido concentrado son generalmente reportados de
proporcionar un alto rendimiento de azucar (ejemplo, 90% de la glucosa teorica) y
buena produccién de etanol posteriormente; esto, comparado con el empleo de acido
diluido. Ademads, los procesos con &cido concentrado pueden operar a bajas
temperaturas (40 °C), el cual es una clara ventaja a los procesos de &cido diluido. Sin
embargo, la concentracion del acido es muy alta en este método (30-70%), disolver y
calentar el acido concentrado durante el proceso de hidrélisis hace que sea
extremadamente corrosivo. El proceso requiere de material con alta capacidad
anticorrosiva, los cuales resultan en precios elevados. La recuperacion del &cido es un
proceso que demanda gasto de energia. Ademas, el impacto ambiental limita el uso de
acidos (Taherzadeh yKarimi, 2007).

2.5.2 Hidrodlisis con acido diluido

Entre los métodos de hidrolisis quimica, hidrolisis con 4&cido diluido es
probablemente el de mayor uso. Es un método que bien puede ser usado como un
pretratamiento que precede a la hidrdlisis enzimatica; o bien, como método de

hidrolizar el material lignocelulésico a azucares simples.

Una desventaje importante en los procesos de hidrolisis con acido diluido,
particularmente en el proceso de una sola etapa, es la formacion de subproductos
indeseables. Esto, no solamente disminuye la produccion de azlcares simples; sino
también que estos subproductos inhiben la formacién de etanol durante el proceso de
fermentacion. Algunos de estos potenciales inhibidores son: furfural, &cido

levulinico, acido férmico, acido urénico, acido vanilico, fenol, formaldehido, etc.

Para evitar la degradacion de los monosacaridos a altas temperaturas y formacion de
inhibidores, hidrolisis con &cido diluido es llevado a cabo en dos etapas. En la
primera etapa es llevada a cabo bajo condiciones relativamente suaves, hemicelulosa

es convertida a azucares simples. Esta etapa es equivalente a una ‘“etapa de
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pretamiento con acido diluido”. En la segunda etapa el solido residual es hidrolizado
bajo condiciones relativamente mas severas, permitiendo a la celulosa ser hidrolizada
(Taherzadeh yKarimi, 2007).

El proceso de hidrolisis en dos etapas es usualmente preferido; y no tanto asi la

hidrélisis en una sola etapa, éstas las razones:

e Las etapas separadas para la hidrolisis de la celulosa y la hemicelulosa deberia
resultar en mayor rendimiento de azlcares simples. Producto con una alto
contenido de azlcar de hexosas puede ser obtenido en la segunda etapa de
hidrélisis, el cuél, facilmente puede ser convertido a etanol. Mezcla de pentosas y
hexosas son frecuentemente problemaéticas para la fermentacion, debido a la
dificultad que presentan las pentosas en la fermentacion.

e EIl consumo de enegia se minimiza, debido a que el liquido se desecha antes de la
segunada hidrolisis.

e La resultante disolucion de azlcares simples es mas concentrada.

e Menos componentes inhibidores son formados durante el proceso de hidrolisis

por dos etapas.



23

Tabla 11-2 Comparacion entre método de hidrélisis con &cido concentrado e
hidrélisis con &cido diluido.

Método de hidrolisis Ventajas Desventajas

Proceso con acido « Operado a baja e Alto consumo de acido

concentrado temperatura e Equipo resistente a la

L corrosion
e Buena produccién de

e Tiempo de reaccion

azlcar
largo (2-6 h)
Proceso con 4cido e Bajoconsumo de acido | * OPeradoaalta
diluido e Tiempo de residencia temperatura
corto e Menor produccion de

azucar

e Equipo resistente a la

corrosion

Fuente: Horst, Ramirez, & Petter, 2011.

2.5.3 Hidrodlisis enzimatica
Otro método bésico de hidrélisis es la hidrélisis enzimatica.

La hidrolisis enzimatica de la celulosa es realizada por las enzimas celulasas, las
cuales son altamente especificas. El producto de la hidrdlisis son los azlcares
reductores incluyendo la glucosa. El costo de las utilidades de la hidrélisis enzimatica
es bajo comparado con la hidrélisis acida o hidroélisis basica, esto debido a que la
hidrolisis enzimatica se lleva a cabo en condiciones suaves; pH 4.8, 50 °C, y no
presenta problemas de corrosién. Tanto las bacterias como los hongos pueden

producir celulasas para la hidrolisis del material lignocelul6ésico. Estos
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microorganismos pueden ser aerébios o anaerébios, mesofilos o termdfilos (Sun &
Cheng,2002).

Entre las ventajas de hidrdlisis enziméatica podemos mencionar:

e Bajo consumo de energia
e No es necesario recipientes anticorrosivos
e Buena produccion de aztcar

e No produce desechos nocivos

Algunas desventajas a considerar:

e Esterilizacion de equipos, herramientas para manipular los microorganismos

e Conocimiento para cultivar los microorganismos.
2.6 Obtencion de etanol

El alcohol se obtiene a partir de procesos de fermentacion; o también, mediante el
proceso de sintesis de compuestos encontrados en el petroleo. Este trabajo se enfoca

en los procesos de fermentacion.
2.6.1 Fermentacion

Una fermentacion se define como un proceso mediante el cual materia organica
(sustrato) sufren un conjunto de cambios quimicos (reducciones y oxidaciones) que
producen energia. Al finalizar la fermentacion, se presenta una acumulacion de varios
productos, unos mas oxidados y otros mas reducidos que el sustrato, con un balance
de energia positivo. Esta energia es empleada en el metabolismo de los

microorganismos (Espinoza, 2013).
C¢Hy,04 = 2 C,HsOH 4 2C0, + 26 Kcal

La descomposicion del sustrato (azlcares simples) es llevada a cabo por enzymas que
son producidas por microorganismos. Sacharomyces Cerevisiae (levadura) es un
organismo usado ampliamente en convertir azicar en etanol, el cual se emplea para la

produccién de biocombustibles y bebidas. A pesar de la importancia de este
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microorganismo, restricciones fisioldgicas, que limitan el maximo rendimiento del

microorganismo Sacchanomyces Cerevisiae, no estan completamente comprendidas.

Los azlcares se pueden encontrar como monosacaridos en dilucion o como
polisacaridos en forma sélida. Los primeros son directamente fermentables por las
levaduras, mientras los segundos deben liberarse previamente de la estructura

cristalina para poder ser fermentables (Romero, 2006).

Tabla 11-3 Fuentes para producir bioetanol.

Fuentes importantes de:

Azlcares Almidén | Celulosa y hemicelulosa
cafia de azucar cereales madera
melaza de frutas patatas residuos agricolas
remolacha azucarera | verduras residuos de papel
residuos sélidos urbanos

Fuente: Romero, 2006.

2.6.1.1 Fermentacion de la glucosa: oxidacion y produccion de ATP

“La degradacion de la glucosa se la puede dividir en tres etapas. La etapa I es un
conjunto de reacciones de re-acomodacion que no implica reacciones de oxido-
reaccion y no hay liberracion de energia, pero que conduce a la produccion de dos
moléculas de un compuesto intermedio, el gliceraldehido-3-fosfato. Posteriormente
en la etapa Il, hay reaccién oxido-reduccion, se produce un enlace fosfato alto en
energia en forma de ATP y se forman dos moleculas de piruvato. En la etapa Ill, se
produce una segunda reaccion 6xido-reduccion; en esta etapa se forman los productos
de la fermentacién (etanol y di6xido de carbono). La via metabdlica de la glucosa a
piruvato se denomina glucdlisis.(ruptura de la glucosa) que también se le llama via
de Embder-Mayerhof, por su descubridor (Nieto, 2009).

Inicialmente la glucosa es fosforilada por el ATP produciendo glucosa-6-fosfato, éste
se convierte en un isémero, y una segunda fosforilacién conduce a la formacién

fructosa-1,6-difosfato, que es el producto intermedio. La enzima aldosa cataliza la
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division de la fructosa-1,6-difosfato en dos moléculas de tres carbonos, el
gliceraldehido-3-fosfato y su isomero de la dihidroxiacetona fosfato. Hasta el
momento no ha habido reacciones de 6xido reaccion; todas la reacciones incluyen el
consumo de ATP, han precedido sin transferencia de electrones. La Unica reaccién de
oxidacion de la glicolisis ocurre en la conversion de gliceraldehido-3-fosfato al acido
1,3-difosfoglicérico. En esta reaccion (que ocurre dos veces en cada molécula), una
enzima que actGa en la coenzima NAD" acepta dos atomos de hidrédgeno y se
convierte en NADH. Simultaneamente cada molécula de gliceraldehido-3-fosfato se
fosforila por adicion de una molécula fosfato inorganico se ha convertido en
organico, sienta las bases para el siguiente, el paso en el cual el ATP es formado
realmente. La formacion de enlaces de alta energia es posible es posible debido a
cada uno de los fosfatos de una molécula de acido 1,3-difosfoglicérico representa un
fosfato de alta energia. La sintesis del ATP tiene lugar cuando cada molécula de acido
1,3-difosfoglicérico, se convierte en acido 3-fosfoglicérico, y posteriormente, via
enzyma enolasa se produce el fosfoenolpiruvato, luego cada molécula de

fosfoenolpiruvato se convierte en piruvato.

En la glocolisis se consumen dos moléculas de ATP en las dos fosforilaciones de la
glucosa y se sintetizan cuatro de ATP (dos moléculas a partir de cada acido 1,3-
difosfoglicérico que se convierte en piruvato). Asi la ganancia neta para el organismo

es de dos moléculas de ATP por molécula de glucosa fermentada” (Nieto, 2009).
2.6.1.2 Fermentacion de la glucosa: etapa reductora

“Durante la formacion de las dos moléculas de acido 1,3-difosfoglicérico se redujeron
dos NAD* a NADH. Sin embargo la célula tiene un suministro ilimitado de NAD", y
si todo se convierte en NADH, se detendria la oxidacion de la glucosa; la solucion
continuada el gliceraldehido-3-fosfato s6lo puede proceder si hay una molécula de
NAD" que pueda aceptar los electrones liberados. Este impedimento se salva en la
fermentacién por la reoxidacién de NAD" y NADH a través de las reacciones que
incluyen la reduccidn del piruvato a los diversos productos de la fermentacion, en el

caso de la levadura, el piruvato se reduce a etanol con liberacion de dioxido de
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carbono. Existen muchas rutas para reducir el piruvato pero el resultado es el mismo;
el NADH debe regresar a la forma oxidadaNAD" para que las reacciones
productoras de energia de la fermentacion continden. Como una coenzima difusible,
el NADH se puede separar de la enzima que oxida el gliceraldehido-3-fosfat, unirse a
una enzima que reduzca el piruvato a acido lactico, y difundirse de nuevo para

continuar la conversion a NAD™ a fin de repetir una vez mas el ciclo.

En cualquier proceso que produzca energia, la reaccion debe balancear la reduccion y
debe haber un aceptor de electrones por cada electrén eliminado. En este caso, la
reduccion del NAD™ en una etapa enzimatica se acopla a otra. El producto final debe
estar en equilibrio de oxidacidn-reduccién en el sustrato inicial, la glucosa. Por esto el
etanol y dioxido de carbono estan en equilibrio eléctrico con la glucosa” (Nieto,
2009).

Figura 2.7 Via de Embden-Meyerhof, secuencia de reacciones enzimaticas en
la conversion de la glucosa a piruvato y luego a productos de fermentacion.

Etapa | Reacciones de Glucosa
preparacifin 11 @ ATFP
ADF
Glucosa - 6F
1
Fructosa 6 - F
]1 @ ATF
ADF
Ruptura por aldosa Fructosa 1.6 - F
P
Etapa II. Reacciones de Gliceraldehude-3F F Gliceraldshudo-3F F
oxidacidn F I::‘\J.I:? Flactronss = NAD F l:"“‘z-'r‘ Electrones = NAD®
F 1,3 difosfoglicerate F MNADH F 1,3 difosfoglicerate F NADH
I ADF
ATF L ATP
Fosfoglicerate F Fosfogliceratoe F
Fosfoenclpiruvate P Fosfoenclpiruvate P
II ADFP ]I @ ADFP
g ATF ATF
Etapa 111 Reduccidhn Piruvats Firuvato
1 i
Aceltaldehide + COy Aceltaldehido + COyp
ll¢=' Electrones &= NADH {l'w‘r:-' Electrones <= NADH
Il I
Etancl an”© Etancl NAD

Fuente: Nieto, 2009.



28

2.6.2 Levaduras
2.6.2.1 Introduccién

las levaduras por definicion son hongos unicelulares, usualmente de forma ovalada,
con estados vegetativos que se reproducen predominantemente por gemacion o fision,
dando como resultado un crecimiento unicelular; aunque algunas pueden ser dimorfas
o bifésicas y crecer como micelio bajo condiciones ambientales apropiadas (Ochoa y
Vazquez-Juares, 2004).

2.6.2.2 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es la especie de levadura mas estudiada y quimicamente
mejor comprendida. Es bien conocido por el papel que desempefia en la produccion
de etanol a nivel industrial. Esta levadura convierte los azlcares fermentables en
etanol, didéxido de carbono, y una variedad de compuestos incluyendo alcoholes,
ésteres, aldehidos y acidos (Yalcin & Ozbas, 2008).

Son organismos que no representan grandes riesgos a la hora de ser manipulados; no
es exigente en cuanto a su cultivo, no representa alto costo, tolera altas
concentraciones de etanol. En la fermentacion produce bajos niveles de subproductos,
es osmotolerante, capaz de utilizar altas concentraciones de azucares. Presenta alta
viabilidad celular para el reciclado y caracteristicas de floculacion y sedimentacion

para el proceso posterior (Fajardo y Sarmiento, 2007).
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Tabla 11-4 Clasificacion taxondémica de Saccharomyces

Reino Hongo

Division Amastogomycota

Clase Ascomycetes

Subclase | Hemiascomycetidae

Orden Endomycetales

Familia | Saccharomycetaceae

Subfamilia | Saccharomycetaidae

Género Saccharomyces

Especie Cerevisiae

Fuente: Fajardo y Sarmiento, 2007

2.6.2.3 Morfologia de la levadura
2.6.2.3.1 Forma y tamario

son esféricas, elipticas y cilindricas su tamafio varia notablemente; en cuanto a la

Saccharomyces Cerevisae, su didmetro oscila entre 2 a 8 micras (Nieto, 2009).
2.6.2.3.2 Estructura celular

Una célula de levadura estd incluida en una pared celular y por una membrana
citoplamatica en la que contienen un nucleo, una vacuola y numerosos granulos y
globulos de grasa. No contiene flagelos u otros 6rganos de locomocién. La pared
celular esta integrada por polimeros de glucosa y manosa, con cantidades pequefias de

proteinas, lipidos y quitina (Nieto, 2009).
2.6.2.4 Fisiologia de las levaduras
2.6.2.4.1 Requerimientos nutricionales

Saccharomyces cerevisae requiere ciertos algunos nutrientes y algunas condiciones
ambientales para un adecuado crecimiento y reproduccion. Algunos nutrientes son
basicamente necesarios como el carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrogeno y fosforo
(Fajardo y Sarmiento, 2007).
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La concentracion de nutrientes puede afectar tanto a la velocidad de crecimiento,
como también al rendimiento del crecimiento del organismo. El efecto que tienen la
concentracion de los nutrientes sobre la produccién de las células se puede
comprender de la siguiente manera: el nutriente se convierte en material celular,
cuanto mas nutrientes haya, mayor serd la produccién de células. La razén para
reducir la velocidad de crecimiento a concentraciones muy bajas de nutriente, es
porque no se puede transportar ese nutriente al interior de la célula con suficiente
rapidez para satisfacer las demandas metabélicas del nutriente y la velocidad de
crecimiento es proporcional a la concentracion de dichos nutrientes: sin embargo, a
estas concentraciones bajas, el nutriente es utilizado para la prolifereacion (Nieto,
2009).

2.6.3 Parametros a controlar en el proceso de fermentacion
2.6.3.1 Temperatura

Los microorganismos tienen un intervalo de temperaturas donde pueden desarrollarse
de manera péesima, intermedia u Optima. A temperaturas bajas, el metabolismo celular
es lento y las células paran de crecer; algunas veces suelen morir. Sin embargo,
cuando la temperatura es superior a la Optima, se produce la muerte celular
rapidamente; si posteriormente se baja la temperatura, los microorganismos no logran

recuperar su capacidad de reproducirse.

Las levaduras pertenecen a la familia de los microorganismos mesofilos, el rango de
temperatura en el cual pueden llevar a cabo el proceso de fermentacion alcoholica
esta entre 15-35 °C aproximadamente. A mayor temperatura, mayor sera la velocidad
del proceso; pero se corre el riesgo de que las levaduras se agoten antes; pero, a
menores temperaturas el rendimiento suele ser mayor. Arriba de 33-35°C se corre el

riesgo de una contaminacion bacteriana. (Romero, 2006).

2.6.3.2 Aireacion
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El oxigeno es importante, es necesario para poder sintetizar esteroles y acidos grasos
insaturados que son componentes principales de la menbrana celular; sin estos

componentes la levadura no puede salir de su estado de inactividad, ni multiplicarse.

Saccharomyces es una levadura que posee alta actividad metabdlica, por lo que en un
proceso fermentativo en fase aerobia produce biomasa; mientras que en un proceso

anaerobio produce etanol.

La absorcion de oxigeno disuelto por parte de la levadura es un proceso réapido, la

absorcidn de azlcares es un proceso mucho mas lento.

Cuando el oxigeno ya no esta disponible, las levaduras se ven forzadas a hacer uso
del metabolismo anaerobio, con el cual es inherente a la produccion de alcohol (Curry
,2009).

2.6.3.3 pH

La concentracion de iones hidrégeno es un factor importante que afecta en velocidad
de crecimiento de células. En un intervalo de pH entre 4.0 a 6.0 las levaduras, tanto la
velocidad de crecimiento, como también el rendimiento, se ven Optimamente
favorecidas. Un cambio el pH del medio puede afectar la composicién y la naturaleza

de la superficie microbiana al disociarse acidos y bases (Fajardo y Sarmiento, 2007).
2.6.3.4 Nutrientes

El medio de cultivo tiene que tener todos los nutrientes necesarios. Las levaduras
necesitan los azlcares para su catabolismo (obtener energia); a la vez, también
requieren otros sustratos para su anabolismo (nitrégeno, fosforo, carbono, azufre,

potasio, magnesio, calcio y vitaminas (Romero, 2006).
2.6.4 Destilacion

La destilacion es una operacion unitaria que consiste en la separacién de los
componentes de una mezcla liquida (en la que todos los compuestos son mas 0 menos
volatiles) por evaporacion y condensacion sucesivas. La separacion se basa en la

diferencia de volatilidades absolutas de los componentes, lo que tiene como
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consecuencia la formacion de un vapor de composicion diferente a la del liquido del

que procede (Ocon, J. 2005).

Légicamente, cuanto mayor sea la diferencia de volatilidades mayor serd la

separacion que se puede conseguir (Ocon, J. 2005).

Los distintos métodos empleados en la destilacion se pueden clasificar en los

siguientes:
2.6.4.1 destilacion simple

Consiste en la evaporizacion parcial de una mezcla con producto de vapor mas rico
en componentes méas volatiles que la mezcla liquida inicial quedando un residuo
liguido més rico en componente menos volatiles; se puede llevar a cabo de dos
maneras (Ocon, J. 2005).

2.6.4.2 Diferencial o abierta

Este método de destilacion es el que se efectia normalmente en los laboratorios
cuando se trabaja sin reflujo. llenando continuamente los vapores producidos hasta un
condensador. La operacion se realiza calentando la mezcla liquida inicial hasta su
temperatura de ebullicion y retirando continuamente los vapores producidos.A
medida que transcurre la operacion el liquido se empobrece en componente mas
volatil elevandose continuamente la temperatura de ebullicién de la mezcla; del
mismo modo los vapores producidos son cada vez mas pobre en componente mas

volatil y su temperatura de condensacion aumenta continuamente (Ocon, J. 2005).
2.6.4.3Cerrada o de equilibrio

En este caso el liquido se lleva a una temperatura intermedia entre la de principio y
fin de ebullicion, dejando que la fase vapor formadaalcance el equilibrio con la fase
liquida a aquella temperatura. Por aplicacion de un balance de materia aplicado a todo

el sistema y al componente mas volatil, llegamos a la expresion (Ocon, J. 2005).

L/V= (y'Xo) / (Xo— X)
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que nos da la relacion entre las cantidades de liquido residual L y la cantidad de vapor
V, en funcion de la composicion inicial del liquidoxoy la composicion del liquidoy
vapor en equilibrio a la temperatura y presion dada, x y y.

Sobre el diagrama de ebullicion, construido a la presién de la operacion, se leen
directamente las composiciones del liquido y de vapor en equilibrio, en funcién de la
composicion del liquido inicial y de la temperatura de trabajo(Ocon, J. 2005).

También podemos mencionar otros métodos de destilacion simple que son:
e Condensacion parcial.
e Condensacion diferencial o abierta.

2.6.4.4Destilacion por rectificacion

La operacion por rectificacion consiste en hacer circular en contracorriente el vapor
de una mezcla con el condensado procedente del mismo vapor, en un aparato

denominado columna de rectificacion (Ocon, J. 2005).

Las partes esenciales de una columna de rectificacion son; la columna propiamente
dicha, que es donde se verifica el contacto intimo entre el liquido y el vapor; calderin,
situado en la base de la columna en donde se hace hervir la mezcla a separar; y el
condensador de reflujo situado en la cuspide de la columna, que se encarga de

suministrar el liquido descendiente para su contacto con el vapor (Ocon, J. 2005).

Para lograr el intimo contacto entre las fases liquidas y vapor al objeto de establecer
el intercambio de materia entre ambas fases interesa que la superficie y el tiempo de
contacto sean suficientes; en la préctica este contacto se logra con dos dispositivos
diferentes: el de los platos de borboteo que retiene el liquido a través del cual se va a
obligar a pasar el vapor, y el de los cuerpos de relleno, que llenan el interior de la
columna verificandose el contacto entre las fase sobre la superficie de estos cuerpos
de relleno (Ocon, J. 2005).

Podemos mencionar los siguientes procesos de destilacion por rectificacion:

e Rectificacion continda.



Rectificacion descontinua.

Destilacion con arrastre de vapor.
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PARTE EXPERIMENTAL

El presente trabajo de investigacion aplicada ha sido desarrollado en las instalaciones
del Laboratorio de Operaciones Unitarias (LOU), dependiente del Departamento de
Procesos Industriales Biotecnoldgicos y Ambientales (DPIBA) de la Facultad de

Ciencias y Tecnologia.
3.1 Descripcion y andlisis de materias primas

La banana (Musa Cavendishii), mas conocida en el territorio boliviano como platano
comestible crudo es una planta herbacea originaria del sudeste de Asia en las selvas
de Malasia, Indonesia o Filipinas. En Bolivia se produce principalmente en el tropico
de Cochabamba (Chapare), en el Norte de La paz y Santa Cruz; Este producto
tradicionalmente crece en las zonas tropicales, se cree que existen casi 1000
variedades de banano en el mundo, subdivididos en 50 grupos (Ministerio de

Desarrollo Productivo y Economia Plural, 2014).

La banana tarda entre 80 y 180 dias en desarrollarse por completo.

Figura 3-1Exportaciones de banana 2004-2013 y octubre 2014.

Millones USD ==4==Toneladas
35 q r 140.000
30 - 107.848 r 120.000
o6 120 | st TN
30 + 100.000

.3
g 25 | 83.113 | 85.974 - 22 25
S —— ) g
8 20 o e 0000 3
£ 45 — 14 W 60000 5
5 ol 45.561 12 - 80. B
= 10 10
= 10 - 7 F 40.000
6
5 - - 20.000
0 ; 0

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 (p) 2014 (p)
Fuente: Instituto Nacional de Estadistica (INE), 2014.
La produccion de banano genera gran cantidad de excedentes biomasicos (ricos en

lignina, celulosa y hemicelulosa). Una planta de banano al momento de su cosecha

debe tener un peso promedio de 100 kg. los cuales estan repartidos en 15 kg de hojas,
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50 kg de pseudotallo, 33 kg de banano y 2 kg de raquis. Esto l6gicamente indica que
el 67% del volumen total de produccién lo constituyen los desechos que no
aprovecha el hombre sisteméaticamente, sino mas bien es un foco de contaminacion
(Espinoza Cajas, 2013).

3.1.2 Recoleccion de muestras

Las muestras se recolectaron en el municipio de Chimoré, region del chapare

cochambambino.

Figura 3-2 (arriba) Plantaciones de banano en la zona. (abajo) Desechos
que quedan después de la cosecha del banano.

Fuente. Realizacion propia, 2016.
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Los desechos provenientes de la produccién del banano, es lo que constituye la

materia prima para la obtencién de bioetanol.

3.1.3 Anélisis fisico-quimico de la materia prima

Tabla I11-1 Composicién proximal de la materia.

Paradmetro Composicion
%
Acidez (como ac. citrico) 0,02
Fibra 1,97
pH (20 °C) 7,04
Azucares totales 0,51

Fuente. CEANID, 2016.

3.2 Descripcion del método de investigacion.

El método a emplear en este trabajo constara de: pretratamiento alcalino, hidrolisis

acida, fermentacion y destilacion.
3.2.1 Pretratamiento alcalino

Para llegar a esta etapa de pretratamiento alcalino, antes se debe: lavar nuestra

materia prima, reducir de tamafio, secar y el tratamiento con hidroxido de sodio.

Se debe lavar la materia prima, para deshacerse de particulas de tierras, y si las
habria, algunos compuestos quimicos como herbicidas por ejemplo. Luego se lo deja

secando (hasta eliminar sélo el agua destilada que se usé para este fin).

Una vez retirado el agua de lavado de la materia prima, se procedera a reducir de

tamafo y posteriormente se llevara a la deshidratacion de la materia prima.

Para el lavado inicial, se emplea agua destilada. Para el troceado, se emplea cuchillo y
tijeras. Para el secado se emplea el horno mufla del laboratorio (L.O.U) de la

facultad.
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Una vez que se tiene la materia prima seca, se procede al pretratamiento del material
lignocelulésico con hidréxido de sodio. Una vez que se procede con el deslignificado,
que es el pretratamiento, se lleva al lavado y posteriormente al secado.

Materiales y equipos

e NaOH

e Agua destilada

e Horno mufla

e Vasos de precipitacion de 500 ml

e Varilla de vidrio

e Vidrio reloj

e Balanza de precision

e Matraz de 100 ml

e Refractometro [Rango: 0-80 °Brix; resolucion: 0.1% Brix]

e Matraz Erlenmeyer de 250 ml

e Papel filtro
e Pizeta

e Cuchillo

e Tijeras

e Jarra de plastico de 2 litros
e Recipiente metalico de 2 litros

e Estufa
3.2.2 hidrolisis acida

Una vez que se separa la lignina (en el pretratamiento alcalino) de nuestra muestra, se

procede a la hidrdlisis &cida.

La hidrélisis de biomasa lignoceluldsica con acido mineral es uno de los principales
métodos empleados para extraer los monosacaridos (sacarificacion) de la biomasa
lignocelulésica. Este proceso mucho depende de la concentracién del acido y la

temperatura aplicadas. (Sun & Cheng, 2002 yHorst, Ramirez& Petter, 2011).
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Para ese fin se usa H>SO4 en concentraciones diluidas y temperaturas elevadas. La
hidrdlisis se realiza en la autoclave del laboratorio.

En este proceso se realiza el disefio factorial de tres variables de dos niveles,

utilizando concentracion, temperatura y tiempo como variables independientes.
Materiales y equipos

e H>SO4

e Agua destilada

e Autoclave

e Vasos de precipitacion de 500 ml

e Envases de vidrio de 800 ml

e Probeta de 250 ml

e Varilla de vidrio

e Balanza de precision

e Refractometro [Rango: 0-80 °Brix; resolucion: 0.1% Brix]

e Peachimetro [Rango: 0-14]
3.2.3 Fermentacion

El producto hidrolizado es llevado a filtracion (para eliminar los residuos mas
grandes que podrian haber quedado) para posteriormente ser llevado a neutralizacion
con hidréxido de sodio. El parametro importante a controlar en nuestra solucion a

fermentar, es el pH.

El proceso de fermentacion, es llevado a cabo por el microorganismo Saccharomyces

Cerevisae.

Para la fermentacion se usa un fermentador casero (ver anexo 1). Se adapta un
recipiente de plastoformo (conservadora) como lugar donde se alcance temperaturas
adecuadas para la fermentacion con un foco de 40 watt como fuente de calor.
Material de vidrio de laboratorio de 500 ml con salidas para el gas dioxido de carbono

fueron empleados; mas un recipiente de plastico con dos salidas, uno para los gases y



40

la otra como salida de muestra para la verificacion de los diferentes parametros a ser

controlados durante el proceso de fermentacion.

Materiales y equipos

Levadura Saccharomyces Cerevisiae

Equipo bafio Maria

Envase de plastoformo (adecuadas para ambiente de fermentacion)
Autoclave

Fermentador casero 1.5, 3L

Balén de vidrio de 500 ml

Matraz kitasato de 500 ml

Vaso de precipitacion de 100 ml

Refractometro [Rango: 0-80 °Brix; resolucion: 0.1% Brix]
Termdémetro [Rango: -10 a 200 °C]

Pehachimetro

Balanza de precision

Varilla de vidrio

Manguerita de goma

Tapones de goma

Recipiente de plastico

Envase de vidrio de 800 ml

Tubo de ensayo

3.2.4 destilacién

La destilacién, que es el proceso fisico que se emplea para separar mezclas

homogéneas en fase liquida, se lleva a cabo en el rotavapor del laboratorio de

operaciones unitarias de la carrera (L.O.U.)

Materiales y equipos

Envases cerrados de plastico de 500ml



Rotavapor

Probeta de 50 ml

Probeta de 250 ml

Alcoholimetro Gay Lussac

Equipo para obtener indice de refraccion (refractometro de laboratorio)

Gréfica indice refractario versus grado alcoholico
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Figura 3-3 Diagrama de flujo para la produccion de bioetanol.
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3.3 Diseno factorial

Para determinar las variables significativas en el presente trabajo experimental se

plantea el disefio factorial de dos niveles y tres variables o pardmetros.

Segln Sun & Cheng (2002) y Horst, Ramirez & Petter(2011) la concentracion del
acido y la temperatura son pardmetros importantes a considerar en el proceso de

sacarificacion de la biomasa lignocelulosica.

En base al marco teorico realizado, en este trabajo se considera concentraciones
diluidas (5 y 10% v/v), temperaturas elevadas (105 y 121 °C) y tiempo de residencia
para el proceso de hidrolisis (20 y 40 min)

Tabla I11-2 Parametros para el proceso de hidrdlisis

Nivel Conc. H2SO4 [% viv] | Temperatura (°C) | Tiempo (min)
Superior 10 121 40

Inferior 5 105 20
Fuente: Realizacion propia.

Para poder determinar las variables significativas en este trabajo experimental, se

considera un disefio factorial de dos niveles y tres variables o parametros.
N° de variables: 3
Niveles: 2
N° de experimentos: 2° = 8

Considerando las combinaciones de estas variables y niveles se determinara cual de

ellas es la mas significativa.
-1 = Es el valor bajo con el que se trabaja

+1 = Es el valor alto con el que se trabaja
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Tabla I111-3 Disefio factorial para el proceso de hidrolisis.

Conc. H2SO4 % azlicares
Pruebas | Temp. (°C) [Yoviv] Tiempo (min) reductores
1 -1 -1 -1
2 -1 +1 -1
3 +1 -1 -1
4 +1 +1 1
S) -1 -1 +1
6 -1 +1 +1
7 +1 -1 +1
8 +1 +1 +1

Fuente: Realizacion propia.

En la tabla I11-3 se muestran las ocho pruebas con las tres variables independientes

con sus valores bajos y altos, ademas de la variable respuesta (% azUcares

reductores).
Tabla I11-4Datos para el disefio factorial para el proceso.
Conc. H2504 % azlcares
Pruebas | Temp. (°C) [Yoviv] Tiempo (min) reductores
1 105 5 20
2 105 10 20
3 121 5 20
4 121 10 20
5 105 5 40
6 105 10 40
7 121 5 40
8 121 10 40

Fuente: Realizacion propia.
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En la tabla I11-4 se muestra las variables con sus respectivos datos concretos para el
disefio factorial en el proceso de hidrolisis.

3.4 Procedimientos empleados para la obtencién de bioetanol
3.4.1 Lavado,troceado y secado

Se empieza haciendo una ligera lavada a nuestra materia prima, para luego trocearlo
hasta una medida de 2.5 cm 0 menos. Después de la reduccién de tamafio, se procede
al secado a 40 °C por 72 horas.

Figura 3-4Reduccion de tamafio del material lignoceluldsico:
a) tallo floral, b) raquis, ¢) pseudotallo, d) hojas
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Fuente: Realizacién propia.

En principio la materia prima tiene una humedad entre 80 - 90 % como promedio.
Después del secado su humedad se reduce al 5- 10 %; y su aspecto fisico es parecida
a la lefia seca. En vista de que hay un gran porcentaje de humedad, esta etapa tiene

gue ver mas que todo con la eliminacion de agua.
3.4.2 Pretratamiento alcalino

El pretratamiento consiste en el aflojamiento de la estructura del material
lignocelulésico. La lignina es uno de los componentes de la biomasa lignoceluldsica
que se encarga de dar rigidez a la misma. La lignina puede ser aislada del material
lignocelulésico mediante proceso de pretratamiento alcalino y de esta manera poder
aflojar el material lignoceluldsico, el cual permitird luego aprovechar los residuos

solidos como sustrato para obtener monosacaridos en un proceso posterior.
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De acuerdo a Carchi, D. (2014), para el deslignificado del material lignocelulésico se
emplea NaOH al 15 % (p/v); en cambio Espinoza, J. (2014) emplea concentraciones entre 1-
2.5 M.

La relacién a emplear entre sustrato y la solucién bésica es 1:10. Se pesa 100 g de
material lignocelulésico seco. Se prepara 1 litro de solucion bésica de NaOH 2 M. En
un embase metélico de 2 litros se introduce los 100 g de material lignocelulésico vy la
solucion alcalina. Se lleva a temperatura 93 °C por 60 minutos moviendo

constantemente la misma.

Después de este tiempose deja enfriar. Después se lo filtra y el remanente se lava con

agua hasta un pH neutro.

Luego se hace secar a 70 °C por 12 horas en el horno mufla del laboratorio de
operaciones unitarias de la carrera (L.O.U.). Después de este tiempo nuestro sustrato

estard listo para el subsiguiente proceso, que es la hidrolisis &cida.

Figura 3-5 Arriba: material lignoceluldsico después del pretratamiento.
Abajo: material lignocelulésico después del pretratamiento seco.




48

Fuente: Realizacion propia.

3.4.3 Hidrdlisis acida

Para la hidro6lisis acida, se emplea acido sulfirico en concentraciones de 5y 10 %. En
este proceso se elabora el disefio factorial, que ademas tiene como variables a la
temperatura y al tiempo de hidrdlisis; y ademas, al % de azucares reductores como
variable respuesta.

La relacién entre masa y acido sulfarico diluido q se emplea es 1:8 (p/v)

Tabla I11-5Relacion entre sustrato y volumen acido.

Sustrato | Vol. &cido

Muestra | seco (Q) (ml)
1 50,1 400

2 50,0 400

3 50,1 400

4 50,0 400

5 50,2 400

6 50,1 400

7 50,0 400

8 49,8 400
Promedio | 50,04 400

Fuente: Realizacion propia.
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Tabla I11-6Disefo factorial para determinar % azUcares reductores.

Conc. H2S04 % aziicares
Pruebas | Temp. (°C) [Yoviv] Tiempo (min) reductores
1 105 5 20
2 105 10 20
3 121 5 20
4 121 10 20
5 105 5 40
6 105 10 40
7 121 5 40
8 121 10 40

Fuente: Realizacién propia.

Se preparan 8 muestras de acuerdo al disefio factorial, para las cuales se utilizara el

equipo autoclave del laboratorio de operaciones unitarias de la carrera (L.O.U.)

Figura 3-6 Sustrato después de la hidrélisis acida.

AR T

Fuente: Realizacion propia.
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Figura 3-7 Equipo autoclave usado para la hidrolisis acida

Fuente. Realizacién propia.

Figura 3-8 Prueba cualitativa del reactivo de Fehling para la
determinacion de de azUcares reductores.

Fuente. Realizacion propia.

Nota: La figura 3-8 representa pruebas preliminares de caracter cualitativo que se

realizé para asegurarse que el proceso de obtencidn de azlcares se estaba haciendo de
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manera aceptable. Las pruebas cuantitativas se realizan mas adelante en el laboratorio
de CEANID.

3.4.4 Fermentacion

El sustrato procedente de la hidrolisis &cida, se vierte en un recipiente para
posteriormente regular el ph a 5.9 para llevar al proceso de fermentacion. Para regular
el pH se emplea NaOH 6 M; el cual, cabe recalcar, dicha solucion marca un °Brix

importante.

Se esteriliza los materiales a usar. Debido a la variedad de celulas vegetables
diferentes y de esporas que proceden del agua, aire; estos organismos son eliminados.
Los materiales de vidrio son sometidos a temperatura de 105 °C durante 15 min; y el
material de plastico, es llevado a agua hirviendo por 15 min.

Para la activacion de la levadura se usa 2 gr de sacarosa (azucar comun), 1 gr de
cloruro de sodio, 5 gr de levadura saccharomyces cerevisiae en 50 ml de agua
destilada a wuna temperatura de 30 °C. Después de wunos dos minutos
aproximadamente, la levadura esta activada por la presencia de burbujas de CO; y el

aumento de volumen de la misma.

A la solucion a fermentar también se afiadié 0.2 g de bisulfito de potasio (para evitar
g el etanol se convierta a &cido acético) y también nitrato de amonio como nutriente

para los microorganismos encargados de la fermentacion.

El proceso de fermentacion dura 5 dias. Puede considerarse que la fermentacion llega

a su punto culminante cuando el °Brix marca cero o permanece constante.

La temperatura que se ha empleado para la fermentacion fué 33 °C, con ligeras

variaciones.

A medida que la fermentacion avanza, el pH se reduce; si hay una reduccién

considerable, se debe readecuar el pH de la fermentacion mediante una base débil.
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Figura 3-9 Activacion de la levadura, la cual se usaré para la fermentacion.

Fuente. Realizacién propia.
3.4.5 Destilacion
Después de terminado la fermentacion, la solucién fermentada es llevada al equipo de

destilacion, se vierte todo el contenido y se procede a destilar al vacio a 70 °C el
producto etanol.

El destilado se vierte en una probeta para la lectura de volumen, posteriormente se
hace la lectura del grado alcohdlico; ya sea, mediante uso del alcoholimetro Gay-

Lussac o mediante uso del equipo de refractometria (ver anexo 3).

Figura 3-10 Equipo usado para la destilacion del material fermentado.

Fuente. Realizacion propia.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Nota: los célculos modelo se realizaron para la muestra 1.
4.1 Resultados lavado, troceado y secado
4.1.1 % humedad en el material lignocelulésico

Para sacar el % humedad la materia prima se pesa antes y después del secado.
% humedad = F="2 « 100(Ecuacion 4-1)

(700.0 — 104.5)
% humedad = 700.0 x 100

% humedad = 85.08

Tabla IV-1 Cantidad de agua presente en el material lignocelulosico

Masa inicial | Masa final %
Muestra (9) (9) Humedad

1 700,0 104,5 85,08
2 700,3 100,0 85,72
3 700,0 106,0 84,86
4 700,9 110,0 84,31
5 700,8 98,0 86,02
6 700,0 115,0 83,57
7 700,2 102,0 85,43
8 700,0 103,3 85,24

Promedio 85,03

Fuente. Realizacion propia.

En la tabla 1V-1 se puede apreciar como el peso inicial del material lignocelulésico
disminuye al ser secado en promedio 85.03 % para la posterior etapa de

deslignificado.
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4.2 Resultados pretratamiento alcalino

En el pretratamiento alcalino se usa material lignoceluldsico en base seca.

Tabla IV-2 Masa que se retira en el pretratamiento alcalino.

Masa seca Masa seca | Masa que es
antes de después de | retirada en el
Muestra | deslignificado | deslignificado | deslignificado
1 104,5 57,8 46,70
2 100,0 54,0 46,00
3 106,0 55,3 50,70
4 110,0 51,2 58,80
5 98,0 53,6 44,40
6 115,0 55,4 59,60
7 102,0 52,2 49,80
8 103,3 51,0 52,30
Promedio 104.85 53.81 51.04

Fuente. Realizacion propia.

En la tabla 1'V-2 se puede ver como a medida que el proceso avanza, hay reduccion de
materialen promedio de 48.68 % de nuestro material seco inicialmente empleado.
Cuando se lava el material con agua con el fin de neutralizar, es donde se pierde esa

cantidad de material. Para la hidrolisis acida, se adecua las cantidades a 50 g,
4.3 Resultados de la Hidrolisis acida
4.3.1 °Brix obtenidos en la hidrdlisis acida

La siguiente tabla muestra los °Brix obtenidos después de la hidrélisis acida.
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Tabla V-3 °Brix obtenidos en el proceso de hidrdlisis del
material lignocelulésico.

Conc.
H2S04 Tiempo
Muestra | Temp. (°C) [Yoviv] (min) ° Brix

1 105 5 20 15,5
2 105 10 20 19,6
3 121 5 20 15,1
4 121 10 20 19,2
5 105 5 40 14,9
6 105 10 40 20,1
7 121 5 40 13,6
8 121 10 40 18,2

Fuente. Realizacion propia.

Estos datos son obtenidos después de la hidrolisis, es decir, siendo la solucion ain
acida.
4.3.2 Azucares reductores y azucares totales

Después de la hidrodlisis, la “solucion azucarada” (la solucion que viene de la
hidrolisis acida tiene aspecto fisico: color café, olor a azlcar quemada) es
neutralizada con NaOH, posteriormente es llevada al CEANID para la determinacion

de azucares reductores y totales.

En la tabla IV-3 se puede apreciar que los °Brix son mayores cuando mayor es la
concentracion del &cido; sin embargo, en la tabla IV-4 se observa mayor
concentracion de azucares cuando la concentracion del &cido es menor; ésto se debe a
que cuando se usa menor concentracion de acido, menor también es la solucion
basica que se usa para neutralizar la solucién azucarada, ocurriendo lo contrario

cuando se usa mayor concentracion de acido.
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Tabla V-4 % AzUcares reductores y totales obtenidos en el
proceso de hidrdlisis del material lignoceluldsico.

% Azucares | % Azlcares

Muestra reductores totales

1 1,2 1,6

2 0,41 1.7

3 1,37 2,18

4 0,49 1.9

5 1,24 2,36

6 0,84 1,55

7 1,29 2,37

8 0,73 1,24
Promedio 0,95 1,88

Fuente. CEANID

En la tabla 1V-4 para la muestra 1, dice que hay 1.6 g de azUcares totales por cada
100 ml de solucién azucarada; en 1 litro (cantidad después de neutralizar la solucion
acida) habria 16 g de azucares totales. Considerando la masa inicial de 50.1 g (tabla
[11-5), se tendria una conversion a azucares de 37.30%; y como promedio tendriamos

36.85% (conversion de polimeros a monémeros).
4.3.3 Disefio factorial

Para valorar los resultados del disefio factorial se usaran los datos respectivos y un

programa de analisis estadistico.
4.3.3.1 Analisis estadistico del disefio factorial del proceso de hidrolisis acida

El analisis estadistico se realizd6 mediante SPSS 17.0 (Stadistical package for the
Social Scienses), el mismo que permite un tratamiento integrado de todas las fases del

andlisis de datos obtenidos y resultados mas representativos y confiables.

Con el anélisis de varianza ANOVA se determina la influencia de los factores
concentracion de acido, temperatura, tiempo y sus respectivas interacciones sobre la

variable respuesta (azucares reductores).
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Tabla 1V-5 Datos para el analisis de varianza.

Factores Variable respuesta

Muestra Temp. Conc. H2SO4 | Tiempo % AzUlcares

(°C) [Yoviv] (min) reductores
1 -1 -1 -1 1,2
2 -1 +1 -1 0,41
3 +1 -1 -1 1,37
4 +1 +1 -1 0,49
5 -1 -1 +1 1,24
6 -1 +1 +1 0,84
7 +1 -1 +1 1,29
8 +1 +1 +1 0,73

Fuente. SPSS 17.0

Las repeticiones no se realizaron debido a siguientes factores:no disponibilidad de
reactivos quimicos, la corrosion que se produce (producto de los procesos donde se
emplea bases y acidos) en los diferentes instrumentos y equipos de laboratorio;
recursos limitados para la compra de reactivos quimicos, como también para pagar el

costo de andlisis de laboratorio.

En la tabla I\V-6 se muestra los datos introducidos al programa SPSS 17.0 de acuerdo
al disefio factorial que se ha planteado, cada factor tiene un nivel superior (+1) y un

nivel inferirio (-1)
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Tabla V-6 Datos para el analisis de varianza.

N
temp -1,00 4
1,00 4
concent -1,00 4
ac. 1,00 4
tiempo -1,00 4
1,00 4

Fuente. SPSS 17.0
4.3.3.2 Variable respuesta porcentaje de azucares reductores

En la tabla 1'V-6 se puede observar el anélisis de varianza para la variable dependiente
0 variable respuesta porcentaje de azucares reductores, tomando en cuenta los
factores concentracion de &cido, temperatura y tiempo de residencia asi como sus

interacciones.
temp: temperatura a la que se llevo la hidrdlisis
concent: concentracion del acido, para la hidrolisis

tiempo: tiempo de residencia durante la hidrdlisis

Tabla I\VV-7 Analisis de varianza ANOVA (porcentaje
de azUcares reductores).

Suma de
cuadrados Media
Origen tipo 111 gl cuadratica F Sig.
Modelo 1,0022 6 , 167 272,537 ,046
corregido
Interseccion 7,163 1 7,163 11694,878 | ,006
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temp ,005 1 ,005 7,367 ,225
concent ,865 1 ,865 1411,612 ,017
tiempo ,050 1 ,050 81,000 ,070
temp * concent ,008 1 ,008 12,755 174
concent * tiempo ,063 1 ,063 102,878 ,063
temp * tiempo ,012 1 ,012 19,612 ,141

Error ,001 1 ,001

Total 8,165 8

Total corregida 1,002 7

a. R cuadrado =.999 (R cuadrado corregida = .996)

Fuente. SPSS 17.0

A partir del anélisis de VARIANZA sefialar que las variables significativas con un
nivel de confianza de 90%, o que es lo mismo cuando los valores de significacion son
menores a 0.10. Para el caso, las variables significativas estan constituidas por la
concentracion de acido con un valor de significancia de 0.017, el tiempo 0.07 y la

interaccion de concentracion y tiempo 0.063.
4.3.3.3 Analisis de regresion lineal maltiple

El modelo de regresion establece el modelo matematico que relaciona las variables
mas significativas con la variable respuesta. Para el analisis de regresion, se introdujo

al SPSS las variables tiempo y concentracion.



Tabla 1\V-8 Variables introducidas/eliminadas.

Modelo Variables

introducidas

Variables | Método

eliminadas

tiempo,
concent?

concenttiempo,

Introducir

a. Todas las variables solicitadas introducidas.
Fuente. SPSS 17.0

Tabla 1V-9 Variables introducidas/eliminadas®.

Modelo R R R Error tip.
cuadrado | cuadrado de la
corregida | estimacion
1 ,9872 0,975 0,956 0,07898

a. Variables predictoras: (Constante), tiempo, concentracion.

b. Variable denendiente: azlcares reductores
Fuente. SPSS 17.0

Tabla IV-10 ANOVA®,
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Modelo Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
1 Regresion | 0,977 3 0,326 52,224 ,0012
Residual 0,025 4 0,006
Total 1,002 7

a. Variables predictoras: (Constante), tiempo, concentracion.

b. Variable dependiente: azucares reductores

Fuente. SPSS 17.0
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Tabla 1V-11 Coeficientes ANOVA?.

Modelo Coeficientes no | Coeficientes Intervalo de
estandarizados | tipificados confianza de
90% para B

Error Limite | Limite

B tip. Beta t Sig. |inferior | superior

1 (Constante) | 0,946 | 0,028 33,888 0 0,869 | 1,024

concent -0,329 | 0,028 -0,929 -11,773|1 0O -0,406 | -0,251
tiempo 0,079 | 0,028 0,222 2,82 10,048 | 0,001 | 0,156
concenttiempo| 0,089 | 0,028 0,251 3,178 10,034 | 0,011 | 0,166

a. Variable dependiente: azucares reductores
Fuente. SPSS 17.0

Por lo tanto a partir de los valores proporcionados por el ANOVA en la tabla 1V-11 la

ecuacion matematica es la siguiente:
% azucares reductores = 0.946 — 0.329 x A + 0.079 * B+ 0.089 x A * B

Donde A es la concentracion a la cual se lleva el proceso de hidrolisis y B es el
tiempo de residencia durante la hidrolisis; a partir de ésta ecuacion se puede inferir
gue a menor concentracion de acidomayor es la obtencion de azucares reductores; por
el contrario, a mayor tiempo de residencia mayor es la conversion de azucares
reductores, y a mayor tiempo de interaccion concentracion y tiempo mayor es la

concentracion de azucares, todo ello relacionado en el proceso de hidrolisis acida.

4.4 Resultados de la fermentacion

Después de un lapso de tiempo que dura la fermentacion, éstos son los resultados

obtenidos.
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Tabla IV-12 Caracteristica modelo para la fermentacion para muestra 1.

Volumen 500 ml
pH 5,9
°Brix 15.7
temperatura 33°C
tiempo 120 h
densidad 1,085

Fuente. Realizacion propia.

4.4.1 Evolucién de los °Brix durante la fermentacion

Una referencia importante que se toma a la hora de monitorear la fermentacion es
mediante la disminucion de los °Brix hasta cero o hasta que permanezca constante.
Los °Brixal ser una variable que mide el contenido de azucar disuelta en un liquido,
es importante su uso para el proceso de fermentacion.

Tabla I1VV-13 % Reduccion de los °Brix a medida que avanza la
fermentacién.

Horas °Brix
0 15.7
12 15,1
24 14,2
36 13.0
48 12.1
60 11.4
72 10.6
84 10.1
96 9.9
108 9.8
120 9.8

Fuente. Realizacion propia.
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Figura 4-1 Evolucion de los °Brix versus horas hasta estabilizarse.

18
16
14
12

°Brix

O N B~ O

0 20 40 60 80 100 120 140
horas

Fuente. Realizacion propia.

En la tabla I\V-7 y figura 4-1 se muestran la evolucion del proceso de fermentacion,
los °Brix frente al tiempo transcurrido. Se puede ver como en la etapa final de la
fermentacion, el valor delos °Brix tiene menos variacién con el anterior valor,

tendiendo asi a permanecer constante.
4.4.2 Evolucién del pH durante la fermentacion

Ha medida que la fermentacion avanza, hay una considerable disminucién del pH. En

algunas ocasiones es necesario volver a subir el pH con una base débil.

Tabla I\VV-14 Evolucion del pH durante la fermentacion.

Horas pH
0 5,9
24 51
48 4,5
72 4,3
96 4,3
108 4.2
120 4.2

Fuente. Realizacion propia.
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La fermentacion es la oxidacién de carbohidratos organicos bajo condiciones
anaerobicas. Durante la fermentacion alcohdlica, los azlcares fermentables dan como
producto etanol y didxido de carbono. Una buena parte del diéxido de carbono es
liberado al aire mediante burbujas; pero, otra parte del diéxido de carbono es disuelto
en la solucién acuosa, el dioxido de carbono disuelto en el agua produce acido

carbénico.

De esta manera, la formacion de acido carbonico en la solucién acuosa dara como

resultado la disminucion del pH en la solucion.
4.5 Resultados de la destilaciéon
4.5.1 Destilacion del fermento

La destilacion se lleva a cabo en destilacion al vacio a temperatura de 70 °C. El
destilado obtenido es vertido en probeta, luego ésta es llevada al refractdmetro para
hacer la medicion del grado alcohdlico

Tabla I'V-15 Producto obtenido para las diferentes muestras.

Volumen
Grado de
Volumen VolumenDestilado| alcohélico alcohol

fermentado producto de producto de | obtenido
Muestra (ml) cabeza (ml) cabeza (°GL) (ml)
1 500 23 12 2,76
2 450 25 10 2,50
3 490 43 13 5,59
4 450 28 11 3,08
5 480 40 13 5,20
6 425 30 9 2,70
7 485 48 12 5,76
8 420 32 8 2,56

Fuente. Realizacion propia.
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4.5.2Calculo del rendimiento de alcohol obtenido

El rendimiento del alcohol obtenido del proceso de fermentacion de la muestra 1.
Para obtener el volumen de alcohol obtenido se hace los siguientes calculos:
°GL= 12%

Vdestilado al vacio = 23 ml

Vd * °GL = Valcohol (Ecuaci(')n 4 — 2)

Valcohol = Too* 23 ml

Valcohol = 2.76 ml
Obtencion de alcohol en unidades de masa:

Palcohol = 0.80 g/ml

Valcohol =2.76 ml

m
Palcohol = Vallco:oll (Ecuacion 4 — 3)
alcono
0.80 g
Majconol = ml * 2.76 ml

Myjcohol real = 2.21 8

Para obtener masa tedrica:

CgH;,0, — ——— 2C,HOH + 2C0, + Q (Ecuacion 4 — 4)
| - ) __J
180 g 92¢g 888

% azucares totales expresados en glucosa = 1.6 (1.6 g por cada 100 ml de solucién

azucarada)
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Como a la fermentacion fue 500 ml, entonces este valor multiplicamos por 5.

Entonces tenemos: 1.6 x5 = 8 g masa que dara un valor de masa de alcohol

tedrico:

92 g C,H;OH
Ma)cohol teorico = 8 § CeH1206 * 180 g C4H;,04

Mylcohol tesrico = 4:09

Finalmente se obtiene el rendimiento:

o masa sustancia real .
Rendimiento % = ———— % 100 (Ecuacién 4 — 5)
masa sustancia tedrico

Rendimiento % = 22lg 100
_ Zf75,
endimiento % 209 g

Rendimiento % = 54.03 %

Tabla I'VV-16 Rendimiento de alcohol (%) para las diferentes muestras.

Rendimiento
de alcohol
Muestra (%)

1 54,03
51,15
78,70
56,38
65,07
64,15
78,43
76,94

0 (N o (01 [~ W (N

Rendimiento
65,60

promedio

Fuente. Realizacion propia.
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4.6 Balance de materia
Nota: el balance modelo se realizd para la muestra 1.

4.6.1 Balance parcial de materia en el proceso de obtencién de bioetanol a partir

de material lignoceluldsico

4.6.1.1 Balance parcial en la etapa de troceado, secado

700 g material
lignoceluldsico

M1 l
M2
[Troceado,secado ]—’ H20
M3

105 g materia seca

M1 = M2 + M3 (Ecuacion 4 — 6)
M2 = (700 — 105 )g
M2 =595g¢g
4.6.1.2 Balance parcial en la etapa de pretratamiento alcalino

105 g materia seca

M3 l
M4 Pretratamiento
1080 g (2 M NaOH 1L)

M5 g materia de pretratamiento
\ 4

M6 Lavad tralizacis M7  Lavado de NaOHy
10000 g H,0 —»‘ avado y neutralizacion secado

.|

57.8 g materia
deslignificada seca
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M5 = M3 + M4 (Ecuacién 4 — 7)
M5 = 105 + 1080

M5 = 1185 g

M5 + M6 = M7 + M8(Ecuacion 4 — 8)
M7 = (10000 + 1185) — 57.8

M7 = 11127.2 g lavado NaOH y secado

4.6.1.3 Balance parcial en la hidrolisis

57.8 g materia
deslignificada seca

M8
M9
Secado H20

50.1 g sustrato seco M10
\4

M11 M12
420 g sol. H2SO4 Hidrdlisis H20 evaporado

464 g sol producto hidrolizado

M13
360 g sol. NaoH Mid_, v
Neutralizacién ]
300 g H20 T
M15
l M16

Solucién azucarada

M8 = M9 + M10(Ecuacion 4 — 9)
M9 = (57.8 - 50.1)g

M9=77g
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Para la solucion acida:

Ps o H2so4 = 1.05 g/ml

V =400ml

<|B

p= (Ecuacion 4 — 9a)
g

m = 1.05 — %400 ml
ml

M5 o, g2sos = 420 g

Solucion basica para la neutralizacion:

Pomnaon = 1-28/ml
V =300ml
m
P=7 (Ecuacion 4 — 9b)
g
m=1.2 —*300ml
ml
m=360g
M10 + M11 = M12 + M13 (Ecuacién 4 — 10)

M12 = (50.1 + 420 — 464)g

M12 = 6.1 gH20 evaporado

M13 + M14 + M15 = M16 (Ecuacién 4 —11)
M16 = (464 + 360 + 300)g

M16 = 1124 gsolucidnazucarada
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4.6.1.4Balance parcial en la fermentacion y destilacion

La solucion azucarada (denominacién dada por el autor a la solucion con contenido
de azucares fermentables que se usara para la fermentacién) se divide en dos partes

(de esta manera los 50 g de sustrato seco que fue llevado a la hidroélisis se divide en
dos).

M16

1124 g solucion
M17 M18

562 g solucién para
fermento

562 g para laboratorio il

Anélisis azlcares
reductores y totales

52 g Sacchoromyces v

cerevisae activado en o M20 .
Fermentacion | —— » g para pruebas °Brix

M21

610.5 g de sol

Destilacion g producto de cola

g Bietanol

M16 )
M17 = M18 = - (Ecuacion 4 — 12)

1124 g
2

M17 = M18 =

M17 = M18 =562 g
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M17 + M19 = M20 + M21 (Ecuacion 4 — 13)
(562 4 52 — 610.5)g = M20
M20 = 3.5 g para pruebas °Brix
Obtener volumen a partir de los grados Gay Lussac:
°GL= 12%

Vdestilado al vacio = 23 ml

VT * °GL = Valcohol (Ecuaci(')n 4 — 14)

Valcohol = Too ™ 23 ml

Valcohol = 276 ml
Finalmente la obtencion de alcohol en unidades de masa.
Palcohol = 0.798 g/ml

Valcohol =2.76 ml

m
Palcohol = ValCOhOI (Ecuacién 4 — 15)
alcohol
0.798 g
My)cohol = * 2.76 ml

Myjcohol = 2.21 8

M21 = M22 + M23 (Ecuacién 4 — 16)
M22 = (610.5 - 2.21)g

M22 =608.29¢g
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4.6.2 Balance de masa general en el proceso de obtencion bioetanol a partir de

material lignoceluldsico

700 g material
lignoceluldsico

M1

M2
[ Troceado,secado ]—’ 595 g H20

M3 l 105 g materia seca

M4

- :
1080 g (2 M NaOH 1L) [ Pretratamiento }

M5 1185 g materia a pretratamiento

10000 g H20 —»[ Lavado y neutrallzacmn ]—» 11127.2 g Lavado

de NaOH vy secado

57.8 g materia
deslignificada seca

A 4 M9

Secado —» 7.7gH20

50.1 g sustrato seco M10

M11 VL M12

6.1 g H20 evaporado
420 g sol. H2S04 Hidrolisis

464 g sol producto hidrolizado | M13

M14
360 g sol. NaoH ————
M15 Neutralizacién }
300g H2O —»\

M16

1124 g solucion azucarada



73

M16

1124 g solucion azucarada

M17 M18

562 g solucién para
fermento

562 g para laboratorio il

Anélisis azlcares
reductores y totales

52 g Sacchoromyces v

cerevisae activado en Fermentacion ] M20
H20 ——’I — 3.5 g para pruebas °Brix
M19
M21
610.5 g de sol
fermentada

Destilacion

M
—— 608.29 g producto de cola

2.21 g Bietanol

4.6.3 Balance parcial de energia en el proceso de obtencién de bioetanol a partir

de material lignocelulosico

4.6.1.1 Balance parcial de energia en la etapa de fermentacion
Poombilla : potencia de la bombilla (w)

t: tiempo de fermentado (s)

p= 2
t

(Ecuacién 4 — 17)

j 3600 s
* 120h *

s 1h

Q = 40

Q = 17280.00 k]
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4.6.1.2 Balance parcial de energia en la etapa de destilacion

Los datos del C, del agua son datos que se recogen de la bibliografia. Datos de la
temperaturas de salida como de entrada, masa del agua que se emplea son datos que

se obtienen de manera experimental.

Calor sensible:

Qsens = magua * Cp * (tz - t1) (Ecuaci(')n 4 — 18)

Qsens : Calor sensible

Magua : Masa de agua que se suministra al recipiente del rotavapor (lugar donde

se genera calor)
Cp:  calor especifico del agua (j/g°c)
t2: temperatura a la cual se llevo la destilacion (°c)
t. temperatura del agua al inicio del proceso (°c)

]oc + (70 — 23)°C

Qsens = 2500 g * 4.180 .

Qsensible = 491.150 K]

491.150k] 1 min
= %k
10 min 60s

K]
P=0818 —

Calor latente que toma destilar:

Qiatente = P * tgestilado (EcuaCién 4 — 19)
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K] 3600 s
Qlatente = 0.818 ? x 1.2 h* 1h

Qiatente = 3536.280 K]

Calor absorbido por el condensador:

Qcond:  calor que absorbe el condensador

Magua : Masa de agua que pasa por el condensador
Cp:  calor especifico del agua (j/g°c)

to: temperatura de salida del condensador (°C)

t1: temperatura de entrada del condensador(°C)

Qcond = Mygya * Cp* (t; —ty)

j
g°C

Qcona = 215000 g * 4.180 * (26 — 23)°C

Qcond = 2696.100 kj
Calor total empleado en la destilacién:

Qtotal = Qsensible + Qlatente - Qcondensador (EcuaCién 4 — 20)

Qtotal = (491.150 + 3536.280 — 2696.10)K]

Qtotal = 1331.295 K]



CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

El proceso de obtencién de bioetanol a partir de materiales lignocelulésicos es una
alternativa frente a otras fuentes de energia; pero también, es mas complejo su
obtencidn.Las sustancias azucaradas pueden liberar facilmente azlcares reductores o
fermentables. Por ejemplo, la cafia de azucar, la remolacha azucarera, liberan los
azUcares en contacto con agua. En cambio, el material lignocelulosico tiene que pasar
por complejas etapas, antes de obtener los azucares fermentables necesarios para la
fermentacion.

v

Las investigacidnes recientes de fuentes alternativas para la produccion de bioetanol
dirigen la mirada hacia el material lignocelulosico; por ser ésta, mas barata y menos
atentativa contra las reservas alimentarias de la poblacién. La produccion de
biocombustibles de segunda generacion (biomasa considerada desechos) es una
manera de prevenir la produccién de biocombustibles de primera generacién (cultivos

destinados a la alimentacion humana).

Este trabajo presentado en este proyecto, dirige hacia una mejor comprension de la
posibilidad que se tiene acerca de la produccion de bioetanol a partir de material
lignocelulésico con medios de tratamientos quimicos, en vez, de tratamientos
bioldgicos. Se cumplieron con los planes de investigacién que se propusieron al
comienzo de este trabajo, llegando las mismas a un final expectante. Al ser éste un
trabajo de investigacion del que escasamente se encuentra trabajos previos, las
distintas etapas para la produccion de bioetanol de material lignocelul6sico, fueron
sorteadas con alguna relativa dificultad. La etapa mas critica, por llamarlo de alguna
manera, fue la hidrolisis; porque la hidrolisis es la etapa final del proceso quimico que
tiene que ver con la conversion de cadenas largas de glucosa (celulosa) en unidades
de glucosa. Comparando el proceso de hidrélisis acida con el proceso de hidrélisis

enzimatica (bioldgico) del cual se tiene informacion de proyectos con temas
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parecidos; la hidrolisis acida después de llevarse a cabo, necesita aln otro reactivo
quimico, haciendo asi todo proceso de obtencion de bioetanol, ain mas complejo. Lo
anterior se pudo apreciar en la variacion de los °Brix por ejemplo. En el proceso de
fermentacion hay que neutralizar con una base fuerte, asi, se forma una buena
cantidad de sulfato de sodio.En cuanto al rendimiento, como se puede ver en el
capitulo de resultados, se podria decir que estd dentro del rango aceptable.En el
disefio factorial, se puede apreciar que a menor concentracion de acido, mayor es la
obtencion de azlcares reductores; y que a mayor tiempo de residencia, mayor es la
conversion de azlcares; también, a mayor interaccion tiempo de residencia y
concentracion de acido, mayor es el grado de conversion de azlcares; todo ello
relacionado al proceso de hidrolisis acida.

v

Tal vez, la produccién de bioetanol a partir de material lignoceluldsico sea una tanto
compleja, lo es mas cuando se emplea medios quimicos; pero es una alternativa a la
creciente investigacion acerca de fuentes renovables para la produccion de

biocombustibles.
5.2 Recomendaciones

En el proceso de pretratamiento basico tener el sustrato del menor tamafio, asi se
dispondra de un area de contacto mas amplio.

El material pretratado cuando se lleva al secado en el horno mufla, evitar llevar a
temperaturas altas y por prolongados tiempos, ya que ello llevaria a que parte del
material lignocelulésico quede chamuscado.

Se debe estudiar una mejor manera de hacer la hidrolisis acida. Disponer de una
buena cantidad de reactivos a usar, es muy conveniente.

El proceso de fermentacion es una actividad antigua y bastante extenso, por lo que se
sugiere una investigacion mas profunda en lo que concierne a los diversos tipos de
fermentacion y sus condiciones para asi poder llegar a mejores rendimientos de

alcohol.



78

v Se recomienda realizar un estudio econémico, para poder conocer cual es el costo real
para implementar una planta para la produccion de bioetanol. Saber si es factible
economicamente la fabricacion de bioetanol en Bolivia.

v' Se recomienda que se realice un estudio de mercado, la aplicacion del producto en el
uso de motores por ejemplo, para que la aplicacidn de este trabajo sea plasmado en el
ambito industrial.

v
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ANEXO 1

Equipos utilizados para la fermentacion y determinacion alcohdlica del destilado

Equipo casero para fermentacion alcohdlica.

e
A B
o g

Fuente: Realizacion propia.

Equipo refractémetro de laboratorio.

Fuente: Realizacion propia.
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ANEXO 2

Procedimiento para la determinacion cualitativa de azucares reductores durante el

proceso de hidrolisis acida

Material y reactivos:

v

v
v
v
v

Tubos de ensayo.

Vaso de precipitacion de 600ml.
Estufa eléctrica.

Reactivos de Fehling Ay B.

5 ml de solucién hidrolizada.

Procedimiento:

v

Se vierte 3 ml de reactivo de Fehling A sobre el tubo de ensayo. Luego se vierte 3
ml de reactivo de Fehling B encima.

Se pone 300 ml de agua en el vaso de precipitacion y se lleva a calentar.

Se hace calentar un poco el tubo de ensayo, luego se vierte 5ml de solucién
hidrolizada.

Se deja calentar durante 5 min aproximadamente, si hay aztcares reductores, la

solucion cambiara a colo ladrillo.

Reactivos de Fehling A y B usados

Fuente: Realizacién propia.



ANEXO 3

Gréfica para la determinacion del grado alcohdlico.

n = indice refractario

% [ ] = grado alcohdlico

Gréfica indice refractario versus grado alcohélico.
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ANEXO 4

Tablas usadas para sacar los calculos en el balance de materia

Propiedades fisicas y quimicas para NaOH

Sodium Hydroxide, 6.0N (6.0M)
Safety Data Sheet

according to Federal Register / Vol 77, No. 58 / Monday, March 26, 2012 f Rules and Regulabor

SECTION 9: Physical and chemical properties

a.1. Information on basic physical and chemical properties
Physical state o Liguid
Appearance © Clear, coloriess liquid.
Colour : clear Colourless
Odour . odouriess
Odour threshold : Mo data available
pH =14
Melting point - Mo data available
Freezing point . Mo data available
Boiling point - Mo data available
Flash point . Mo data available
Relative evaporation rate (butylacetate=1}) - Mo data available
Flammability (solid, gas) o Non flammable .
Vapour pressure * Mo data available
Relative vapour density at 20 "C . Mo data available
Relative density - Mo data available
I Eensll'y > 1.2 gfml
Log Pow . No data available

Propiedades fisicas y quimicas para H2SO4

Sulfuric Acid, 5% viv

Safety Data Sheet
aceoeding ho Federal Regisber / Vol 77, Mo, 58/ Monday, Manch 26, 2012 7 Rulss and Regula

SECTION 9: Physical and chemical properties

9.1, Information on basic physical and chemical properties
Phiysical state Lisyuiad
Appearance Clear, coloress hguid
Colour Cokmiess
Qdaur Nong

Qdiaur thrishold No data avakabe
pH Mo data avalable
Relative evaporation rate (butylacetate=1) Mo data avalabile
Maiting poing Ho data avalable
Freazing poirt Mo data avalable
Boiling point Ko data avalable
Flash point Ho data avalable
Audo-ignition temparature No data avalable
Drecomposition lemperature Mo datay avalable
Flammability {Solid, gas) Mo data avadable
W apOur pressung Ho data avadable
Relative vapour density at 20 *C Ho data avalable

I Dranisity 1.05 giml i

Waber; Solubility in waler of o




ANEXO 5

Andlisis fisico-quimico de la materia prima.

CEANID- FOR-43
Versién 01

CENTRO DE ANALISIS, INVESTIGACION Y DESARROLLO “CEANID”
Lab io Oficial del io de Salud y Deportes
Red de Laboratorios Oficiales de Analisis de Alimentos
Red Nacional de Laboratorios de Micronutrientes
Laboratorio Oficial del "SENASAG"

UNIVERSIDAD AUTONOMA “JUAN MISAEL SARACHO"” 3
)
{
4

INFORME DE ANALISIS DE LABORATORIO

1. INFORMACION DEL SOLICITANTE

Cliente: Ismael Montes Flores
Solicitante: |Ismael Montes Flores
Direccién:  |Av. Los Molles N° 63 - Barrio San Martin
Teléfono/Fax{74501419 I Correo-e 1 Codigo ‘ MO 006/16
I1. INFORMACION DE LA MUESTRA
Descripcién de la muestra: Material lignocelulocico
Fecha y hora de muestreo: 2016-09-09 Hrd. 07:15
Procedencia: Tarija - Cercado - Tarija Bolivia
Lugar de muestreo: Lugar de elaboracién
Responsable de muestreo: Ismael Montes Flores
Cédigo de la muestra: 710 FQ 465 Fecha de recepcion de la muestra: I 2016-09-09
Cantidad recibida: 200g Fecha de andlisis de la muestra: l Del 2016-09-09 al 2016-09-16
11l. RESULTADOS
PARAMETRO TECNICA y/o METODO UNIDAD RESULTADO
DE ENSAYO
Acidez (como ac. citrico) NB 36002:02 % 0,02
Fibra Gravimetrico % 1,97
pH ( 20°C) SM 4500-H-B 7,04
Azucares totales NB 38033: 06 % 0,51

NB: Norma Boliviana

% - Porcentaje

1) Los resultados reportados se remiten a la muestra ensayada en el Laboratorio
2) El presente informe solo puede ser reproducido en forma parcial y/o total, con la autorizaciéon del CEANID
3) Los datos de la muestra y el muestreo, fueron suministrados por el cliente

Tarija, 16 de septiembre de 2016

cc/Arch.

ﬁ%
b3 EANID” Q)

Direccién: Campus Universitario Facultad de Ciencias y Tecnologia Zona “El Tejar” Tel. (591) (4) 6645648

Fax: (591) (4) 6643403 - Email: ceanid@uajms.edu.bo - CasillaS1 -

Fuente: CEANID.

TARIJA - BOLIVIA

Pagina 1 de 1
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ANEXO 6

Analisis de azlcares reductores y totales.

ceanio-ron.ss
Versién 01
Fecha di ion: 2016-10-31

UNIVERSIDAD AUTONOMA “JUAN MISAEL SARACHO” o —

FACULTAD DE "CIENCIAS Y TECNOLOGIA" V/“\\—
CENTRO DE ANALISIS, INVESTIGACION Y DESARROLLO “CEANID” g
g

Laboratorio Oficial del Ministerio de Salud y Deportes y
Red de Laboratorios Oficiales de Analisis de Alimentos RELOAA

Red Nacional de Laboratorios de Micronutrientes
Laboratorio Oficial del "SENASAG"

INFORME DE ENSAYO
I. INFORMACION DEL SOLICITANTE

Cliente: Ismael Montes Flores

Solicitante: |Ismael Montes Flores

Direccién: Av. Los Molles N° 63 - Barrio San Martin

Teléfono/Fax{*** I Correo-e ] hidiceies e l Cédigo I MO 008/17
1l. INFORMACION DE LA MUESTRA

Descripcion de la muestra: Solucién azucarada para fermentaciéon

Codigo de muestreo: M3 LFecha de LRERNSS I Lote: SRR

Fecha y hora de muestreo: 2017-10-09

Procedencia (Locatidad/Prov/ Opto) Tarija - Cercado - Tarija Bolivia

Lugar de muestreo: Lugar de elaboracion

Responsable de muestreo: Ismael Montes Flores

Cédigo de la muestra: 1835 FQ 1419 [Fecha de recepcion de la muestra: l 2017-10-10

Cantidad recibida: 450 ml |Fecha de analisis de la muestra: | Del 2017-10-10 al 2017-10-23
11l. RESULTADOS
2 LIMITES PERMISIBLES|
PARAMETRO TECNICA y/o METODO| UNIDAD RESULTADO REF IA DE
DE ENSAYO Min. Max. LOS LIMITES
Azucares reductores Volumetria % 1,20 Sin Referencia Sin Referencia
Azucares totales Volumetria % 1,60 Sin Referencia Sin Referencia

[N8: Norma Bollviana
% : Porcentaje

1) Los resultados reportados se remiten a la muestra ensayada en el Laboratorio

2) El presente informe solo puede ser reproducido en forma parcial y/o total, con la autorizacion del CEANID
3) Los datos de la muestra y el muestreo, fueron suministrados por el cliente

Tarija, 23 de octubre de 2017

Oniginal: Cliente
Copia: CEANID

Direccién: Campus Universitario Facultad de Ciencias y Tecnologia Zona “El Tejar” Tel. (591) (4) 6645648

Fax: (591) (4) 6643403 - Email: ceanid@uajms.edu.bo - Casilla51 - TARIA - BOLIVIA Pagina 1 de 1

Fuente: CEANID.

Nota: El orden es correlativo al disefio factorial
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CEANID-FOR-88
Versién 01

Fecha de emision: 2016-10-31
UNIVERSIDAD AUTONOMA “JUAN MISAEL SARACHO”

FACULTAD DE "CIENCIAS Y TECNOLOGIA" T/L\
CENTRO DE ANALISIS, INVESTIGACION Y DESARROLLO “CEANID” t L
Laboratorio Oficial del Ministerio de Salud y Deportes /‘) F\)
Red de Laboratorios Oficiales de Anilisis de Alimentos s R_E%OA A

Red Nacional de Laboratorios de Micronutrientes
Laboratorio Oficial del "SENASAG"

INFORME DE ENSAYO
1. INFORMACION DEL SOLICITANTE

COPIA

Cliente: Ismael Montes Flores
i Ismael Montes Flores
Direccién:  [Av. Los Molles N° 63 - Barrio San Martin
Teléfono/Fax{74501419 | correo-e | sksasas | codigo | moo007/17
1l. INFORMACION DE LA MUESTRA
Descripcion de la muestra: Solucién azucarada para fermentacion
Codigo de muestreo: A ] Fecha de vencimiento: bbb ] Lote: b
Fecha y hora de muestreo: 2017-09-19
Procedencia (wocsiidad/prov/ Dpto) Tarija - Cercado - Tarija Bolivia
Lugar de muestreo: Lugar de elaboracion
Responsable de muestreo: Ismael Montes Flores
Cédigo de la muestra: 1731 FQ 1353 [Fecha de recepcion de la muestra: | 2017-09-19
Cantidad recibida: 450 ml ]Fe:ha de anilisis de la muestra: | Del 2017-09-19 al 2017-09-29
IIl. RESULTADOS
LIMITES PERMISIBLES]
PARAMETRO TECNICA y/o METODO| UNIDAD RESULTADO REFERENCIA DE
DE ENSAYO Min. Max. LOS LIMITES
Azucares reductores Volumetria % 0,41 Sin Referencia Sin Referencia
N8 Norma Boliviono
% - Porcentoje

1) Los resultados reportados se remiten a la muestra ensayada en el Laboratorio
2) El presente informe solo puede ser reproducido en forma parcial y/o total, con la autorizacién del CEANID
3) Los datos de la muestra y el muestreo, fueron suministrados por el cliente

Tarija, 29 de septiembre de 2017

a9
i/S

/S CEANID”

Original: Cliente
Copia: CEANID

Direccién: Campus Universitario Facultad de Ciencias y Tecnologia Zona “El Tejar” Tel. (591) (4) 6645648
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INFORME DE ENSAYO

CEANID-FOR-88
Versién 01
Fecha de emision: 2016-10-31
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1. INFORMACION DEL SOLICITANTE

Cliente: Ismael Montes Flores

Solicitante: |Ismael Montes Flores

Direccién:  [Av. Los Molles N° 63 - Barrio San Martin

Teléfono/Fax{*** | correo-e | sesnser | codigo [ moo08/17
11. INFORMACION DE LA MUESTRA

Descripcion de la muestra: Solucién azucarada para fermentacion

Codigo de muestreo: M5 [ Fecha de vencimiento: g [ Lote: hgee

Fecha y hora de muestreo: 2017-10-09

Procedencia (Locaidad/Prov/ Dpto) Tarija - Cercado - Tarija Bolivia

Lugar de muestreo: Lugar de elaboracion

Responsable de muestreo: Ismael Montes Flores

Codigo de la muestra: 1837 FQ 1421 ]Fecha de recepcion de la muestra: I 2017-10-10
Cantidad recibida: 450 ml IFecha de andlisis de la muestra: [ Del 2017-10-10 al 2017-10-23
1ll. RESULTADOS
LIMITES PERMISIBLES]
PARAMETRO TECNICA y/o METODO| UNIDAD |  RESULTADO REFERENCIA DE
DE ENSAYO Min. Max. LOS LIMITES

Azucares reductores Volumetria % 1,37 Sin Referencia Sin Referencia
Azucares totales Volumetria % 2,18 Sin Referencia Sin Referencia

NB: Normo Bolviana
% : Porcentoje

1) Los resultados reportados se remiten a la muestra ensayada en el Laboratorio
2) El presente informe solo puede ser reproducido en forma parcial y/o total, con la autorizacion del CEANID
3) Los datos de la muestra y el muestreo, fueron suministrados por el cliente

Tarija, 23 de octubre de 2017
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Original: Cliente
Copia: CEANID

Direccién: Campus Universitario Facultad de Ciencias y Tecnologia Zona “El Tejar” Tel. (591) (4) 6645648
Fax: (591) (4) 6643403 - Email: ceanid@uajms.edu.bo - Casilla51 - TARIJA - BOLIVIA Pagina 1de 1

Fuente: CEANID.
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CEANID-FOR-88
Versién 01
Fecha de emision: 2016-10-31
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COPIA

1. INFORMACION DEL SOLICITANTE

Cliente: Ismael Montes Flores

Solicitante: |Ismael Montes Flores

Direccion:  |Av. Los Molles N° 63 - Barrio San Martin

Teléfono/Fax{74501419 I Correo-e I bodddhe [ Codigo [ MO 007/17
1l. INFORMACION DE LA MUESTRA

Descripcion de la muestra: Solucion azucarada para fermentacion

Codigo de muestreo: B l Fecha de bt I Lote: ane

Fecha y hora de muestreo: 2017-09-19

Procedencia (Localidad/Prov/ Dpto)

Tarija - Cercado - Tarija Bolivia

Lugar de muestreo:

Lugar de elaboracion

Responsable de muestreo: Ismael Montes Flores
Codigo de la muestra: 1732 FQ 1354 |Fe:ha de recepcion de la muestra: [ 2017-09-19
Cantidad recibida: 450 ml [Fecha de analisis de la muestra: | Del 20170919 al 2017-09-29
11l. RESULTADOS
LIMITES PERMISIBLES)
PARAMETRO TECNICA y/o METODO| UNIDAD RESULTADO REF IA DE
DE ENSAYO Min. Max. LOS LIMITES

Azucares reductores Volumetria % 0,49 Sin Referencia Sin Referencia

IN8: Normo Bolwiana
% - Porcentoje

T) Los resultados reportados se remiten a la muestra ensayada en el Laboratorio
2) El presente informe solo puede ser reproducido en forma parcial y/o total, con la autorizacion del CEANID
3) Los datos de la muestra y el muestreo, fueron suministrados por el cliente

Tarija, 29 de septiembre de 2017

Original: Cliente
Copua: CEANID
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Direccién: Campus Universitario Facultad de Ciencias y Tecnologia Zona “El Tejar” Tel. (591) (4) 6645648

Fax: (591) (4) 6643403 - Email: ceanid@uajms.edubo - Casilla51 -

Fuente: CEANID.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA “JUAN MISAEL SARACHO”
FACULTAD DE "CIENCIAS Y TECNOLOGIA"

CENTRO DE ANALISIS, INVESTIGACION Y DESARROLLO “CEANID”

L Oficial del de Salud y Deportes
Red de Laboratorios Oficiales de Analisis de Alimentos
Red Nacional de Laboratorios de Micronutrientes
Laboratorio Oficial del "SENASAG"

INFORME DE ENSAYO

CEANID-FOR-88
Version 01
Fecha de emision: 2016-10-31

1. INFORMACION DEL SOLICITANTE

Cliente: Ismael Montes Flores

Solicitante: |Ismael Montes Flores

Direccién: Av. Los Molles N° 63 - Barrio San Martin

Teléfono/Fax{*** ] Correo-e I hhhhedd l Codigo ] MO 008/17
Il. INFORMACION DE LA MUESTRA

Descripcion de la muestra: Solucién azucarada para fermentacion

Codigo de muestreo: M4 [ Fecha de | Lote: yen.

Fecha y hora de muestreo: 2017-10-09

Procedencia (Localidad/Prov/ Dpto) Tarija - Cercado - Tarija Bolivia

Lugar de muestreo: Lugar de elaboracion

Responsable de muestreo: Ismael Montes Flores

Cddigo de la muestra: 1836 FQ 1420 IFecha de recepcion de la muestra: ] 2017-10-10

Cantidad recibida: 450 ml IFecha de anilisis de la muestra: l Del 2017-10-10 al 2017-10-23
11l. RESULTADOS
LIMITES E
PARAMETRO TECNICA y/o METODO| UNIDAD RESULTADO E IA DE
DE ENSAYO Min. Max. LOS LIMITES
Azucares reductores Volumetria % 1,24 Sin Referencia Sin Referencia
Azucares totales Volumetria % 2,36 Sin Referencia Sin Referencia

N8 Norma Boiviana
% - Porcentaje

1) Los resultados reportados se remiten a la muestra ensayada en el Laboratorio

2) El presente informe solo puede ser reproducido en forma parcial y/o total, con la autorizacion del CEANID
3) Los datos de la muestra y el muestreo, fueron suministrados por el cliente

Tarija, 23 de octubre de 2017

Original: Cliente
Copia: CEANID

Direccién: Campus Universitario Facultad de Ciencias y Tecnologia Zona “El Tejar” Tel. (591) (4) 6645648
TARUA - BOLIVIA

Fax: (59

Fuente: CEANID.

1) (4) 6643403 - Email: ceanid@uajms.edubo - Casilla51 -
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Red i de L: ios de i

L io Oficial del

INFORME DE ENSAYO

CEANID-FOR-88
Version 01
Fecha de emision: 20161031

1. INFORMACION DEL SOLICITANTE

Cliente: Ismael Montes Flores

[Solicitante: |Ismael Montes Flores

Direccién:  |Av. Los Molles N* 63 - Barrio San Martin

Teléfono/Fax]*** [ correo-e | e | codigo | moo008/17
1l. INFORMACION DE LA MUESTRA
dela azucarada para fermentacion
Codigo de muestreo: M7 Lreeha de vencimiento: bbbt I Lote: b
Fecha y hora de muestreo: 2017-10-09

Procedencia (Localigad/Prov/ Opto)

Tarija - Cercado - Tarija Bolivia

Lugar de muestreo:

Lugar de elaboracion

Responsable de muestreo:

Ismael Montes Flores

Codigo de la muestra:

1839 FQ 1423

lFecha de recepcion de la muestra:

| 2017-10-10

Cantidad recibida:

450 ml

|Fe:ha de anilisis de la muestra:

I Del 2017-10-10 al 2017-10-23

11l. RESULTADOS

LIMITES PERMISIBLES|
PARAMETRO TECNICA y/o METODO| UNIDAD RESULTADO IA DE
DE ENSAYO Min. Max. LOS LIMITES
Azucares reductores Volumetria % 0,84 Sin Referencia Sin Referencia
Azucares totales Volumetria % 1,55 Sin Referencia Sin Referencia

V8. Normo Bolviana
% Porcentaje

1) Los resultados reportados se remiten a la muestra ensayada en el Laboratorio
2) El presente informe solo puede ser reproducido en forma parcial y/o total, con la autorizacién del CEANID
3) Los datos de la muestra y el muestreo, fueron suministrados por el cliente

Tarija, 23 de octubre de 2017

Onginal; Cliente
Copia: CEANID
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Direccién: Campus Universitario Facultad de Ciencias y Tecnologia Zona “El Tejar” Tel. (591) (4) 6645648
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Fuente: CEANID.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA “JUAN MISAEL SARACHO”
FACULTAD DE "CIENCIAS Y TECNOLOGIA"

CEANID-FOR-88
Versién 01
Fecha de emisién: 2016-10-31

¥

CENTRO DE ANALISIS, INVESTIGACION Y DESARROLLO “CEANID” (‘ L
La io Oficial del io de Salud y Deportes § )
Red de Laboratorios Oficiales de Analisis de Alimentos \V__,_/'%LQAé‘
Red i de L ios de
Laboratorio Oficial del "SENASAG"
INFORME DE ENSAYO
1. INFORMACION DEL SOLICITANTE
Cliente: Ismael Montes Flores
Solicitante: |Ismael Montes Flores
Direccion: Av. Los Molles N° 63 - Barrio San Martin
Teléfono/Fax{*** | correo-e | s e I Codigo l MO 008/17
Il. INFORMACION DE LA MUESTRA
Descripcion de la muestra: Solucién azucarada para fermentacion
Codigo de muestreo: M 6 [ Fecha de ] Lote: il
Fecha y hora de muestreo: 2017-10-09
Procedencia (iocaiidad/Prov/ Dpto) Tarija - Cercado - Tarija Bolivia
Lugar de muestreo: Lugar de elaboracion
Responsable de muestreo: Ismael Montes Flores
Cédigo de la muestra: 1838 FQ 1422 ]Fecha de recepcion de la muestra: ] 2017-10-10
Cantidad recibida: 450 m| IFecha de andlisis de la muestra: I Del 2017-10-10 al 2017-10-23
1Il. RESULTADOS
LIMITES ES|
PARAMETRO TECNICA y/o METODO| UNIDAD RESULTADO 1A DE
DE ENSAYO Min. Max. LOS LIMITES
Azucares reductores Volumetria % 1,29 Sin Referencia Sin Referencia
Azucares totales Volumetria % 2,37 Sin Referencia Sin Referencia

N8 Normo Bohwiana
% - Porcentaje

1) Los resultados reportados se remiten a la muestra ensayada en el Laboratorio
2) El presente informe solo puede ser reproducido en forma parcial y/o total, con la autorizacién del CEANID
3) Los datos de la muestra y el muestreo, fueron suministrados por el cliente

Tarija, 23 de octubre de 2017
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Direccién: Campus Universitario Facultad de Ciencias y Tecnologia Zona “El Tejar” Tel. (591) (4) 6645648
Fax: (591) (4) 6643403 - Email: ceanid@uajms.edu.bo - Casilla51 - TARUA - BOLIVIA Pagina 1 de 1

Fuente: CEANID.
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